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RESUMO

Sabe-se que existe uma grande variedade de tracos de metais biodisponiveis nos
sistemas aquaticos, e sua determinacdo ¢ fundamental para prever impactos para os
organismos destes ambientes. Porém, a determinacdo da concentragdo total de elementos
quimicos em sistemas aquaticos, apesar de sua relevancia, ndo proporciona informagdes
necessarias para uma tomada de decisdes ou até¢ mesmo, podem conduzir a interpretacdes
erroneas dos processos € potenciais riscos ao sistema em questdo. O presente trabalho teve
como objetivo utilizar a técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de concentracio
(DGT) para avaliar a membrana de troca aniénica Whatman DE 81 como ligante alternativo
na determinac¢do de Cr(VI). Foram realizados experimentos para determinar os coeficientes de
difusdo em relagdo ao material de difusdo utilizado (gel de agarose). O comportamento dos
agentes ligantes foram analisados perante as principais varidveis dos sistemas, tempo de
imersao, pH e forca i6nica. Em seguida, foi feita a avaliagdo dos potenciais interferentes, para
finalmente prosseguir com a realizag@o de testes empregando amostras reais em laboratorio e

in situ.

Palavras-chave: DGT, Cromo hexavalente, DE81



ABSTRACT

It is known that there is a wide variety of bioavailable trace metals in aquatic systems,
and its determination is fundamental to predict impacts to organisms in these environments.
However, the determination of the total concentration of chemicals in aquatic systems, despite
its importance, does not provide necessary information for decision making or even may lead
to misinterpretation of the procedures and potential risks to the system in question. This study
aimed to use the technique of diffusion in thin films by concentration gradients (DGT) to
evaluate the anion exchange membrane Whatman DE 81 as binder alternative in determining
Cr (VI). Experiments were carried out to determine the diffusion coefficients for the material
used diffusion (agarose gel). The behaviors of the binders were analyzed before the main
variables of the systems, immersion time, pH and ionic strength. Then was made the
assessment of potential interferences, to finally proceed with testing using actual samples in

the laboratory and in situ.

Keywords: DGT, Hexavalent Chromium, DES1
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1. INTRODUCAO

Em um mundo em onde parece que quase todos os ecossistemas naturais estdo sob
estresse, os ecossistemas de 4gua doce, aparecem como os mais ameagados. Varios problemas
afetam a qualidade das aguas fluviais: esgotos domésticos tratados de forma inadequada,
efluentes industriais, perda e destruicdo das bacias de captagdo, a localiza¢do erronea das
unidades industriais e o desmatamento. Segundo o Plano Nacional de Recursos Hidricos
(2006, p.58) o indice de qualidade das aguas (IQA) ¢ empregado em sete das 12 regides
hidrograficas brasileiras (Atlantico Sul, Paraguai, Atlantico Sudeste, Sdo Francisco, Parana,
Atlantico Leste e Amazobnica), tornando a elaboracdo de um diagnodstico nacional de
qualidade das aguas limitado, devido a insuficiéncia das redes de monitoramento em grande
parte do pais.

Quase todos os metais presentes no ambiente sdo biogeoquimicamente ciclados desde
a formacdo do planeta e, por isso, sdo de ocorréncia natural. Entretanto, recentemente, tem
sido observada a introdugdo desses elementos no ambiente devido as atividades de origem
antropica (GUEDES, 2008).

Conforme as pesquisas de Baird (1995), os metais pesados sdo substancias quimicas
inorganicas que se destacam entre os poluentes do meio aquatico. O crescente incremento de
metais pesados nos diversos ecossistemas terrestres tem sido acompanhado pela preocupacao
com a disseminacdo desses elementos, em concentragdes que podem comprometer a
qualidade dos ecossistemas. Contudo, segundo Duffus (2002), o termo “metal pesado” ndo é o
mais adequado quando se refere a poluicdo e toxicidade, mesmo sendo frequentemente
utilizado, isso porque “pesado” ¢ convencionalmente aplicado para indicar alta densidade. O
conhecimento da densidade contribui pouco para avaliar os efeitos bioldgicos.

Sabe-se que existe uma grande variedade de tragos de metais na forma orgénica e
inorganica em sistemas aquaticos, ¢ sua determinagdo ¢ fundamental para prever impactos
para os organismos destes ambientes. Porém, a determinagao da concentragdao total de
elementos quimicos em sistemas aquaticos, apesar de sua relevancia, ndo proporciona
informagdes necessdrias para uma tomada de decisdes ou até mesmo, podem conduzir a
interpretagdes erroneas dos processos € potenciais riscos ao sistema em questdo. Hoje ¢
amplamente discutido que assistimos a uma explosdao demografica que parece ndo ter
controle. Em constante crescimento, ela tras resultados negativos que afetam o planeta, tanto
nas questdes voltadas & protecdo ambiental, quanto nos campos econdmico e social. Neste

contexto, intensifica-se a necessidade de desenvolver novas técnicas analiticas que
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possibilitem a determinacao de espécies quimicas, principais responsaveis pela contaminacao

dos recursos naturais.

2. OBJETIVOS

Os experimentos visaram, principalmente, avaliar a eficiéncia da retengdo de Cr (VI) pelo
agente ligante DE 81, em relagdo as principais variaveis da técnica DGT (pH e forca ionica) e
potenciais ions interferentes. Também, avaliou-se o uso da agarose como agente difusivo para
dispositivos contendo a membrana de troca anidnica Whatman DE81. Em seguida, o
dispositivo foi testado para determinagao de Cr (VI) realizando-se imersdes em amostras reais

(4gua de rio) em laboratério e “in situ”.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Recursos Hidricos

A agua potavel ¢ de fundamental importancia para a conservagao da vida no planeta Terra.
Sua distribuicdo pela superficie terrestre ¢ desigual, possui uma quantidade invaridvel e seu
ciclo natural é renovavel, porém suas reservas hidricas sdo limitadas, pois ha varia¢do da sua
forma, duragdo dos circuitos que ¢ levada a seguir bem como sua qualidade pode ser afetada
(COLACO, 2012).

O territorio brasileiro possui uma grande extensdo que juntamente com sua posi¢ao no
globo terrestre resultam em variagdes sazonais. Sdo caracterizadas principalmente pelas
estagdes do ano e pelos regimes de chuvas a elas associados, variando os periodos de
estiagem e cheia nas diversas regides de formas diferentes. Essa variagdo ocasiona uma
grande diversidade no ciclo hidrolégico médio das diversas regides do pais.

A disponibilidade hidrica no Brasil ¢ privilegiada, porém, cerca de 70% da 4gua doce do
pais encontra-se na regido amazonica, que ¢ habitada por menos de 5% da populacdo. Sendo
assim, uma mentalidade de abundancia tornou-se um pensamento equivocado na sociedade
brasileira que por muito tempo serviu como suporte a cultura do desperdicio da dgua, a sua
pouca valorizacdo como recurso finito e ao adiamento dos investimentos necessarios a
otimizacdo de seu uso. Os problemas de escassez hidrica no Brasil decorrem,
fundamentalmente, da combinagdo entre o crescimento exagerado das demandas localizadas e

da degradacdo da qualidade das aguas. Esse quadro ¢ consequéncia dos desordenados
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processos de urbanizacdo, industrializagdo e expansdo agricola (Agencia Nacional de Energia
Elétrica, 2000).

Um dos aspectos criticos da introducdo de substincias quimicas em sistemas aquaticos ¢ a
sua bioacumulacdo, principalmente, no que se refere a contaminagao por metais (MARKERT,
1998). Alguns metais como o cromo, o cobre e 0 zinco, encontrados na natureza em solos, ar
e adgua, além dos alimentos, sdo considerados microelementos essenciais ao metabolismo dos
organismos vivos. Entretanto, o excesso ou caréncia desses elementos pode levar a distirbios
no organismo e, em casos extremos, até¢ a morte (VIRGA, GERALDO e SANTOS, 2007).

Yabe e Oliveira (1998) relatam que atualmente uma grande quantidade de pesquisas
procura quantificar poluicdo por metais pesados em bacias hidrograficas, buscando agrupar
dados sobre o impacto ambiental e relagdes com as atividades econdmicas, além de atribuir

solucdes para o controle da poluicdo.

3.2. O Cromo hexavalente

Os impactos de metais pesados no ecossistema dependem da sua concentragdo e
especiacdo. Geralmente, espécies i0nicas livres sdo consideradas a principal forma, uma vez
que sdo biodisponiveis e bioreativas. Nos sistemas aquaticos muitas substincias estdo
presentes tanto na forma inorganica como organica, que formam complexos com ions
metalicos dissolvidos influenciando em sua biodisponibilidade (NEUBECKER e ALLEN,
1983).

A partir deste pensamento pesquisadores ressaltam que nas pesquisas na area ambiental,
por exemplo, tem sido essencial a determinagdo de espécies redox e organicas de Sb, As, Fe,
I, Pb, Hg, Pt e Se; de complexos de Cd ou metaloproteinas de Cd, de espécies redox de Cr,
Cu, e espécies de Sn (DONARD e CARUSO, 1998).

Nos tltimos anos a contaminacao do ambiente por Cr, especialmente hexavalente, tornou-
se uma area de importante preocupacao. Geralmente o Cr encontrado no ambiente ¢ de origem
antropica, utilizado em larga escala em diferentes industrias (produgdo de tintas e pigmentos,
preservacdo de madeiras, producdo de celulose e papel, etc.) e ¢ recomendado para uso como
uma referéncia em testes de toxidade padrdo (DORN et al., 1987) (SALUNKHE,
DHAKEPHALKAR e PAKNIKAR, 1998).

Locais de lixiviagdo e percolagdo de Cr (VI) a partir do solo para as dguas subterraneas

representam um risco sanitdrio consideravel. A industria de curtumes (processamento de
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couro cru) ¢ um contribuinte particularmente elevado de polui¢ao dos recursos hidricos com
Cr, com grade ressalva para paises como a india (CHANDRA, SINHA e RAL 1997).

O cromo hexavalente [Cr (VI)] estd geralmente presente no ambiente aquatico como
HCrO*; HCr,0™; Cr,0,% ¢ CrO4~, podendo estar associado a efeitos biologicos adversos em
todos os niveis de organizacdo biologica (MISHRA e MOHANTY, 2009). Estes compostos
ndo sdo biodegradaveis e se acumulam no ambiente, resultando em diretos e indiretos efeitos
toxicos para a vida aquatica. As concentragdes de Cr(VI) recomendadas para a vida em agua
doce sdo 1 pg L', 1 pg L' para vida em 4gua salgada, 8 ug L' em 4guas de irrigacdo e 50

ug L' em 4guas para beber.



Tabela 1. Espécies quimicas de Cr no ambiente

14

Espécies Quimicas

Estado de
Oxidacgdo

Exemplos

Observacoes

Cr elementar

Cr bivalente

Cr trivalente

Cr tetravalente

Cr pentavalente

Cr hexavalente

Cr(0)

N4do ocorre naturalmente

Cr(II)

CrBr,, CrCl,, CrF,,
CrSe, Cr;,Si1

Relativamente instavel e €
facilmente oxidado para o
estado trivalente

Cr(1I)

CrB, CrB,, CrBr3,
CrCl;.6H,0, CrCls,
CrF;, CrN,
KCI‘(SO4)2. 12H20

Forma compostos estaveis
€ ocorre na natureza em
minérios, tais como
cromatoférrico (FeCr,0y4)

Cr(IV)

CI‘Oz, CI’F4

Nao ocorrem naturalmente
e representa um importante
intermedidrio que
influenciam a taxa de
redugdo da forma Cr (V).
Cromo (IV) os compostos
sdo menos comuns. O Cr
(IV) de ions e seus
compostos nao sao muito
estaveis e por causa de
meia-vida curta, desafiam
a deteccgdo de
intermediarios de reagao
entre Cr (VI) e Cr (III).

Cr(V)

Nao ocorrem naturalmente
e representa um importante
intermedidrio que
influenciam a taxa de
reducdo da forma Cr (VI).
Cromo (V) as espécies sao
derivados do anion CrO4>~
e sao de longa vida o
suficiente para ser
observado diretamente. No
entanto, existem
relativamente poucos
compostos estaveis
contendo Cr (V).

Cr(VI)

(NH4),CrOs,
BaCrOy4, CaCrOy,
KzCI‘O4, KzCI‘zO7

O segundo estado mais
estavel de Cr. No entanto,
Cr (VI) raramente ocorre

naturalmente, mas ¢é

produzido a partir de

fontes antropicas. Ela
ocorre naturalmente em
minerais raros (PbCrOy)

Fonte: Adel M. Zayed & Norman Terry (2003).



15

Em altas taxas o Cr®" ¢ considerado toxico para humanos, se tornando altamente
carcinogénico. Essa forma atravessa as membranas celulares prontamente. Dentro da célula, o
Cr ¢ reduzido para a forma trivalente que em associagdo com macromoléculas intracelulares,
incluindo o material genético, formam complexos responsaveis pelas capacidades toxicas e
mutagénicas do cromo (DORN et al., 1987).

Tendo em vista a importancia da preservagdo dos recursos hidricos e a gravidade da
poluicao destes por metais, destacando o Cr neste trabalho, técnicas tém sido elaboradas
visando desenvolver métodos adequados que poderdo identificar, monitorar e posteriormente
remediar ambientes contaminados.

Na literatura ¢ possivel encontrar pesquisas de monitoramento de Cr em meios
aquaticos através de uma das mais importantes propriedades dos poluentes: a bioacumulagao
em tecidos do organismo. Durante um longo periodo, os poluentes presentes no ambiente em
niveis muito baixos podem acumular-se dentro do corpo de espécies aquaticas por diversos
mecanismos na medida exercendo efeitos toxicos (PALANIAPPAN e KARTHIKEYAN,
2009).

3.3. A técnica difusdo em filmes finos por gradiente de concentracédo (DGT)

Devido a toda problematica ecoldgica que envolve o ecossistema de dgua doce, somos
levados a refletir sobre a necessidade de desenvolver novas técnicas analiticas que
possibilitem a determinagdo de espécies quimicas, principais responsaveis pela contaminac¢ao
dos recursos naturais. A partir deste pensamento, pesquisadores ressaltam que em pesquisas
na area ambiental, por exemplo, tem sido essencial a determinacdo de espécies redox e
organicas de Sb, As, Fe, I, Pb, Hg, Pt e Se; de complexos de Cd ou metaloproteinas de Cd, de
espécies redox de Cr, Cu, e espécies de Sn (DONARD e CARUSO, 1998).

As técnicas que utilizam amostradores passivos para amostragens in situ t€ém se destacado
por sua fidelidade a realidade na obtencdo de resultados sobre os sistemas em estudo. A
técnica desenvolvida por Zhang e Davison (ZHANG e DAVISON, 1995) conhecida como
difusdo em filmes finos por gradiente de concentracdo (DGT), tem se mostrado de grande
valia para a determinacao de espécies labeis, com amostragem in situ em meios aquaticos,
sedimentos e em solos. Desde a primeira publicagdo descrevendo o uso da técnica, muitos
trabalhos com novas abordagens para a aplicacdo da (DGT) foram publicados nos ultimos

anos. As novas pesquisas envolviam, por exemplo, novos agentes ligantes, novos agentes
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difusivos, monitoramento e deteccao da concentracdo de elementos, avaliando os riscos
ambientais.

DGT ¢ uma técnica relativamente recente que ndo apresenta dificuldades em sua
utilizagdo. Além de possibilitar medi¢Oes diretas in situ, apresenta caracteristicas atrativas
como a pré-concentracdo, que permite a determinagdo de elementos em niveis de tracos.
Nesta técnica, um dispositivo ¢ imerso em sistema a ser monitorado (por exemplo, no mar ou
em um rio) durante um intervalo de tempo definido. A quantidade dos ions acumulados ¢
recuperada do dispositivo, determinada por uma técnica analitica apropriada e usada para
quantificar as concentragdes das espécies labeis no sistema. O dispositivo DGT pode ser
imerso em regimes de convec¢do descontrolados, como aguas de rios e mares, pois as
medidas sdo independentes das variagdes do fluxo. Além do mais, esta técnica fornece a
concentracdo média em intervalos de tempo pré-estabelecidos e ndo apenas a concentracao
instantanea da espécie de interesse.

Quando associada a técnicas analiticas como a espectrometria de emissdo Optica ou de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP OES, ICP-MS, respectivamente), também
permite determinagdes multielementares. Outra vantagem da DGT ¢ que a técnica fornece a
concentragdo média por tempo e ndo apenas a concentra¢do da espécie de interesse no
momento da coleta (ZHANG e DAVISON, 1995).

O dispositivo DGT ¢ formado basicamente por uma peca plastica de polipropileno (pistao
e tampa), sobre a qual é colocada uma camada de material ligante. Convencionalmente
utiliza-se a resina Chelex-100, imobilizada em um gel de acrilamida-agarose. Sobre este, se
coloca uma camada de material permeavel com porosidade controlada (material difusivo),
geralmente um gel de acrilamida-agarose. Para evitar entupimento por material particulado, ¢
adicionada sobre o material difusivo uma membrana de nitrato de celulose (0,45 pm). Estes
componentes sdo fixados ao pistdo através de um anel de polipropileno (tampa), o qual possui
uma abertura de 20 mm de diametro por onde ocorre a difusdo dos analitos da solucao para o

interior do dispositivo.

A Figura 1 mostra um esquema do dispositivo DGT e seus componentes além de um

diagrama do gradiente de concentracdo que se estabelece no interior do dispositivo.
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Figura 1. Esquema de um dispositivo DGT e representacdo grafica do gradiente de
concentracdo de ions metalicos labeis no interior de um hidrogel em contato com a solugao
em estudo. (Adaptado de Technical Documentation, DGT Research web Page -
ZHANG,1993)

O procedimento convencional do DGT baseia-se na difusdo de espécies de metal
dissolvido em um hidrogel de poliacrilamida e sua imobilizacdo em uma resina quelante, a
Chelex-100 (ZHANG e DAVISON, 1995). Apesar de abrangente, a resina Chelex-100
mostrou-se inadequada para a determinag¢do de uma série de elementos: Li, Na, K, Rb, Mg,
Ca, B, T1, P, S, As, Bi, Se, Si, Sn, Sb, Te, Zr, Nb, Hf, Ta, W, Th e Ag. Uma avaliag¢do desta
resina como agente ligante na técnica DGT revelou que, somente 24 dos 55 elementos
estudados permitiram a determinagdo quantitativa dos mesmos (GARMO, ROYSET,
STEINNES e FLATEN, 2003).

Em 2007, Tonello e colaboradores realizaram a primeira publicagdo por grupos de
pesquisa brasileiros aplicando esta técnica (TONELLO, ROSA, ABREU ¢ MENEGARIO,
2007). A partir de entdo vem crescendo no pais o interesse em estudar a técnica DGT, para
sua potencial aplicacdo em monitoramento tanto de ambientes aquaticos como também de
efluentes industriais (TONELLO, 2011).

Visando obter agentes ligantes complementares de custo mais baixo ou com melhor
desempenho que a resina Chelex-100, novos materiais foram propostos para serem utilizados
na DGT. A membrana Whatman DE 81 e a resina Dowex 2X8-400 foram utilizadas para a
determinacdo de espécies anidnicas de U em amostras sintéticas de agua de rio (LI e ZHAO,
CORNETT, 2007). A resina de troca cationica AG50W-X8 foi proposta para determinagdo de
Cs e Sr (CHANG, 2008). Para a determina¢do de Se anionico (SOGN, 1998) e P dissolvido
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(ZHANG, 1998) foi usado como ligante o composto Fe,O39H,0. Agl(s) foi proposto como
agente ligante para a determinagdo de sulfito dissolvido (TEASDALE, HAYWARD e
DAVISON,1999) e hidroxido de ferro para a quantificagdo de As total dissolvido (PANTHER
et al., 2008).

Posteriormente foi avaliada uma mistura de 5Fe,03.9H,0 e da resina Chelex-100 para
reter cations e anions, mostrando um resultado eficiente na retencdo de todos os elementos
testados: Cd, Cu, Mn, Mo, P, ¢ Zn e usando HNO; 1 mol L' como eluente, todos os
elementos foram eficientemente eluidos da mistura (fator de eluigdao 0,92), exceto para Mo
que apresentou fator de eluicdao de 0,7. Constatando que o novo agente ligante foi adequado
para ser utilizado na DGT (MASON, 2005).

Outros pesquisadores avaliaram a especiacao de Cd e Cu em agua usando uma fase
ligante liquida de poliestireno sulfonato nos dispositivos da DGT, obtendo uma boa
concordancia com modelagem feita por computador (Li et al., 2005). Li et al. (2002)
utilizaram a membrana de troca i0nica, fosfato de celulose (Whatman P 81), para reten¢do
Cu(Il), Cd(I1), Zn(II), Mn(II), Ni(II), K(I), Na(I), Ca(Il) e Mg(II). Os autores avaliaram a
membrana P 81 como vantajosa perante o material convencional, pela a reutilizagao de até
quatro vezes do material e simplicidade de preparo e utilizacdo. Porém foi dito como
desvantagem ser um forte trocador de cations, fazendo com que esta membrana fique
facilmente saturada pelos cétions na solu¢do da amostra.

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como um material sorvente em
varios métodos de extracdo em fase solida para a separagdo e pré-concentracdo de diversos
metais, como o Fe, Ni, Cd, Zn, Cu e Pb (MAQUIEIRA et al., 1994; BAG et al., 1998; 1999;
BISCARO et al., 2007). A levedura também foi aplicada para a determinagdo seletiva de
espécies de metais e metaldides, como As(II) e As(V) (SMICHOWSKI et al., 2000; KOH et
al., 2005), Cd(Il) e Cd-MT (MENEGARIO et al., 2007), Cr(IIl) e Cr(VI) (MENEGARIO et
al., 2005), metilmercurio e Hg(Il) (MADRID et al., 1995; PEREZ-CORONA et al., 1998),
Sb(I1I) e Sb(V) (MENEGARIO et al., 2006), Sn(IV) e Sn(II) (CALDORIN E MENEGARIO,
2007) e entre Se(IV) e Se(VI) (PEREZCORONA et al., 1997), mediante a retengao
quantitativa de uma espécie na presenga da outra espécie. Com base nestes trabalhos,
Menegario (2010) e colaboradores demonstraram mais tarde a viabilidade desta levedura
impregnada em gel de agarose como agente ligante na técnica DGT para a determinagdo de

Cd(In).
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3.4. Local de estudo: Ribeirdo Claro — bacia do rio Corumbatai, SP.

O maior afluente do rio Corumbatai na margem esquerda ¢ o rio Ribeirdo Claro, enfoque
para a determinacdo da fracdo labil, teor total e teor dissolvido de Cr(VI) in situ deste
trabalho. Sua nascente se situa proxima a Ajapi no municipio de Corumbatai e tem sua bacia
de drenagem localizada em uma regido formada por colinas suavizadas com altitude de cerca
de 700m, cortando o perimetro urbano da cidade de Rio Claro antes de tributar suas aguas no
rio Corumbatai (PINTO, 1993).

A bacia do Corumbatai ¢ uma alternativa de abastecimento de agua para varios
municipios, mostrando-se importante regionalmente por ainda possuir dguas de boa qualidade
e por apresentar ecossistemas pertencentes a fragmentos situados na topografia acidentada da
cuesta do arenito Botucatu, com elementos raros na paisagem do interior do Estado de Sao
Paulo (VIANA E MENDES, 1997). O Ribeirdo Claro supre cerca de 50% da demanda de
agua para a cidade de Rio Claro, sendo captada na Estacdo de Tratamento e Abastecimento
(ETA-1).

Esse rio € o principal tributario pela margem esquerda do Rio Corumbatai, que por sua
vez se destaca como uma sub-bacia do rio Piracicaba em territorio paulista. Drenando uma
area de aproximadamente 270 km? (Figura 2), a bacia hidrografica do Ribeirdo Claro, aloja-se
em setor ocidental da média Depressdo Periférica Paulista, dispondo-se pelos tenros depositos
estruturais desta provincia geomorfologica, com a orientacdo da drenagem subseqiiente de
NE-SW desde as cabeceiras junto ao “front” das cuestas areniticos-basalticas até a
confluéncia com o rio Corumbatai. Considerando a extensdo linear, o eixo principal desta
bacia, perfaz 70 km. Atravessando o territério dos seguintes municipios: Corumbatai no alto
curso, Rio Claro e Santa Gertrudes no médio e baixo curso fluvial; seccionam ainda, através
de alguns tributdrios que infletem para a margem esquerda do principal coletor, parcelas do

municipio de Leme e Araras (VIADANA e BRITO CAVALCANTI, 2006).
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Figura 2. Mapa da bacia hidrografica do Ribeirdo Claro.

Especificamente o local de estudo localiza-se na Floresta Estadual “Edmundo Navarro
de Andrade” (FEENA), no planalto meridional do Estado de Sao Paulo dentro do municipio
de Rio Claro (Figura 2). Abrange uma area de 2.222,80 ha e trata-se de um local de plantio
de arvores exoticas, principalmente do género Eucalyptus (cerca de 180 espécies). O conjunto
de 4guas da FEENA ¢ composto por pequenos cursos d’agua pertencentes a bacia hidrografica
do rio Corumbatai, sendo o principal deles o Ribeirdo Claro, cortando-a no sentido norte—sul
(MACHADO, 1978).
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Figura 3. Indica o pono de coleta de amostras e imersio dos dispositivos DGT, Ribeirdo
Claro — SP (Fonte: Google Maps, data da imagem 31/08/2012).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

Os principais equipamentos e acessorios utilizados foram:
- Espectrometro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (GBC modelo
integra XL) equipado com camara de nebulizacdo do tipo ciclonica e nebulizador
concéntrico;
- Vidrarias e acessorios de laboratorio;
- Equipamentos de uso rotineiro em laboratorios de quimica analitica, como sistemas
purificadores de dgua, termdmetro, agitadores e balancas analiticas;
- Medidor de pH e condutividade (Jenway — modelo 430, Starffordshire, Reino Unido);
- Estufa: B. O. D. — Biologic Oxygen Demand — TE -391 (TecNal);
- Dispositivos da técnica DGT: pistao e presilha (anel em polipropileno, adquiridos da
DGT Research Ltd (Lancaster, Reino Unido);
- Agarose NA (Pharmacia Biotech AB, Canadd);
- Membrana filtrante de acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech Ltda);
- Membrana de troca anionica DE 81 (dietilaminoetilcelulose) (Whatman - GE
Healthcare);

- Reagentes de uso geral
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4.2. Métodos

4.2.1. Principios da técnica do DGT

A técnica DGT tem por principio a 1 lei de difusdo de Fick para a difusdo [2]. Por esta
lei, temos que o fluxo (F) dos ions que se difundem através da camada de material difusivo

(gel ou celulose), em direcao ao material ligante é calculado pela expressao (1).

F=D(C, -C')/Ag )

Sendo que D ¢ o coeficiente de difusdo do analito no material difusivo, Ch ¢ a
concentracdo do analito labil na solucdo/amostra, C’ ¢ a concentracdo do analito livre na
interface com o material ligante (resina) e 4g € a espessura da camada de material difusivo,
normalmente, gel de acrilamida/agarose.

Quando o equilibrio entre os ions da solugdo/amostra e o material ligante ¢ obtido
rapidamente, e se a ligacdo entre eles for intensa, a concentragdao C’ sera zero, caso ndo ocorra

saturacao do ligante. Temos que a expressao (1) podera ser escrita da forma:

F =DC, /Ay )

Como o fluxo dos analitos pode ser calculado por F=M/At onde M ¢ a massa do
analito, A ¢ a area da janela do dispositivo e ¢ seu tempo de imersdo, podemos reescrever a

expressao (2) explicitando a massa M.

M = DC,tA/ Ay 3)

Determinada a massa M do analito retida no dispositivo DGT, pode-se entdo calcular a

concentracdo Cp do analito na solugdo/amostra através da expressao (4).

C, = MAg/DtA @

Todos os utensilios utilizados nesse trabalho inclusive as partes de polipropileno do

dispositivo DGT passaram por um processo de descontaminacdo que envolveu a imersao
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desses materiais em solu¢do de acido nitrico (HNO3) 20% (v/v) durante um periodo de 4
horas. Em seguida, esses materiais foram lavados com agua desionizada e dgua purificada.
Todas as solugdes foram preparadas usando dgua purificada a uma resistividade de 18

Qcm.

4.2.2. Preparo do agente difusivo

Os géis de agarose foram preparados em uma relacdo de 0,6g de agarose para 40 ml de
agua purificada (composi¢do de 1,5%, m/v). Apds a pesagem da agarose na balanga analitica,
foram colocados aproximadamente 20 mL de 4gua purificada em um béquer sobre o
aquecedor. Uma vez atingida a temperatura de ebuli¢do foi adicionando aos poucos agarose e
agitando até que fosse totalmente dissolvida. Apds toda agarose ser dissolvida, os 20 mL
foram colocados em um tubo Falcon de 50 ml e avolumado com agua purificada aquecida
para 40 ml. Com uma seringa a solucao de agarose foi colocada entre duas placas de vidro
(20x20 cm) aquecidas, separadas entre si com um espacador plastico de 0,8 mm e, fixadas aos
lados com prendedores de pressdo. Foram necessarias quarenta minutos para a secagem
completa da agarose dentro do fluxo laminar. Depois de frio, o gel foi seccionado em forma
de discos com 2,5 cm de didmetro. Usando tempos de secagem maiores (acima de uma hora)
o gel desidrata em excesso dificultando a desmontagem das placas e, apresentando maior

fragilidade ao manuseio.

Figura 4. Preparo do gel de agarose (Fonte: Autor, 2012).
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4.2.3. Preparo da solucdo-estoque de Cromo VI

Em um tubo Falcon de 50 mL foi adicionado 0,2831 g Cr,O7K; em 50 mL de 4gua

purificada, atingindo-se a concentra¢do de 2000 mg L' de Cr(V]) intitulada solugdo estoque.

4.2.4. Preparo da solucio-estoque de NaNO; 2 mol L

A solugdo-estoque 2 mol L' de NaNO; foi preparada a partir do sal (Merck,

Darmstadt, Germany), pesando-se 169,96 g do composto e diluindo para 1000 mL com agua.

4.2.5. Preparo das solucdes para os experimentos

Para o teste de imersdo, retirou-se 1000 puL da solug¢do estoque que foi adicionado a
um recipiente contendo 3939 ml de dgua purificada em sistema milli-Q e 60 mL da solucdo de
2 mol L de NaNOs, totalizando 4000 mL de solucdo com forca idnica de 0,03 mol L' e o
pH foi ajustado para 5,6.

Figura 5. Experimento da curva de imersdo em andamento (Fonte: Autor, 2012).
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O experimento da camera de difusao foi realizado a partir do preparo de duas solugdes
A e B, com o mesmo valor de for¢a i6nica (0,03 mol L' de NaNO;). A solugdo A nao
continha Cr(VI) e foi preparada a partir de 98,5 mL de agua purificada, 1,5 mL da solucdo de
2 mol L de NaNOs ¢ o pH foi ajustado para 5,6. Para a solugio B usou-se 0,25 mL da
solucdo estoque de Cr(VI), 98,25 mL de 4gua purificada, 1,5 mL da solu¢do de 2 mol L™ de
NaNOs e o pH foi ajustado para 5,6. Para cada compartimento da camara de difusdo foram

usados 70 mL das solugdes preparadas.

Figura 6. Experimento Camara de Difusdo em andamento (Fonte: Autor, 2012).

Na realizagdo do teste para avaliar o efeito do pH foram usados cinco recipientes com
capacidade de 1000 mL preparados de igual forma, apenas variando o ajuste do pH. Cada
recipiente continha 150 pL da solucdo estoque de Cr(VI), 15 mL da solugdo de 2 mol L™ de
NaNO;, 984,85 mL de agua purificada. Os valores do pH foram 3,0; 5,0; 6,0; 7,0; 9,0.

Para testar o efeito da for¢a idnica (I), também foram usados cinco recipientes
mantendo o volume final de 1000 mL fixados com 150 pL da solugado estoque de Cr(VI) e pH
5,6 apenas variando a quantidade de nitrato de sodio de acordo com a forca idnica desejada.
Na 1=0,005 mol L foram adicionados 2,5 ml da solucao de 2 mol L' de NaNOs3; I= 0,01 mol
L'l, 5 mL; I= 0,03 mol L'l, 15 mL; I=0,1, 50 mL e para I= 0,5 mol L' 250 mL.
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Figura 7. Experimento Forga ionica em andamento (Fonte: Autor, 2012).

As solugdes de imersdo utilizadas para os testes de interferentes foram preparadas em
potes mantendo o volume final de 1000 mL. Solugio 25 mg L™ de Mg e Ca, 44 pg L™ de Cl
em 100 ug L de Cr(VI), pH 5,6 ¢ 1= 0,03 mol L' de NaNO:;.

Para o teste de recuperacdo, foi preparada uma amostra de dgua de rio de 3000 mL
enriquecidas com 100 pg L' de Cr(VI). A amostra de 4gua de rio foi coletada no Ribeirdo
Claro localizado dentro da Floresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade (Latitude S 22°
24’ 45.98”, Longitude O 47° 32’ 41.41”).

4.2.6. Preparacio do agente ligante

A metodologia para descontaminagdo da membrana Whatman DE 81
(dietilaminoetilcellulose) usada durante todo experimento foi a mesma usada por Li et al.
(2006), que consiste em uma imersdo da membrana em 10% de 4cido nitrico por 24 horas
antes de serem lavadas e estocadas em agua purificada para remover qualquer elemento que

ela pudesse estar contaminada.
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4.2.7. Procedimento de montagem e imersao dos dispositivos

Os dispositivos DGT foram montados dentro de uma capela de fluxo laminar,
colocando-se sobre o pistdo de polipropileno primeiramente a membrana Whatman De
81(agente ligante) e sobre esta um disco de material difusivo (gel de agarose). Por tltimo a
membrana filtrante de acetato de celulose (0,45um de porosidade), utilizada para protecdo do
gel. Os discos foram fixados por uma luva de polipropileno, a qual possui uma janela de 20

mm de didmetro que permite a difusdo dos ions para dentro do dispositivo.

Figura 8. Da esquerda para a direita: Membrana DE 81, Agarose 1,5% (m/v) depois de
seccionados, Membrana Filtro — acetato de celulose (Fonte: Autor, 2012).

4.2.8. Parte experimental

A fim de testar a viabilidade da agarose como agente difusivo, o coeficiente de difusao
do Cr (VI) no gel foi calculado por dois métodos distintos: método da camara de difusdo e
imersao com dispositivos DGT .

Para o método da camara de difusdo utilizou-se uma camara construida inteiramente
de acrilico que possui dois compartimentos de igual volume. Estes compartimentos sao
separados por duas placas de acrilico ambas com um orificio de 1,5 cm de diametro. Uma
placa ¢ fixa a4 camara de difusdo e a outra placa ¢ mdvel para facilitar a inser¢ao do agente
difusivel a ser estudado.

O gel de agarose e o filtro de acetato foram colocados entre as duas placas na area
seccionada de modo a que ficasse exposto para a solu¢do B o filtro de acetato e a agarose para
a Solu¢ao A. As duas solugdes foram colocadas simultaneamente, mantendo-se ambas as
solucdes em agitagdo constante. Aliquotas de igual volume (1 mL) foram retiradas dos dois

compartimentos a cada 15 minutos durante um periodo de 2 horas. A temperatura foi



28

analisada periodicamente (£ 23°C). Para todos os experimentos, as aliquotas da solu¢ao A
foram preservadas em 10% (v/v) HNOj3 para anélise posterior.

Posteriormente foi realizado o procedimento de imersdo dos dispositivos. Foi
calculado a partir da equagdo 01, o numero de dispositivos que poderiam ser colocados nas
solugdes durante 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 20h, 22h, 24h sem que a concentracdo inicial da
solugdo fosse alterada devido ao acumulo dos analitos nos dispositivos DGT. Os calculos
mostraram que conduzindo imersdes em um recipiente de plastico com o volume aproximado
de 4000 mL de solucdo 500 pg L'de Cr(VI), a reducio da concentracio inicial seria muito
pequena, sendo assim foram colocados 9 dispositivos. A temperatura e o pH (23°C; 5,6 + 0,5,
respectivamente) foram mantidos constantes. As solugdes foram mantidas sob agitagdo para
que uma camada, denominada DBL (Diffusive boundary layer), que se forma na frente do
dispositivo e se comporta como sendo uma extensdo do agente difusivo, fosse reduzida o
maximo e ndo retardasse a difusdo dos analitos para a superficie do ligante (ZHANG e

DAVISON, 1995).

Figura 9. Dispositivos DGTs montados e prontos para imersao (Fonte: Autor, 2012).

Para a avaliagdo do efeito das variantes da técnica DGT, os testes se iniciaram com a
alteracao do potencial Hidrogenidnico (pH). Em cada um dos 5 recipientes contendo 1000 mL

de uma solugdo de 100 pg L'de Cr(VI) com I= 0,03 foram colocados 2 dispositivos DGT e
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ajustados os diferentes pH 4,0; 5,0; 7,0; 8,0 e 9,0. Foram mantidos sobre temperatura e
agitacdo constante durante 8 horas. Posteriormente, foi avaliado o efeito da forga i6nica
mantendo constante o valor do pH (5,6) com imersdes de 6 horas.

No teste de interferentes, as imersdes foram realizadas na solugdes contendo 44 mg L™
de Cl, 25 mg L' de Mg e Ca em 100 pg L' de Cr(VI) respectivamente. Em cada uma das
duas solugdes foram imersos dois dispositivos por um periodo de 6 horas, mantendo constante
o valor do pH (5,6); I=0,03 e temperatura 23°C.

Para realizar a imersdo no laboratorio em amostras reais, foram coletados em um
recipiente plastico cinco litros de agua do rio. Posteriormente foram realizadas imersdes
nestas amostras de dgua do rio Ribeirdo Claro, enriquecidas com 100 pg L™'de Cr(VI). Dois
dispositivos foram imersos na amostra (tempo de imersao de 6 horas e temperatura de
23+2°C). Foram medidos a forca idnica (0,0007) mol L'e pH (7,36) que se mantiveram
constantes durante o experimento.

A imersdo in situ foi realizada em um ponto do Ribeirdo Claro (Latitude S 22° 24’
45.98”, Longitude O 47° 32’ 41.417), que encontra-se na bacia do Corumbatai. Os
dispositivos, contendo a membrana de troca anidénica Whatman DE 81 foram colocados em
uma armag¢do hexagonal (Figura 10), e essa foi amarrada a um peso e uma boia com fio de

nylon.

Béia

Superficie da

Figura 10. A esquerda estrutura hexagonal montada, a figura da direita ¢ um esquema que
representa a estrutura imersa em campo(Foto e esquema cedidos por Carlos Alfredo Suarez).

O periodo de imersio foi de 72 horas, com temperatura de 22 +2°C. O
acondicionamento dos dispositivos, antes € apds a imersao, foi feito em sacos plasticos

contendo um pequeno volume de 4dgua purificada para manutencdo da umidade.
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Figura 11. Da esquerda para direita: Local da imersdao dos DGTs, DGTs montados na
armacao hexagonal, DGTs imersos em campo. (Fonte: Autor, 2012).

4.2.9. Procedimento de eluicdo e de determinacio

Os dispositivos foram abertos e as membranas DE81 colocadas em frascos tipo Falcon
de 15mL contendo 3mL de 4acido nitrico 10 % (volume/volume). Em seguida, foram
colocados em agitacdo durante um periodo de 24h. Posteriormente, foi realizada a
determina¢do da massa dos analitos por espectrometria de emissdo Optica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES).
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Géis de agarose

Os géis preparados com composi¢do de agarose 1,5% (m/v) apresentaram boa resisténcia
a ruptura e consisténcia satisfatoria para serem utilizados nos dispositivos DGT. Sendo assim,
se mostrou uma alternativa viavel para a metodologia.

5.2. Camara de Difusao

Os valores calculados da massa de Cr(VI) difundidas no gel de agarose pelo tempo de

amostragem, para calculo do coeficiente de difusdo pelo método da camara estdo apresentados

na Figura 12.
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Figura 12. Curva camara de difusdo. Apresenta a relagao das massas de Cr(VI) difundida
pelo tempo.

A curva da camara de difusdo apresenta um comportamento linear satisfatorio,
caracterizado por R*=0,969, resultado em um coeficiente de difusdo para o Cr(VI) igual a
4,88x 10%cm?s™.

Pelo comportamento do Cr (VI) em relagdo ao gel de agarose, pode- se concluir que
ndo ha interacdo significativa entre o analito e o meio difusivo estudado. Assim, ndo ha

limitacdes em utilizar a agarose como meio difusivo para a analise de Cr (VI).
5.3. Curva de Imersdo com Agarose
Para a realizacdo do teste da curva de imersdo com Agarose como agente difusivo, foi

utilizada uma solugio de 500 pug L'de Cr(VI) em 4000 mL. Foram imersos 9 dispositivos
para serem retirados nos seguintes periodos: 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 20h, 22h e 24h.



32

Curva Imers. c/ Agarose

1400

[EEY
[y
o
o

1000

800
y=0,0816x+ 579,16

600 R?=0,9185

400

Massa de Cr (V1) eluida (ng)

200

0 2000 4000 6000 8000 10000
t(s)

Figura 13. Curva de imersdo com Agarose como agente difusivo para Cr(VI).

A curva de imersao do Cr(VI) (Figura 13) apresentou um comportamento linear
caracterizado por R*= 0,9185, sendo considerado um resultado satisfatorio para o estudo.
Com os dados da curva e através da formula (3) ¢ possivel calcular o coeficiente de difusdo
(D) de 3,6 x 10° cm” s™'. O valor obtido para o CD é muito proximo ao valor obtido com a
camara de difusdo.

Outros autores como Panther et al. (2008) averiguaram que o coeficiente de difusdo do
As(IIT) e As(V) em gel de poliacrilamida com os métodos do dispositivos DGT e da cdmara
de difusao tiveram valores dos coeficientes concordantes, assim como o presente trabalho.

O valor do coeficiente de difusdo encontrado (3,6 x 10°® cm” s™) foi utilizado para o

calculo da concentragdo de Cr(VI) em todos os experimentos seguintes.
5.4. Efeito do Potencial Hidrogenionico na capacidade de ligagcdo da membrana DE 81.
A Figura 14 representa apresenta a relagcao [DGT]/[solugdo] para diferentes valores de

pH. Na faixa de pH entre 5 e 6 ndo foram observadas significativas alteragdes na retencao de

Cr (VI) pela membrana DE 81 (temperatura 23 °C, for¢a iénica 0,03 mol L™).
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Figura 14. Apresenta a relagdo [DGT]/[solugdo] diante da varia¢do de pH.

5.5. Efeito da Forca I6nica na capacidade de ligacdo da membrana DE 81.

Diferentes quantidades de ions sdo encontradas dissolvidas em aguas de rios. Sendo
assim, a variabilidade da for¢a i0nica para a difusdo na agarose e a retencdo de Cr(IV) pela
membrana DE 81 foi avaliada nesse estudo.

Para uma imersao de seis horas foram colocados em cinco recipientes de 1000 mL
diferentes forgas i6nicas (I= 0,005 mol L' de NaNOs, I= 0,01 mol L', = 0,03 mol L e I=
0,5 mol L"), com 100 pug L-1 de Cr(VI), dois dispositivos de DGT. Foram mantidos
constante a temperatura 23° ¢ o pH=5,6.

A figura 15 representa apresenta a relagdo [DGT]/[solucao] para diferentes valores de

for¢a i6nica.
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Figura 15. Relagdo [DGT]/[solugao] para diferentes valores de forga idnica.

Os resultados mostraram que para valores de forgas i6nicas muito baixas (I= 0,005
mol L' de NaNO3), possivelmente, a difusdo do Cr (VI) ¢ alterada, provocando um aumento
de sua concentracdo ([Cr] > 170%). Resultados semelhantes foram relatados por Larner e
Seen (2005). Para valores de forgas idnicas muito altas (até 0,5 mol L), o excesso de fons
NO7; passou a competir com o Cr(VI) pelo sitio de ligagdo da membrana DE 81, ocasionando
uma queda da concentragdo do Cr(VI) retido na membrana. Contudo, a magnitude deste efeito
¢ relativamente pequena (menor que 20 %) para I até 0,5 mol L, possibilitando assim, a
utilizagdo do método proposto para amostras contendo forca idnica entre 0,01 a 0,5 mol L'l,
sem calibragdes especificas (usando coeficientes de difusdo especificos para os valores da

forga i06nica).

5.6. Efeito de potenciais interferentes na capacidade de retencdo de Cr(VI) pela

membrana DE 81.

Considerou-se como potenciais interferentes elementos contidos em concentracoes

. , c . - 2+ 2+ ’ + - s ~
maiores em aguas fluviais como CI', Mg” e Ca”, além de Na e NOs™ ja presentes na solugao
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para o ajuste da forca idnica (0,03 mol L™). A recuperacdo de Cr(VI) do agente ligante no
teste dos interferentes ¢ exibida na Tabela 2. Observa-se a partir desta Tabela que as
interferéncias devido a presenca de CI,, Mg*™ e Ca®" foram despreziveis nas condi¢des do

experimento.

Tabela 2. Efeito interferente na retengdo de Cr(VI). Média + Sd.

Interferentes [Cr VD], ug L’ [Interf.], mg L’ Rec. de Cr(VI), %
0 25 (Mg™), 25 .
Mg e CaCl, 100 (Ca2+), 44 (CI') 105 +7,8%

5.7. Imersdo em amostra de agua coletada Ribeirdo Claro — bacia do Rio Corumbatai,
SP.

Uma amostra de 5000 mL foi retirada do rio Ribeirdo Claro com um frasco de pléstico
transparente para posterior medida dos valores do pH, condutividade elétrica e temperatura,

conforme indicados na Tabela 3

Tabela 3. Valores médios de pH, forga i6nica ¢ temperatura obtidos.

Forca ionica* Condutividade
PH ; ; Temperatura (°C)
(mmol L™) Elétrica (uS cm™)
7,46 0,0007 0,05 22

* Valores da forga ionica foram calculados segundo Griffin e Jurinak (1973).

Foram realizadas imersdes nas amostras de agua do rio Ribeirdo Claro enriquecidas
com 100 pg L de Cr (VI), forca idénica = 0,0007 mol L' e pH= 7,36 que se mantiveram
constantes durante o experimento (6 horas).

A Tabela 4 mostra a concentracdo de Cr(VI) na solug¢do (spike), a concentracdo de
massa Cr(VI) obtida com o DGT (usando a membrana DE81) e a relagdo em porcentagem

entre ambas.
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Tabela 4. Valores da concentragdo de massa de Cr(IV) na solu¢do ¢ na membrana.

[Cr(VD)] na solucdo em ug [Cr(VI)] na membrana Relagdo Concentracio
-1

-1 calculada/ Concentracio
L em ug L real
138,48 212,717 1,54

De acordo com o teste da forca idnica, o resultado obtido para a concentragdo de
Cr(IV) foi o esperado para o experimento, uma vez que a agua do Ribeirdo Claro apresentou
uma I < 0,005 mol L' (era aguardado que houvesse um maior acumulo de Cr(VI) na
membrana devido a alteracao em sua difusao, como foi anteriormente explicado). Assim, para
andlise destas amostras, os dispositivos DGT devem ser calibrados especificamente para a
forga ionica de I= 0,0007 mol L Contudo, uso de CD obtido em I = 0,005 mol L™ jé resulta

em valores bastante proximos ao valor esperado.
5.8. Imerséo in situ Ribeirdo Claro — bacia do Rio Corumbatai, SP.

Em nenhum dos métodos foram determinadas as concentragdes total, dissolvida e 1abil
de Cr(VI). Nao foram encontrados valores acima do limite de detec¢ao (LD) do método.
Considerando um tempo de imersdo 72 h e um LD de 3 pg L™ para determinagdes diretas por
ICP-OES estimou-se um LD de 3,39 pg L para determinagdes usando DGT. Neste

momento, o método vem sendo empregado em outras areas.
6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a agarose 1,5% (m/v), juntamente com a
membrana de troca anionica Whatman DE 81 sdo vidveis para serem utilizadas como material
alternativo na técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de concentragdo (DGT) para a
determinagao Cr(VI), desde que respeitados os limites da varidveis da técnica,
particularmente, a forca iénica (> 0,01 mol L™).

O uso dos dispositivos contendo o membrana em estudo para a determinagdo de
Cr(VI) em 4guas fluviais foi limitado aos baixos valores de forga idnica e do analito nas
amostras. Os resultados obtidos mostram ser necessario a calibracdo dos dispositivos para

eAs . . -1
forgas 10nicas iguais ou menores 0,005 mol L™
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