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RESUMO 

 

Uma classe de poluentes muito estudada devido a seus efeitos são os 

metais traço, que podem ser encontrados em ambientes aquáticos na forma de 

íons livres hidratados e complexados a ligantes inorgânicos e orgânicos, na fração 

dissolvida, ou ainda associados ao material particulado em suspensão. A 

identificação destas formas, ou seja, a especiação química, fornece informações a 

respeito de sua reatividade, biodisponibilidade, mobilidade e toxicidade. Para a 

análise de especiação química, o método utilizado neste trabalho baseia-se na 

difusão de espécies metálicas em filmes finos por gradiente de concentração, 

utilizando dispositivos conhecidos como DGT. Porém, os dispositivos utilizados 

foram modificados substituindo-se a camada sorvente original, resina Chelex-100, 

por um argilomineral, a montmorilonita (MT). 

 

O argilomineral passou por um tratamento para sua purificação, ativação 

ácida e saturação com íons Na
+
, para potencialização de suas propriedades. O 

tratamento proposto mostrou-se eficiente em relação à remoção de íons metálicos 

contidos na MT in natura, com porcentagens de remoção superiores a 70%. 

 

Para avaliação do desempenho do DGT modificado foi realizado um 

estudo de sorção de alguns íons metálicos, Ba
2+

, Cd
2+

, Co
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, 

Pb
2+

, Zn
2+

, na MT sob diversas condições de concentração, pH e força iônica. 

Foram obtidas porcentagens de sorção distintas devido à diferenças nas 

condições do meio e na natureza dos íons, causados por diferentes graus de 

interação entre os íons e o material sorvente. De modo geral, o metal com 

maiores porcentagens de sorção foi o cobre, obedecendo a seguinte ordem: Cu > 

Zn > Co ~ Pb > Cd ~ Ba ~ Ni ~ Mn. Já o processo de dessorção, ou seja, extração 

do metal sorvido apresentou elevados valores de porcentagem de recuperação, 

superiores a 85%. 

 

Antes de iniciar a aplicação do DGT-MT em bioensaios fez-se necessário 

um estudo prévio do efeito dos sólidos suspensos totais (SST) na concentração 

lábil dos metais, uma vez que o aumento do teor dos sólidos era visível nos 

aquários devido à adição de ração para alimentação dos peixes e excreção dos 

mesmos. Este estudo foi realizado para cádmio, cobre, chumbo e zinco e os 

resultados foram similares para os elementos estudados, com decaimento da 



concentração de metal lábil com o aumento do teor de sólidos no meio. A 

presença de matéria orgânica e sólidos suspensos totais nos aquários diminui a 

biodisponibilidade dos metais uma vez que os metais sofrem complexação e 

adsorção; a fração livre, ou seja, biodisponível aos peixes foi bem inferior ao total 

adicionado nos aquários, encontrando-se abaixo de 10% da concentração total 

dos metais. A mesma tendência foi observada nos ensaios ecotoxicológicos 

utilizando DGT modificado; estes realizados a fim de verificar o efeito tóxico dos 

íons cobre e chumbo em peixes. 

 

Assim, verificou-se a viabilidade do uso dos dispositivos DGT modificados 

com montmorilonita em ensaios ecotoxicológicos e a importância da especiação 

química uma vez que a fração lábil foi determinada, sendo esta a verdadeira 

responsável por possíveis efeitos tóxicos frente aos peixes. 



 

ABSTRACT 
 
 
 

A class of pollutants that has been extensively studied due to its effects 

towards the biota is the trace metals, which can be found in aquatic environments 

in the form of free hydrated ions and complexed with in inorganic and organic 

ligands in the dissolved fraction, or even associated with the particulate matter in 

suspension. The identification of these forms, i.e. the chemical speciation, 

provides information about its reactivity, mobility, bioavailability and toxicity. 

Chemical speciation analysis, the method used in this work, is based on the 

diffusion of metallic species in thin films due to a concentration gradient, using 

devices known as DGT (Diffusive Gradient in Thin Films). However, the devices 
 

were modified by substituting the original Chelex resin for a clay mineral 

Montmorillonite (MT). 
 

The clay mineral went through an acidic activation and treatment aiming 

its purification, followed by its saturation with Na
+
 to enhance its properties. The 

proposed treatment proved to be efficient in relation to the removal of metal ions 

contained in MT in natura, with removal percentages up to 70%. 
 

To evaluate the performance of the modified DGT device the sorption of 

some metal ions, Ba
2+

, Cd
2+

, Co
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Pb
2+

, Zn
2+

, onto MT was 

investigated under various conditions of concentration, pH and ionic strength. 

Distinct sorption percentages were obtained due to differences in the conditions of 

the medium as well as due to the nature of the ionic specie. In general, the 

sorption efficiency followed the order: Cu > Zn > Co ~ Pb> Cd ~ Ba ~ Ni ~ Mn. 

Regarding the desorption process, i.e. extraction of metallic species sorbed on to 

MT high recovery values were obtained, exceeding 85%. 
 

The MT-DGT devices were applied in ecotoxicological studies aiming to 

evaluate the toxicity of some metallic species towards fish. The modified devices 

were used in order to quantify and evaluate the behavior of labile concentration of 

species during the bioassays. But, first, a study was conducted to evaluate 

possible changes in labile concentrations, in the tanks, due to the presence of food 

residues. It was observed a decrease in concentration of labile species with time 

due to the adsorption of the metals by the suspended solids and also possibly due 

to their complexation by dissolved organic material. 



Ecotoxicologycal tests were carried out for Cd
2+

, Cu
2+

, Pb
2+

, and Zn
2+

 

using different type of fish. As a general trend, a decrease in the labile 

concentration was observed with time. After 24 h of contamination, an average of 

10% of total initial concentration was determined in the labile form. In other words, 

the bioavailable fraction to fish was below the total added concentration 
 

Thus, we collected many evidences of the viability of the use of modified 

MT-DGT devices in ecotoxicological tests. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

As espécies metálicas são naturalmente incorporadas aos sistemas 

aquáticos por meio de processos geoquímicos. As fontes naturais em corpos 

aquáticos incluem o desgaste de rochas e de solos, devido ao intemperismo e 

ação direta dos corpos aquáticos sobre os mesmos, a deposição atmosférica, 

através das precipitações úmida e seca, atividades vulcânicas e tectônicas, fontes 

geotermais. Mas em decorrência da elevação dos processos de urbanização e de 

industrialização, quantidades consideráveis dessas espécies têm sido 

introduzidas nos sistemas aquáticos, caracterizando as fontes antropogênicas. 

Segundo uma escala de tempo geológico recente, estima-se que a velocidade de 

introdução de espécies metálicas nos corpos d’água tem sido cerca de dez vezes 

superior à velocidade do ciclo biogeoquímico natural (Drever, 1988; Botelho, 

1998). 
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Fósseis Industriais Queima 
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Estação de 
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Figura 1: Esquema representativo do ciclo biogeoquímico de metais no meio 

ambiente. (adaptado de Garbarino et al., 1995) 

 

No que diz respeito aos sistemas aquáticos naturais, os metais são 

encontrados tipicamente em concentrações traço, na faixa entre ng L
-1

 e μg L
-1

. 
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Nestes ambientes, os metais ocorrem sob diversas formas: incorporados à biota, 

retidos nos sedimentos, associados a partículas coloidais ou ainda na forma 

iônica ou complexada em solução. A distribuição de metais na coluna de água é 

influenciada por diversos fenômenos físico-químicos tais como: complexação, 

adsorção, dessorção, precipitação, redissolução, entre outros. A influência de 

cada processo sobre a partição das espécies depende do tipo de metal, das 

características do material em suspensão e da composição da coluna de água, 

pH, temperatura, força iônica, velocidade das correntezas, presença de ligantes 

disponíveis, atividade biológica e natureza da espécie metálica. A complexação 

dos metais com certos ligantes é útil para o decréscimo da toxicidade do metal, 

desde que os complexos sejam estáveis (Aguiar et al., 2002; Mansilla-Rivera e 

Niriagu, 2003; Sodré et al., 2004; Sodré et al., 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Representação esquemática das interações de espécies metálicas na 

coluna d’água (adaptado de Twiss et al., 2001) 

 

A figura 2 mostra as formas como uma espécie metálica pode ser 

encontrada em um sistema aquático bem como as possíveis rotas ocorridas no 

processo de partição. 
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Os metais traço podem ser encontrados na coluna d’água e no sedimento 

dos ambientes aquáticos. Na coluna d’água podem ser encontrados distribuídos 

entre a fração dissolvida ou particulada; esta distribuição é definida 

operacionalmente, através de uma filtração com membrana de 0,45 µm de 

porosidade. A fração que passa através desta membrana é considerada 
 
“dissolvida”, enquanto que a fração retida na membrana é chamada de 
 

“particulada” (Benoit et al., 1994; Templeton et al., 2000). 

 

Na fração dissolvida incluem-se espécies metálicas livres, complexos 

orgânicos e inorgânicos ou ainda colóides. A concentração de íons livres 

hidratados geralmente representa uma pequena porção da concentração total de 

metal dissolvido. A fração de complexos inorgânicos (ligados a CO3
2-

, HCO3
-
, 

OH
-
, Cl

-
 e SO4

2-
) é caracterizada pela labilidade e baixa estabilidade de seus 

complexos, o que possibilita a rápida dissociação do complexo, formando íons 

metálicos livres, sendo assim considerados complexos biodisponíveis (exceto os 

complexos de sulfetos e pollisulfetos, pois apresentam constantes de estabilidade 

elevadas e resistem a oxidação e dissociação). Já a fração de complexos 

orgânicos, ligados a aminoácidos, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), ácido 

nitrilotriacético (NTA), matéria orgânica natural (MON), ligantes produzidos 

biologicamente (fitoquelantes e metalotioneínas ), contribui para a redução da 

biodisponibilidade dos metais traço, uma vez que estes complexos não são 

rapidamente transportados pelas membranas celulares de organismos vivos 

(Tipping et al., 1998; INAP, 2002). 

 

As partículas sólidas são consideradas sorventes eficientes dos 

elementos, apresentando elevada importância na transferência de metais e na 

regulação das concentrações de espécies dissolvidas, podendo governar a 

partição e o comportamento dos metais. As formas particuladas dos elementos 

traço podem abranger associações dos elementos com colóides, 

microorganismos e sólidos suspensos inorgânicos (óxi-hidróxidos de ferro, 

alumínio, e manganês; carbonatos de cálcio e magnésio; sulfetos; argilominerais; 

sílica, etc.; essas partículas podem ser recobertas por matéria orgânica) e 

orgânicos (material biológico, produtos de excreção biológica ou materiais 

oriundos da decomposição total ou parcial de organismos aquáticos) (Jackson e 

Bistrick, 1995; Stumm e Morgan, 1996; Botelho, 1998; Burgos, 2005). 
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Assim, há a necessidade do conhecimento da forma com que as espécies 

podem assumir no ambiente para a compreensão dos ciclos biogeoquímicos das 

espécies metálicas bem como dos seus efeitos. Para a determinação da 

concentração e a identificação das diversas formas químicas de um dado 

elemento, que juntas constituem a concentração total do mesmo em uma matriz, é 

realizada a especiação química. Portanto, a especiação dos metais é um aspecto 

de grande relevância para a compreensão de sua reatividade, biodisponibilidade, 

mobilidade e toxicidade em águas naturais (Sigg et al., 2006). A diferenciação das 

formas em que o metal é encontrado no meio aquático é de alta relevância, uma 

vez que sua toxicidade está relacionada com a sua forma e não com sua 

concentração total, pois a absorção de metais pelos organismos é controlada 

pelas atividades dos íons metálicos livres, além do que as diversas espécies de 

um mesmo elemento comportam-se de maneiras distintas, o que confirma a 

necessidade de uma identificação de cada espécie. A especiação fornece 

informações baseadas em um maior entendimento do comportamento das 

espécies, para uma avaliação mais realista do impacto causado nos ambientes 

aquáticos (Barra et al., 1999; Gervasio et al., 2002; Svigg et al., 2006; Scheffer et 

al., 2007) . 

 

A toxicidade dos metais traço está relacionada com a atividade dos seus 

íons na forma livre hidratada. A assimilação destes íons pelos organismos vivos 

pode ocorrer via fontes alimentares ou exposição ao meio ambiente. Uma vez 

absorvidos, os mesmos podem ser acumulados, biomagnificados e 

biotransformados (Sharma e Sohn, 2009). 

 

Diante dos problemas ambientais causados por esses elementos, a 

necessidade de protocolos analíticos para especiação química torna-se um 

desafio para os químicos analíticos, fazendo com que novas técnicas sejam 

pesquisadas e utilizadas para este fim. Para as análises de especiação química, a 

técnica utilizada deve ser robusta, de sensibilidade adequada, de baixo custo e 

ainda possibilitar a compreensão da labilidade dos elementos, uma vez que a 

toxicidade destes está relacionada com a sua biodisponibilidade (Moreira e 

Moreira, 2004). 

 

As abordagens experimentais e modelos mais clássicos empregados na 

análise de especiação de metais são fundamentados em princípios de equilíbrio 
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químico, pois consideram o sistema aquático um sistema não perturbado. Os 

procedimentos envolvidos possuem etapas como amostragem, estocagem, 

transporte, tratamento da amostra e determinação das espécies de interesse em 

laboratório e são conhecidos como procedimentos ex situ (Buffle e Horvai, 2000; 

Batley et al., 2004). 

 

Dentre os protocolos disponíveis podem-se citar os métodos 

espectrométricos e eletroanalíticos, além das modelagens computacionais, entre 

outros (Pesavento et al., 2009). 

 

Os métodos espectrométricos que vêm sendo utilizados para 

determinações de metais traço são os baseados em absorção atômica com 

atomização eletrotérmica (GFAAS); análise por ativação de nêutrons (NAA); 

emissão atômica com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICPOES) e 

espectrometria de massa com fonte de plasma acoplado indutivamente, (ICP - 

MS). A utilização destes métodos em análise de especiação necessita de um 

acoplamento de procedimentos de separação como, por exemplo, troca iônica, 

troca de ligantes, ultrafiltração, diálise, extração líquida, cromatografia de fase 

gasosa, cromatografia líquida de alta eficiência, etc. (Pesavento et al., 2009). 

 

Os métodos eletroanalíticos utilizados para especiação química são os 

potenciométricos e os voltamétricos. Os mais utilizados são os métodos 

voltamétricos, onde as informações sobre as espécies de interesse são obtidas 

pela medida da corrente em função do potencial aplicado; a corrente gerada no 

eletrodo é monitorada em função de uma varredura sistemática do potencial 

gerando um voltamograma onde a magnitude da corrente é proporcional à 

concentração do analito. Merece destaque a voltametria de redissolução anódica 

(ASV) com gota pendente de mercúrio, uma ferramenta analítica considerada 

clássica e com amplo emprego em análises de especiação química em sistemas 

aquáticos, apresenta baixos limites de detecção, baixo custo, boa sensibilidade e 

ainda avalia a interação entre o metal e os ligantes presentes na amostra (Batley 

et al., 2004; Pretsch, 2007). 

 

Os procedimentos ex situ são considerados dispendiosos e ainda podem 

possibilitar a ocorrência de adulterações da amostra devido a distúrbios na 

distribuição das espécies, seja por perdas dos analitos pela instabilidade das 



 
 

   6 
 

espécies ou pela sorção dos mesmos na superfície de amostragem ou 

estocagem; por contaminação devido a manipulações; pela liberação de 

interferentes dos materiais; pela interrupção das atividades biológicas; alterações 

de pH, pressão e temperatura; etc. Apesar das limitações dos métodos ex situ, 

estes ainda representam a maioria dos procedimentos empregados na análise de 

especiação de metais (Buffle e Horvai, 2000; Sigg et al., 2006). 

 

Os modelos computacionais utilizados nos estudos de especiação de 

metais são baseados em princípios termodinâmicos. Foram desenvolvidos para 

responder como as características do meio afetam a distribuição e a toxicidade 

dos metais. Assim, pode-se prever a especiação de metais de acordo com as 

características químicas do meio e ainda descrever a partição do metal e a 

biodisponibilidade de metais para os organismos aquáticos, sugerindo o potencial 

tóxico de águas contaminadas. Os programas computacionais utilizados para 

análise de especiação e que se encontram disponíveis comercialmente e/ou 

gratuitamente são MINEQL, MINTEQ, PHREEQ, GEOCHEM, CHEAQS, HYDRA, 

WHAM, (NICA)-Donnan, etc. (Twiss et al., 2001; Campbell, 1995; Scheffer, 2006). 

A heterogeneidade do meio e sua contínua modificação influenciam na dinâmica 

dos metais em água doce, afastando a possibilidade de concepção de modelos 

simplificados para o comportamento do metal. O modelo, para ser confiável, deve 

considerar a complexidade do meio, incluindo dados de pH, potencial redox e 

informações termodinâmicas sobre o sistema em estudo. Os modelos de 

especiação normalmente são restritos para águas diluídas com forças iônicas 

menores que a água do mar, < 0,7 mol L
-1

 (Warren e Haack, 2001; Langmuir, 

1997). Além disso, a exatidão dos resultados obtidos dependerá da validade das 

constantes empregadas para alimentar o programa, observando as características 

do programa e seguindo diretrizes para evitar erros. O maior número de dados 

possíveis sobre o meio em estudo, obtidos criteriosamente, deve ser fornecido ao 

programa (Twiss et al., 2000). 

 

Os métodos in situ vêm sendo considerados os mais adequados para as 

análises de especiação, uma vez que levam em conta aspectos cinéticos e 

termodinâmicos do meio, estabelecendo bases analíticas mais sólidas que 

utilizem a aplicação de dispositivos analíticos no local, monitorando em tempo real 

os analitos. (Buffle e Horvai, 2000). 
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Uma das técnicas in situ que merece destaque é a difusão em filmes finos 

por gradiente de concentração, do inglês diffusive gradients in thin films (DGT), 

proposta por Zhang e Davison (Zhang e Davison,1995). 

 

Fisicamente, o dispositivo consiste em tampa e base de acrílico, 

uma membrana de nitrato de celulose com porosidade de 0,45 µm para proteger a 

camada difusiva, camada de 0,4 - 2 mm de poliacrilamida (hidrogel) e camada de 

resina de troca iônica, conforme esquematizado na Figura 3 (Zhang et al., 1998; 

Kersanach et al., 2009). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) 
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b) 

 

Figura 3: Esquemas representativos do dispositivo de gradiente de filmes finos, 

DGT: a) DGT externamente (http:dgtresearch.com), b) componentes do DGT 

(adaptado de Twiss e Moffet, 2002). 

 

Os metais difundem-se através da camada de gel de difusão, 

gerando gradientes de concentração e são acumulados na camada de material 

sólido adsorvente, a resina Chelex-100, onde são pré-concentrados. Após um 

tempo (t) de exposição, os metais são eluídos da resina com solução ácida e 

determinados pela técnica analítica disponível (Sangi et al., 2002; Twiss e Moffet, 

2002). 

 

As membranas utilizadas no DGT aprese ntam um tamanho de poro de 

0,45 µm e podem ser de nitrato de celulose, de acetato de celulose ou ainda mista 

de ésteres. Suas funções são proteger a camada de difusão e impedir a 

passagem de partículas sólidas para o interior do dispositivo (Davison e Zhang, 

1994). 

 

O hidrogel, camada difusiva, é um material polimérico poroso, insolúvel e 

hidrofílico que controla a difusão dos metais no sistema. Estruturalmente é 

constituído por uma ou mais redes de polímeros tridimensionais, formadas por 

cadeias macromoleculares interligadas por ligações covalentes (reticulações) ou 

interações físicas. Sua hidrofobicidade é controlada pela natureza dos grupos 
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funcionais neste material (–COOH, –OH, –NH2, –CONH2, –SO3H) e sua 

solubilidade é controlada pelo seu grau de reticulação (Oviedo et al., 2008; 

Aouada, 2009). Os hidrogéis que têm sido amplamente empregados nos sensores 

DGT são os de poliacrilamida, formados com acrilamida e um reticulador derivado 

da agarose (Zhang e Davison, 1999). Sua estrutura está ilustrada na Figura 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4: estrutura do hidrogel de poliacrilamida (adaptado de Zhang et al. ,2000). 
 
 
 
 

 

As propriedades do hidrogel podem ser modificadas alterando as 

proporções dos reagentes. A difusão dos elementos através desta fase difusiva é 

influenciada pela espessura desta camada e pelo seu grau de reticulação, ou 

seja, quantidade de agente reticulante que controla o tamanho de poro. No 

hidrogel utilizado no DGT disponível comercialmente há aproximadamente 10% 

de agente reticulador (Zhang e Davison, 2000; Zhang e Davison, 1999). Hidrogel 

com poros menores, ou seja, mais reticulados podem restringir mais o processo 

de difusão. Os hidrogéis restritivos podem determinar apenas a fração inorgânica 

lábil dos metais (Zhang e Davison, 2001). 
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Figura 5: estrutura do hidrogel restritivo (adaptado de Aouada, 2005). 
 
 
 
 

 

A camada sorvente, onde os metais difundidos serão acumulados e 

pré-concentrados, é constituída por um hidrogel impregnado com Chelex-100, um 

copolímero de estireno divinilbenzeno quimicamente incorporado a ácidos 

iminoacéticos, grupos complexantes (Andrade, 2005). A Chelex-100 possui alta 

afinidade com íons metálicos (formação de complexos e/ou troca iônica), 

formando quelantes bidentados com cátions polivalentes, apresenta alta 

capacidade de acumulação simultânea de metais e fácil processo de extração dos 

metais acumulados (Riler e Taylor, 1968). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(A) (B) 
 

 

Figura 6: A) copolímero de estireno e divinilbenzeno; B) Íon sódio ligado a grupos 

quelantes da resina (adaptado de Bendo, 2002; Andrade, 2005.) 
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O uso deste dispositivo depende diretamente da difusão e da 

adsorção ocorridas em suas camadas para seu bom funcionamento. A difusão no 

DGT segue a Primeira Lei de Difusão de Fick, onde se calcula a concentração de 

metais difundidos e adsorvidos. A quantidade de metal adsorvido na resina 

depende de fatores como coeficiente de difusão, labilidade e penetrabilidade dos 

complexos. Apenas os íons metálicos livres e os complexos metálicos que se 

dissociam são adsorvidos na resina (Davison et al., 2000; Gimpel et al., 2003). A 

equação a seguir é utilizada para calcular a massa de metal retida na camada 

sorvente: 

 

M =   Ce (Vgel + Vácido) 
                       fe                                   (1)  

 

 
 

onde Ce:concentração determinada do íon metálico eluído da resina (g cm
-3

), 

Vgel: volume do hidrogel-Chelex (0,16 cm
3
), Vácido: volume do ácido usado na 

eluição (1,0 cm
3
) e fe: fator de eluição do íon metálico (0,8). 

 

Zhang e Davison (1995) verificaram que, em média, cerca de 80% de Fe, 

Zn, Cd, Cu, Ni e Mg acumulados na resina podem ser recuperados. Assim, os 

autores indicam que um fator de eluição de 0,8 seja adotado nas medidas com o 

sistema DGT (o fator de eluição refere-se à eficiência do processo de eluição e 

recuperação dos íons retidos). 

 

 

A equação 2 é utilizada para o cálculo da concentração da fração lábil do 

metal, uma vez já obtido o valor de massa retida na camada sorvente na equação 

1. 
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C Lábil 

M 
g 

 

   

D A t  (2)  
 
 
 
 
 
 
 

 

onde g: espessura da camada de difusão (espessuras do gel difusivo e da 

membrana de filtração), A: área superficial do hidrogel que fica exposta à solução, 

t: tempo de aplicação do dispositivo (s) e D: coeficiente de difusão do metal no 

hidrogel (cm
2
 s

-1
). Os valores de fe, Δg, A e D utilizados foram aqueles fornecidos 

pelo fabricante dos dispositivos DGT (Gimpel et al., 2003). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7: Representação esquemática do gradiente de concentração 

estabelecido em um dispositivo DGT aplicado em solução aquosa (Zhang et al., 

1995). 
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Na Figura 7 está ilustrado o processo de difusão ocorrido no 

dispositivo, oriundo do gradiente de concentração estabelecido entre a solução e 

a fase sorvente. Observa -se a dependência da espessura da camada de difusão 

no processo e ainda a necessidade de se levar em conta a espessura da 

membrana externa e de uma possível camada de biofilme formada na janela do 

DGT (δ). 

 

A difusão ocorrida no DGT similar à difusão que ocorre no transporte de 

metais em sistemas aquáticos e na sua absorção pelos organismos. Essa 

similaridade é mostrada em esquemas simplificados expostos na Figura 8. 
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b)  Membrana celular. 

 

Onde, MY: complexo lipofílico transportado intacto para o meio celular, ML: complexos 

metálicos que dependem das constantes de dissociação para seu transporte via parede 

celular, M: íon metálico, MS: metal sorvido na parede celular, k a,kd: constantes de 

associação e dissociação, k in: constante de interiorizaç ão. 

 

Figura 8: Esquema representativo de a) funcionamento de um sensor dinâmico 

genérico, b) absorção de íons metálicos por uma membrana celular (Adaptado de 

Köster e van Leeuwen, 2004 e van Leeuwen et al., 2005. 

 
 
 

 

A absorção dos metais por um organismo envolve as seguintes etapas: o 

transporte do meio externo, a sorção na parede externa da célula e na 

interiorização dos metais através da membrana celular. Vale salientar que apenas 

uma fração do metal é bioativa na superfície celular, ou seja, apenas o íon livre e 

os complexos cineticamente reversíveis podem ser transferidos via difusão para o 

interior celular (Köster e van Leeuwen, 2004). O transporte depende da 

manutenção da transferência de massa que, geralmente, ocorre por difusão 

devido ao gradiente de concentração formado entre a membrana e o meio 

externo. Já a transferência dos elementos para o interior da célula depende da 

reatividade, estabilidade, e afinidade biológica das espécies metálicas na parede 

celular (Köster e van Leeuwen, 2004). 
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No DGT, o hidrogel controla o transporte de massa das espécies 

metálicas no sensor. As espécies que se difundirão livremente através do hidrogel 

são as que possuem tamanhos moleculares suficientemente menores que o 

tamanho de poro do hidrogel. As espécies livres (M) e as espécies capazes de se 

dissociar de complexos metálicos (ML) no hidrogel são acumuladas na fase 

sorvente coletora através de complexação ou troca iônica. 

 

Baseia-se em processos dinâmicos de difusão, sendo um método preciso 

e uma ferramenta importante no conhecimento da concentração exata de metais 

em análises de especiação, quando utilizado em conjunto com um método de 

determinação adequado Outra característica importante é o fato da inexistência 

de interferentes relacionados à coleta, armazenamento e tratamento da amostra, 

uma vez que somente a eluição e a determinação ocorrem em laboratório (Torre 

et al., 2000; Alexa et al., 2009). 

 

O dispositivo DGT é considerado simples e de fácil aplicação in situ, além 

de robusto, sensível e não necessita de calibração, sendo necessário apenas a 

aplicação da equação da primeira lei de Fick para a obtenção da concentração da 

fração lábil de metais. A obtenção dos resultados é rápida e integrada com o 

tempo de medida, resultando assim em valores médios para o período de 

aplicação do sensor (Davison et al., 2000). Outra grande vantagem deste 

dispositivo é a capacidade multielementar, o que facilita o processo de especiação 

de mais de uma espécie metálica ao mesmo tempo (Matsumiya et al., 2006). 

Apresenta alta capacidade de acumulação simultânea de metais, que são eluidos 

facilmente através da utilização de solução ácida (Riley e Taylor, 1968). A gama 

de matrizes que podem ser utilizadas nas análises é variada, águas naturais, 

solos e sedimentos o que caracteriza mais uma vantagem para esta técnica 

(Scally et al., 2006). Pode-se ainda controlar o tamanho dos poros da camada de 

hidrogel, para que ocorra uma ampliação ou limitação do tipo de espécies a serem 

difundidas e adsorvidas no sensor (Kovarikova et al., 2007). 

 

Como toda técnica, a difusão em filmes finos por gradiente de 

concentração apresenta algumas limitações como, por exemplo, a existência de 

problemas de precisão e exatidão para análises em locais com alto teor de 

matéria orgânica e baixa força iônica (podendo ocorrer co-difusão em locais com 

força iônica inferior a 2x10
-4

 mol L
-1

) e a necessidade de se conhecer exatamente 
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os coeficientes de difusão das espécies no hidrogel. Além disso, o DGT não pode 

ser reutilizado e ainda o custo da resina Chelex-100 é elevado (Inap, 2002; Garmo 

et al., 2008;). 

 

Quanto à resina Chelex-100, outras desvantagens do seu uso são a baixa 

seletividade, pois pode ocorrer acumulação parcial de metais alcalinos terrosos 

quando em concentrações elevadas nas várias matrizes; eficiência limitada frente 

a oxiânios (As, Mo, Se, V e Sb) e alta dependência do pH, uma vez que em 

baixos valores de pH há protonação da resina, comprometendo a eficiência de 

acumulação da resina; a faixa de pH indicada para se obter uma melhor eficiência 

encontra-se entre 5 e 9 (Zhang e Davison, 1995; Gimpel et al., 2001; Inap, 2002). 

 

Uma das alternativas para amenizar estes pontos negativos da técnica é a 

utilização de fases minerais, material sorvente natural, como trocador iônico, com 

ampla ocorrência natural e baixo custo como, por exemplo, óxidos e 

argilominerais. Estes materiais possuem alta capacidade de troca catiônica (CTC), 

estrutura laminar, baixa granulometria e ainda podem ser reutilizados, tornando-se 

assim altamente eficientes na adsorção de metais (Aguiar et al., 2002). Outras 

características que favorecem a aplicação das fases minerais como 

concentradores analíticos são: baixo custo, grande disponibilidade, facilidade de 

purificação e boa inércia química (Rezende et al., 2011). 

 

Estudos comprovam a capacidade de adsorção de contaminantes pelo 

solo, relacionando este fenômeno com a presença de óxidos e hidróxidos de 

argilas. Essas fases minerais apresentam elevada área superficial (700-800 m
2
g

-

1
) e alta CTC (80-200 mmol/100g) e são estudadas, principalmente, para 

tratamento de efluentes com íons metálicos (Toni et al., 2006; Frois et al., 2011). 

 

Os principais óxidos presentes no solo são os de Fe
3+

 e Al
3+

 e podem ser 

vistos como lâminas octaedrais empilhadas, sem a lâmina tetraedral de silício. 

Possuem cargas variáveis em sua superfície que são afetadas pelo pH do solo de 

origem, devido às ligações com H
+
 (Hawkes, 1996). 

 

Os argilominerais são minerais conhecidos como filossilicatos e são 

materiais naturais, terrosos, hidrofílicos e de granulação fina. Suas partículas 

apresentam diâmetro inferior a 2 µm e são silicatos hidratados de alumínio, ferro 
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ou manganês que possuem estruturas cristalinas em camadas (Coelho et al., 

2007; Teixeira-Neto e Teixeira-Neto, 2009). 

 

Podem ser classificados de acordo com sua estrutura cristalina: sendo do 

tipo 1:1 ou 2:1, contendo uma folha tetraédrica e uma octaédrica e contendo duas 

folhas tetraédricas e uma octaédrica interna, respectivamente. As folhas 

tetraédricas são formadas por tetraedros de Si–O com cantos compartilhados; 

cada tetraedro compartilha três de seus cantos com três tetraedros vizinhos, 

resultando em uma fórmula estrutural de (Si2O5)n para a folha tetraédrica. Já as 

folhas octaédricas são compostas por cátions Al
3+

 ligados a ânions O
2-

 e OH
-
, 

resultando em uma fórmula química efetiva de AlO(OH)2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9: Diagrama esquemático: a) de uma folha tetraédrica e b) de uma folha 

octaédrica (Teixeira-Neto, 2009). 

 
 
 

 

As camadas tetraédrica e octaédrica ligam-se através do 

compartilhamento de um oxigênio de um tetraedro de Si -O com um octaedro 

AlO/OH. 
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Figura 10: Diagrama esquemático da estrutura cristalina das argilas do tipo 

Esmectita (Montmorilonita) (Hawkes,1996). 

 
 
 

 

Para a utilização como material constituinte de um sensor DGT o 

argilomineral mais indicado é o do tipo 2:1, pois possui grande capacidade de 

troca catiônica (CTC) devido ao déficit de cátions coordenados na camada 

octaédrica, o que confere elevada carga nas camadas; a substituição ocorre 

através de troca de um íon por outro, podendo induzir a formação de cargas 

negativas que são balanceadas através de cátions interlamelares hidratados, 

alcalinos ou alcalinos-terrosos. No tipo 1:1 o argilomineral mais comum e 

abundante é a caulinita e no tipo 2:1 é a montmorilonita (MT) (Cavalcanti et al., 

2009; Teixeira-Neto e Teixeira-Neto, 2009). 

 

A montmorilonita, de fórmula molecular Mx(Al 4-x Mgx)Si8O20(OH)4 

pertence ao grupo dos filossilicatos 2:1. O empilhamento das placas é regido por 

forças polares relativamente fracas e por forças de van der Waals, existindo entre 

as placas lacunas denominadas galerias nas quais residem cátions trocáveis 

como Na
+
, Ca

2+
, Li

+
, fixos eletrostaticamente e com a função de compensar 

cargas negativas geradas por substituições isomórficas que ocorrem no 

reticulado. A elevada capacidade de sorção deste argilomineral se deve a sua 

estrutura, sendo que 80% dos cátions trocáveis estão presentes nas suas galerias 

e 20 % nas superfícies laterais, como está ilustrado na figura a seguir (Paiva et 

al., 2008) 
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Figura 11. Estrutura da montmorilonita. (Paiva et al., 2008) 

 

Os argilominerais têm sido utilizados na remoção de espécies metálicas 

de efluentes industriais na remoção de íons em água potável ou água de caldeiras 

e até mesmo na purificação de substâncias orgânicas e inorgânicas. Na natureza, 

adsorvem metais ou poluentes orgânicos no solo, diminuindo suas frações 

solúveis e, conseqüentemente, sua lixiviação (Aguiar et al., 2002). 

 

Neste contexto, o Grupo de Química Ambiental (GQA) desenvolve há 

anos pesquisas na área de especiação química de metais. Sodré et al. (2004) 

propuseram um método alternativo para a digestão de amostras de águas 

naturais (digestão fotoquímica), em estudos envolvendo tanto a partição como a 

especiação do cobre. O procedimento proposto mostrou-se bastante eficiente 

para digestão de amostras in natura, em um curto tempo e sem perdas 

significativas da espécie de interesse. Outra pesquisa realizada pelo grupo teve 

como objetivo realizar um estudo comparativo da labilidade de certas espécies 

metálicas (Cd
+2

, Cu
+2

, Pb
+2,

 Zn
+2

) empregando a voltametria de redissolução 

anódica (ASV), o DGT e um modelo computacional de especiação (CHEAQS). Os 

três métodos apresentaram resultados concordantes entre si, ampliando a gama 

de métodos que podem ser utilizados na especiação química, cada um com suas 

particularidades, vantagens e desvantagens (dos Anjos et al.,2010). Tonietto e 

Grassi (no prelo) fizeram análise de especiação do cobre e chumbo em amostras 

de águas naturais do Rio Iraí com voltametria de redissolução anódica com pulso 

diferencial, implantando uma metodologia utilizando KNO3 como eletrólito de 
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suporte e HNO3 para preservação da amostra. Scheffer et al. (2007) estudaram 

os principais fatores responsáveis pelo controle da especiação do cobre em águas 

de rios da região metropolitana de Curitiba, considerando a influência de fatores 

geoquímicos e dos sulfetos solúveis; podendo diferenciar o nível de impacto dos 

rios, pelas atividades antrópicas, através da determinação de parâmetros 

aquáticos. Observaram ainda que a transferência do cobre da fração dissolvida 

para a particulada foi maior nos rios mais impactados e ainda a influência dos 

O.D. na complexação do cobre com os sulfetos. 

 

Anjos (2010) desenvolveu e avaliou, em sua tese de doutoramento, 

dispositivos empregando materiais de baixo custo como fase sorvente, 

argilominerais, fornecendo informações a respeito da especiação de uma ampla 

gama de metais. Os resultados obtidos evidenciaram o excelente desempenho 

destes dispositivos modificados com montmorilonita em diversas condições 

experimentais, sem diferenças significativas em relação ao DGT comercial. Vale 

salientar que neste trabalho ainda foi testado o argilomineral Vermiculita, mas 

deu-se prosseguimento ao trabalho com a Montmorilonita uma vez que esta se 

mostrou mais eficiente no processo de sorção com os metais. A montagem do 

dispositivo foi otimizada, através de testes de massa de MT utilizada, modo de 

fixação, tipo de membrana, agente extrator utilizado na eluição da fase sorvente, 

tempo de contato do DGT nas amostras, etc.; além de um estudo da eficiência da 

MT em sorver os metais e a recuperação dos mesmos no processo de eluição. 

Outra pesquisa avaliou o potencial da montmorilonita na sorção e dessorção de 

cromo (III), visando a especiação entre as formas (III) e (VI). O argilomineral 

apresentou alta interação com o Cr (III) e não interagiu com o Cr (VI), sendo 

viável sua aplicação para especiação entre estas duas formas (Frois et al., 2011). 

Este mesmo argilomineral foi testado para Cu
2+

, Cr
3+

, Cd
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Pb
2+

 e 

Zn
2+

 empregando dispositivos DGT-MT em amostras de águas sintéticas, com 

excelentes resultados de sorção e dessorção e os resultados para frações lábeis 

mostraram-se comparáveis aos resultados com DGT comercial (Anjos, 2011) 

 

Quanto à aplicabilidade dos dispositivos DGT, a utilização de técnicas 

envolvendo especiação química em testes ecotoxicológicos (bioensaios) é de 

suma importância, uma vez que a fração biodisponível dos metais é determinada; 
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substituindo os testes que eram realizados (e ainda são) com base na 

concentração total dos metais. 

 

Para entender a importância destes testes faz-se necessário compreender 

os efeitos danosos causados pelos metais nos organismos dos peixes. A 

toxicidade está relacionada não somente com a especiação química dos metais, 

mas também com a fisiologia dos peixes, a maneira como estes se comportam na 

presença dos íons metálicos. Os metais são assimilados pelo organismo através 

das guelras, sendo esta considerada o sítio de ação tóxica (Almeida, 2007) 

 
 

 

A absorção pode ocorrer através de dois processos biológicos: 

bioacumulação e biomagnificação. A bioacumulação ocorre quando os metais, 

dissolvidos ou em suspensão, são absorvidos do meio por difusão ou por 

ingestão, através das brânquias e do trato digestivo; quando estes metais 

absorvidos são acumulados nos tecidos dos peixes o processo passa a se 

chamar de bioconcentração. Já a biomagnificação ocorre quando organismos 

superiores da cadeia trófica se alimentam de organismos inferiores já 

contaminados com os íons metálicos (Costa, 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 12: Vias de assimilação dos metais no organismo dos peixes, transporte 

e acumulação (Costa,2007) 
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Uma vez assimilados, os metais podem exercer funções vitais ou causar 

efeitos tóxicos; isso dependerá da forma com que foi absorvido e/ou da sua 

concentração. Assim, são classificados como essenciais e não essenciais. Os 

essenciais (Cu, Fe, Mn e Zn) são os que possuem função biológica conhecida e 

são constituintes obrigatórios do metabolismo dos organismos; mas mesmo com 

função biológica conhecida, quando em grandes concentrações, podem 

apresentar toxicidade aos organismos. Os elementos não essenciais (Al, Hg, Pb, 

Cd, Ag, Cr (VI), Ni e Sn) não possuem função biológica e assim são tóxicos aos 

organismos (Costa,2007). 

 

Para estudar esta interação dos metais com os efeitos tóxicos causados 

nos peixes que os assimilaram, são realizados ensaios ecotoxicológicos. Estes 

ensaios são experimentos laboratoriais que permitem a compreensão da ação 

tóxica de contaminantes e são utilizados para obtenção de dados e padronização 

de metodologias. Permite avaliar quais efeitos um dado xenobiótico, em 

determinada concentração, pode causar em uma dada espécie de organismo vivo 

(Ramsdorf, 2007). Os testes ecotoxicológicos são realizados com espécies 

sensíveis ao metal alvo e ecologicamente representativas do meio. Os 

organismos são expostos ao metal por um determinado período de tempo e após 

este período verificam-se os efeitos, bem como: mortalidade, comportamento, 

reprodução, crescimento, dentre outros. 

 

Os métodos de exposição de peixes aos agentes tóxicos, em laboratórios, 

são geralmente por imersão (quando os poluentes se encontram dissolvidos na 

água), através de injeção intraperitoneal com o xenobiótico que está tendo sua 

toxicidade testada a ou por via trófica, quando as cobaias recebem alimentos 

previamente expostos ao metal alvo pelo pesquisador. 

 

A toxicidade de um agente químico também está relacionada ao tempo de 

exposição e a concentração da substância testada. Dessa forma, dependendo 

das características da substância-teste, como solubilidade, volatilidade, e 

bioacumulação, podem-se utilizar diferentes sistemas de exposição em ensaios 

de toxicidade laboratoriais, como os descritos a seguir (Zagatto, 2006) 

 

- Sistema estático: Os organismos são expostos à mesma solução durante o 

período do experimento, ou seja, a solução não é renovada. Esse sistema é 
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recomendado para testes de curta duração (em torno de 48 horas), com 

substâncias não voláteis ou pouco degradáveis. 

 

- Sistema semi-estático: Nesse sistema há troca parcial da solução-teste através 

de sua remoção, do preparo e da recolocação de novas soluções no recipiente - 

teste. Esse sistema é usado quando a substância não é muito estável, ou quando 

se necessita de um teste mais prolongado. 

 
- Sistema em fluxo contínuo: As soluções-teste, nesse sistema, fluem 

continuamente através dos recipientes onde os organismos-teste se encontram. O 

fluxo deve ser capaz de manter constante a concentração da substância-teste. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 13: esquema de um sistema de exposição do tipo fluxo -contínuo 

(adaptado de Dal Pont, 2009) 

 
 
 

 

Normalmente os resultados dos testes ecotoxicológicos são expressos na 

forma de uma curva dose-resposta, por exemplo, CL50 - concentração letal para 

50% dos organismos testados (Martins e Bianchini, 2008; Castro et al., 2009). As 

respostas biológicas a contaminações podem ser evidenciadas em diversos níveis 

de organização, desde ecossistemas até compartimento subcelulares ou reações 

químicas intracelulares. Assim, são utilizados nos bioensaios marcadores 
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bioquímicos, fisiológicos e histológicos capazes de indicar diferentes respostas à 

presença de estressores distintos. Em nível de DNA, os principais testes são os 

de avaliação da freqüência de aberrações cromossômicas, troca de cromátides 

irmãs, formação de adutos de DNA, ensaio cometa e medição da freqüência de 

micronúcleo e outras anomalias nucleares (Huggett, 1992; Walker, 1997; Bombail, 

2001). 

 

Buscando minimizar algumas deficiências dos ensaios ecotoxicológicos 

em aquários foram desenvolvidos modelos matemáticos, incorporando aspectos 

geoquímicos e fisiológicos com o intuito de avaliar potenciais impactos biológicos 

dos metais no ambiente aquático (Martins e Bianchini, 2008). Um exemplo é o 

Modelo do Ligante Biótico (BLM), fundamentalmente baseado no equilíbrio 

químico e que foi incorporado aos protocolos voltados para determinação da 

toxicidade do cobre pela Agência Estadunidense de Proteção Ambiental (EPA). 

Este modelo prediz a toxicidade do metal por meio da determinação da 

quantidade de metal livre capaz de se ligar às brânquias dos organismos 

aquáticos, levando em conta as características físico-químicas da água e os 

processos de complexação dos metais com ligantes químicos, determinando 

matematicamente a relação entre a exposição e o efeito através da simulação de 

um bioensaio. Com o BLM não se verifica diretamente quais as espécies são 

biodisponíveis, mas sim as consequências da exposição do organismo às 

mesmas (Dal Pont et al., 2009; Castro et al., 2009). 

 

O BLM possui algumas desvantagens, como: aplicação a poucos metais 

(Cu
2+

, Ag
+
, Zn

2+
, Cd

2+
) e poucas espécies de organismos aquáticos, dentro de 

uma mesma espécie a toxicidade varia de acordo com algumas características do 

indivíduo, como massa corporal, sexo, idade, etc., restrição do uso em ambientes 

marinhos e estuarinos devido à base de dados que o modelo utiliza, geração de 

resultados confiáveis somente em uma pequena faixa de força iônica (não 

confiável para força iônica maior que 0,3 mol L
-1

), a necessidade do 

conhecimento de uma ampla gama de parâmetros físico-químicos do meio 

(alcalinidade, dureza, pH, carbono orgânico dissolvido,força iônica, etc), não leva 

em consideração a assimilação de metais via dieta e a determinação somente de 

toxicidade aguda dos metais (Martins e Bianchini, 2008). 
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Sendo assim, torna-se bastante atrativa a possibilidade de não apenas 

prever, mas corretamente determinar a fração lábil (biodisponível) de espécies 

metálicas durante a realização dos testes de toxicidade, para uma possível 

relação da concentração lábil com os efeitos causados pelas espécies metálicas 

nos peixes. O DGT ainda possibilita esta determinação sem a necessidade de se 

conhecer uma ampla gama de parâmetros físico-químicos do meio, além de todas 

as vantagens de uma técnica in situ de não adulteração da amostra. A partir disto, 

os bioensaios realizados com aplicação dos dispositivos podem apresentar 

resultados mais realistas sobre o contaminante do que os bioensaios atualmente 

descritos na literatura. 
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2- OBJETIVOS 

 

O principal objetivo deste trabalho é o estudo da especiação in situ de 

íons metálicos em sistemas aquáticos, utilizando DGT com Montmorilonita (MT) 

como fase sorvente em substituição à resina Chelex-100. Para alcançar este 

objetivo, as seguintes etapas foram propostas: 

 

1. Preparação dos dispositivos DGT-MT, com hidrogel difusivo de 

poliacrilamida como fase difusiva e montmorilonita (MT) como fase 

sorvente; 

 
2. Avaliação do desempenho dos dispositivos modificados aplicados sob 

diferentes condições; 

 
3. Aplicação dos dispositivos em ensaios ecotoxicológicos utilizando 

diferentes espécies de peixes como organismos-teste. Esta etapa do 

trabalho foi realizada em parceria com o Laboratório de Citogenética 

Animal e Mutagênese Ambiental do Departamento de Genética da UFPR e 

o Laboratório de Toxicologia Ambiental do Departamento de Farmacologia 

da UFPR, a fim de verificar o efeito tóxico dos metais em peixes a partir da 

determinação da sua fração lábil. 



 
 

   27 
 

3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Reagentes e materiais 
 
 

Como a concentração dos íons metálicos encontra -se em níveis 

traço, alguns cuidados foram tomados para minimizar a presença de interferentes 

que pudessem vir a alterar os resultados, como por exemplo, a utilização de água 

ultrapura (Milli-Q; Millipore) na preparação das soluções utilizadas nos 

experimentos e diluições de soluções padrão metálicas 1000 mg L
-1

 (Tritisol 

Merck, Accustandard). Outras iniciativas foram tomadas a fim de garantir a 

minimização de contaminantes nas análises, tais como: limpeza das vidrarias e 

materiais utilizados na confecção dos dispositivos e tratamento do argilomineral 

montmorilonita (MT). O tratamento do argilomineral consistiu, além da purificação, 

em uma ativação ácida e na saturação com Na
+
. 

 

As soluções metálicas utilizadas foram preparadas por diluição de 

soluções padrão monoelementares de 1000 mg L
-1

 das marcas Tritisol, Merck e 

AccuStandard. 

 

O material para montagem dos dispositivos DGT foi adquirido da 

empresa DGT Research Ltd., Inglaterra (hidrogel e suportes). 

 

O argilomineral montmorilonita-K10 (MT) foi adquirida da empresa 
 

Aldrich. 
 
 
 
 
 

3.2 – Limpeza do material utilizado 
 
 

A limpeza das vidrarias e das bases do DGT foi realizada de acordo 

com as seguintes etapas: (i) Lavagem com detergente comum; (ii) Duplo enxágue 

com água destilada; (iii) Banho com detergente Extran
®

 neutro (Merck) por dois 

dias; (iv) Enxágue com água destilada; (v) Banho com ácido nítrico 10% por três 

dias; (vi) Enxágue com água ultrapura, Milli Q. 

 

A purificação das membranas utilizadas no DGT foi realizada da 

seguinte maneira: membranas mistas de ésteres de celulose (Whatman) foram 
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purificadas através de filtrações a vácuo com 10 mL de HNO3 (1,0 mol L
-1

) e 

posteriormente com 70 mL de água Milli-Q. 

 
 
 
 

3.3 – Tratamento da Montmorilonita (MT) 
 
 

Antes da utilização da MT na confecção dos dispositivos DGT, o 

argilomineral passou por um tratamento para sua purificação, ativação ácida e 

saturação com Na
+
. As etapas do tratamento seguem a seguinte ordem: 

 

(i) Pesagem de 0,5g de MT in natura em cada tubo de centrífuga; 
 

(ii) Argilomineral mantido em contato e sob agitação com 5 mL de HNO3 (1,0 mol 

L
-1

) por duas horas. Centrifugação; 

 

(iii) Lavagem com 5 mL de água Milli-Q. Centrifugação; 

 

(iv) Repetição dos procedimentos acima descritos; 
 

(v) Fases sólidas foram mantidos em contato e sob agitação com 5 mL de NaNO3 

(1,0 mol L
-1

) por uma hora. Centrifugação; 

 

(vi) Dupla repetição do processo de saturação com Na
+
; 

 
(vii) Tripla lavagem com água Milli-Q; 

 

(viii) Secagem dos sólidos em estufa a 80°C; 

 

(ix) Peneiramento dos sólidos com peneiras plásticas com malha de Teflon de 

330 e 390 mesh para obtenção de partículas com granulometria entre 38 e 50 µm. 

 
 
 

 

Para confirmação da eficácia do tratamento da Montmorilonita, 

amostras de argilomineral in natura e argilomineral tratado passaram por um 

processo de eluição com HNO3 (1,0 mol L
-1

) por 24 h, centrifugação e 

determinação por ICP-OES. A comparação entre os resultados mostrou a 

porcentagem de remoção de íons metálicos presentes no material sorvente 

natural. 
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Ampliou-se o estudo do processo de purificação da MT através de 

um monitoramento das etapas de lavagem ácida realizadas, retirando-se 

alíquotas dos sobrenadantes de ambas as etapas para determinação da eficiência 

de remoção de cada lavagem ácida do tratamento. 

 

Os teores de íons metálicos encontrados na MT tratada foram 

utilizados nos cálculos envolvidos na especiação química utilizando dispositivos 

DGT, sendo descontados do valor determinado para não haver superestimação 

de resultados (brancos analíticos). 

 
 
 
 
 
 

 

3.4 – Estudo de sorção e dessorção dos íons metálicos em montmorilonita 

 

Para avaliar a sorção dos íons metálicos no argilomineral MT 

realizou-se estudos em diferentes condições de pH, concentração e força iônica à 

temperatura ambiente por 24 h. Soluções metálicas multielementares (Ba
2+

,Cd
2+

, 

Co
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Pb
2+

 e Zn
2+

) foram preparadas a partir de padrões de 

metais individuais (1000 mg L
-1

) e tiveram o pH ajustado com soluções de NaOH 

(0,1 mol L
-1

) e HNO3 (0,1 mol L
-1

) e a força iônica com soluções de NaNO3, nas 

condições listadas na Tabela 1. 
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Tabela 1: Condições experimentais do teste de sorção. 

 

   
Concentração 

   Força     
Concentração 

   Força 
 Ensaio   pH  Iônica   Ensaio   pH  Iônica    -1       -1   

   (µg L )    (mol L
-1

)     (µg L )    (mol L
-1

) 

 1  
10 

  
6 

 
0,01 

  
11 

 
50 

  
7 

 
0,01 

 
             

 2 10  7 0,01  12 50  8 0,01  
             

 3  10   8  0,01   13  50   6  0,05  

 4 10  6 0,05  14 50  7 0,05  
             

 5  10   7  0,05   15  50   8  0,05  

 6 10  8 0,05  16 50  6 0,1  
             

 7  10   6  0,1   17  50   7  0,1  

 8 10  7 0,1  18 50  8 0,1  
             

 9  10   8  0,1   19  30   5  0,001  

 10 50  6 0,01  20 30  5 1,0  
                    

 
 
 

 

Em cada ensaio, a MT (0,1 g) ficou em contato com a respectiva 

solução metálica por 24 h. Após este período, onde ocorreu a sorção, foi realizada 

uma centrifugação para separação da MT, e metais sorvidos, do sobrenadante . O 

sobrenadante foi utilizado para determinação da concentração dos íons não 

sorvidos pelo argilomineral, via ICP-OES. 

 
 
 

 

O estudo de dessorção foi realizado logo após a retirada dos 

sobrenadantes do processo de sorção adicionando-se, como extrator, HNO3 (1,0 

mol L
-1

), permanecendo em contato com as fases sólidas por 24 h. Após 

centrifugação, os sobrenadantes foram utilizados para determina r as 

concentrações dos íons dessorvidos, via ICP-OES. 
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Os valores de concentração de íons sorvidos na MT tal como a 

porcentagem desta sorção e porcentagem de recuperação na dessorção são 

calculados de acordo com o esquema a seguir ilustrado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 14: representação esquemática do cálculo para determinação dos valores 

de concentração de íons sorvidos na MT, porcentagem desta sorção e 

porcentagem de recuperação na dessorção. 

 
 
 

 

3.5 – Montagem do dispositivo DGT-MT 

 

A montagem do dispositivo modificado consistiu basicamente na 

fixação do argilomineral nas membranas de suporte, adaptação das dimensões 

do sistema membrana -MT-membrana ao tamanho da base do DGT e por fim na 

montagem em si, que seguiu a ordem: base acrílica, membrana, MT, membrana, 

hidrogel, membrana e tampa acrílica. 
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1 2 3 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5 6 7 
 

 

Figura 15: esquema da montagem do dispositivo: 1) membrana-suporte para MT; 

2) fixação da MT com o auxílio da tampa acrílica do DGT; 3) massa de MT 

moldada; 4) membrana-suporte para MT após fixação; 5) conjunto membrana -

MT-membrana ajustado ao tamanho na base acrílica; 6) hidrogel; 7) dispositivo 

montado, já com a membrana de proteção do hidrogel e tampa acrílica. 

 
 
 

 

Após a confecção do DGT, o mesmo foi mantido em solução de 

NaNO3 (1,0 mol L
-1

) até sua aplicação, para evitar o ressecamento do sistema e 

deslocamento de MT para outras camadas do sistema . 

 
 
 

 

3.6 – Aplicação do dispositivo DGT-MT em estudos ecotoxicológicos 

 

Uma etapa preliminar aos ensaios de toxicidade fez-se necessária, 

uma vez que a biodisponibilidade do metal está diretamente relacionada com a 

composição do meio. Devido à adição diária de ração nos aquários para 

alimentação dos peixes e também a excreção realizada pelos mesmos, percebe-

se um aumento da presença de sólidos suspensos e também sólidos depositados 

no fundo do aquário. Assim, realizou-se um estudo da concentração de metais 

lábeis frente ao aumento da concentração de sólidos suspensos totais (SST). 
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3.6.1 – Efeito dos Sólidos Suspensos Totais na labilidade das 

espécies metálicas (SST) 

 

O estudo foi realizado em um sistema modelo com aplicação do 

dispositivo DGT em solução multielementar (Cd
+2

, Cu+2, Pb
+2

, Zn
+2

) de 

concentração conhecida, 10,0 µg L
-1

, com adições diárias de ração para peixes, 

nas devidas proporções, também de modo semi-estático. Como o objetivo era 

apenas avaliar o efeito do aumento da concentração de SST na concentração de 

metal lábil optou-se pela ausência de peixes no sistema modelo. 

 

Cada dispositivo foi exposto por 24 h, perfazendo um total de sete 

dispositivos utilizados. Diariamente, no momento da troca do DGT, uma alíquota 

da solução era retirada para determinação da concentração de SST via análise 

gravimétrica. 

 

Assim, foi possível analisar a relação entre a conce ntração de metal 

lábil dos metais e a concentração de SST no meio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 16: a) sistema modelo utilizado no estudo de efeitos de SST; b) membrana 

mista de ésteres de celulose utilizada na análise gravimétrica de sólidos 

suspensos totais. 

 
 
 

 

3.6.2 – Estudos ecotoxicológicos de metais em aquários 

 

Em parceria com o Laboratório de Citogenética Animal e 

Mutagênese Ambiental e com o Laboratório de Toxicologia Ambiental do 

Departamento de Genética e Farmacologia da Universidade Federal do Paraná 
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foram realizados estudos dos efeitos da contaminação com metais em peixes, 

aplicando dispositivos DGT anteriormente montados. 

 

O processo iniciou-se com um período de 30 dias de aclimatização, 

ou seja, período de adaptação onde os peixes ficaram dispostos no mesmo 

aquário que viria a ser contaminado e sob as mesmas condições de temperatura, 

alimentação, etc. O sistema de exposição utilizado foi o sistema semi-estático, 

com contaminação no primeiro dia do bioensaio de maneira integral e troca parcial 

diária da solução-teste através da retirada e reposição de 1/3 do volume de água 

do aquário e re-contaminação proporcional a este 1/3 com o respectivo metal a 

fim de garantir que a concentração adicionada não fosse bruscamente alterada ao 

longo dos dias devido à adsorção, complexação e/ou absorção dos íons. Outras 

condições dos ensaios ainda merecem destaque, bem como a alimentação diária 

dos peixes, a aeração dos aquários e a não utilização de filtros nos mesmos. As 

concentrações escolhidas para serem utilizadas foram baseadas na Resolução 

Conama 357 de 2005 (ABNT, 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 17: Foto do aquário utilizado nos ensaios ecotoxicológicos. 

 

As condições experimentais dos bioensaios estão descritas na 

tabela a seguir. 
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Tabela 2: condições experimentais para os ensaios ecotoxicológicos. 
 

     Bioensaio  Bioensaios  Bioensaio  Bioensaios 

    1   2 e 3 4   5 e 6 
                

  Metal   Cobre   Cobre   Chumbo   Chumbo  

  
Espécie 

 
Rhamdia quelen 

 Astyanax fasciatus  
Rhamdia quelen 

 
Rhamdia quelen     

Ctenopharyngodon idella 
  

              
               

  

Nome popular 
  

Jundiá 
  Lambari-do-rabo-vermelho  

 

Jundiá 
  

Jundiá 
 

          

      

Carpa-capim 
     

        

 

      

              

  
Concentração de metal 

2,0        
10,0 

 
  

9,0 
 

13,0 
 

10,0 
  

  adicionada (µg L
-1

)    100,0  

    18,0           

  Período de contaminação (dias)   4   7   7   15  

  Tempo de exposição do DGT (h) 24  24  24  24  
           

  Volume do aquário (L)   108   108   100   100  

  Número de indivíduos 20  15  10  10  
           

  Adição de ração   Uma vez ao dia   Uma vez ao dia   Uma vez ao dia   Uma vez ao dia  

  
pH 

 
6,6 – 7,1 

6,9 -7,7   
6,8 – 7,2 

 
6,3 – 6,8     

7,0 – 7,6 
  

              
               

  

Temperatura (ºC) 
  

20 - 23 
 

 16 - 19   

16 - 18 
  

23 – 25,3 
 

          

      

14 - 19 
     

       

 

       

              

  
Período de realização 

 
Novembro/2010 

 Maio/2011  
Maio/2011 

 
Novembro/2011     

Agosto/2011 
  

              
               

     
Alterações 

          
       Mecanismos de reparo        

     morfológicas     Nível de estresse   Nível de estresse  

  Estudos biológicos     (30 dias sem contaminação      

    
nucleares e lesões no 

    
enzimas endócrinas 

  
enzimas endócrinas 

 
     

 

 

após ensaio) 
  

 

 

 

         

     
DNA 
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Os bioensaios 2 e 3 ocorreram em períodos diferentes para cada 

espécie, mas seguindo as mesmas condições, assim como os bioensaios 5 e 

6. 

 

A cada 24 horas havia troca da solução-teste, retirada e reposição 

de dispositivo bem como sacrifício de alguns indivíduos para as análises 

biológicas. Alíquotas também eram armazenadas para a determinação dos 

teores de SST. Após a retirada dos DGT, os dispositivos foram abertos e os 

conjuntos membrana-MT-membrana foram eluídos com 3,0 mL de HNO3 (1,0 

mol L 
-1

) por 24 horas. As concentrações foram determinadas via ICP-OES. 
 

Para as determinações das concentrações de MTR e MTD nos 

bioensaios 5 e 6, as amostram foram digeridas fotoquimicamente em reator 

ativado por microondas, como proposto por Sodré et al. (2004). 

 
 
 

 

3.7 – Quantificação dos metais por espectrometria de emissão ótica com 
 

fonte de plasma indutivamente acoplado – ICP-OES 

 

As concentrações dos metais foram determinadas via ICP-OES 
 

da marca Thermo Scientific, modelo iCAP 6500. As condições experimentais 
 

estão resumidas na tabela 3. 

 

Tabela 3: parâmetros e condições experimentais empregadas nas 

determinações por ICP-OES. 

 

Parâmetros 

Potência de Radiofrequência (W) 1150 
Vazão do argônio na nebulização (L 0,2 

min
-1

)  

Vazão do argônio auxiliar (L min
-1

) 0,5 
Vazão do argônio principal (L min

-1
) 12 

Visão do plasma Axial 
Calibração externa (µg L

-1
) 1,0 – 1000,0 

Padrão Interno Y (0,10 mg L
-1

) 
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Utilizou-se a construção de curvas analíticas, com padrão interno 

nas concentrações de 0,001; 0,005; 0,010; 0,050; 0,10; 0,50 e 1,0 mg L
-1

. 

Adicionou-se solução de padrão interno de 0,100 mg L
-1

, ítrio (Y), a todos os 

controles, padrões e amostras. A utilização da adição de ítrio se mostrou 

necessária para compensar desvios referentes à presença de elementos 

facilmente ionizáveis (Na, K e Ca) (Trevisan e Nóbrega, 2007; de Campos, 

2009). 
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5- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1- Tratamento da Montmorilonita (MT) 
 
 

A fim de remover possíveis impurezas, sejam elas adsorvidas na 

superfície ou localizadas entre as lamelas do argilomineral, e de obter uma 

melhor homogeneidade, maiores capacidade de troca iônica, porosidade e área 

superficial realizou-se um tratamento da montmorilonita com HNO3 e posterior 

saturação com íons Na
+
. A potencialização das propriedades dos 

argilominerais oriunda do tratamento favorece a sorção dos elementos no 

mesmo (Abate e Masini, 2005; Teixeira-Neto e Teixeira-Neto, 2009; Rezende et 

al., 2010). 

 

O tratamento do argilomineral é uma etapa de grande 

importância, uma vez que pode comprometer os resultados obtidos a partir da 

utilização da MT como fase sorvente. Um tratamento eficaz diminui a presença 

de impurezas e/ou interferentes, e proporciona a obtenção de um material com 

baixo nível de contaminação e consequente garantia de um branco (controle) 

adequado à análise de traços (Teixeira-Neto e Teixeira-Neto. 2009). 

 

Como a montmorilonita é um material natural é comum a 

presença de íons metálicos, oriundos dos solos. Assim, o tratamento também 

visa a retirada da maior quantidade possível destes metais da MT para 

posterior uso como fase sorvente de íons metálicos. Para confirmação da 

eficácia do tratamento da Montmorilonita, amostras de argilomineral in natura e 

tratado passaram por um processo de eluição com HNO3 para a comparação 

das concentrações determinadas por ICP-OES dos íons metálicos eluídos do 

material in natura e do material tratado. 
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Figura 18. Concentrações de elementos eluídos com HNO3 de MT in natura e 

MT tratada. 

 

Pode-se observar na figura 18 que as concentrações de metais 

encontradas na montmorilonita após o tratamento são inferiores as encontradas 

na MT in natura, com diferenças significativas. Para o zinco, por exemplo, a 

concentração passou de 14 µg g
-1

 na MT in natura para 4,7 µg g
-1

 na MT 

tratada. Assim, fica evidente a necessidade do tratamento deste argilomineral 

para seu uso no DGT, pois as altas concentrações iniciais das espécies 

metálicas na MT comprometeriam os resultados da aplicação do dispositivo em 

locais onde os metais são encontrados em concentrações a nível traço. 

 
 

 

Para uma melhor abrangência do tratamento foi realizado estudo 

de remoção dos elementos em cada lavagem ácida retirando alíquotas dos 

sobrenadantes após centrifugação. As porcentagens de remoção alcançadas 

em cada etapa estão representadas na Figura 19. 
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Figura 19. Porcentagens de remoção dos elementos no tratamento do 

argilomineral nas etapas utilizando extrator. 

 

Na figura 19 podem ser observadas as porcentagens de remoção 

total do tratamento do argilomineral (do tratamento todo, ou seja, com duas 

lavagens ácidas) e as porcentagens de remoção parciais de cada lavagem com 

ácido nítrico. Verifica-se que a primeira lavagem ácida é mais eficiente na 

remoção dos metais da MT; porém as porcentagens de remoção de metais na 

segunda lavagem são significativas, mostrando-nos que esta possui grande 

importância no tratamento do argilomineral. 

 

Através dos dados ilustrados nas Figuras 18 e 19 observa-se que 

as concentrações dos elementos eluídos do argilomineral tratado foram 

inferiores às concentrações de elementos eluídos do argilomineral in natura, 

com porcentagens de remoção acima de 70% para a maioria dos elementos, 

confirmando assim a alta eficiência do tratamento proposto e a possibilidade de 

usar este material como fase sorvente no DGT. 
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4.2 - Estudo de sorção e dessorção de íons metálicos em montmorilonita 
 
 

A capacidade de retenção dos elementos pela fase sorvente e 

posterior capacidade de dessorção são essenciais na aplicação do 

argilomineral para esta função no dispositivo. Assim, fez-se necessário um 

estudo da sorção e dessorção realizado pela MT nos elementos de interesse. 

 

A sorção caracteriza-se pelo acúmulo de um íon ou composto na 

superfície de um sólido. Esse processo físico-químico é influenciado por 

diversos fatores, tais como: características e propriedades do material a ser 

sorvido e ainda do agente sorvente e pelas condições encontradas no meio. 

(Bhattachayya e Gupta, 2008; Rezende et al., 2010). 

 

Uma vez que o argilomineral utilizado como fase sorvente passou 

por um tratamento ácido prolongado antes de sua comercialização, sua 

estrutura pode ter sido afetada; porém para confirmação desta hipótese faz-se 

necessário um estudo de caracterização deste material. Assim, os metais 

podem ter sido realmente sorvidos pela montmorilonita, seja em sua superfície 

ou lamelas, ou ainda por óxidos resultantes do tratamento ácido deste 

argilomineral. 

 

Para avaliar a capacidade sortiva da MT fez-se um estudo frente 

a diversas condições de concentração dos elementos, pH e força iônica do 

meio a fim de caracterizar o grau de interação da MT com as espécies 

metálicas frente a situações diversas que possam vir a ser encontradas nos 

meios onde os dispositivos serão aplicados. 

 

Uma massa de 100 mg de argilomineral ficou em contato com a 

solução multielementar, com pH e força iônica ajustados, por 24 h. Após este 

período, foi feita uma centrifugação e o sobrenadante foi retirado para 

determinação da concentração de íons não-sorvidos pela MT; a diferença entre 

as concentrações iniciais e as concentrações de íons não sorvidos nos deram 

as concentrações de íons sorvidos. Os dados obtidos estão dispostos na 

Tabela 3 na forma de porcentagem de sorção das espécies metálicas pela MT. 
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Tabela 4. Porcentagens de sorção dos elementos na MT em diversas 

condições. 

 

 Ensaio      % de sorção    
 Concentração / pH /           

 Força Iônica (mol L
-1

 de  Ba Cd Co  Cu Mn Ni Pb Zn 
 NaNO3)           

 10 µg L
-1

 / pH = 6 / 0,01  58 51 71  > 90 40 44 70 79 
 10 µg L

-1
 / pH = 7 / 0,01 58 53 71 >90 41 43 68 78 

 10 µg L
-1

 / pH = 8 / 0,01  58 57 65  >90 44 39 67 77 
 10 µg L

-1
 / pH = 6 / 0,05 55 35 81 >90 40 40 70 83 

 10 µg L
-1

 / pH = 7 / 0,05  56 41 79  >90 43 38 70 81 
 10 µg L

-1
 / pH = 8 / 0,05 56 45 79 >90 43 36 68 81 

 10 µg L
-1

 / pH = 6 / 0,1  54 37 75  >90 36 36 73 83 
 10 µg L

-1
 / pH = 7 / 0,1 56 38 74 >90 35 33 72 83 

 10 µg L
-1

 / pH = 8 / 0,1  58 39 71  >90 38 33 70 82 
 30 µg L

-1
 /pH = 5 / 0,001 64 92 90 98 85 90 90 70 

 30 µg L
-1

 / pH = 5 / 1,0  46 12 21  97 15 19 85 98 
 50 µg L

-1
 / pH = 6 / 0,01 73 88 87 96 75 82 75 90 

 50 µg L
-1

 / pH = 7 / 0,01  72 88 86  96 76 80 74 89 
 50 µg L

-1
 / pH = 8 / 0,01 72 88 86 94 77 80 73 88 

 50 µg L
-1

 / pH = 6 / 0,05  68 85 86  93 64 80 73 93 
 50 µg L

-1
 / pH = 7 / 0,05 69 85 85 92 68 79 73 93 

 50 µg L
-1

 / pH = 8 / 0,05  73 86 84  91 69 80 73 92 
 50 µg L

-1
 / pH = 6 / 0,1 66 85 82 90 62 78 78 96 

 50 µg L
-1

 / pH = 7 / 0,1  67 86 81  88 63 78 77 94 

 50 µg L
-1

 / pH = 8/ 0,1 69 86 81 88 63 78 76 94 

  Média 62 64 77 > 93 54 58 74 86 
 
 

Este experimento é semelhante aquele realizado por Vanessa Egéa dos 

Anjos (Anjos, 2010) em seu trabalho de doutorado desenvolvido no âmbito do 
 

GQA. O estudo foi realizado de maneira multivariada utilizando planejamento 

fatorial do tipo 2
3
, sobre a influência do pH, força iônica e da concentração dos 

elementos no seu processo de interação com os argilominerais, para 

estabelecer as melhores condições de sorção e determinar as condições de 

contorno e limite para uso nos dispositivos DGT. De um modo geral, ficou 

evidente que existem diferenças no processo de interação entre os elementos 

com os argilominerais e nota-se que as sorções foram influenciadas de maneira 

pronunciada pelas condições experimentais. 
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Os experimentos foram repetidos neste trabalho porque um lote 

diferente da MT foi utilizado. Além disso, condições de mais baixa (0,001 mol L
-

1
) e mais alta (1,0 mol L

-1
) força iônica também foram estudadas neste 

trabalho. Estas novas condições foram avaliadas dado que existe consenso 

sobre limitações no emprego de dispositivos DGT sob condições de baixa força 

iônica e baixo pH (Inap, 2002). Devido a limitações operacionais apenas 

algumas condições foram realizadas em triplicata, com incertezas nunca 

superiores a 10%. 

 

Nota-se na tabela acima que em alguns casos dos ensaios de 10 

µg L
-1

 a porcentagem de sorção foi superior a 90 %, ou seja, concentrações do 

elemento no sobrenadante (não-sorvido) inferiores ao limite de quantificação do 

método de determinação, 1,0 µg L
-1

. Assim, não se pode afirmar a 

porcentagem exata de sorção e sim estimá-la como sendo acima de 90 %. 

 

Observa-se que, de um modo geral, a capacidade sortiva da MT 

foi diferenciada, dependendo do metal e das características do meio. A 

porcentagem de sorção, considerando todas as condições experimentais 

estudadas, obedeceu à ordem que segue: Cu > Zn > Co ~ Pb > Cd ~ Ba ~ Ni ~ 

Mn, variando de mais de 90% para cobre a 54 % para o manganês. A variação 

de porcentagem foi mais pronunciada de um metal para outro do que de uma 

condição para outro em um mesmo metal. Ainda de modo geral, as 

porcentagens de sorção variaram de maneira mais expressiva quando em 

condições extremas de força iônica (mais baixa e mais alta) e pH mais baixo. 

 

As porcentagens de sorção em Anjos (2010) obedeceram a 

ordem que segue: Cu > Cd ~ Pb > Co ~ Zn ~ Ni > Mn > Ba, variando de 97% 

para cobre a 47% para o bário. Comparando com os resultados obtidos por 

Anjos e os obtidos neste trabalho, a faixa de sorção foi semelhante e a ordem 

variou minimamente, exceto para Cd e Zn. 

 

Em relação à força iônica do meio, a maior concentração de Na
+
 

presente em solução, oriunda das condições de força iônica elevada, pode 

aumentar a competição com os metais por sítios de interação diminuindo assim 

a sorção dos elementos de interesse no argilomineral, fato explicado por Zhang 
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e Davison (2000) para a sorção de alguns elementos na fase sorvente do 

dispositivo comercial. Esta influência ocorre para metais como o cádmio, 

manganês e níquel; pois nestes casos o mecanismo de sorção deve -se as 

atrações eletrostáticas. Para o chumbo e zinco a influência ocorre de modo 

inverso, uma vez que a sorção é favorecida com o aumento da força iônica do 

meio, devido à interação dos metais com o argilomineral não ocorrer de forma 

eletrostática e sim a partir de ligações químicas estabelecidas dos íons com a 

montmorilonita (Zhang e Hou, 2008). Já o cobre não sofre influência 

significativa da variação da força iônica, sugerindo assim uma maior interação 

deste metal com o argilomineral. 

 

A maior presença de íons H
+
 em solução pode ocasionar 

temporariamente a formação de sítios de carga positiva, pela associação 

destes íons com O
-
 e OH

-
 localizados na superfície do argilomineral, podendo 

diminuir a sorção de metais em argilominerais devido à competição com os 

íons H
+
 (Puls e Lins, 2003; Mohapatra et al., 2007;). Na faixa de pH trabalhada 

nos experimentos deste trabalho, de 6 a 8, a sorção não é muito afetada por 

esta variação no pH. 

 

Por fim, o aumento da concentração dos metais afetou 

positivamente a sorção destes na montmorilonita. 

 

Essas tendências variam de metal para metal, uma vez que 

dependem da interação do argilomineral com o metal, de acordo com as 

características e propriedades dos metais e do argilomineral, da concentração 

do metal, de condições do meio (pH, temperatura, força iônica), tempo e forma 

de contato entre eles, da natureza e característica do sorvente, presença e 

concentração de ligantes e eletrólitos (Aguiar et al., 2002; Bhattacharyya e 

Gupta, 2008). 

 

Após a avaliação do processo de sorção, testou-se a eficiência do 

processo de dessorção dos metais do argilomineral empregando o ácido nítrico 

1,0 mol L
-1

. A porcentagem de recuperação está descrita na Tabela 5, de forma 

resumida. 
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Tabela 5. Porcentagem de recuperação no processo de dessorção. 

 

 Elemento % de recuperação na  
  dessorção  
    

 Ba 85 – 97  

 Cd 85 – 93  

 Co 87 – 95  

 Cu 93 – 97  

 Mn 99- 103  

 Ni 92 – 94  

 Pb 91 – 93  

 Zn 95 – 97  
 
 

De acordo com os valores descritos na Tabela 5, verifica-se a alta 

eficiência do processo de dessorção, com porcentagens de recuperação 
 

variando de 85 a 103%, com incertezas sempre inferiores a 10%. Assim, 

comprova-se a alta capacidade do extrator escolhido e a montmorilonita 
 

mostra-se apta para ser utilizada  no dispositivo  modificado uma  vez que o 
 

material sorvente precisa não somente possuir altas porcentagens de sorção 

dos elementos, mas também liberá-los de maneira satisfatória. 

 
 
 

 

4.3 - Aplicação do dispositivo DGT-MT em estudos ecotoxicológicos 
 
 

4.3.1 – Efeito dos sólidos suspensos totais na labilidade das 

espécies metálicas (SST) 

 

Previamente à aplicação dos dispositivos nos testes de toxicidade 

frente a peixes foi feita uma avaliação acerca do comportamento das espécies 

metálicas lábeis em função da variação dos teores de sólidos suspensos totais, 
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devido à presença das rações utilizadas na alimentação dos animais. Também 

foi avaliada alguma possível alteração na concentração total dos metais a partir 

de uma contribuição da própria ração utilizada. 

 

O ensaio foi realizado em um sistema modelo em um período de 

sete dias, com a aplicação de um dispositivo DGT a cada 24 horas, de modo 

semi-estático, ou seja, semelhante ao utilizado nos ensaios ecotoxicológicos. 

No momento da reposição da água retirada e também da troca do DGT foi 

coletada alíquota da solução para análise gravimétrica de SST. Os resultados 

obtidos estão descritos na tabela 6. 

 
 
 

 

Tabela 6: teores de SST e concentrações de metais lábeis determinadas 

 

  

Dia 

 SST   Concentração lábil (µg L
-1

)   

   (mg L
-1

)  Cd  Cu  Pb Zn 

 1 0,0  10,0 10,0 10,0  10,0  
              

  1  2,0   0,70  0,83  0,66  0,90  
              

 2 3,2  0,70 0,74 0,63  0,78  
          

  3  5,4   0,63  0,6  0,59  0,69  
             

 4 8,7  0,61 0,58 0,51  0,61  
          

  5  10,2   0,54  0,49  0,48  0,42  
             

 6 12,3  0,51 0,42 0,42  0,32  
          

  7  13,1   0,46  0,38  0,40  0,30  
               

               

 
 

 

Na tabela acima se verifica os valores de concentração lábil das 

espécies metálicas bem como os valores de SST nos sete dias do estudo. O 

primeiro dado do dia 1 refere-se à concentração inicial adicionada 

anteriormente a adição de ração. 

 

Estas variações da concentração de metal lábil para todos os 

elementos a partir do acréscimo dos teores de SST no meio são ilustrados na 

Figura 20. 
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Figura 20: Variação da concentração de metal lábil com o aumento da 

concentração de SST. 

 
 
 

 

Verificou-se, de maneira geral, uma tendência de decaimento da 

concentração de metal lábil com o aumento da concentração de SST no meio. 

Os teores de SST foram crescentes ao longo dos dias, sendo o menor valor 

referente ao primeiro dia de teste e o maior valor referente ao ultimo dia. 

Observou-se uma queda brusca na concentração de metal lábil já no primeiro 

dia, decaindo de 10 µg L
-1

 para 0,66 µg L
-1

 de chumbo, por exemplo. As 

concentrações das frações lábeis foram decrescendo com o passar dos dias, e 

consequente aumento nos teores de SST, passando de 0,83 µg L
-1

 após 24 

horas para 0,38 µg L
-1

 ao final do sétimo dia, para o cobre por exemplo. 

Comparando os resultados obtidos, as frações lábeis de chumbo e de cádmio 

tiveram uma queda mais brusca no primeiro dia de teste, com decaimento 

menos expressivos ao longo dos outros dias; já as frações lábeis de cobre e 

zinco tiveram diferenças mais expressivas entre os dias do teste. 
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Esta tendência de decaimento da concentração lábil em função do 

aumento dos teores de SST pode ser explicada a partir de um processo 

conhecido como partição. A partição das espécies metálicas nos meios 

aquáticos, entre as fases dissolvida e particulada, influencia seu transporte, 

reatividade e biodisponibilidade. A presença de ligantes no meio interfere 

diretamente a partição, que no material particulado em suspensão podem ser 

minerais, microorganismos, tecidos biológicos, partículas orgânicas e partículas 

inorgânicas cobertas por material orgânico (Melo et al.,no prelo; Scheffer et al., 

2007; Anjos et al., 2010). A distribuição das espécies entre as fases solúvel e 

particulada depende de parâmetro como pH, teor de matéria orgânica 

dissolvida, alcalinidade, oxigênio dissolvido, temperatura e concentração e 

composição do material particulado, além da forma química do metal dissolvido 

e do tipo de processo interativo (sorção/dessorção ou mecanismo de 

precipitação controlada). A partição dos metais é fortemente afetada pela 

presença da matéria orgânica, pois além da formação de complexos solúveis 

com os metais, os sólidos suspensos naturais também podem conter uma 

cobertura orgânica, que oferece à superfície importantes características na 

troca dos íons metálicos entre a fase sólida e a solução. Como os íons 

metálicos livres hidratados encontram-se dissolvidos, eles são adsorvidos na 

superfície do material particulado, passando da fase dissolvida para a fase 

particulada. Esta adsorção geralmente ocorre através de interações fracas do 

tipo Van der Waals. Após este processo, o metal, juntamente com o sólido no 

qual está adsorvido, é retirado da coluna d’água depositando-se no fundo do 

corpo d’água (de Barros et al., 2006; Scheffer, 2006). 

 

Uma vez adsorvido ao material em suspensão, o metal passa a 

não estar biodisponível (metal livre hidratado ou fracamente complexado) para 

as espécies aquáticas, uma vez que nesta forma seu transporte através da 

membrana celular é difícil (Anjos, 2010). 

 

Este estudo é de grande valia uma vez que a partir dele confirma - 

se a ineficiência dos ensaios ecotoxicológicos de maneira estática, uma vez 

que a fração realmente responsável pelos efeitos ecotoxicológicos estudados 

não é constante. 
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4.3.2 – Estudos ecotoxicológicos de metais em aquários 

 

Dispositivos DGT modificados foram utilizados em estudos 

ecotoxicológicos a fim de quantificar a fração biodisponível dos metais nos 

aquários, esta responsável pelos possíveis efeitos causados nos peixes 

expostos a contaminação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 21: Aplicação do dispositivo em aquários. 
 
 
 
 

 

Vale salientar que os resultados obtidos nos bioensaios foram 

discutidos ao final da apresentação de todos os resultados, uma vez que estes 

se mostraram semelhantes. 
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 Cobre em peixes da espécie Rhamdia quelen – Jundiá 
 

para alterações morfológicas nucleares e danos ao DNA 
 
 

Este ensaio foi realizado com o intuito de avaliar os efeitos do 

cobre em peixes popularmente conhecidos como Jundiá, através de possíveis 

alterações morfológicas nucleares e lesões no DNA. Os aquários foram 

contaminados por 96 h e cada DGT ficou exposto por 24 horas. 

 

Como este bioensaio foi o primeiro realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa e como já estava planejado pelo Laboratório responsável pelas 

análises biológicas, as concentrações adicionadas inicialmente referem-se à 

valores de CuCl2 e não de Cu
2+

. Assim, as concentrações de cobre 

adicionadas foram 0,95 µg L
-1

, 4,25 µg L
-1

 e 8,5 µg L
-1

 respectivamente. Os 

ensaios seguintes já foram realizados levando em consideração a 

concentração de metal na forma iônica e não como sal. 

 

- BIOENSAIO 1 – JUNDIÁ 

 

As concentrações de cobre lábil determinadas neste ensaio bem 

como os teores de SST estão expostas na tabela a seguir. 

 

Tabela 7: Concentrações iniciais de cobre, tempo de exposição do DGT e 

concentrações de cobre lábil determinadas 

Concentração add  
CuCl

2
  

Concentração add  

 Cu
2+

  

Período de 
contato 

Concentração  
Cu lábil 

2 µg L
-1

  0,95 µg L
-1

  0-24 h  - 

2 µg L
-1

  0,95 µg L
-1

  24-48 h  - 

2 µg L
-1

  0,95 µg L
-1

  48-96 h  - 

9 µg L
-1

  4,25 µg L
-1 

 0-24 h  0,18 µg L
-1 

 

9 µg L
-1 

 4,25 µg L
-1 

 24-48 h  0,16 µg L
-1 

 

9 µg L
-1 

 4,25 µg L
-1 

 48-96 h  0,09  µg L
-1

  

18 µg L
-1 

 8,50 µg L
-1 

 0-24 h  0,57 µg L
-1 

 

18 µg L
-1

  8,50 µg L
-1 

 24-48 h  0,29 µg L
-1 

 

18 µg L
-1 

 8,50 µg L
-1 

 48-96 h  0,15 µg L
-1 
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Nota-se uma variação na concentração de cobre lábil, ao longo do 

experimento. Na figura a seguir podemos observar mais claramente este 

decaimento de concentração lábil. 
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Figura 22. Variação da concentração de cobre lábil com o decorrer do tempo. 

 

As frações de cobre lábil decaíram de 4,25 µg L
-1

 para 0,09 µg L
-

1
 e de 8,5 µg L

-1
 para 0,15 µg L

-1
, com decaimentos graduais ao longo dos 

bioensaios. A ausência de resultados de concentração de cobre lábil para o 

experimento com a concentração de 2,0 µg L
-1

 de CuCl2 ocorreu pois as 

concentrações lábeis foram inferiores ao limite de quantificação para o cobre no 

método de determinação empregado (1,0 µg L
-1

). 
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 Cobre em peixes das espécies Astyanax fasciatus – Lambari 
 

e Cyprinus carpio - Carpa para mecanismos de reparo 

 

Nestes ensaios, após o período de sete dias de contaminação 

com cobre, os peixes foram mantidos nos aquários por mais 30 dias para 

estudo dos mecanismos de reparo dos peixes popularmente conhecidos como 

Lambari e Carpa. Neste período sem contaminação, o sistema semi -estático 

foi mantido para retirada de excesso de material sólido dos aquários. 

 
 

 

- BIOENSAIO 2 - LAMBARI 

 

As concentrações de cobre lábil bem como as concentrações de 

SST para o bioensaio 2 estão descritas na tabela a seguir. 

 

Tabela 8: teores  de SST e  concentrações  de  cobre  lábil determinadas  no 
 

bioensaio 2. 
 

Dia 
Concentração lábil 

(µg L-1) 
SST 

(mg L-1) 

1 0,98 1,0 

2 0,90 1,4 

3 0,81 4,0 

4 0,63 4,2 

5 0,54 5,5 

6 0,42 7,2 

7 0,36 9,9 

 
 

 

Observa-se um aumento dos teores de SST e um conseqüente 

decaimento da concentração de cobre lábil ao longo do experimento, como 

pode ser visto na figura 23. 
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Figura 23: variação da concentração de cobre lábil ao longo do bioensaio 2. 
 
 
 

- BIOENSAIO 3 - CARPA 

 

Os resultados obtidos de concentração de cobre lábil neste 

bioensaio assim como os teores de SST estão descritos na tabela 9. 

 

Tabela 9: teores de SST e  concentrações de cobre lábil determinadas no 
bioensaio 3. 
 

Dia 
Concentração lábil 

(µg L-1) 
SST 

(mg L-1) 

1 1,41 0,7 

2 1,39 0,9 

3 1,30 1,1 

4 1,27 1,8 

5 1,14 2,5 

6 1,09 4,3 

7 0,96 5,4 
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Para o experimento com carpas ocorreu a mesma tendência de decaimento de 

concentração de cobre lábil ao longo do bioensaio, à medida que nota-se 

aumento dos teores de SST no aquário. Esta relação está ilustrada na figura a 

seguir. 
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Figura 24: variação da concentração de cobre lábil ao longo do bioensaio 3. 
 
 
 

No caso do ensaio com Lambari, a concentração de cobre decaiu de 13 µg L
-1

 

para 0,98 µg L
-1

 no primeiro dia de teste, chegando a atingir 0,36 µg L
-1

 no 

último dia. Para o ensaio com Carpas, a concentração de cobre decaiu de 13 

µg L
-1

 para 1,4 µg L
-1

 no primeiro dia, alcançando o valor de 0,96 µg L
-1

 ao 

acabar o período de contaminação. Explica-se o fato através dos valores 

encontrados de SST, uma vez que para o ensaio com Carpas o valor chega a 

ser 1/3 dos valores encontrados para os ensaios com Lambaris. 

 

A diferença das espécies acarreta em mudanças significativas nos 

ensaios. Por exemplo, a adição da ração inteira ou triturada e a q uantidade de 

ração adicionada, ou ainda na quantidade e tamanhos dos excrementos dos 

indivíduos. Essas mudanças acarretam numa distinção nos teores de SST de 

um ensaio para outro. No entanto, é importante mencionar que o SST 
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aumentou em todos os casos, com o passar do tempo, independentemente do 

tipo de peixe e forma de alimentação. 

 

 

* Chumbo em peixes  da espécie Rhamdia quelen– Jundiá para 
níveis de estresse - hormônios 

 
 

Para o estudo dos níveis de estresse causado pela contaminação 

com chumbo em peixes popularmente conhecidos como Jundiá, através de 

análises hormonais, foram realizados três bioensaios: 

 

- Bioensaio 4: 10,0 µg L
-1

 de chumbo durante sete dias. 
 

- Bioensaio5: 10,0 µg L
-1

 de chumbo durante 15 dias. 

 

- Bioensaio 6: 100,0 µg L
-1

  de chumbo durante 15 dias. 
 
 
 
 
 
- BIOENSAIO 4 

 

Os resultados obtidos neste teste estão expostos na tabela 10. 

 

Tabela 10: concentrações de chumbo lábil e respectivos valores de SST no 
 

bioensaio 4. 
 
 

Dia  
Concentração lábil 

 (µg L
-1

)  

SST  

(mg L
-1

)  

1  0,57 1,0  

2  0,54  2,0  

3  0,52  4,5  

4  0,51  7,1  

5  0,49  10,2  

6  0,45  11,0  

7  0,37  14,3  
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É possível verificar, através dos resultados obtidos neste bioensaio, um 

decaimento da concentração de chumbo lábil ao longo dos dias, com um visível 

acréscimo nos teores de SST. Esse decaimento está ilustrado na figura 25. 
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Figura 25: Variação da concentração de chumbo lábil ao longo do bioensaio 4. 
 
 

A fração lábil decaiu de 10 µg L
-1

 para 0,57 µg L
-1

 de chumbo no primeiro dia 

de ensaio, chegando a atingir 0,37 µg L
-1

 ao fim do teste. 

- BIOENSAIO 5 

 

No bioensaio 5, a concentração inicial de chumbo foi de 10,0 µg L
-

1
 e o experimento durou 15 dias. Os resultados obtidos neste teste estão 

expostos na Tabela 11. 
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Tabela 11: concentrações de chumbo lábil e respectivos valores de SST no 

bioensaio 5. 

Dia  
Concentração lábil 

 (µg L
-1

)  

SST  

(mg L
-1

)  

1  0,49  1,8  

5 0,40 3,0  

8  0,35 4,5  

12 -  15,1  

15  -  24,2  

 

 

 

É possível verificar, através dos resultados obtidos neste 

bioensaio, um decaimento da concentração de chumbo lábil ao longo dos dias, 

com um visível acréscimo nos teores de SST. As concentrações de chumbo 

lábil nos dias 12 e 15 foram inferiores ao limite de quantificação para o chumbo 

no método proposto. Esse decaimento está ilustrado na figura 26. 
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Figura 26: Variação da concentração de chumbo lábil ao longo do bioensaio 5 . 
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- BIOENSAIO 6 
 

Neste bioensaio os aquários foram contaminados com chumbo em uma 

concentração inicial de 100,0 µg L
-1

. Este experimento ocorreu 

simultaneamente ao bioensaio 5, nas mesmas condições, exceto na 

concentração inicial de chumbo. Os teores de SST assim como as 

concentrações de chumbo lábil determinadas estão descritos na tabela a 

seguir. 

 
 

 

Tabela 12: concentrações de chumbo lábil e respectivos valores de SST no 
 

bioensaio 6. 
 
 

Dia  
Concentração lábil 

 (µg L
-1

)  

SST  

(mg L
-1

)  

1  5,87 1,8  

5 5,24 5,0  

8  5,49 6,5  

12 4,71 18,1  

15  4,28 23,2  

 
 
 
Assim como no restante dos bioensaios, neste pode-se também observar um 

decaimento da concentração de chumbo lábil ao longo dos dias, com um visível 

acréscimo nos teores de SST. Esse decaimento está ilustrado na Figura 27. 
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Figura 27: Variação da concentração de chumbo lábil ao longo do bioensaio 6. 
 
 

Para os bioensaios 5 e 6, foram determinadas concentrações 

totais recuperáveis (MTR) e concentrações totais dissolvidas (MTD). Estas 

concentrações foram determinadas por ICPOES, após digestão fotoquímica 

ativada por microondas. Estes dados e as concentrações lábeis (ML) estão 

descritos na tabela a seguir. 

 

Tabela 13: Resultados obtidos nas determinações das concentrações totais de 

chumbo nos bioensaios 5 e 6. 

 

 Bioensaio 5 Bioensaio 6 
Dia MTR 

(µg L
-1

) 

MTD 

(µg L
-1

) 

ML 

(µg L
-1

) 

MTR 

(µg L
-1

) 

MTD 

(µg L
-1

) 

ML 

(µg L
-1

) 

1 9,82 3,45 0,49 100,83 43,57 5,87 
5 9,10 1,02 0,40 92,37 21,25 5,24 
8 10,04 - 0,35 98,43 13,40 5,49 
12 9,22 - - 91,82 7,76 4,71 
15 9,87 - - 87,32 4,37 4,28 
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Os valores não descritos na tabela encontraram -se abaixo do 

LQ (1,0 µg L
-1

) do método de determinação proposto. As concentrações totais 

encontradas foram similares as concentrações iniciais adicionadas. A faixa de 

recuperação variou de entre 87 % e 101%, podendo ser considerada 

satisfatória. 

Através dos dados obtidos podemos verificar uma baixa fração 

de metal em sua forma dissolvida, sendo assim majoritariamente encontrado 

na sua forma particulada. Ainda pode-se observar um decaimento da 

concentração de metal na fase dissolvida ao longo do experimento, 

mostrando que com o passar do tempo o metal passa da fase dissolvida para 

a particulada, diminuindo consequentemente a fração lábil. 

Como houve uma tendência similar em todos os ensaios, tanto 

para concentração de metal lábil como para teores de SST, a discussão dos 

resultados será feita de modo geral. Em todos os ensaios ecotoxicológicos 

houve um aumento do teor de sólidos suspensos totais nos aquários com o 

passar do tempo, seja pela excreção dos peixes ou pela adição de ração para 

alimentação dos mesmos; notou-se ainda que a concentração de metal lábil 

decaiu frente a este aumento de SST no meio. Resultados já esperados uma 

vez realizado anteriormente o teste de SST. 

Comparando os metais, a fração lábil de chumbo decaiu mais 

bruscamente num primeiro momento do que a fração lábil de cobre; porém do 

segundo dia de ensaio em diante este decaimento foi mais discreto para o 

chumbo. Estas diferenças provavelmente se dão em função das diferenças 

nas características dos metais, influenciando a interação com os SST. Em um 

estudo envolvendo os metais Cd, Cu Pb, e Zn, Anjos et al. (2010) mostraram 

que os metais podem ser comportar se maneira parecida, agrupando-se o 

cádmio e o chumbo e o cobre com o zinco, comparando suas frações lábeis. 

Em trabalho realizado com camarões, de Barros et al. (2006) constatou que 

os valores de cobre foram menores em períodos de engorda, ou seja, 

períodos com adições de porções maiores de ração nos viveiros. Segundo 

Sodré et al. (2004), no Rio Iraí, apenas 6% do cobre encontra-se na sua 

forma lábil e no Rio Iguaçu apenas 3%. Esta diferença de porção lábil nos rios 

é explicada pela diferença nas características dos meios, pois o Rio Iguaçu 
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apresenta maiores teores de sólidos suspensos totais, que contribuem para 

uma diminuição na concentração de cobre lábil. 

 

O cobre é o metal mais utilizado em estudos ecotoxicológicos, 

sendo considerado um dos metais mais tóxicos aos animais aquáticos. A alta 

toxicidade do cobre nos peixes pode ser explicada pela alta afinidade deste 

metal com os sítios de ligação presentes no epitélio branquial dos peixes, 

ocasionando diminuição da capacidade de absorção de outros íons. Outro 

aspecto que explica seu amplo uso em bioensaios é a grande aplicabilidade 

deste metal em diversos setores industriais, o que aumenta seu aporte nos 

corpos d’água (Martins e Bianchini, 2008; Dal Ponte et al., 2009,). 

 

Anjos (2010) aplicou dispositivos DGT-MT em amostra de água 

natural coletada do Rio Iguaçu, com teores de SST de 13,9 mg L
-1

 e pH 7.08. 

Obtendo valores de MTR, MTD, MPART e ML observou-se que o chumbo 

encontra-se majoritariamente em sua forma particulada, ou seja, em uma forma 

pouco biodisponível uma vez removido da coluna d’água. Este mesmo trabalho 

mostra ainda que a labilidade do cobre e do chumbo decai com o tempo, na 

aplicação do DGT-MT em um sistema modelo: para o cobre, a fração lábil 

representa 52% do total em 6 horas de experimento decaindo para 8% do total 

em 72 horas; para o chumbo, a fração lábil representa 66% do total em 6 horas 

de experimento decaindo para 3% do total em 48 horas. 

Os metais interagem com o material particulado em suspensão e 

com o material orgânico dissolvido formando espécies não biodisponíveis, 

estas de difícil transporte através na membrana celular dos organismos vivos. 

Assim, pode-se dizer de antemão que em ambientes com altos teores de SST 

os efeitos tóxicos das espécies metálicas sejam menores. Os efeitos 

toxicológicos causados pelo cobre lábil e pelo chumbo lábil nos peixes ainda 

estão sendo avaliados pelo Laboratório de Citogenética Animal e Mutagênese 

Ambiental e pelo Laboratório de Toxicologia Ambiental. 

 

Assim, verificou-se a importância da especiação química uma vez 

que a fração lábil foi determinada, sendo esta a verdadeira responsável por 

possíveis efeitos tóxicos frente aos peixes. 
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Além disso, ao verificarmos a variação da concentração de metal 

lábil podemos iniciar um estudo relacionando concentração da fração lábil com 

teores de material particulado e matéria orgânica para ensaios 

ecotoxicológicos. Estes, hoje realizados baseados na concentração de metal 

total, não levando em consideração a partição e/ou a especiação química dos 

íons metálicos, ou ainda com auxílio de modelos matemáticos, como por 

exemplo, o Modelo do Ligante Biótico (BLM), utilizado para predizer o efeito 

tóxico dos metais em espécies aquáticas. O uso do DGT em ensaios 

ecotoxicológicos insere a especiação química nestes bioensaios, trazendo 

como benefícios todas as vantagens de uma técnica in situ e ainda incluindo 

aos resultados os valores reais de concentração de metal biodisponível às 

espécies aquáticas, sem a necessidade do conhecimento de uma ampla gama 

de parâmetros físico-químicos do meio que o BLM exige. 

 

Vale ainda ressaltar que o sistema utilizado nestes bioensaios e 

na grande maioria dos ensaios ecotoxicológicos descritos na literatura baseia-

se em sistemas semi-estáticos de exposição, sendo este um sistema que não 

garante a constância da concentração total dos metais uma vez que há retirada 

e reposição de 1/3 do volume do aquário. Este pode ser ainda um dos motivos 

do decaimento da concentração lábil, uma vez que há variação da 

concentração total. Assim, para melhores resultados o ensaio ecotoxicológico 

deveria ser realizado utilizando o sistema de exposição de fluxo-contínuo, que 

mantém a concentração constante, juntamente com dispositivos DGT-MT para 
 

análise de especiação. 
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4.3.3. – Resultados preliminares dos efeitos causados pela 

contaminação com cobre em ensaios ecotoxicológicos 

 

Para ilustrar a aplicabilidade do DGT em ensaios 

ecotoxicológicos, resultados de análises dos efeitos causados pela 

contaminação com cobre em peixes serão abordados. 

 

Os resultados abaixo expostos são referentes aos bioensaios 2 e 

3, com contaminação com cobre em aquários contendo Lambari e Carpa, 

respectivamente. Os experimentos tiveram um tempo de duração de 30 dias, 

com sete dias de contaminação e o restante sem contaminação para detecção 

dos mecanismos de reparo. 

 

Os dispositivos DGT foram expostos por 24 horas cada, para 

determinação da fração lábil de cobre. Diariamente, peixes foram sacrificados 

para análise do efeito causado por esta contaminação. Para isto, foram 

realizados Ensaios Cometa. 

 

O teste do cometa se baseia na detecção, sob condições 

alcalinas, de fragmentos de DNA que na eletroforese migram do core nuclear 

muito mais rapidamente do que o DNA intacto, resultando na formação de um 

cometa com cauda. É utilizado para lesões genômicas (DNA) e permite a 

detecção de danos e seu reparo em uma célula (Tice, 1995). É um teste que 

pode ser utilizado em estudos de reparo de DNA, trazendo informações 

importantes sobre a cinética e o tipo de lesão reparada, embora não possibilite 

inferir a fidedignidade do processo de reparo (Gontijo e Tice, 2003). O Cometa 

é amplamente aplicado na literatura em estudos de toxicogenética e suas 

vantagens incluem: mensuração de danos em células individuais; o baixo 

número de células necessário para a realização do teste; possibilidade de ser 

realizado em qualquer tipo de célula eucariótica nucleada e ser um método 

sensível para detectar danos no DNA, além de sua rapidez, ser relativamente 

econômico, preciso e reproduzível, e apresentar-se como um sistema-teste 

adequado para o biomonitoramento ambiental e na genética toxicológica (Lee e 

Steinert, 2003). 
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A imagem resultante do Ensaio Cometa para o bioensaio com 

Carpa está exemplificada na figura 28. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

C B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 28: Ensaio Cometa para o bioensaio 3 (fornecida pelo Laboratório 

de citogenética animal e mutagênese ambiental). 

 

 

A figura acima ilustra a formação de cauda após dano na célula, 

obedecendo à seguinte ordem de dano: C > B > A. Quanto maior o tamanho da 

cauda em relação à cabeça, maior é o dano. 

 

Com este dado é calculado o Score utilizado no gráfico de 

resultados, com danos de 0-4, zero (sem dano) a quatro (maior nível de danos), 

relacionando com a quantidade de nucleóides analisados. Assim, a escala de 

Score vai de 0-400. Os gráficos a seguir ilustram os resultados de danos do 

Cometa para os bioensaios 2 e 3. 
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Figura 29: resultados da avaliação da genotoxicidade do cobre utilizando o 

bioindicador Astyanax fasciatus em eritrócitos. 

 

A figura 29 ilustra os resultados obtidos no Ensaio Cometa para o 

bioensaio 2. Os resultados obtidos no Ensaio Cometa para o bioensaio 3 estão 

expostos na figura 30. 

 

Figura 30: resultados da avaliação da genotoxicidade do cobre utilizando 

o bioindicador Ctonopharyngodon idella em eritrócitos. 
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Os resultados são expostos em gráficos do tipo Boxplot (gráfico 

de caixa), onde a linha central da caixa marca a mediana do conjunto de dados, 

a parte inferior da caixa é delimitada pelo quartil inferior e a parte superior pelo 

quartil superior; quanto maior a mediana maior são os valores desde dado 

grupo. Para as figuras 27 e 28, os grupos C (-) representam os resultados de 

análises de danos para os peixes do controle negativo, ou seja, para os 

animais que estavam acondicionados em um aquário com as mesmas 

condições dos aquários do bioensaio, porém sem a adição de cobre. Para o 

restante dos resultados, até o sétimo dia do bioensaio peixes foram 

sacrificados diariamente e as análises dos danos causados estão ilustradas 

separadamente nas figuras acima. Após o período de contaminação o sacrifício 

ocorreu no 15º e 30º dia. 

 

Com base nos resultados obtidos para o ensaio Cometa com 

eritrócitos, sangue, pode-se observar diferença estatística entre o grupo 

controle negativo e todos os grupos expostos ao cobre. Observa-se ainda um 

aumento da genotoxicidade ao longo dos dias de exposição, com consequente 

aumento de lesões no DNA dos peixes, com pico máximo de dano em 168 

horas para o ensaio com lambaris e em 144 horas para o ensaio com carpas. 

De um modo geral, os scores foram maiores no bioensaio 3, o que está 

condizente com as concentrações lábeis maiores encontradas neste ensaio, se 

comparado com o bioensaio 2; mais metal estava biodisponível para ser 

bioacumulado pelos peixes. 

 

De acordo com estes resultados, o aumento dos danos 

caracteriza bioacumulação de cobre nos peixes, uma vez que a concentração 

da fração lábil decaiu ao longo do bioensaio e mesmo assim observam-se 

maiores danos. 
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6- CONCLUSÕES 
 

 

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possível obter 

informações a respeito do material a ser utilizado na modificação do dispositivo 

DGT bem como aplicar o mesmo na especiação de espécies metálicas em 

ensaios ecotoxicológicos. 

 

Os cuidados tomados quanto à limpeza do material evitam a 

superestimação de valores, garantindo a confiabilidade dos resultados. 

 

Já o tratamento da montmorilonita retira impurezas e aumenta a 

eficiência da mesma como material sorvente, o que é de extrema importância 

para sua utilização no dispositivo modificado. Os estudos empregados para 

avaliar a eficiência do argilomineral como material sorvente evidenciaram que o 

material pode ser empregado no DGT de maneira satisfatória, pois possui altas 

porcentagens de sorção e dessorção para a maioria dos elementos em estudo, 

e é possível utilizar fatores de correção (fe) para os casos onde as 

porcentagens de sorção não foram elevadas, de acordo com as equações 

utilizadas nos cálculos de concentração lábil dos elementos. 

 

A aplicação do DGT modificado em aquários contaminados para a 

especiação de metais forneceu-nos concentrações de metal lábil, ou seja, a 

fração verdadeiramente responsável pelos possíveis efeitos tóxicos causados 

nos peixes, e ainda sua resposta frente ao material particulado em suspensão; 

a concentração da fração lábil decaiu com o aumento do teor de SST, devido a 

um processo conhecido por partição onde as espécies metálicas são retiradas 

da coluna d’água e deixam de estar biodisponível para os peixes, por 

processos de complexação e/ou adsorção na matéria orgânica dissolvida e nos 

sólidos em suspensão. 

 

Além disso, verificamos que o sistema de exposição mais 

utilizado em ensaios ecotoxicológicos, de acordo com a literatura, pode 

influenciar na concentração total de espécies metálicas nos aquários, uma vez 

que esta não é mantida constante; assim sugere-se o uso do sistema de 
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exposição do tipo de fluxo-contínuo onde essa concentração total é mantida 

constante. 

 

Assim, ficou evidente a importância da especiação química bem 

como a aplicação de dispositivos DGT em ensaios ecotoxicológicos, 

mostrando-se mais eficiente do que os ensaios ecotoxicológicos convencionais, 

uma vez que já determina a concentração verdadeiramente relacionada com o 

efeito causado, e ainda não necessita do conhecimento de uma ampla gama 

de parâmetros físico-químicos do meio ao contrário dos modelos atualmente 

aplicados nestes bioensaios como, por exemplo, o Modelo do Ligante Biótico 

(BLM). 

 

Em relação aos resultados preliminares dos efeitos causados pelo 

cobre nos bioensaios com Lambari e Carpa, foi observado a bioacumulação do 

metal nos peixes uma vez que a fração lábil decaiu ao longo do experimento e 

mesmo assim os danos causados por esta fração nos peixes foi crescente com 

o passar do tempo. 

 

Além disso, ficaram evidentes as vantagens do uso de 

dispositivos DGT, tais como a realização de medidas in situ, facilidade de uso, 

rapidez analítica, capacidade multielementar, habilidade de pré-concentração, 

etc.; além do menor custo do dispositivo modificado, devido ao menor custo da 

fase sorvente, em relação ao dispositivo comercial. A eficácia deste dispositivo 

modificado (DGT-MT) foi comprovada e comparada positivamente em relação 

ao DGT comercial anteriormente no nosso grupo de pesquisa (GQA), no 

trabalho de doutoramento de Vanessa Egéa dos Anjos (Anjos, 2010). 
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