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RESUMO

Frente a evolucdo da industrializacdo, do crescimento intenso da agricultura e dos principais centros
urbano-industriais, os corpos hidricos vém sofrendo com a entrada de grandes quantidades de
contaminantes, como 0s metais potencialmente toxicos. O monitoramento dos corpos hidricos ¢ de
grande importancia, e a técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de concentragdo (DGT)
tem se mostrado eficiente no monitoramento de 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. O uso de biopolimeros como materiais alternativos
para a DGT, pode trazer grandes vantagens. Para esse trabalho foram usados como gel ligante, a
quitosana um polimero natural, biodegradavel e atoxico. E gel de agarose como gel difusivo. O
dispositivo montado com os materiais alternativos foi validado para o analito Cd (II) a partir de
curva de imersdo, onde foi obtida uma reta que comprovou o cumprimento da Lei de Fick. O

coeficiente de difusdo de Cd (1) em gel de agarose, foi determinado com camara de difuséo, e com
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INTRODUCAO

Desde os primdrdios da humanidade, o uso dos recursos naturais tem sido
fundamentais para o desenvolvimento das sociedades, porém o uso intensivo desses
recursos para suprir as necessidades humanas, tem gerado impactos ambientais
significativos, entre eles a poluicdo das aguas que pode ser definida como a presenca de
substancias ou agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que prejudicam a qualidade e a
utilidade do recurso (RATTNER, 2009)- Varios elementos quimicos metalicos/metaldides
como arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), niquel (Ni), ferro (Fe), cobre
(Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) atuam como 0s principais poluentes inorganicos
ambientais na &gua devido a urbanizagdo e industrializacdo (REHMAN et al., 2008). A
presenca desses metais é prejudicial para os ecossistemas aquaticos e a biodiversidade
devido a sua bioacumulacdo na cadeia alimentar (LACERDA,2008). Com essas
consideracfes o0 aprimoramento de técnicas para 0 monitoramento de metais potencialmente
toxicos é de suma importancia. Entre as técnicas disponiveis encontra-se a DGT- diffusive
gradients in thin films (difusdo em filmes finos por gradiente de concentracdo). A técnica
DGT apresenta vantagens para 0 monitoramento pois o design robusto dos dispositivos
DGT os torna faceis de serem implantados in situ, e aliados a outras vantagens como ser
multielementar, permitir pré-concentracdo de analitos, contribuem para seu uso em
programas de monitoramento (ZHANG; DAVISON, 1995). Na DGT os solutos difundem
continuamente através de uma camada de gel poroso, bem definida, seguindo a 12 Lei de
Fick para difusdo, e sdo acumulados progressivamente em um material adsorvente. A
técnica DGT comercial utiliza como material adsorvente (ligante) para metais a resina
Chelex-100 e como meio difusivo, gel de acrilamida/agarose (CHOSTAK CRISTIANO L.
et al., 2015). O uso de biopolimeros como materiais alternativos para a DGT, pode trazer
grandes vantagens como: reduzir os custos, obter resultados mais fidedignos e popularizar
atécnica. Assim neste estudo serdo usados como agentes ligante e difusivo, respectivamente
quitosana de baixo peso molecular, e agarose 1,5% (m/v). Ambos sdo polimeros naturais,
biodegradaveis, atoxicos e abundantes na natureza. A quitosana ¢ obtida a partir do processo

de desacetilagéo da quitina, material que constitui grande parte dos exoesqueletos de insetos

Realizagdao

NQLY T onm on
L [ 1] INSTITUTOFEDERAL == INSTITUTO FEDERAL
E s sy 5

BEE suldeM L b3 mucAcAo mu:m ETECNOLOGIA
Bl Campus Muz Bl sulde M




F\ 20° Congresso Nacional de 2023 O futuro da humanidade:

KJ\_" / MEIO AMBIENTE 19222 DESETEMBRO  gystentabilidade em questéo.

Pogos de Caldas

e crustaceos, sendo assim, um dos compostos organicos mais abundantes na natureza
(ASSIS; SILVA, 2003). Essas substituicdes em relacao aos produtos comerciais devem ser
possiveis pois 0s grupos funcionais presentes na quitina e na quitosana (amina e hidroxila)
atuam como sitios ativos de coordenacdo que permitem a sua aplicacdo na remocéo de ions
metalicos em niveis traco (FARIA, 2017).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a viabilidade da utilizacdo dos
biopolimeros quitosana e agarose na técnica DGT considerando todas suas vantagens como
materiais alternativos aos dispositivos comerciais para um futuro monitoramento de Cd (1)
em ambientes aquaticos. Para isso foram produzidos os filmes géis dos biopolimeros, foram
caracterizados, determinado o coeficiente de difusdo de Cd (Il) em agarose e verificada a
aplicagdo da DGT por meio da curva de imersdo. As condi¢Ges de contorno para aplicagéo
da técnica como pH, forca ibnica, presenca de ions interferentes e testes de recuperacao

serdo realizados na continuidade do projeto.

M ETODOLOGIA

1. Confeccdo do Filme Gel Difusivo de Agarose- Para a confec¢do da camada difusiva de
agarose, foi utilizada a metodologia apresentada por Zhang e Davison, (1999), com
adaptacdes. O gel de agarose 1,5 %, (m/v) foi preparado dissolvendo-se 0,75 g de agarose
(sigma-aldrich) em 50 mL de agua ultrapura (resistividade de 18,18 MQcm). A solugao foi
aquecida a 80°C e mantida em agitacdo até a total dissolucdo da agarose. A solu¢do quente
foi vertida entre duas placas de vidro descontaminadas e pré-agquecidas a 60°C com
espacamento de 1mm para delimitar a espessura do gel. A placa foi deixada em repouso até
a temperatura ambiente. Entdo o gel foi cortado em discos de 2,5 cm de diametro, lavado e
deixado em &gua ultrapura por 24 horas para hidratacdo. Os discos foram armazenados em
solucdo de NaNOz (0,01 mol L) a 4°C.

2. Confeccéo do Filme Gel Ligante de Quitosana - Para a confeccdo do filme gel de
quitosana foi utilizada a metodologia de Beppu (1999) e Vieira (2008), com adaptacdes.
Uma solucdo de quitosana foi preparada pela dissolucdo de 5 g de quitosana em 800 mL
de &cido acético 2% (v/v). A solucédo foi mantida sob agitacdo magnética constante por 48

horas, a temperatura ambiente para dissolu¢cdo homogénea da quitosana. Posteriormente a

Realizagdao

al T on

(ISC | EDERAL =I INSTITUTO FEDERAL
Evenios Especiais

L L3 EDu(AcAo C|EN:|A E TECNOLOGIA
HE suldeM




f\\ 20° Congresso Nacional de 2023 O futuro da humanidade:

k\._" / MEIO AMBIENTE o222 0e setemsro sustentabilidade em questao.

Pogos de Caldas

solucéo foi filtrada e 150 ml foi vertida em placa de Petri de 13,5 cm de diametro, que foi
levada a estufa a 60 °C até peso constante. Apos a secagem, o filme de quitosana foi
hidratado e neutralizado com solucdo de NaOH 1,0 molL* por 24 horas. Ap6s, o filme foi
lavado vérias vezes com agua ultrapura, cortado em discos e armazenado em agua ultrapura
sob refrigeragao.

3. Determinacéo do coeficiente de difusdo de Cd (11) em gel de agarose pela camara
de difuséo - Para que a lei de Fick seja usada na DGT, ¢ necessario o conhecimento do
coeficiente de difusao (D) do analito na membrana de agarose (ZHANG; DAVISON,
1999). O valor de D pode ser obtido de duas maneiras: por meio de uma camara de difusao
ou pelo emprego direto de dispositivos DGT. Para a cdmara de difuséo foi construida uma
camara formada por dois compartimentos idénticos (A e B), com capacidade de 150 mL
cada, ligados por um orificio de 1,5 cm de didmetro por onde os analitos podem se difundir.
Colocou-se o gel de agarose neste orificio juntamente com um espagador adequado (0,1
cm) de forma que a area de 1,77 cm? do gel ficou exposta aos dois compartimentos. O
compartimento A recebeu 120 mL de uma solugéo contendo uma solucdo tampao de acido
acético e acetato de sodio 0,01 molL?, pH 5,0 e I = 0,01 molL* (NaNQs) e padrio de Cd
(1) (1 mgL* em HNOs 2%, v/v). O compartimento B recebeu a mesma solucéo, porém
com solucdo de HNO3 2% v/v no lugar do analito. As solugdes foram mantidas sob agitagao
e temperatura constante de 25 °C. Aliquotas das solugdes dos dois compartimentos foram
retiradas a cada 10 minutos, acidificadas e as respectivas concentragdes de cadmio foram
determinadas por espectrometria de emissao optica por plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES). O valor do coeficiente de difusao foi determinado a partir da primeira lei de
Fick segundo a expressio (1) (ZHANG; DAVISON, 1999):

alg
D = 1)
CaA
Sendo: “a” o coeficiente angular da relacdo entre a massa do analito determinada para o

compartimento B ¢ o intervalo de tempo da amostragem; "Ag” ¢ a espessura do gel
difusivo; “Ca” é a concentracao do analito no compartimento A; e “A” ¢ a area exposta do

gel ou a area do orificio na parede entre os compartimentos.
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4. Microscopia eletronica de varredura e Espectroscopia por Energia Dispersiva- A
microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada na analise microestrutural e
morfologica do gel de quitosana. As imagens foram obtidas com o microscépio eletronico
de varredura modelo JSM-6010 da JEOL com tenséo de aceleragao 2,5 kV. As membranas
de quitosanas passaram por metalizacdo com paladio para facilitar a condutividade e
melhorar a qualidade das imagens obtidas. Foram utilizadas magnificagdes de 250x (escala
100 um) e de 450x (escala 100 pm).

Por meio de sonda acoplada ao MEV foi possivel realizar espectroscopia por energia
dispersiva (EDS) para caracterizacao quimica e analise elementar do gel. A EDS ¢é baseada
na interagao de um feixe de alta energia de particulas (elétrons) com a amostra que gera
Raio-X da amostra excitada. Como cada elemento possui uma estrutura atomica unica, é
possivel identificar os picos em um espectro de emissao.

5. Determinagao do pH de carga zero (pHezc) - O pHezc permite se determinar o pH
onde a sua carga total de uma superficie sera zero e portanto, em qual faixa de pH a carga
da superfjicie sera positiva ou negativa. Essa técnica auxilia no entendimento do
comportamento do material no processo de adsor¢do de metais. Foram praparados 11
solucdes de cloreto de sodio 0,01 molL™, acertando cada uma com um pH na faixa de 2 a
12 e em cada uma foi adicionada 3 discos de quitosana. A temperatura foi mantida a 25°C
e agitacao constante durante 24 horas. Apos esse tempo foi medido o pH de cada uma
novamente e plotado um grafico de ApH X pHinicia € 0 pHezc foi identificado. A
metodologia foi previamente descrita por CARVALHO (2021) e SANTOS (2021).

6. Montagem dos dispositivos DGT e curva de imersao- Os dispositivos alternativos de
DGT foram montados de acordo com os procedimentos descritos por ZHANG; DAVISON
(1999), colocando-se as membranas confeccionadas de quitosana e agarose,
respectivamente, no pistao de polipropileno, seguido de uma membrana filtrante de nitrato
de celulose (2,2x10°° cm). O conjunto das 3 membranas foi fixado com uma luva de
polipropileno que possui uma janela de 2,0 cm de diametro pela qual acontece a difusao
dos analitos para o interior do dispositivo.

Foi preparado 3 L de uma solugéo contendo nitrato de sodio 0,01 molL* e analito suficiente
para uma concentracao final de 1,0 mgL* de Cd (Il). Corrigiu-se o pH para 5,0 e foram
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adicionados os dispositivos DGT de modo que ficaram completamente imersos na solugao.
O sistema foi mantido sob agitagdo magnética durante todo o experimento. 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 acido nitrico
1,0 molL* e mantido em temperatura ambiente. Apoés total dissolu¢do da membrana de
quitosana no acido, levou-se a amostra para quantificagdo da massa adsorvida em ICP-OES
(DE FARIA et al., 2020). Com os dados foi possivel se verificar o observancia ou ndo da
Lei de Fick, necessaria para o funcionamento da DGT e também o novo célculo do
coeficiente de difusdo do Cd (Il) e comparados com os valores obtidos pela camera de
difusao.

7. Espectroscopia de infravermelho dos discos de quitosana- 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 radiagao
infravermelha absorvida. Foi utilizado um espectrometro modelo Jasco FTIR — 410, com

transformador de Fourier, utilizando a técnica de KBr, na variacao de numero de onda de

4000 a 400 cm™L. Os discos foram secos antes das medidas.

RESU LTADOS E DISCUSSAO

Filmes geis de Agarose e Quitosana — O filme gel difusivo de agarose 15% (m/v)
apresentou-se translacido, sem rugosidades, de espessura homogénea, com boa

consisténcia para ser manuseado nos dispositivos (Figura 1a).

Figura 1. Filmes geis Difusivo e Ligante.
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O filme de quitosana também se apresentou homogéneo, transparente e de consisténcia
satisfatoria para ser manuseado porém enrolando, o que dificulta um pouco, mas nédo
impede sua utilizagdo no dispositivo DGT (Figura 1b).

Coeficiente de difusdo pela camara de difusdo- A curva de Massa x Tempo obtida com
a camara de difusao esti apresentada na Figura 2. A funcdo linear da reta obtida por
minimos quadrados, apresentou ajuste muito bom com coeficiente R? de 0,9907 e
coeficiente angular o de 9 x 10° mgs™. Este valor de o foi usado na equacio de fluxo de
massa da Lei de Fick (equacdo 1) para a determinacdo do coeficiente de difuséo do Cd (I1)
no filme de agarose se obtendo o valor de 5,09 x 10® cm?s. O coeficiente de difusao
encontrado foi proximo aos valores apresentados na literatura de 5,22 x 10°® cm?st em
agarose 1,5% (m/v), pH = 5,1 e forga i6nica 0,05 molL* NaNOs a 25 °C encontrado por
Colaco et al. (2012) e 5,44 x 10 cm?st em gel de agarose 1,5% (m/v), pH 6,0 + 0,2, forca
ionica 0,01 molL! a 22°C determinado por Chostak et al. (2015).
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Figura 2 .Curva massa x tempo de cadmio.

Morfologia e principais componentes quimicos do filme de Quitosana. - Na imagem de
MEV, Figura 3, pode se observar o filme de quitosana com uma superficie lisa, homogénea
e sem poros, ideal para uso na técnica DGT. Podem ser vistos também pequenas particulas

de quitosana ndo dissolvida. A Figura 4 apresenta o espectro de EDS indicando a presenca
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predominante de carbono e oxigénio. Observa-se também proximo, de 2,00 keV, a presenga

de nitrogénio, atribuida aos grupos amina (—NH3) da quitosana (AWODE et al., 2020).
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Figura 3. Imagem de MEV.
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Figura 4. Espectros de EDS.

Disttribuicdo de cargas na superficie do filme de Quitosana - O ponto de carga zero

(pHrpzc), permite conhecer o tipo de carga elétrica na superficie do material adsorvente em

um determinado pH e assim compreender como o pH de uma solugao afeta os sitios ligantes

material e por consequéncia o processo de adsor¢ao (SHAZWANI et a, 2021).

Na Figura 5 € apresentado o pHezc do filme de quitosana, material adsorvente deste

trabalho.
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Figura 5 .Ponto de carga zero das membranas de quitosana.

O valor do pHrzc corresponde ao valor de pH onde o ApH é nulo, neste caso pH de 6,56.

Para valores abaixo deste, a superficie da quitosana esta positivamente carregada, e acima
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a superficie encontra-se negativamente carregada. No caso da quitosana isso ocorre pois

em pH acido as aminas encontram-se protonadas (—N H3+) (KAUSAR et al., 2019).

Curva de Imersao e coeficientes de difusdo determinados com dispositivos DGT -
Dispositivos DGT com os materiais alternativos foram montados e usados para verificar
seu funcionamento por meio da aplicacdo da Lei de Fick de difusdo e a nova determinacéo
do coeficiente de difusdo do Cd (11) no gel de agarose. A Figura 6 apresenta a relacdo entre
a Massa determinada pelos dispositivos DGT modificados e 0 Tempo de imersdo dos

dispositivos na solugéo.
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Figura 6. Curva Massa x Tempo de imersao de dispositivos DGT em soludo de Cd (I1).

A relacédo linear obtida comprova a aplicacdo da Lei de Fick e consequentemente a
viabilidade de utilizacdo dos materiais alternativos na técnica DGT para determinacéo de
Cd (1) em solugéo aquosa. O mesmo resultado foi verificado em experimentos semelhantes
por Pescim (2011,) que realizou curvas de imersdo para Cd, Cu e Zn e obteve retas para
validar a Lei de Fick utilizando dispositivos montados com gel ligante Chelex-100 e gel
ligante de policrilamida, e Faria et al. (2020) que obtiveram curvas de imersao lineares para
Cd?* e Cu?* utilizando quitosana reticulada com epicloridrina como gel ligante e
acrilamida-agarose como gel difusivo. Utilizando o coeficiente angular da reta de imerséo
foi possivel se calcular um novo valor para o coeficiente de difusdo do Cd (Il) em agarose

obtendo-se o valor de 2,90 x 10° cm?s%, valor menor que o obtido com a cdmara de difuséo,
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porém isso pode estar relacionado a dificuldade em se manter a temperatura da solugdo
constante.

Espectroscopia de infravermelho para a caracterizagdo dos discos de quitosana- Os
resultados do FTIR permitiram a identificagdo das bandas caracteristicas e dos

agrupamentos quimicos das membranas de quitosana (Figura 7 e Tabela 1). Os estiramentos
naregiao de 3000 cmL, estao associados a ligacdes hidrogénio, sendo elas N-H e O—H. As

bandas de 2896 cml, 1465 cm™1, 1150 cm™! e 1056 cm™L, indicam estiramentos de
ligagoes de C—H, CH2, C-N, C-O, 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).

Tabela 1. Espectro de absor¢ao no infravermelho de membranas de quitosana

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

Namero de onda {cm™)
2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
T 14 T H T H | H ] 1 I

% T

9GLE
1

g

Figura 7. Espectro de absorcao no infravermelho de membranas de quitosana.
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CONCLUSC)ES

Os dois geis propostos foram efetivos na producdo de filmes com espessura
controlada e boas caracteristicas tanto para difusdo de Cd (I1) e portanto inplementacédo da
Lei de Fick no dispositivo DGT, no caso do filme de agarose, quanto para adsor¢éo de Cd
(1) para o filme de quitosana. A faixa de pH favoravel a utilizacdo da quitosana como
material adsorvente de Cd (Il) em &guas naturais foi confirmada pelo pHpzc. O gel de
agarose foi utilizado com sucesso na camara de difusdo permitindo a obtencdo do
coeficiente de difusdo do analito com valor prdximo aos obtidos por outros autores para
geis semelhantes. Para a determinacdo do coeficiente de difusdo com os préprio
dispositivos DGT existe a necessidade de temperatura controlada durante todo o processo.

A curva de imersdo produzida com dispositivos modificados com os filmes geis
propostos apresentaram retas permitindo a aplicacdo da Lei de Fick nos dispositivos e
portanto confirmando a possibilidade de utilizacdo desses materiais para a determinacédo de
Cd (1) livre ou l&bil em solucbes aquosas. Deve-se reasaltar que para uma proposta de
modificacdo da técnica DGT com o0s géis, € necessario mais estudos que permitam a

determinacédo das condicGes de contorno da técnica com esses novos materiais.
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