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Impacto potencial desta pesquisa

Esta pesquisa pode ser aplicada para avaliar a qualidade da agua, e contribuir
para a preservacdo dos recursos hidricos. Também tem a possibilidade de impactar
positivamente a sociedade, pois a concentracdo de poluentes na agua pode afetar a
saude humana e o meio ambiente. A metodologia desenvolvida pode ser utilizada por
orgaos regulatérios e empresas, pois esta alinhada aos objetivos do desenvolvimento

sustentavel.

Potential impact of this research

This research can be applied to assess water quality, contributing to the
preservation of water resources. It also has the possibility of positively impacting society,
as the concentration of pollutants in water can affect human health and the environment.
The methodology developed can be used by regulatory agencies and companies, as it is

aligned with the goals of sustainable development.
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RESUMO

Frente a evolucdo da industrializagc&o, aliada com o crescimento intenso da agricultura e
dos principais centros urbano-industriais, os corpos hidricos vém sofrendo com a entrada
de grandes quantidades de contaminantes e compostos quimicos, como 0s metais
potencialmente téxicos. O monitoramento dos corpos hidricos € de grande importancia,
uma vez que sao utilizados para abastecimento publico e diversas outras atividades
como irrigacdo e pesca, e a técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de
concentracdo (DGT) tem se mostrado eficiente no auxilio ao monitoramento destes
metais em meios aquosos. Técnica baseada na 12 Lei de Difusdo de Fick,
convencionalmente utiliza a membrana ligante feita com resina Chelex-100 e a
membrana difusiva de acrilamida-agarose. Entretanto, esta resina € artificial e seus
resultados séo limitados. Uma alternativa para esta questao seria utilizar materiais de
origem natural para fabricacdo do gel ligante, como a quitosana, que se trata de um
polimero natural, biodegradavel e atoxico. Sendo assim, nesse trabalho o dispositivo
DGT foi confeccionado com materiais alternativos, sendo eles: filme de quitosana natural
como agente ligante e gel de agarose como gel difusivo para a determinacdo dos
coeficientes de difusdo e adsorcédo dos analitos Cd (1l), Cu (Il) e Zn (lIl) em ambientes
aquaticos. Os dispositivos montados com 0s materiais alternativos foram validados a
partir de curvas de imerséo nos diferentes analitos analisados, onde foram obtidas retas
gue comprovam o cumprimento da Lei de Fick, ou seja, comprovam que podem ser
utilizados para a técnica DGT. No teste de camara de difusdo, o gel de agarose
apresentou coeficiente de difusdo para os ions Cd (Il), Cu (I) e Zn (I1), respectivamente,
de 5,09 x 10 cm? s1; 2,83 x 10® cm? st e 1,70 x 10 cm? s'1. Os mesmos coeficientes
foram determinados utilizando diretamente os dispositivos DGT e os valores de
coeficiente de difusdo foram de 2,45 x 10® cm? s1; 3,56 x 10° cm? s e 1,27 x 10°® cm?
s, para Cd (ll), Cu (ll) e Zn (ll), respectivamente. Os resultados dos coeficientes de
difuséo obtidos em ambos os testes foram mais semelhantes para Cu (Il) e Zn (ll) quando
comparados a diferenga entre ambos os coeficientes obtidos para o Cd (ll), sendo assim
concluiu-se que o dispositivo DGT com os materiais alternativos foi efetivo, mas deve ser

feita uma otimizacdo do processo para obter resultados mais eficientes.



Palavras-chave: Gel de agarose. Géis alternativos. DGT. Membranas ligantes de

guitosana.



ABSTRACT

Faced with the evolution of industrialization, combined with the intense growth of
agriculture and the main urban-industrial centers, water bodies have been suffering from
large amounts of contaminants and chemical compounds such as potentially toxic metals.
The monitoring of water bodies is of great importance, since they are used for public
supply and several other activities such as irrigation and fishing, and the thin film diffusion
technique by concentration gradients (DGT) has been shown to be efficient in helping to
monitor these metals in aqueous media. Technique based on Fick's 15t Law of Diffusion,
conventionally uses the binding membrane made with Chelex-100 resin and the diffusive
membrane of acrylamide-agarose. However, this resin is artificial and its results are
limited. An alternative to this issue would be to use materials of natural origin to
manufacture the binding gel, such as chitosan, which is a natural, biodegradable and non-
toxic polymer. Therefore, in this work, the DGT device was made with alternative
materials, namely: natural chitosan film as a binding agent and agarose gel as a diffusive
gel for the determination of diffusion and adsorption coefficients of Cd (1), Cu (II) and Zn
(1) analytes in aquatic environments. The devices assembled with alternative materials
were validated based on immersion curves in the different analyzed analytes, where
straight lines were obtained that prove compliance with Fick's Law, that is, they prove that
they can be used for the DGT technique. In the diffusion camara assay, the agarose gel
presented a diffusion coefficient for Cd (ll), Cu (l) and Zn (ll) ions, respectively, of 5,09 x
10% cm? s1; 2,83 x 10 cm? s and 1,70 x 10® cm? s'1. The same diffusion coefficient
were directly determined by DGT devices and the values of diffusion coefficient were 2,45
x 10 cm? s1; 3,56 x 10° cm? st and 1,27 x 10 cm? s, for Cd (l1), Cu (Il) and Zn (I1),
respectively. The results of the diffusion coefficients obtained in both tests were more
similar for Cu (Il) and Zn (1) when comparing the difference between both coefficients
obtained for Cd (II), so the conclusion is that the DGT device with alternative materials
was effective, but an optimization of the process should be done to obtain results that are

more efficient.

Key words: Agarose gel. Alternative gels. DGT. Chitosan binding membranes.
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1. Introducéo

Ficou famosa a citagcdo publicada no Relatério do Banco Mundial, em agosto de
1995: "Muitas das guerras deste século foram fruto da disputa pelo petréleo. As do
proximo século serdo causadas pela luta por agua” (FALCAO; DIMENSTEIN, 1996).
Infelizmente, a crise hidrica pode ser objetivamente constatada em muitos lugares do
planeta, além do que, existe uma verdadeira batalha entre as forcas de degradacéo dos
recursos hidricos e o esforco da pesquisa cientifica, para evitar que esse bem tao

indispensavel a vida, se torne ainda mais escasso.

Como sabemos, a 4gua € um recurso indispensavel em seus multiplos usos:
geracdo de energia elétrica, irrigacdo de lavouras, lazer, turismo, pesca, agricultura e
protecdo ambiental, além de constituir a base de todos os processos bioquimicos e
fisiol6égicos dos organismos vivos. Porém, segundo dados da UNESCO, as aguas doces
disponiveis para o consumo humano, agricola e industrial, presentes em rios, lagos e
aquiferos, representam menos de 1% de toda a agua existente no planeta (PEREIRA
DOS SANTOS; FERREIRA; FREITAS FERREIRA, 2017). Aparentemente, a agua é um
recurso renovavel e perene, mas € preciso levar em conta a sua distribuicdo no espaco
geografico e o0 seu uso inadequado, que aumentou exponencialmente com o crescimento
populacional e a revolucdo agricola. A poluicdo das aguas €, portanto, um dos mais
graves problemas ambientais e sua contamina¢do pode resultar em graves problemas
para o equilibrio ecoldgico, para a saude dos seres vivos (GURGEL, 2007) e também,
na sua disponibilidade para os usos multiplos.

A humanidade sempre tratou 0s recursos naturais como sendo infinitos. Nas
tltimas décadas, a revolugéo industrial em escala global e 0 aumento populacional sem
precedentes, comprometeu de forma radical a qualidade de nosso ambiente. Mesmo na
atualidade, com toda a divulgacéo sobre a necessidade de gerir melhor esses recursos,
sobretudo a agua, ainda sao recorrentes diversas praticas perniciosas como o
desperdicio, a poluicdo dos corpos d’agua com residuos domeésticos e industriais, 0 uso
abundante na extracao de minérios, a destruicdo das matas ciliares, o desperdicio e a
ma gestao governamental (PEREIRA DOS SANTOS; FERREIRA; FREITAS FERREIRA,
2017).
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Especificamente em ambientes aquaticos, impactos ambientais como a
contaminacdo dos corpos hidricos por metais potencialmente téxicos sdo um dos
principais desafios enfrentados pela pesquisa cientifica (CARDOSO-SILVA et al., 2021;
WANG et al., 2022). A industrializacdo desenfreada é responséavel por liberar uma série
de poluentes como pesticidas, petroleo hidrocarbonetos, metais, policlorados e corantes
sintéticos (BILAL et al., 2019). Tais poluentes e suas caracteristicas de dificlil
degradacdo, alta toxidade e acumulo biolégico, podem causar efeitos toxicos,
cancerigenos, teratogénicos e mutagénicos em humanos ou outros organismos (LIU et
al.,, 2019), além de problemas patolégicos como: encefalopatia, comprometimento
cognitivo, distarbios comportamentais, danos nos rins, anemia, entre outros
(SARAVANAN; RAVIKUMAR, 2015). Dada a sua elevada toxidade, os ions metalicos
podem afetar todo um ecossistema e prejudicar atividades relacionadas ao turismo, a
pesca e ao transporte, dentre outras (MA et al., 2014). A origem desses contaminantes
hidricos inorganicos sdo sobretudo fontes antropogénicas tais como induastria de
galvanoplastia, producdo de pigmentos, soldas, equipamentos eletrénicos, lubrificantes,
combustiveis, acessorios fotograficos, entre outros, além da poluicéo difusa causada por
fertilizantes (AHMAD et al., 2014).

N&o obstante, a popularidade que ganhou o termo “desenvolvimento sustentavel”,
gualquer atividade humana causa impactos ambientais. E esses impactos séo cada vez
mais preocupantes e abrangem mesmo todo o planeta, como a ameaca do aquecimento
global. O que caracteriza um fendbmeno como impacto ambiental € a sua intensidade,
abrangéncia e recorréncia (tempo de duracdo), para além da capacidade do ambiente
em questao, absorver as influéncias maléficas que colocam em risco todo o ecossistema
e a sua perpetuacdo (CANETTIERI, 2004).

Por outro lado, existem inimeras possibilidades para a recuperacdo dos recursos
naturais degradados, assim como, prevenir sua dispersao para os arredores, mantendo
um ambiente mais saudavel. Varios métodos quimicos podem ser utilizados, como a
oxidacao/reducdo, neutralizacdo, precipitacdo, absorcdo e eletroquimica; assim como

tratamentos fisicos tais como a adsorc¢dao, filtracdo, floculacdo/coagulacdo e flotacéo
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(MALDONADO; WENDLING, 2009), e métodos bioldgicos onde sao utilizados

microrganismos e enzimas para o tratamento (LIU et al., 2019).

Especificamente, em ambientes aquaticos, as espécies metalicas estao presentes
sob diversas formas fisico-quimicas. No entanto, somente algumas destas espécies
podem ser consideradas biodisponiveis ou realmente toxicas para a biota aquéatica em
questdo. A distribuicdo, o transporte e a biodisponibilidade de metais em 4guas naturais
dependem de processos fisicos e quimicos inerentes a coluna d’agua e o sedimento,
dependendo, portanto, da caracteristica do metal e da composi¢cdo do meio aquatico
receptor (CHOSTAK et al., 2015).

Sendo assim, a andlise de quantificacdo de metais em ambientes aquaticos €
primordial para elucidar o comportamento, o destino e sobretudo, o real impacto das
espécies metalicas a biota aquética. A fim de se medir, quantitativamente, metais livres
e labeis presentes em ambientes aquaticos. A técnica DGT (do inglés diffusive gradients
in thin films), apresentada por Zhang e Davison em 1995, demostra-se ser uma
ferramenta eficiente e promissora para remediacdo de ecossistemas aquaticos com um
grau de poluicdo por metais. Logo, a partir de um amostrador passivo, que quando imerso
no meio aquético, permite a difusdo dos ions metalicos por um gel poroso até um gel
ligante, o qual retém os ions para posterior quantificacdo em laboratorio. Neste trabalho,
a técnica DGT sera apresentada com o gel difusivo e o gel ligante modificados, a fim de

aprimorar a adsorcao de algumas espécies metalicas.
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2. Reviséo bibliografica

2.1. A presenca de metais-traco nos ecossistemas aquaticos e seu

monitoramento

A &gua um recurso indispensavel para os seres humanos, considerando o
abastecimento doméstico, produc¢édo industrial, geracdo de energia e agricultura. Assim,
a degradacao aquatica € um dos problemas ambientais mais graves enfrentados pela
sociedade (GURGEL, 2007), cujo comprometimento da qualidade da agua e reducao da
sua disponibilidade esté fortemente atrelado as acdes antropicas (ALMUKTAR; ABED;
SCHOLZ, 2018).

Dessa forma, apesar da dependéncia da agua pelos seres humanos, sua relacao
€ extremamente negativa e predatoria, devido a expansao urbana, agricola e industrial,
causando queimadas e desmatamento, ma gestao de recursos naturais e o lancamento
de residuos domésticos e/ou industriais nos corpos d’agua (SANTOS et al., 2017).
Assim, o crescimento populacional, 0 saneamento basico precario e a demanda por
recursos, como agua e alimentos, contribuem para o langcamento de contaminantes nos
sistemas aquaticos, como, compostos inorganicos, compostos organicos de dificil
degradacao e metais potencialmente toxicos (ALMUKTAR; ABED; SCHOLZ, 2018).

Dentre 0s metais, existem 0s essenciais para a saude humana, pois apresentam
papel biolégico quando ingeridos em doses baixas, como por exemplo o cobre, o cobalto
e 0 zinco, e, 0S ndo essenciais, que nao possuem papel biolégico conhecido, como o
cadmio, o chumbo e o niquel (WILLIAMS et al., 2000). Esses compostos sdo
potencialmente téxicos, pois dependendo da concentracdo da espécie metélica na dgua
e da sua especiacao, o grau da toxicidade pode aumentar e causar sérios danos a saude
humana, como distarbios neuroldgicos, genéticos e carcinogénicos (AMOUEI et al.,
2020; VILAS-BOAS et al.,, 2020). Além disso, metais potencialmente toxicos sao
persistentes e ndo biodegradaveis, causando bioacumulagéo e transmisséo ao longo da

cadeia alimentar (biomagnificagéo) (KHAN et al., 2021).

A contaminagdo de ecossistemas aquaticos por metais tem fonte natural e

antropica (SIMUL BHUYAN et al., 2019). A forma natural inclui ciclos geologicos, através
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de intemperismo e erupcdes vulcanicas, além de corrosdo de metais, deposicdo
atmosférica, eroséao, lixiviacdo e evaporacédo (ALI; KHAN; ILAHI, 2019; TCHOUNWOU
et al., 2012). Ja as atividades antrGpicas incluem mineracéo, fundi¢cdo, processamento
de metais em refinarias, emissdes industriais (plastico, téxtil, eletrbnica, madeira e
papel), queima de carvdo e combustiveis fosseis, agricultura, através do uso de
fertilizantes e pesticidas (SUN et al., 2020; TCHOUNWOU et al., 2012).

Dentre os metais potencialmente toxicos, os mais estudados séo arsénico (As),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), mercurio (Hg), niquel (Ni) e zinco (Zn)
(MASINDI; MUEDI, 2018). O Cd pode acumular-se no figado e rins, inibir atividade
enzimética, causar danos em Orgdos sexuais, afetar a pressdo arterial e efeitos

tetatogénicos e carcinogénicos (MUSILOVA et al., 2016).

O Cu no ambiente aquatico pode ser encontrado em concentracdes de 4 a 10 pg/L
(MENG et al., 2016). Esse elemento € um micronutriente essencial para plantas e
animais, envolvido em diversos processos bioldgicos, como o funcionamento de muitas
enzimas, sendo essencial para o metabolismo (MUSILOVA et al., 2016). Mas, quando
ingerido em excesso pode causar vomitos, caimbras, convulsfes e até morte, além de
danos no sistema gastrointestinal e respiratério (MENG et al., 2016; MUSILOVA et al.,
2016; PAULINO et al., 2006).

O Zn é um oligoelemento essencial para muitos processos bioquimicos em
plantas e animais, e auxilia em funcgdes fisiologicas do tecido vivo. No entanto, se
consumido em excesso, causa colicas estomacais, irritacées na pele, vomitos, anemia e
danos nos sistemas gastrointestinal, respiratério e hematoldgico (FU; WANG, 2011;
MUSILOVA et al., 2016).

Alguns usos industriais e os efeitos toxicolégicos causados por alguns metais

selecionados podem ser encontrados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Usos industriais e efeitos toxicol6gicos de alguns metais

Metal Uso industrial Principal efeito

toxicoldgico

Cadmio Baterias, plastico, Danos nos rins, cancer de
chapeamento pulm&o, disturbios 6sseos
Cobre Fiacédo elétrica, Relativamente ndo toxico

encanamento, ligas

Zinco Baterias, ligas, Efeitos gastrointestinais,
galvanizagéo, corantes, anemia

produtos farmacéuticos

Fonte: Phillip et al., 2000, p. 326.

O CONAMA 357/2005 traz as concentragcdes maximas permitidas de espécies
inorganicas em diferentes classes de agua. A Tabela 2 apresenta os limites de

concentracdo permitidos dos metais selecionados para agua de classe 1.

Tabela 2 - Limite maximo de concentracao de metal em aguas de classe 1

Metal Valor Maximo (mg L)
Cadmio total 0,001
Cobre dissolvido 0,009
Zinco total 0,18

Fonte: CONAMA 357/2005.

Apesar desta norma apresentar valores para fragoes totais e dissolvidas, muitas
normas de programas de monitoramento ambiental utilizam apenas a fracao total dos
metais (TONELLO, 2009). Essa informacao nao é suficiente para tomada de decisdes ja
gue o potencial de toxicidade se da pela biodisponibilidade do metal, ou seja, pela forma
Como a espécie quimica esta presente na natureza (M. BERNHARD, F. E. BRINCKMAN,
1986). Podem ser elas: livre, sais inorganicos, oOxidos, hidroxidos, entidades
organometalicas carregadas ou neutras e também podem ser encontrados integrados
em estruturas moleculares maiores, como aminoacidos e proteinas (DONARD;
CARUSO, 1998).
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Considerando a demanda por agua, a contaminacao aquatica e a manutencao da
gualidade da agua que ndo acompanha o crescimento populacional, &€ esperado que até
2025 cerca de 2 bilhdes de pessoas enfrentem problemas com a escassez de dgua e até
2030, 40% da populagcdo mundial enfrentard esse problema (ALMUKTAR; ABED;
SCHOLZ, 2018). Dessa forma, para garantir melhor protecdo do meio ambiente e da
saude da populagdo, os corpos d’agua deve ser monitorados, no caso, dos metais,
através de métodos analiticos que apresentem informagfes sobre a concentracdo das
espécies metélicas que possam causar efeitos toxicolégicos (SIMUL BHUYAN et al.,
2019). O monitoramento constante de corpos d’agua para fins de avaliacdo e
guantificacdo dos niveis de poluicdo € vital para analise de qualidade de agua e

determinacao de seus usos (KHAN et al., 2021).

No Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras (CETESB, 2011) tem-se
0s procedimentos necessarios para a realizacdo correta e a devida preservacdo das
amostras para andalise da agua, seja ela on site ou in situ, qualquer erro pode acarretar
em alteracdes das condic¢des originais de equilibrio e com isso a obtencao de resultados
analiticos errados. O guia também aponta que independente da natureza da amostra, a
estabilidade completa para cada constituinte nunca pode ser obtida. As técnicas de
preservacao apenas retardam a alteracdo dos compostos quimicos, que podem ocorrer,
principalmente, decorrente das condic¢des fisico-quimicas da amostra. Os metais, por
exemplo, podem precipitar-se como hidroxido, formar complexos com outros

constituintes, ou serem adsorvidos pelo frasco, dependendo do material.

A amostragem passiva vem se tornando mais usada como um método de
monitorar compostos ambientais no ar, sedimentos e agua visto que novas abordagens
e amostradores vém oferendo solucdes para diferentes problemas técnicos relacionados
a amostragem in situ. Por assim, ser, a técnica de difusdo em filmes finos por gradiente
de concentracdo tem se mostrado como uma alternativa, pois por se tratar de um
amostrador passivo, a técnica in situ € possivel, e com isso, erros de amostragem sao

minimizados.
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2.2. Diffusive gradients in thin films

A técnica DGT (do inglés diffusive gradients in thin films) surgiu para melhorar a
sensibilidade da técnica DET (do inglés diffusive equilibrium in thin films), que mede os
solutos que passam através de um gel difusivo e se equilibram com a solucdo (PRADIT
et al., 2013).

Dessa forma, a técnica apresenta uma forma para se medir, quantitativamente,
metais livres e labeis em ambientes aquaticos, baseada na 12 Lei de Fick da difusao.
Nessa técnica, as espécies metalicas sofrem difusdo através de um hidrogel formando
um gradiente de concentrag&o no interior deste. Estes metais serdo acumulados em um

segundo hidrogel formado por um agente ligante (ZHANG et al., 1995).

Apresentada por Davison e Zhang (1995), a técnica DGT acrescenta uma camada
de gel ligante para capacitar a pré concentracdo dos analitos, permitindo assim a
guantificacdo principalmente de ions metdlicos livres e labeis encontrados em pequenas
concentracfes em ambientes aquaticos. Seu amostrador € formado por um pistdo de
polipropileno, sobre o qual é colocado um disco de gel ligante, seguido de um disco de
gel difusivo e uma membrana filtrante (0,45 pm). O sistema € entdo fixado com uma luva
de polipropileno que possui uma janela de 20 mm de diametro, a qual permite a difusdo

das espécies metalicas para dentro do dispositivo (Figura 1).

Figura 1 — Esquema do dispositivo DGT

Solugao ou Filtro

amostra
Disco de gel puro
Disco com resina

Tampa com janela

Base plastica em forma de
pistao

Fonte: Tonello, 2009.
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Quando imerso o dispositivo DGT, os ions metalicos presentes no ambiente aquéatico
se difundem pela camada de gel difusiva em direcdo a camada de gel ligante, em seu interior
€ estabelecido um gradiente de concentracdo. Apds o tempo de imerséao, € feita a quantificacao

dos metais acumulados na camada ligante por técnica analitica apropriada.

A concentragdo de analitos quantificada pela técnica € baseada na Lei de Difusdo de
Fick (12 Lei de Fick) descrita em (1):

F=D(C,—C")/Ag (1)

Na expressdo D é o coeficiente de difusdo do analito no meio (hidrogel), C» é a
concentracao do analito labil + livre no meio, C’ é a concentracdo do analito retido no gel

ligante, Ag é a medida da espessura da camada de gel difusivo mais a membrana filtrante.
Quando em condi¢des de equilibrio, C’'= 0, portanto:

__ DCp

F== @

De acordo com a definicdo de fluxo:

M
F==
At

®3)

M é a massa do analito retido no interior do dispositivo, no gel ligante, A é a area da
janela do dispositivo, t € o tempo de imersao do dispositivo no meio a ser monitorado. Assim,

a concentracdo do analito no meio pode ser calculada pela expressao (3):

__ MAg

Cp = DtA (4)

O design do dispositivo possibilita que sua aplicabilidade seja no local, ou seja, € uma
técnica in situ que pode ser utilizada em aguas naturais (PRICE; TEASDALE; JOLLEY, 2013;
DOS ANJOS; ABATE; GRASSI, 2017; ABDULBUR-ALFAKHOURY; VAN ZUTPHEN;
LEERMAKERS, 2019) sedimentos (ZHANG et al., 1995; SUN et al., 2019) e solos (ZHANG et

al., 1998; CIFFROY et al., 2021). Essas caracteristicas permitem que a técnica seja usada em
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programas de monitoramentos (WARNKEN; DUNN; TEASDALE, 2004; WARNKEN et al.,
2009).

2.3. Coeficiente de difusdo

Uma caracteristica importante da DGT, é que os solutos passam por uma camada
difusiva antes de chegar na camada ligante. Essa camada difusiva é formada por um hidrogel
estavel em uma faixa determinada de forca i6nica, temperatura e pH. Comumente sdo
utilizados trés tipos de gel na DGT, agarose, policrilamida reticulada com bis-acrilamida e o
mais utilizado, conhecido como APA, policrilamida reticulada com um derivado de agarose
(DAVISON, 20186).

Trabalhos foram publicados com diferentes usos de materiais para o gel difusivo, como
por exemplo policrilamida (DAVISON; ZHANG, 1994; TONELLO et al., 2007; ZHANG;
DAVISON, 1995), policrilamida reticulada com agarose (GARMO et al., 2003; ODZAK et al.,
2002; U; SHERWOOD; LEYDEN, 1999; WILLIAMS et al., 2012; ZHANG; DAVISON, 1995,
1999), papel cromatografico (MENEGARIO; TONELLO; DURRANT, 2010).

O coeficiente de difusdo varia com o material utilizado na confecg&o do hidrogel e com
0 analito que ir4 atravessar esta camada. Também depende da temperatura e da forca ibnica
do meio (COLACO et al., 2012).

No site da DGT Research encontra-se uma relacdo com os coeficientes de difusédo
encontrados para o hidrogel APA padrao vendido pela empresa com variacdo de temperatura

de 1 a 35 °C para determinados analitos.

Para a determinacao do D, pode ser utilizada a técnica da camara de difusdo. Formada
por dois compartimentos de igual volume (A e B), a cAmara possui uma parede fixa que contém

um orificio que permite a ligacédo dos dois compartimentos, onde é fixado o gel difusivo.

Na realizagédo do experimento, no compartimento A é colocada a solucao fonte, ou seja,
qgue contém o analito. E no compartimento B é colocado o0 mesmo volume de uma solucao
com a mesma composicdo da solucéo fonte, sem o analito, chamada de receptora. Com as

solugdes dos dois compartimentos mantidas sob agitacdo constante, em intervalos de tempo
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pré-estabelecidos, devem ser retiradas aliguotas de mesmo volume de cada lado, e a

concentracao de analito determinada.

Conhecendo as variaveis necessarias, temperatura das solucdes, massa do analito que
foi difundida, espessura do gel difusivo e concentracéo inicial de analito adicionada a solucao
do compartimento A, que se mantem praticamente inalterada, pode-se determinar o
coeficiente de difusdo segundo a expressao (ZHANG; DAVISON, 1999):

al
D==2 (5)
CpA
Sendo: “a@” o coeficiente angular da relagao entre a massa do analito determinada para
0 compartimento B e o intervalo de tempo da amostragem; "Ag” é a espessura do gel difusivo;
“Ca” é a concentragao do analito no compartimento A; e “A” € a area exposta do gel ou a area

do orificio na parede entre os compartimentos.

Uma outra forma para calcular-se o coeficiente de difusdo € pelo uso de diferentes
dispositivos DGT. Esta técnica consiste em colocar diferentes dispositivos montados com 0s
géis de analise em uma solucdo contendo o analito em questdo. Estes dispositivos séo
retirados um a um em diferentes tempos e desmontados. Entdo é realizada a quantificacao do
analito retido no gel ligante plota-se um grafico de massa x tempo. Se a relacdo das duas
variaveis for linear, quer dizer que obedece a Lei de Fick e pode ser aplicada a equacao da
DGT diretamente.

2.4. Agarose

A agarose é um polissacarideo obtido a partir de algas marinhas pertencentes aos
géneros Gelidium e Gracilaria, que sdo amplamente cultivadas em regides costeiras
praticamente no mundo todo. Estas algas sdo coletadas, desidratadas e purificadas para
remover componentes como sais e proteinas, resultando na agarose pura, que € composta
por unidades de agarobiose alternadas de -D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose (figura 2)
e é considerada um polimero natural. Vendida como p6 branco, a agarose € dissolvida em
agua quente para formar a matriz de gel utilizada na técnica de difusdo em gel de agarose
(DGT) (ROBERTS; MARTENS, 2016).
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Figura 2 - Estrutura da Agarose

CH,OH

Fonte: Gustavsson, 2003.

O gel de agarose € ideal para uso na DGT devido a sua natureza inerte, que nao
interfere nas reacdes quimicas da amostragem, e sua capacidade de manter uma
concentracdo estavel de elementos em uma regiao definida por um periodo prolongado de
tempo. Além disso, o gel de agarose é permeavel a ions e outras moléculas, permitindo que
os elementos de interesse difundam e sejam concentrados para analise posterior
(MENEGARIO et al., 2017).

Em suma, o uso de gel de agarose na DGT fornece uma ferramenta precisa e confiavel
para amostrar elementos toxicos em corpos d'agua, contribuindo para a monitorizacao

ambiental e avaliacdo da qualidade da agua.
2.5. Quitosana

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, perde apenas para
a celulose. Encontrada em exoesqueletos de insetos, caranguejos, camardes, nas estruturas
internas de alguns invertebrados e na parede celular da maioria dos fungos, o polimero (3-(1-
4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) (Figura 2) foi descoberto pelo
professor francés Henri Braconnot, em 1811 (SANTOS; CIRILO; NUNES, 2011).
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Figura 3 — Estrutura da quitina
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Fonte: Autoria Prépria.

Durante o processamento do camarao para consumo, grandes quantidades de residuos
sdo geradas. Este residuo costuma ser clandestinamente enterrado ou jogado no mar e em
ros, o que causa grandes problemas ambientais. O reaproveitamento destas partes para
obtencao de quitina tem sido uma alternativa para minimizar os impactos ambientais causados
em paises produtores de camarao (VIEIRA CARVALHO, 2006).

A quitosana (CS) € um biopolimero de carater catidnico e hidrofilico obtido por meio da
desacetilagcdo da quitina, onde ocorre a transformacdo parcial dos grupos acetamina (R-
NHCOCHS3s) da quitina em grupos amina (R-NH2). Formada por unidades de b-[(1-4)-2-amino-
2-desoxi-d-glicopiranose] (Figura 3), € um heteropolissacarideo insoluvel em solucbes
aquosas de pH neutro e alcalino e em solventes organicos, e soluvel em acidos fracos (FARIA,
2017). Os &cidos acético e formico sdo os mais comumente utilizados na sua solubilizac&o. O
seu carater catidnico da-se apos a dissolucao do biopolimero em meio acido, onde 0s grupos
amino livres tornam-se protonados. (GONSALVES, A. A. G; ARAUJO, C. R. M; SOARESS, N.
A. S; GOULART, M. O. F; ABREU, 2011).

Figura 4 — Estrutura molecular da quitosana
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Fonte: Autoria Propria.

A formacdo da quitosana é considerada bem-sucedida quando o seu nivel de
desacetilacdo € maior de 50% (TSURKAN et al., 2021)



27

Gracas as suas propriedades de coagulacao e floculacdo, a quitosana tem sido muito
utilizada para a remocédo de sélidos suspensos e para a separacao seletiva de proteinas. E
por ser abundante, destaca-se entre outros absorventes como o carvao ativo, para remover
compostos organicos e corantes. Possui também caracteristicas que a torna apta para
adsorver metais potencialmente toxicos. A interacao da quitosana com os ions metalicos esta
sujeita a alguns parametros, como a quantidade de grupos amino e hidroxilas disponiveis, o
grau de desacetilacdo, a cristalinidade, a modificacdo quimica e a sua forma, que pode variar
entre membranas, filmes, esferas, tubulos, scaffolds, etc. (VIEIRA CARVALHO, 2006).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um dispositivo DGT com
materiais alternativos, sendo eles: gel de agarose como gel difusivo e filme de quitosana
natural como agente ligante para a determinacdo de metais potencialmente toxicos em

ambientes aquaticos.
3.2. Objetivos especificos

e Confeccionar filme gel difusivo de agarose e determinar os coeficientes de difusao
dos analitos no filme gel difusivo de agarose utilizando uma camara de difusao
projetada e construida no laboratorio;

e Confeccionar filmes géis de quitosana natural e fazer suas caracteriza¢des fisico-
guimicas, sendo elas espectroscopia de infravermelho, microscopia eletrénica de
varredura e espectroscopia por Energia Dispersiva, difratometria de raios X, e
determinacao do pH de carga zero;

e Avaliar as capacidades de adsorcdo dos filmes géis produzidos de quitosana
natural para os ions metalicos (Cd, Cu e Zn);

e Aplicar a técnica DGT com o novo ligante;

e Calcular o coeficiente de difusao real praticado pelos analitos na DGT montada;

e Comparar os resultados de coeficientes de difusédo calculados;

e Desenvolver protocolo de laboratério.
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4. Metodologia

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, a agua ultrapura (18,18 MQcm)
e 0s materiais descontaminados em solucdo acida de HCl 20% enxaguados com agua
ultrapura e secos em camara de fluxo laminar com filtro HEPA. A agarose e a quitosana, de
baixo peso molecular, foram adquiridas da Sigma-Aldrich. O filtro de nitrato de celulose (0,45
pm) foi adquirido da Sartorius Biolab Products.

4.1. Filme gel difusivo de agarose
4.1.1. Confeccéao do filme gel difusivo de agarose

Para a confecgdo da camada difusiva de agarose, foi utilizada como referéncia a
metodologia apresentada por ZHANG; DAVISON (1999). O gel de agarose (1,5 % m/v) foi
preparado dissolvendo-se 0,75 g de agarose em 50 mL de agua ultrapura. A solucéo foi
aguecida a aproximadamente 80 °C e mantida em agitacdo até que toda a agarose fosse
dissolvida e a solucédo tornou-se transparente. Verteu-se a solucao quente entre duas placas
de vidro que sao pré-aquecidas a 60 °C para que nao forme bolhas nas membranas,
descontaminadas com &cido, com espacamento de 1 mm para delimitar a espessura do gel,
e ficou em repouso até a temperatura ambiente. Apds o resfriamento, o gel foi cortado em
discos de 2,5 cm de diametro, utilizando-se um cortador préprio feito de plastico, e hidratado
em agua ultrapura com varias lavagens para remocédo do excesso de agarose e entdo foram
armazenados imersos em solucdo de NaNOs (0,01 mol L) a 4 °C para que ndo houvesse

deterioracdo do material.
4.1.2. Determinagao do coeficiente de difusdo pela camara de difuséo

Para o calculo das concentracfes dos analitos nas solu¢Bes utilizando-se a técnica
DGT, é necessario o conhecimento dos coeficientes de difusdo dos metais atraves da
membrana de agarose (ZHANG; DAVISON, 1999). Para isso foi utilizada uma camara de
difusdo similar a descrita na literatura, formada por dois compartimentos idénticos (A e B), com
capacidade de 130 mL cada, ligados por um orificio de 2,0 cm de diametro por onde os analitos
podem se difundir (Figura 4). Colocou-se o gel de agarose neste orificio juntamente com um
espacador adequado (1 mm) de forma que uma area de 1,77 cm? do gel ficou exposta aos

dois compartimentos.
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No compartimento A colocou-se 120 mL de uma solucao contendo um tampéo de acido
acético e acetato de sédio de pH 5,0 (0,01 mol L), NaNO3z (0,01 mol LY) e padrdo de cadmio
(1 mg Lt em HNOs 2%). No compartimento B colocou-se o mesmo volume de tampéo de
acido acético e acetato de sodio, e nitrato de sodio, mas no lugar do metal, colocou-se o
mesmo volume de HNO3 2% para que os dois compartimentos ficassem com o mesmo volume
e mesmo pH. A solucéo foi mantida sob agitacdo constante e a temperatura foi mantida a 25
°C.

Aliguotas das solucdes dos dois compartimentos foram retiradas a cada 10 minutos,
acidificadas e as respectivas concentragcbes de cadmio foram determinadas por
espectrometria de emissao Optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). O valor do
coeficiente de difusado foi determinado a partir da primeira lei de Fick descrito na equacao 5. A

mesma metodologia foi repetida para zinco e cobre.

Figura 5 — Camara de difuséo
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Fonte: Autoria Propria.

4.2. Filme gel ligante de quitosana
4.2.1. Confeccao do filme gel ligante de quitosana natural
Para a confeccao do filme gel de quitosana baseou-se na metodologia de Beppu (1999)
e Vieira (2008). Preparou-se uma solucdo de quitosana pela dissolu¢do de 5 g de quitosana
em 800 mL de &cido acético 2% (v/v). Manteve-se a solucéo sob agitacdo magnética constante
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por 24 horas, a temperatura ambiente para dissolucdo homogénea da quitosana.
Posteriormente, o filme gel foi confeccionado, vertendo-se 150 mL da solucdo obtida sobre
placa de Petri de 13,5 cm de diametro, a qual foi levada a estufa a 60 °C até peso constante
(Figura 5). ApGs a secagem, hidratou-se o filme gel de quitosana com solucdo de NaOH 1,0
mol L por 24 horas para que as membranas soltem das placas de Petri. Apés hidratagédo, o
filme gel foi lavado com agua ultrapura varias vezes para retirada do excesso de NaOH,
cortado em discos de 2,5 cm de didmetro e armazenado sob refrigeracéo a 4 °C em béquer

contendo agua ultrapura.

Figura 6 — Membranas de quitosana natural secas na placa de Petri

Fonte: Autoria Propria.

4.2.2. Caracterizacao dos discos de quitosana
4.2.2.1. Espectroscopia de infravermelho

Para a caracterizacao dos grupos ligantes da quitosana utilizou-se a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), técnica que compara os valores de energia
de radiacdo infravermelha absorvida. Foi utilizado um espectrometro modelo Jasco FTIR —
410, com transformador de Fourier, utilizando a técnica de KBr, na variacdo de numero de
onda de 4000 a 400 cm™. Tirou-se o excesso de agua dos discos de quitosana antes de

coloca-los no equipamento.
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4.2.2.2. Microscopiaeletrénicade varredura e Espectroscopia

por Energia Dispersiva

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma técnica importante normalmente
empregada na analise microestrutural de sélidos. Através das imagens, foi possivel verificar a
morfologia dos filmes géis ligantes, tais como sua superficie e seus poros. As imagens foram
obtidas a partir do microscopio eletrénico de varredura modelo JSM-6010 da JEOL com tenséo
de aceleracéo 2,5 kV. As membranas de quitosanas analisadas primeiramente passaram por
uma metalizagcdo com paladio para facilitar a condutividade e melhorar a qualidade das
imagens obtidas, sendo utilizada a magnificacdo de 250x (escala 100 pum) e de 450x (escala
100 pm).

A espectroscopia por energia dispersiva (EDS) é uma técnica analitica utilizada para
caracterizacdo quimica e andlise elementar de materiais, € baseada na interacao de um feixe
de alta energia de particulas carregadas que gera uma fonte de Raio-X que excita a amostra.
Como cada elemento possui uma estrutura atbmica Unica, é possivel identificar os picos em
um espectro de emissdo. Realizou-se 0 EDS para os discos de quitosana natural para

identificar os elementos de sua estrutura.
4.2.2.3. Difratometria de raios X

Para a identificacdo das estruturas cristalinas presentes nos géis de quitosana
natural, utilizou-se a difratometria de raios X (difratbmetro Panalytical X'pert Pro), com
tensdo e corrente de operacéo 40 Kv e 30 mA, respectivamente. Um feixe de radiacao
Cu Ka (A= 1,5418 A) foi usado para escanear as amostras com angulos de visdo na faixa
de 10° a 80° e tamanho do passo de 0,02°. Estes padr6es foram selecionados apés

alguns testes durante a analise para uma melhor visualizacédo da estrutura.
4.2.2.4. Determinacao do pH de carga zero

Para identificacao do valor do pH de carga zero (pHpzc)da membrana de quitosana,
ou seja, o pH onde a sua carga total é zero. Essa técnica mostra as cargas superficiais
do composto de quitosana com diferentes pHs, podendo explicar o comportamento do
material no processo de adsorcdo de metais. Para isso, preparou-se 11 erlenmeyers

contendo solucéo de cloreto de sédio 0,01 mol L. Acertou-se o pH de cada um em uma
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faixa de 2 a 12 e em cada um adicionou-se 3 discos de quitosana. Manteve-se sobre
temperatura ambiente e agitacdo mecanica constante durante 24 horas e entdo mediu-
se 0 pH de cada um novamente. Plotou-se um grafico de Apn por pHinicial, € pHpzc foi
identificado. A metodologia foi previamente descrita por CARVALHO (2021) e SANTOS
(2021).

4.2.3. Montagem dos dispositivos DGT e curva de imersao

Os dispositivos alternativos de DGT (Figura 6) foram montados de acordo com os
procedimentos descritos por ZHANG; DAVISON (1999), colocando-se as membranas
confeccionadas de quitosana e agarose, respectivamente, no pistdo de polipropileno,
seguido da membrana filtrante de nitrato de celulose e tudo foi fixado com a luva de
polipropileno que possui uma janela de 20 mm de diametro pela qual acontece a difusao

dos analitos para o interior do dispositivo.

Foi feita uma solucéo contendo nitrato de sédio 0,01 mol L e adicionado o volume
de analito para uma concentracéo final de 1 mg L1, corrigiu-se o pH para 5,0 e adicionou-
se os dispositivos DGT de modo que ficaram completamente imersos na solugéo. O
sistema foi mantido sob agitacdo magnética durante todo o experimento (Figura 6). Os
dispositivos foram retirados em tempos pré-estabelecidos, desmontados e a membrana
de quitosana foi lavada com agua ultrapura e adicionada a um tubo falcon contendo 5
mL de &cido nitrico 0,1 M e mantido em temperatura ambiente. Apés total dissolucao da
membrana de quitosana no acido, levou-se a amostra para quantificacdo da massa
adsorvida em ICP-OES (DE FARIA et al., 2020).

Os valores de coeficiente de difusdo dos analitos foram calculados com base na
equacao 5 e comparados com os valores obtidos pela camera de difuséo.
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Figura 7 — Ensaio de DGT (A) Dispositivo DGT (B) Equipamento para teste de difusdo pelo método de
adsorcdo de massa

a) b)

Fonte: Autoria Prépria.
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5. Resultados
5.1. Gel difusivo de agarose

O gel difusivo de agarose 15% (m/v) apresentou-se como um gel translicido
(Figura 7), homogéneo e de consisténcia satisfatoria para ser manuseado nos
dispositivos.

Figura 8 — Gel translucido de agarose

Fonte: Autoria Prépria.
5.2. Gel ligante de quitosana
O gel obtido de quitosana apresentou-se homogéneo e de consisténcia satisfatéria

para ser manuseado e cortado em discos para serem utilizados nos dispositivos DGT,

como apresenta a Figura 8.
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Figura 9 — Disco de quitosana natural

Fonte: Autoria Propria.
5.2.1. Caracterizagdo das membranas de quitosana natural
5.2.1.1. Composicao quimica da membrana de quitosana

Por meio da técnica FTIR foi realizada a identificacdo das bandas caracteristicas e
dos agrupamentos quimicos das membranas de quitosana (Figura 9 e Tabela 3). Os
estiramentos na regido de 3000 cm%, estdo associados a ligacdes hidrogénio, sendo elas
N-H e O-H. As bandas de 2896 cm, 1465 cm™, 1150 cm™ e 1056 cm, indicam
estiramentos de ligacdes de C—H, CH2, C-N, C-0O, respectivamente (GHAEE et al.,
2012). Esses valores sao semelhantes aos da quitosana pura para as mesmas bandas,
conforme indicado na literatura (ASGARI; SHEIKHMOHAMMADI; YEGANEH, 2020;
BABAZADEH et al., 2021; KYZAS; LAZARIDIS, 2009).
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Figura 10 — Espectro de absorcédo no infravermelho de membranas de quitosana
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Fonte: Autoria Propria.

Tabela 3 — Principais bandas de adsor¢édo de das membranas de quitosana obtidas por absor¢éo no
infravermelho

Nimero de Onda (cm™) Atribuicéo
1056 Estiramento de C—-O de alcool primario
1350 Estiramento de alquil amina C-N
1465 Deformacao Tesoura CH2
1625 Grupo Carbonila
2896 Estiramento de C—H
3156 Estiramento de O—H
3260 Estiramento de amina primaria N-H

Fonte: Autoria Propria.

Além do FTIR, a analise de EDS foi realizada para analisar a composi¢cao quimica
da membrana de quitosana, e as imagens e o perfil estdo apresentados na Figura 10. O
perfil de EDS (Figura 10 c) mostra um pico mais intenso de carbono e oxigénio. Entre
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esses picos, ha a presenca de nitrogénio, atribuida aos grupos amina (—NH2) da
quitosana (AWODE et al., 2020). E esperado que a quitosana apresente esses
elementos em sua estrutura, como ja foi reportado previamente na literatura (BADR;
ABDEL-SATTAR; KESHK, 2014; RAFIGH; HEYDARINASAB, 2017).

Figura 11 — Imagens da membrana de quitosana através da técnica de espectroscopia de raios X por

energia dispersiva (A) Mapeamento EDS da membrana de quitosana em carbono (B) Mapeamento EDS
da membrana de quitosana em oxigénio (C) Espectros de EDS

a) b)
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Fonte: Autoria Propria.

5.2.1.2. Analise da superficie das membranas de quitosana
Por meio das imagens de MEV foi possivel analisar as imagens das superficies das

membranas de quitosana natural. A Figura 11 apresenta as imagens da superficie da

membrana de quitosana natural, a qual apresentou uma superficie sem rugosidade, sem
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poros aparentes e com alguns granulos de quitosana nao diluida, apontados pelas setas

laranjas.

Figura 12 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura da membrana de quitosana natural (A)
Magnificagdo 250x — escala 100 pm (B) Magnificacdo 450x — escala 100 pm

SEl 5kV  WD15m88540 x250 100pm=— SEI 5kV WD15m88540 x450  50um
LaPTec 0

Fonte: Autoria Prépria.

5.2.1.3. Cristalinidade das membranas de quitosana

A cristalinidade das membranas de quitosana foi estudada pela técnica de DRX, e
os resultados de difratdmetros de raios x estdo apresentados na Figura 12. O
difratbmetro da quitosana natural apresenta dois picos intenso caracteristicos desses
materiais, confirmando sua caracteristica semicristalina (Walke et al., 2015). O primeiro
em 20 = 10°, refere-se ao plano cristalografico (020), atribuido ao plano de reflexdo da
molécula, enquanto o segundo pico, em 26 = 20°, referentes ao plano cristalografico

(200), que pode ser atribuido a regido amorfa da quitosana (Becerra et al., 2022).
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Figura 13 — Difratbmetro de raios X das membranas de quitosana
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Fonte: Autoria Propria.

5.2.1.4. Ponto de carga zero

O ponto de carga zero (pHpzc), ou seja, o pH onde a carga do material € zero é
uma analise importante para entender o comportamento do material. O pH da solucéo
afeta os sitios ligantes da superficie do material, podendo afetar o processo de adsor¢ao
de metais, neste caso, Cd, Cu e Zn, através dos materiais adsorventes, neste caso,
membrana ligante de quitosana (SHAZWANI et a, 2021).

Neste trabalho, foi determinada o pHezc através da curva apresentada na Figura
13. Pode-se observar que, neste estudo, o pHpzc foi de 6,56, sendo que abaixo deste
valor a superficie da membrana de quitosana estava positivamente carregada, no pHezc

as cargas positivas e negativas sao iguais e acima de pHrzc, a membrana encontrou-se



41

negativamente carregada. No caso da quitosana isso ocorre pois em pH acido as aminas
encontram-se protonadas (—NHs*) (KAUSAR et al., 2019).

Assim, estas caracteristicas sdo comuns para materiais baseados em quitosana.
SHAZWANI et al. (2021) produziram esferas de quitosana e montmorilonita sulfonada
com pHpzc de 7,2, KAUSAR et al. (2019) produziram um compdésito baseado em
qguitosana e argila, cujo pHrzc foi de 7, e ESSAWY; SAYYAH; EL-NGGAR (2016)

produziram nanoparticulas de polimetilanilina/quitosana/TiO2, cujo pHpzc foi de ~4,3.

Figura 14 — Ponto de carga zero das membranas de quitosana
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Fonte: Autoria Propria.
5.3. Calculo do coeficiente de difusao
5.3.1. Método da camara de difusdo com gel de agarose

As curvas de massa x tempo geradas pelo método da camara de difusdo estéao
apresentadas nas Figuras 14, 15 e 16, para cadmio, cobre e zinco, respectivamente. A
Tabela 4 apresenta as fungdes lineares das massas de Cd (1), Cu (1) e Zn (Il) difundidas
através do gel de agarose por unidade de tempo nas aliquotas retiradas dos testes
realizados com a camara de difusdo e analisadas por ICP OES. As relacdes entre a

massa difundida e o tempo de amostragem mostraram uma relagdo aceitavel (R? entre
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0,97-0,99), o que indica o cumprimento da Lei de Fick. Os coeficientes de difusdo sao

apresentados na Tabela 5.

Figura 15 — Curva massa x tempo do cadmio
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Fonte: Autoria Propria.
Figura 16 — Curva massa x tempo do cobre
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Fonte: Autoria Propria.
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Figura 17 — Curva massa x tempo do zinco

0,00013
0,000125 o
000012 e

0,000115 o
S y = 3E-09x + 1E-04
S 0,00011 * o R2 = 0.9839
& 0000105 e
7]
®
s

0,0001 @
0,000095
0,00009
0,000085

0,00008
0 2000 4000 6000 8000 10000

Tempo (s)

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 4 — Fungdes lineares obtidas da relagdo massa por tempo de Cd (l1), Cu (1) e Zn (Il)

Coeficientes

Analitos
Angular Linear R2
Cd (I 9,0x10° 7,0x10¢ 0,9907
Cu (I1) 5,0x10° 8,0x10° 0,9806
Zn (1) 3,0x10° 1,0x10* 0,9839

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 5 — Coeficientes de difusédo (D) para Cd (ll), Cu (Il) e Zn (Il) medidos em camara de difusdo a 25
°C (0,01 mol L'* NaNQs, pH 5,0). Unidade de valores encontrados (106 cm? s1)

Valores de coeficiente de

Analito Valores de Referéncia
difuséo

cd (I 5,09 5,222

Cu (Il 2,83 4,822

Zn (1) 1,70

aDados para Cd (ll) e Cu (Il) em agarose 1,5% (m/v), pH = 5,1 e forga ibnica 0,05 mol L-1 NaNOs a 25 °C
(COLAGO et al., 2012).

Fonte: Autoria Propria.
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Comparando-se com os valores da literatura, os coeficientes de difusdo
encontrados para os analitos comprovam o funcionamento da camara de difusao,

portanto, o valor encontrado para Zn (lI) pode-se considerar valido.
5.3.2. Método de adsorcédo de massa
5.3.2.1. Curva padrao dos metais

Para o cadmio a concentracéo inicial e final foi de 1,03 mg L*e 1,00 mg L%,
respectivamente. A curva padrdo (massa adsorvida x tempo) pode ser observada na
Figura 17. Ja para o cobre a concentragédo inicial e final foram ambas de 1,01 mg L'e
sua curva padrao (massa adsorvida x tempo) pode ser observada na Figura 18. Para o
zinco a concentracdo inicial e final foi de 1,13 mg Lt e 1,09 mg L, respectivamente. A
curva padréo (massa adsorvida x tempo) pode ser observada na Figura 19. Os limites
de deteccédo e quantificacdo para os trés metais estdo apresentados na Tabela 6.

Figura 18 — Curva padréo do cadmio
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Fonte: Autoria Propria.



Figura 19 — Curva padrédo do cobre
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Fonte: Autoria Propria.

Figura 20 — Curva padrao do zinco
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45



46

Tabela 6 — Limites de deteccéo (LD) e limites de quantificacédo (LQ)

Cd(mgL?) Cu(mglL?') Zn(mglL?)
LD 0,000924 0,001469 0,002243

LQ 0,00308 0,004896 0,007476
Fonte: Autoria Propria.

As retas apresentadas acima, de massa adsorvida por tempo, obtidas a partir do
experimento, comprovam que os dispositivos montados obedecem a Lei de Fick, e com
isso podem ser aplicados na técnica DGT para a analise de analitos em ambientes
aquaticos (DOCEKALOVA; DIVIS, 2004). Em experimentos semelhantes, como em
PESCIM (2011), a Lei de Fick também foi validada, nesse caso, foram obtidas curvas de
imerséo para Cd, Cu e Zn, utilizando dispositivos montados com gel ligante Chelex-100
e gel difusivo de poliacrilamida. Em FARIA et al. (2020), realizou-se a curva de imerséo
de Cd?* e Cu?* utilizando quitosana natural como gel ligante e acrilamida-agarose como

gel difusivo, obtendo uma relacgéo linear entre a massa adsorvida dos analitos e o tempo.

5.3.2.2. Coeficiente de difusdo pelo teste de adsorcdo de

massa

A Tabela 7 apresenta os coeficientes de difusédo obtidos pelo método de adsorcao
de massa, e uma comparacdo com os valores obtidos pela camara de difusdo. Para
estes calculos foi utilizada a Equacdo 5 do coeficiente de difusdo (D). O coeficiente
angular foi obtido a partir das curvas padrdo dos metais (Figura 17-19), sendo 8 x 108
mg/s, 1 x 107" mg/s e 7 x 10" mg/s, para cadmio, cobre e zinco, respectivamente. Ag é a
espessura do gel de agarose (0,113 cm). Ca é a concentragéo inicial do analito (mg/cms),
gue foi de 1,03 x 10 mg/cm3, 1,13 x 10 mg/cm3 e 1,01 x 10 mg/cm3, para cadmio,
cobre e zinco, respectivamente. A € a area (3,14 cm?), sendo que para esse calculo o

diametro considerado foi de 2 cm.
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Tabela 7 — Coeficientes de difuséo (D) para Cd (ll), Cu (1) e Zn (ll) medidos pelo teste de adsor¢éo de
massa e camara de difusdo a 25 °C (0,01 mol L' NaNOs, pH 5,0). Unidade de valores encontrados (106
cm? s1), Diferenca entre os valores obtidos na adsor¢do de massa e na camara de difuséo (%)

Analito Valores de Valores Diferenca (%)
coeficiente de coeficiente de
difusdo difusdo (Camara
(DGT) de difusao)
Cd (1) 2,79 5,09 -82,44
Cu (Il 3,56 2,83 20,50
Zn (I1) 1,27 1,70 -33,86

Fonte: Autoria Propria.

Assim, pode-se notar que os valores de coeficiente de difusdo pelo método da
camara de difusdo e pela adsorcdo de massa usando membrana ligante de quitosana
para os trés metais foram mais semelhantes para o zinco e cobre. Para Cd (Il) os
coeficientes de difusdo foram de 5,09 x 10 cm2 st e 2,79 x 10° cm? s* pelo método da
camara de difusdo e adsorcdo de massa, respetivamente. Ja para Cu (ll) os coeficientes
de difuséo foram de 2,83 x 10° cm2 s e 3,56 x 10°® cm2 s pelo método da camara de
difusdo e adsorcao de massa, respetivamente. E, para o Zn (Il) os coeficientes de difusdo
foram de 1,70 x 10 cm2 s e 1,27 x 10 cm? s pelo método da camara de difusdo e

adsorcao de massa, respetivamente.

O gel de agarose puro havia sido utilizado como gel difuso em COLACO et al,
(2012), onde obteve-se um resultado semelhante para cadmio e cobre, mas o zinco ndo
foi um analito de estudo. Dessa forma, outros géis baseados em agarose também foram
utilizados como comparativos aos resultados aqui obtidos. De acordo com os dados do
site DGT Research (https://www.dgtresearch.com/diffusion-coefficients/) € recomendado
gue os valores de coeficiente de difusdo para Cd (Il), Cu (ll) e Zn (Il) a 25 °C sejam de
6,09 x 10% cm? s, 6,23 x 10% cm? s e 6,08 x 10° cm? s, considerando o gel de

poliacrilamida reticulado com agarose.

Outros trabalhos na literatura utilizaram a técnica de DGT para calculo in situ do
coeficiente de difusdo de metais. REICHSTADTER et al. (2021) desenvolveram uma

resina de silica e cisteina como amostradores de DGT para metais traco. Os valores de
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coeficiente de difusdo para cisteina/silica funcionalizada com amina e cisteina/silica
funcionalizada com 3-aminopropil, respectivamente foram de 4,24 x 10 cm2 st e 4,78 x
10 cm2 s, respectivamente, para o Cd (Il) e 4,23 x 10® cm2 s e 5,51 x 10® cm? s,
respectivamente, para o Cu (lI). DING; YANG; CAI (2018) desenvolveram membranas
ligantes de carboximetilquitosana guanidinilada para técnica de DGT para metais. Para
o Cu (ll) os valores de coeficiente de difusdo variaram de 4,8 x 10" cm2s?a 1,61 x 10”7
cm? s, para o Cd (Il) esses valores variaram de 5,6 x 107 cm2 st a 1,7 x 107 cm2? s,
conforme variagdo da concentragdo do ion metalico. CINDRIC et al. (2020) utilizaram
suportes DGT a partir de polietileno de alta densidade e obtiveram coeficientes de
difusdo de 6,18 x 10 cm2s?, 6,23 x 10°% cm2 s e 6,08 x 10 cm2 s para Cd (l1), Cu (ll)
e Zn (Il), respectivamente.

Nota-se que para o cobre e 0 zinco, os coeficientes de difusdo foram semelhantes
para ambos os testes. No caso do cadmio, o valor do coeficiente de difusdo no teste de
adsorcdo de massa corresponde a metade do valor obtido do teste da camara de difusao.
Foi especulado que a membrana ligante de quitosana pode nao ter adsorvido todo o
metal que foi difundido no dispositivo DGT no teste de adsorcdo de massa, sendo
necessario realizar um teste de otimizacéo da adsorcao dos metais ou gerar membranas
ligantes funcionalizadas para aumentar a capacidade de adsor¢cdo do material pelo

metal.
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6. Conclusao

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um dispositivo DGT com
materiais alternativos, sendo eles: gel de agarose como membrana difusiva e filme de
guitosana como membrana ligante para determinacdo de metais potencialmente toxicos

em ambientes aquaticos.

O gel de agarose foi desenvolvido e utilizado nos testes de difusdo de metais. Para
o teste de DGT, foram desenvolvidas membranas ligantes de quitosana, como
membrana de adsor¢cdo de metais. As membranas de quitosana foram caracterizadas
por FTIR, MEV, EDS, DRX e pHpzc e 0s resultados obtidos foram comparados com a
literatura para confirmar a presenca de quitosana, sem impurezas. No FTIR foram
identificadas bandas referentes a presenca de grupos de alcool (C-0), amina (C—N, N—
H) e hidroxila (O—H), conforme reportado para quitosana. Similarmente, o EDS mostrou
picos mais intensos indicando a presenca de carbono e oxigénio, e, em menor
intensidade de nitrogénio (grupos amina da quitosana). O MEV mostrou uma membrana
sem rugosidade ou poros. O DRX mostrou caracteristica de um material amorfo e o pHpzc
mostrou que abaixo de 6,56 o material tem caracteristicas catidnicas, devido a
protonagédo dos grupos amina da quitosana, e abaixo de 6,56 o material encontra-se

carregado negativamente.

O gel de agarose foi utilizado com sucesso pela camara de difusdo, cujos
coeficientes de difuséo calculados foram de 5,09 x 106 cm2 s, 2,83 x 109 cm2s™ e 1,70,
para cadmio, cobre e zinco, respectivamente. O gel de agarose também foi utilizado
como membrana de difusdo nas curvas de imerséo dos dispositivos DGT, em conjunto
com a quitosana como membrana ligante para os metais. Neste teste foi comprovado o
funcionamento dos dispositivos a partir da linearidade entre a adsor¢cdo de massa dos
analitos e o tempo, mostrando que o dispositivo obedece a Lei de Fick e pode ser

utilizado para técnica DGT.

Com as retas obtidas nas curvas de imersdo, os coeficientes de difusdo foram
novamente calculados e os valores obtidos foram de 2,45 x 10 cm? s, 3,56 x 10°® cm?
s1e 1,27 x 10°° cm? s, para cAdmio, cobre e zinco, respectivamente. Comparando-se

os dois meétodos obteve-se uma diferenca de -82,44%, 20,5% e -33,86%,
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respectivamente, para cadmio, cobre e zinco. Provavelmente, a quitosana ndo conseguiu
adsorver todo o metal difundido, sendo indicado uma otimizacdo do procedimento de
adsorcao sob variacao de diferentes parametros, como pH e temperatura; ou a geracao

de um material funcionalizado capaz de adsorver maior massa de cadmio.



51

Referéncias bibliogréaficas

ABDULBUR-ALFAKHOURY, E.; VAN ZUTPHEN, S.; LEERMAKERS, M. Development
of the diffusive gradients in thin films technique (DGT) for platinum (Pt), palladium (Pd),
and rhodium (Rh) in natural waters. Talanta, v. 203, p. 34-48, 2019.

AHMAD, M. et al. Biochar as a sorbent for contaminant management in soil and water:
A review. Chemosphere, v. 99, p. 19-33, 2014.

ALI, H.; KHAN, E.; ILAHI, I. Environmental Chemistry and Ecotoxicology of Hazardous
Heavy Metals: Environmental Persistence, Toxicity, and Bioaccumulation. Journal of
Chemistry, p. 1-15, 2019.

ALMUKTAR, S. A. A. A.N.; ABED, S. N.; SCHOLZ, M. Wetlands for wastewater
treatment and subsequent recycling of treated effluent: a review. Environmental
Science and Pollution Research, n. 25, p. 23595-23623, 2018.

AMOUELI, A. et al. Comparison of heavy metals contamination and ecological risk
between soils enriched with compost and chemical fertilizers in the North of Iran and
ecological risk assessment. Environmental Health Engineering and Management, v.
7,n.1, p. 7-14, 2020.

ASGARI, E.; SHEIKHMOHAMMADI, A.; YEGANEH, J. Application of the Fe304-
chitosan nano-adsorbent for the adsorption of metronidazole from wastewater:
Optimization, kinetic, thermodynamic and equilibrium studies. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 164, p. 694-706, 2020.

AWODE, A. U. et al. Fabrication of trichlorovinylsilane-modified-chitosan film with
enhanced solubility and antibacterial activity. Polymer Bulletin, v. 77, p. 5811-5824,
2020.

BABAZADEH, M. et al. Comprehensive batch and continuous methyl orange removal
studies using surfactant modified chitosan-clinoptilolite composite. Separation and
Purification Technology, v. 267, p. 118601, 2021.

BADR, I. H. A.; ABDEL-SATTAR, R.; KESHK, S. M. A. S. Enhancing biocompatibility of

some cation selective electrodes using heparin modified bacterial cellulose.



52

Carbohydrate Polymers, v. 99, p. 783—-790, 2014.

BECERRA, J. et al. Chitosan-collagen-hydroxyapatite membranes for tissue

engineering. Journal of Materials Science: Material in Medicine, v. 33, n. 18, 2022.

BEPPU, M. M. Estudo da Calcificagao in vitro de quitosana. [s.l.] UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA, 1999.

BILAL, M. et al. Emerging contaminants of high concern and their enzyme-assisted

biodegradation — A review. Environment International, v. 124, p. 336-353, 2019.

CANETTIERI, E. V. Obtencao dos Parametros e Estudo Cinético da Hidrdlise acida
dos residuos Florestais de Eucalipto. [s.l.] Universidade Estadual Paulista, 2004.

CARDOSO-SILVA, S. et al. Paleolimnological evidence of environmental changes in
seven subtropical reservoirs based on metals, nutrients, and sedimentation rates.
Catena, v. 206, p. 105432, 2021.

CARVALHO, J. T. T. et al. Nanomodified sugarcane bagasse biosorbent: synthesis,
characterization, and application for Cu(ll) removal from aqueous medium.
Environmental Science and Pollution Research, v. 28, p. 24744-24755, 2021.

CHOSTAK, C. L. et al. Dispositivos DGT modificados com materiais alternativos para

uso na especiacao de elementos traco. Quimica Nova, v. 38, n. 3, p. 356—-363, 2015.

CIFFROQY, P. et al. Evaluation of DGT and DGT-PROFS modeling approach to estimate
desorption kinetics of Cs in soils. Journal of Environmental Radioactivity, p. 235—
236, 2021.

CINDRIC, A. M. et al. Evaluation of diffusive gradients in thin films (DGT) technique for
speciation of trace metals in estuarine waters - A multimethodological approach.

Science of the Total Environment, v. 721, 2020.

COLACO, C. D. et al. Coeficientes de difusdo de metais em materiais nao
convencionais (agarose e acetato de celulose) usados na técnica de difusdo em filmes

finos por gradientes de concentragéo. Quimica Nova, v. 35, n. 7, p. 1360-1364, 2012.

DAVISON, W. Diffusive gradients in thin-filmes for environmental measurements.



53

Cambridge: Cambridge University Press, 2016.

DAVISON, W.; ZHANG, H. In situ speciation measurements of trace components in

natural waters using thin-film gels. Nature, v. 367, p. 546-548, 1994.

DE FARIA, C. C. et al. Application of chitosan film as a binding phase in the diffusive
gradients in thin films technique (DGT) for measurement of metal ions in aqueous
solution. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 412, n. 3, p. 703—-714, 2020.

DING, Y.; YANG, J.; CAl, J. Preparation of guanidinylated carboxymethylchitosan and
its application in the diffusivegradients in thin films (DGT) technique formeasuring labile
trace metals in water. International Journal of Environmental Analytical Chmistry,
v. 98, n. 14, p. 1275-1291, 2018.

DONARD, O. F. X.; CARUSO, J. A. Trace metal and metalloid species determination:
Evolution and trends. Spectrochimica acta, Part B: Atomic spectroscopy, v. 53, n. 2,
p. 157-163, 1998.

DOS ANJOS, V. E.; ABATE, G.; GRASSI, M. T. Determination of labile species of
As(V), Ba, Cd, Co, Cr(lll), Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, V(V), and Zn in natural waters using
diffusive gradients in thin-film (DGT) devices modified with montmorillonite. Analytical
and Bioanalytical Chemistry, v. 409, n. 7, p. 1963-1972, 2017.

ESSAWY, A. A.; SAYYAH, S. M.; EL-NGGAR, A. M. Ultrasonic-mediated synthesis and
characterization of TiO 2-loaded chitosan-grafted-polymethylaniline nanoparticles of
potent efficiency in dye uptake and sunlight driven self-cleaning applications. RSC
Advances, v. 6, p. 2279-2294, 2016.

FALCAO, D.; DIMENSTEIN, G. Agua sera estopim de guerras no século 21. Folha de
Sé&o Paulo, 1996.

FARIA, C. C. DE. Estudo comparativo de adsorcado de ions metalicos em meio
aquoso por membranas de quitosana reticuladas. [s.l.] Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, 2017.

FU, F.; WANG, Q. Removal of heavy metal ions from wastewaters: A review. Journal
of Environmental Management, v. 92, n. 3, p. 407-418, 2011.



54

GARMO, @. A. et al. Performance study of diffusive gradients in thin films for 55
elements. Analytical Chemistry, v. 75, n. 14, p. 3573-3580, 2003.

GHAEE, A. et al. Adsorption of copper and nickel ions on macroporous chitosan
membrane: Equilibrium study. Applied Surface Science, v. 258, n. 19, p. 7732-7743,
2012.

GONSALVES, A. A. G; ARAUJO, C. R. M; SOARESS, N. A. S; GOULART, M. O. F;
ABREU, F. C. Diferentes Estratégias para a Reticulacdo da Quitosana. Quimica Nova,
v.34,n.7,p. 1215-1223, 2011.

GURGEL, L. V. A. Mercerizacdo e modificacdo quimica de celulose e bagaco de
cana-de-acucar com anidrido succinico e trietilenotetramina: Preparacao de
novos materiais quelantes para a adsorgao de Pb (1), Cd (lI), Cr (VI) e Cu (II). [s.l]
Universidade Federal de Ouro Preto, 2007.

KAUSAR, A. et al. Preparation and characterization of chitosan/clay composite for direct
Rose FRN dye removal from aqueous media: Comparison of linear and non-linear
regression methods. Journal of Materials Research and Technology, v. 8, n. 1, p.
1161-1174, 2019.

KHAN, R. et al. Environmental contamination by heavy metals and associated human
health risk assessment: a case study of surface water in Gomti River Basin, India.
Environmental Science and Pollution Research, v. 28, p. 56105-56116, 2021.

KYZAS, G. Z.; LAZARIDIS, N. K. Reactive and basic dyes removal by sorption onto
chitosan derivatives. Journal of Colloid and Interface Science, v. 331, n. 1, p. 32-39,
20009.

LIU, L. et al. Mitigation of environmental pollution by genetically engineered bacteria —
Current challenges and future perspectives. Science of the Total Environment, v.
667, p. 444-454, 2019.

M. BERNHARD, F. E. BRINCKMAN, P. J. S. The Importance of Chemical

“Spreciation” in Environmental Processes. 1. ed. Berlim: [s.n.]. v. 1

MA, Y. et al. Polyethylenimine modified biochar adsorbent for hexavalent chromium



55

removal from the aqueous solution. Bioresource Technology, v. 169, p. 403—-408,
2014.

MALDONADO, A. C. D.; WENDLING, B. Manejo de ecossistemas aquaticos

contaminados por metais pesados. Agropecuaria Técnica, v. 30, n. 1, p. 21-32, 2009.

MASINDI, V.; MUEDI, K. L. Environmental Contamination by Heavy Metals. In: Heavy
Metals. IntechOpen ed. London: [s.n.]. p. 412.

MENEGARIO, A. A.; TONELLO, P. S.; DURRANT, S. F. Use of Saccharomyces
cerevisiae immobilized in agarose gel as a binding agent for diffusive gradients in thin
films. Analytica Chimica Acta, v. 683, n. 1, p. 107-112, 2010.

MENG, L. et al. Toxicity and bioaccumulation of copper in Limnodrilus hoffmeisteri
under different pH values: Impacts of perfluorooctane sulfonate. Journal of Hazardous
Materials, v. 305, p. 219-228, 2016.

MUSILOVA, J. et al. Environmental Contamination by Heavy Metals in Region with
Previous Mining Activity. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology,
v. 97, p. 569-575, 2016.

ODZAK, N. et al. In situ trace metal speciation in a eutrophic lake using the technique of
diffusion gradients in thin films (DGT). Aquatic Sciences, v. 64, n. 3, p. 292-299, 2002.

PAULINO, A. T. et al. Novel adsorbent based on silkworm chrysalides for removal of
heavy metals from wastewaters. Journal of Colloid and Interface Science, v. 301, n.
2, p. 479-487, 2006.

PEREIRA DOS SANTOS, M. T.; FERREIRA, E. J.; FREITAS FERREIRA, M. F. Estudo
de caso da degradacdo ambiental do rio Gorutuba no municipio de Francisco Sa.
Revista Cerrados, v. 15, n. 1, p. 265-284, 2017.

PRADIT, S. et al. Application of DET (diffusive equilibrium in thin films) and DGT
(diffusive gradients in thin films) techniques in the study of the mobility of sediment-
bound metals in the outer section of Songkhla Lake, Southern Thailand. Environmental
Monitoring and Assessment, v. 185, n. 5, p. 4207-4220, 2013.



56

PRICE, H. L.; TEASDALE, P. R.; JOLLEY, D. F. An evaluation of ferrihydrite- and
Metsorb™-DGT techniques for measuring oxyanion species (As, Se, V, P): Effective
capacity, competition and diffusion coefficients. Analytica Chimica Acta, v. 803, p. 56—
65, 2013.

RAFIGH, S. M.; HEYDARINASAB, A. Mesoporous Chitosan-SiO2 Nanoparticles:
Synthesis, Characterization, and CO2 Adsorption Capacity. ACS Sustainable
Chemistry and Engineering, v. 5, n. 11, p. 10379-10386, 2017.

REICHSTADTER, M. et al. Cysteine-modified silica resin in DGT samplers for mercury

and trace metals assessment. Chemosphere, v. 263, p. 128320, 2021.

SANTOS, M. C.; CIRILO, A. T. D. O.; NUNES, M. L. Determinacao do grau de
desacetilagdo de quitosana obtida de camaréao “ Saburica ” ( Macrobrachium jelskii ,
Miers , 1877 ). Scientia plena, v. 7, n. 9, p. 3-5, 2011.

SANTOS, O. S. H. et al. Demulsification and Oil Removal from Metalworking Fluids by
Polyurethane Foam as Sorbent. Journal of Polymers and the Environment, v. 29, p.
441-449, 2021.

SARAVANAN, R.; RAVIKUMAR, L. The Use of New Chemically Modified Cellulose for
Heavy Metal lon Adsorption and Antimicrobial Activities. Journal of Water Resource
and Protection, v. 07, n. 06, p. 530-545, 2015.

SHAZWANI, N. et al. Microwave Enhanced Synthesis of Sulfonated Chitosan-
Montmorillonite for Effective Removal of Methylene Blue. Journal of Polymers and the
Environment, v. 29, p. 4027-4039, 2021.

SIMUL BHUYAN, M. et al. Monitoring and assessment of heavy metal contamination in
surface water and sediment of the Old Brahmaputra River, Bangladesh. Applied Water
Science, v. 9, p. 125, 2019.

SUN, H. et al. Using diffusive gradients in thin films (DGT) and DGT-induced fluxes in
sediments model to assess the dynamic release of copper in sediment cores from the
Three Gorges Reservoir, China. Science of the Total Environment, v. 672, p. 192—
200, 2019.



57

SUN, M. et al. Ecological risk assessment of soil cadmium in China’s coastal economic
development zone: a meta-analysis. Ecosystem Health and Sustainability, v. 6, n. 1,
2020.

TCHOUNWOU, P. B. et al. Heavy Metal Toxicity and the Environment. Experientia
Supplementum, v. 101, 2012.

TONELLO, P. S. et al. Use of diffusive gradients in thin films and tangential flow
ultrafiltration for fractionation of Al(lll) and Cu(ll) in organic-rich river waters. Analytica
Chimica Acta, v. 598, n. 1, p. 162-168, 2007.

TONELLO, P. S. Uso das técnicas de difusao em filmes finos por gradientede
concentracdo (DGT) e ultrafiltracdo com fluxo tangencial no estudo da labilidade

de Al (Ill) e Cu em sistemas aquéticos. [s.l.] Universidade Estadual Paulista, 2009.

TSURKAN, M. V. et al. Progress in chitin analytics. Carbohydrate Polymers, v. 252, n.
October 2020, p. 117204, 2021.

U, S. D.; SHERWOOD, J.; LEYDEN, J. In situ measurements of labile Cu , Cd and Mn
in river waters using DGT. Science of The Total Environment, v. 239, n. 1-3, p. 71—
80, 1999.

VIEIRA CARVALHO, T. Biomateriais A Base De Quitosana De Camaréo E
Bactérias Para Remocao De Metais Tracos E Petrdleo. [s.l.] UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA, 2006.

VIEIRA, R. S. Adsorcao competitiva dos ions cobre e mercurio em membranas de
guitosana natural e reticulada. [s.l.] UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS -
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA, 2008.

VILAS-BOAS, J. A. et al. Ciliates as model organisms for the ecotoxicological risk
assessment of heavy metals: A meta—analysis. Ecotoxicology and Environmental
Safety, v. 199, p. 110669, 2020.

WANG, Y. et al. Assessment of heavy metals in surface water, sediment and
macrozoobenthos in inland rivers: a case study of the Heihe River, Northwest China.
Environmental Science and Pollution Research, v. 29, n. 23, p. 35253-35268, 2022.



58

WALKE, S. et al. Fabrication of chitosan microspheres using vanillin/TPP dual
crosslinkers for protein antigens encapsulation. Carbohydrate Polymers, v. 128, p.
188-198, 2015.

WARNKEN, J.; DUNN, R. J. K.; TEASDALE, P. R. Investigation of recreational boats as
a source of copper at anchorage sites using time-integrated diffusive gradients in thin
film and sediment measurements. Marine Pollution Bulletin, v. 49, n. 9-10, p. 833—
843, 2004.

WARNKEN, K. W. et al. In situ speciation measurements of trace metals in headwater
streams. Environmental Science and Technology, v. 43, n. 19, p. 7230-7236, 2009.

WILLIAMS, P. L. et al. Principles of toxicology: Environmental and Industrial
Applications. 2nd. ed. New York: John Wiley & Sons, Inc, 2000.

WILLIAMS, P. N. et al. Evaluation of in situ DGT measurements for predicting the
concentration of Cd in Chinese field-cultivated rice: Impact of soil cd:Zn ratios.
Environmental Science and Technology, v. 46, n. 15, p. 8009-8016, 2012.

ZHANG, H. et al. In situ high resolution measurements of fluxes of Ni, Cu, Fe, and Mn
and concentrations of Zn and Cd in porewaters by DGT. Geochimica et
Cosmochimica Acta, v. 59, n. 20, p. 4181-4192, 1995.

ZHANG, H. et al. In situ measurements of solution concentrations and fluxes of trace
metals in sells using DGT. Environmental Science and Technology, v. 32, n. 5, p.
704-710, 1998.

ZHANG, H.; DAVISON, W. Performance Characteristics of Diffusion Gradients in Thin
Films for the in Situ Measurement of Trace Metals in Aqueous Solution. Analytical
Chemistry, v. 67, n. 19, p. 3391-3400, 1995.

ZHANG, H.; DAVISON, W. Diffusional characteristics of hydrogels used in DGT and
DET techniques. Analytica Chimica Acta, v. 398, n. 2-3, p. 329-340, 1999.



