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Resumo

Andreo, Ana Paula. Ensaios de Respirometria: Monitoracio do CO; utilizande-um
Sistema FIA com Deteccio Condutométrica. Campinas, Faculdade de Engenharia

Civil, Universidade Estadual de Campinas, 1999. 104 pag. Dissertagiio de Mestrado.

A respirometria € uma técnica muito utilizada na determinacio da
biodegradagdo de residuos misturados ao solo pela atuacio de MiCrorganismos
presentes. O respirdmetro normalmente utilizado é o de Bartha e Pramer, onde o
CQ: produzido durante o processo ¢ determinado. via titulacio acido-base
(convencional). O presente trabalho teve como objetivo a determinacio do Céz
biodegradado, (COz)p através de analise por. inje¢io em fluxo (FIA) com
detec¢do condutométrica, uma técnmica cujas caracteristicas sdo precisﬁo,
sensibilidade e curto tempo-de resposta. Para tanto, fez-se necessario. o estudo
de pardmetros operacionais do sistema FIA utilizado. Realizou-se entdo ensaios
de respirometria- seguindo o Projeto de Norma 01:603.06-007/1993. -da  ABNT,
com determinagdes do (CO;)y por titulagiio e por sistema FIA. Os resultados
obtides foram bastante satisfatérios, verificando nas curvas- obtidas o mesmo
comportamento previsto pela teoria, permitindo assim, a identificacio das fases

do crescimento microbrano.

Palavras chave: Respirometria,. Anilise por. . injecio em. Fluxo . (FIA),. CO:

biedegradado




1. Introducao

O comportamento da respiragio aerdbia microbiana ¢ considerado um
indicador da sua atividade no solo, podendo ser avaliado pela monitoracio do

oxigénio consumido ou do dioéxido ‘de carbono produzido durante a

constitul uma importante ferramenta aplicada aos problemas ligados as ciéncias

ambientais.

A respirometria se baseia no principio de que hi uma correlagio direta
entre a geragdo de CO;, ou consumo de Oy, e a degradagio da matéria orgénica
num solo, pela ag¢d3o dos microrganismos presentes nesse ambiente, como

representado na Figura 1.1.

CO, + H;0
Matéria orginica n
+ NOVOS MiCTOrganismos
) ) +
IMiCTorganismos
g » energia
+ +
o, subprodutos (p.ex. NO5,
807, CL,..)

Figura 1.1: Esquema da a¢8o de microrganismos aerdbios na degradagdo de matéria organica.
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Quando ¢ adicionada’ uma certa quantidade de matéria orginica
biodegradavel a um determinado solo, no qual se registra a presenca de
nutrientes, ocorre um crescimento da massa biolégica. Conseqiientemente, da-se
um aumento no consumo de O e na geracio de CO2, como resultado da atividade
microbiana. A medida que a quantidade de matéria orgdnica fica escassa, o
metabolismo dos microrganismos sofre um decréscimo, diminuindo tanto o
consumo de O: como a geracdo de CO:. Dessa forma, utilizando-se esse
pardmetro bioquimico, € possivel realizar uma avaliacio da cinética de
biodegradag¢io de compostos quimicos especificos, e até mesmo de misturas

destes, bem como de sua toxicidade aos microrganismos do solo.

A aglo de compostos quimicos especificos, ou de misturas destes, pode

ser avaliada através de aparelhos ou processos enumerados a seguir:

respirometros manométricos, onde ¢ feita uma monitoragdo da variacio de
pressdo no sistema no qual ocorre a reaglo; respirémetros eletroliticos, onde um
sensor acusa o consumo de O; e promove a reoxigenac¢do do sistema; pela
determinagdo direta do O; dissolvido no meio; ou pela determinagdo do CO;

produzido durante a atividade microbiana.

Em ensaios onde sdo utilizados respirdmetros manométricos, o aparelho
pioneiro € o respirdbmetro de Warburg, onde um mandmetro foi adaptado a um
frasco contendo um recipiente com uma solucdo alcalina. No interior do frasco, é
colocado o solo misturado & substdncia, ambos de interesse. A solucdo alcalina,
normalmente hidroxido de potassio, é colocada no recipiente préprio, com a
funcio de absorver o CO; produzido durante o metabolismo dos microrganismos
presentes no solo. Obtém-se, assim, a variagio de pressdo, pois o O sera
consumido e o CO; sera absorvido, diminuindo a pressio do sistema em relagio

a0 estado inicial.

Hoje, a determinagio do metabolismo de microrganismos, frente a outras
substdncias, por monitoragio da variagio de pressio no sistema, pode ser

realizada utilizando-se transdutores diferenciais de pressio, tanto para
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monitoragdo do consumo de O; como na produ¢fio de CQO; ou metano, em

processos aercbios e anaerdbios, respectivamente.

No respirdémetro eletrolitico, o principio de funcionamento ¢ similar ao
utilizado no respirdmetro de Warburg: a amostra ¢ introduzida em um frasco que
também contém um recipiente onde é colocada uma solugdio alcalina. Esta, assim
como ocorre no respirdmetro de Warburg, ird absorver o CO; gerado, produzindo
uma variag#o na pressio do sistema em estudo. A diferenca esta na forma como
esta mudanca ¢ detectada: em vez de um mandmetro, é utilizado um sensor que,
frente a variag@o de pressdo, inicia um processo de eletrdlise da agua, na qual O,
¢ liberado para o meio a fim de suprir o gas consumido. A quantidade de O»

utilizada pelos microrganismos ¢ obtida pela corrente elétrica utilizada pelo

sistema eletrolitico usado com a finalidade de gerar o gas O, através da

eletrolise da agua.

A atividade microbiana também pode ser avaliada pela quantificacio
direta do oxigénio dissolvido, através de titulagio ou utilizando um eletrodo
sensivel a espécie de interesse (O; dissolvido). Para que estes métodos de
determinac¢do de oxigénio na auséncia de fase gasosa sejam possiveis, é

necessario que o meio a ser avaliado seja inicialmente aerado, até a sua

saturacio.

Na determinagdo direta do Q. dissolvido por titulacio, existe a
desvantagem da destruicdo completa da amostra, além da necessidade ‘de
preparar um determinado numero de replicatas e a possibilidade de interferéncia

do operador nos resultados da analise, acarretando erros.

O método de determinar o O; dissolvido utilizando eletrodo de membrana
sensivel a oxigénio ¢ mais conveniente. A determinacio ¢ mais rapida, nio
ocorre destrui¢do da amostra, com perda do material estudado, e esta menos
sujeita & interferéncia do operador. Este método de determinagio requer a

construgdo de uma curva de calibracio.
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Para a determinag¢io do CO; produzido durante o processo de respiracio,
foi desenvolvido, em 1963, o respirdmetro de Bartha ¢ Pramer. O gas produzido
€ absorvido por uma solugdo alcalina, colocada em uma cimara & qual se
encontra interligado o solo, e sua determinagfo ¢ feita por titulagio acido-base
da solugdo, utilizando HC! como titulante e fenolftateina como indicador (Bartha
e Pramer, 1965).

O meétodo respirométrico convencional ¢ demorado e trabalhoso, pois
consiste em varias determinacgdes volumétricas (controle e amostra) até o fim da
produgdo de CO: (pelo menos 15 dias), para cada ensaio realizado. Este método
¢ adotado pela Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental — CETESB- ¢

pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT .

Como o COz ¢ um produto da respiragdo aerébia, seu monitoramento pode
ser utilizado como pardmetro no estudo da atividade metabélica de
microrganismos. Além disso, quando se analisa a quantidade de CO; produzida,
tem-se a garantia de estar avaliando o crescimento microbiolégico, pois ocorre a
mineraliza¢8o completa de uma parte da matéria orginica, isto é, o produto final
€ COz, H20, energia e biomassa. Na anélise da quantidade de O, consumido, nio
¢ possivel essa garantia, pois pode-se ter a formacio de subprodutos utilizando o
carbono. Referidos subprodutos nio s3o usados pelos microrganismos em seu
metabolismo, além de poderem apresentar uma certa toxicidade para a cultura em

questdo.

Um sistema alternativo para determinagio de CO;, tanto em meio aquoso
como gasoso, € a Analise por Injecdio em Fluxo, FIA (do inglés “Flow Injection

Analysis™), em conjunto com um detector condutométrico.

O sistema FIA apresenta algumas vantagens: curto tempo de resposta,
necessidade de pequena quantidade de amostra, eliminaciio de interferéncias do
operador, alta sensibilidade, maior precisdo, alta velocidade nas anilises,
simplicidade - de operagdo- do equipamento, vasto campo de aplicagio e

possibilidade de automatizagfo.




2. Objetivos

2.1 Objetivos Propostos

Os objetivos deste trabalho foram a realizacio de determinagdes do COs,
produzido durante o processo de respiragdo aerdbia de microrganismos, em
ensaios de respirometria seguindo o Projeto de Norma da ABNT, utilizando

sistema FIA com detecgdo condutométrica para tais analises.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudo e adaptagio de sistema FIA para os testes de respirometria.

Monitoragido do CQ;.

- Comparar a determinag¢ido de CO; por titulagiio acido-base como recomendo
pelo Projeto de Norma 01:603.06-007/1993 da ABNT, com a determinagio

com FIA — condutométrico.
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- Ensaios de respirometria (conforme Projeto de Norma citado) com
determinagdo do CO: produzido por titulagio e sistema FIA -
condutométrico. Construgdo da curva da concentragio de CO; em funcio do

tempo, utilizando glicose como substrato.




3. Revisdo Bibliografica

A revisdo bibliografica apresentada neste trabalho seri dividida em trés
partes, conforme os temas abordados: respirometria, determinagdes de
CO: e FIA.

3.1 Respirometria

Os processos bioldgicos de tratamento de aguas residuais consistem na
capacidade demonstrada por microrganismos presentes no meio, de utilizarem os
compostos orgénicos biodegradaveis, transformando-os em subprodutos. Estes,
por sua vez, podem apresentar-se em trés diferentes estados: soélido (lodo
biologico), liquido (4gua) ou gasoso (COz, CHi, etc.). A capacidade de
utilizagdo dos compostos orgdnicos depende da atividade microbiana da
biomassa presente, independendo do processo utilizado, aerdbio ou anaerébio.
Em tratamento de efluentes, principalmente liquidos, os processos aerébios tém
sido amplamente utilizados, principalmente devido & sua eficiéncia e
estabilidade. Nesses casos, a taxa de respiragcdo microbiana é um pardmetro de

grande importincia. E através deste que sua atividade é avaliada, sendo possivel
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inferir o potencial da biomassa aerébia em degradar diferentes tipos de

substratos (Chernicharo et al, 1997).

Taxa de respiragdo ¢ a quantidade de oxigénio, por unidade de volume e
tempo, que € consumido por microrganismos aerébios. Este parimetro é muito
importante porque estd diretamente relacionado a outros dois pardmetros
bioquimicos de grande importincia no controle de uma estacdio de tratamento de

efluentes: crescimento bacteriano e consumo de substrato (Spanjers et al:, 1996).

Desta maneira, ¢ muito importante conhecer o grafico da respiragio
microbiana - por exemplo, em lodos ativados na presenca de efluentes -

conforme apresentado na Figura 3.1, assim como discutir algumas consideracles

1 F3 3 4 5 6
tempo / hora

Figura 3.1: Grafico tipico da respiragio microbiana para testes respirométricos, utilizando uma
mistura de lodo ativado ¢ efluente, onde: 1) fase lag, 2) fase log, 3) primeira parada (“first

break”), 4) fase estacionaria, 5) segunda parada (“second break™) e 6) fase enddgena. Fonte:
adaptado de Arthur, 1984,
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As fases mais importantes deste grafico sdo:

<> Fase lag: O periodo de tempo no qual esta fase ocorre pode ser longo ou
curto: Um longo periodo lag indica que ha poucos organismos presentes ou que
estes organismos n#o estio adaptados ao efluente. Um curto periodo lag diz o
contrario. Sua auséncia indica que o efluente utilizado ¢ satisfatoriamente

‘semeado’ com uma cultura apropriada de organismos.

< Fase log: Fornece informag¢&es sobre os microrganismos e o efluente presente
no meio. Em relagdo aos microrganismos, quando um excesso de alimento €
adicionado ao meio, a taxa de respiraglo registrada esta relacionada ao namero

de organismos vidveis presentes. Em relaciio ao efluente, a taxa de respiracéo

metabolizavel em processos aerébios, a demanda de O, ¢é alta (agucares
altamente soliveis); j& uma baixa demanda de O pode indicar uma

insolubilidade relativa (gordura ou substdncia protéica).

= Fase estacionaria: Da mesma forma que na fase log, a taxa de demanda de O,
¢ uma caracteristica do residuo. Nesta fase, o material degradado consiste em
produtos mais dificeis de serem metabolizados, diminuindo o consumo de

oxigénio.

= Fase endogena: Nesta fase os organismos estio sob uma dieta de inani¢do, ¢ o
consumo de O, ¢ diretamente proporcional ao numero de organismos viaveis

desde a'auséncia de alimentos.

<> Primeira e segunda parada (“first break” e “second break”): Estas etapas,
ou melhor, diminui¢des na respiracio, estio relacionadas ao tipo de efluente
presente na amosira que estd sendo analisada. Este comportamento em um
grafico de respiragdo € conseqiéncia da presenca de mais de um composto
quimico no efluente em estudo, pois cada parada representa que um componente

foi retirado- do meio, ou seja, degradado, e esta ocorrendo nova fase de
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adaptac@o dos microrganismos a outro' composto quimice, que servira de
alimento para seu metabolismo nesta nova situagio (Mahendraker e
Viraraghavan, 1995).

O crescimento bacteriano é muito importante, uma vez que as bactérias
participam, junto com outros organismos, das transformacdes do solo, se
destacando por apresentarem um rapido crescimento ¢ também por decomporem
uma variedade de substratos (ALEXANDER, 1977 apud SIVIERO, 1999). Além
disso, as bactérias representam 25 a 30% dos microrganismos dos solos agricolas
(SIQUEIRA, 1988 apud SIVIERO, 1999).

O grafico para o crescimento bacteriano em func¢io do tempo, de modo

geral, é representado na Figura 3.2.

log do numero de bactérias

tempo / hora
Figura 3.2: Grafico tipico do' crescimento bacteriano em fingio do tempo, de modo geral,
onde: 1) fase lag, 2) fase log, 3) fase estacionaria, 4) fase de declinio ou morte das bactérias.
Fonte: adaptado de Pelzar et al, 1980.

Ao se comparar o grafico da respiragio com o de crescimento -bacteriano,
Figuras 3.1 e 3.2 respectivamente, pode-se observar que eles estdo relacionados,

pois a fase lag de crescimento corresponde 4 mesma fase na respiragdo; o mesmo
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ocorre com a fase log, onde temos um maximo crescimento bacteriano e maxima
taxa de respiragio. Na fase estacionaria observa-se uma estabilidade em ambas
as Figuras, ou seja, ndo aumenta nem diminui o nimero de bactérias na Figura

3.2, e a respiragdo permanece constante na Figura 3.1,

O termo respirometria, em geral, tem sido usado para descrever a
quantidade de oxigénio consumido pela populagdo microbioldgica presente em
uma amostra onde o solo ou o lodo ativado é misturado a um residuo, que pode
ser um composto quimico especifico, uma mistura de diversos compostos e até
mesmo um efluente: Sob' condigbes aerdbias, o consumo de O, pelos
microrganismos € proporcional a matéria orginica e a4 biomassa presentes na
amostra. A Figura 3.3 descreve esta relagdo ( Rozich e Colvin, 1990; e

Mahendraker e Viraraghavan, 1995).

nutriente 0, | co;
,'m 3
NICIOTZANISINOS
!
! novos
energia % microrganismos

Figura 3.3: Esquema do metabolismo de microrganismos aerébios. Fonte: adaptado de Arthur,

1984,

Quando esta reagido se processa no interior de um respirémetro, o CO,
produzido se desprende da mistura que contém o residuo, sob agitacio, e fica no

espago-morto sobre a amostra: Como o CO; produzide é proporcional 2
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quantidade de O, consumido (1:1), ndo é observada uma variagio de pressio no
interior do sistema. Se for colocado, no interior do respirdmetro, um recipiente
aberto contendo base forte, o CO; produzido € absorvido e, assim, uma diferenca
de pressdo € criada. Esta diferenca ¢ corrigida por um sistema em equilibrio
contendo apenas o solo, ou lodo ativado, que estd sendo utilizado no estudo
(branco). Neste ultimo sistema, acontece apenas o crescimento microbiolégico
relativo aos nutrientes ji presentes no solo usado (Mahendraker e Viraraghavan,
1995).

Warburg (1924) adaptou um mandmetro simples a um frasco contendo um
recipiente para uma solugdo alcalina, podendo assim monitorar a respiragio dos
microrganismos presentes no meio e entender mais sobre a atividade microbiana

em cultura liquida, inclusive em efluentes. O resultado do seu trabalho foi

chamado respirémetro de Warburg, que esta representado na Figura 3.4 (Arthur,

1984; e Mahendraker e Viraraghavan, 1995).

Figura 3.4: Esquema do Respirdmetro de Warburg, onde: A - coluna de mercirio, B - frasco

com KOH, C - recipiente onde € colocada a cultura liquida de microrganismos e D” ~ valvula de

trés vias. Fonte: adaptado de Arthur, 1984

O funcionamento do respirdmetro de Warburg ¢ baseado na variagio da

pressdo no interior do sistema, provocada pela respiragdo dos microrganismos
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aer6bios presentes no meilo reacional. Ao respirar, 0s microrganismos consomem
O (diminuindo a pressio) e liberam CO, (compensando a variagio anterior), em
equivalente numero de moléculas, ou seja, teoricamente sem nenhuma variagio
da pressdo do sistema. A funcdo da solucfio alcalina, normalmente hidréxido de
potassio, € justamente absorver o CO; liberado durante a respiragio e, assim,
promover uma alteragdio significativa na pressio do sistema, que é detectada pela
variagdo da altura da coluna de merctrio em ambas as pernas do respirémetro.
Este aparelho € classificado como respirémetro manométrico e foi o pioneiro

nesta classe de equipamentos.

Até 1960, os respirdmetros eram limitados. Com eles eram possiveis
determinagdes apenas de pequenas variagdes de pressdo ou volume dos gases;
seus reatores eram pequenos, e estas variagdes sdo proporcionais 4 quantidade de

amostra no interior do respirdmetro. Além disso, nfio havia reoxigenacio.

A maioria dos respirdmetros utilizados hoje sio baseados no respirémetro
de Warburg, com mudang¢as no tamanho, forma e grau de automacio, eliminando

as deficiéncias anteriormente mencionadas (Mahendraker e Viraraghavan, 1995).

O respirdmetro de Warburg foi comparado com o método de Demanda
Bioquimica de Oxigénio em 5 dias (DBOs) e, através dos resultados obtidos,
concluiu-se que o método respirométrico se mostrava eficiente na determinacio

deste parametro (Lee e Oswald, 1954).

Posteriores estudos permitiram a conclusio de que o uso de método
manometrico para determina¢iio de DBOs podia eliminar erros de diluigdo que
ocorrem durante o procedimento do método tradicional de sua determinagio
(Jenkins, 1960). Concluiu-se ainda, em 1967, que as vantagens dos métodos
respirométricos sobre testes de DBO; sdo a possibilidade da realizaciio de
monitoragdes mais continuas do O, consumido, como também estudos cinéticos
do teste, pois as informagdes estdo disponiveis num tempo bem mais curto que

os 5 dias do ensaio de DBOs (Montgomery, 1967).
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Bartha e Pramer, em 1965, desenvolveram um respirémetro baseado na
determinacio do diéxido de carbono produzido durante a respiragio microbiana.
O gas (CO;) produzido no processo era absorvide por uma solugdo alcalina
(KOH 0,2 mol L") e posteriormente quantificado, utilizando-se uma titulagéo
com acido (HCl 0,1 mol L™'). Na Figura 3.5, ¢ mostrado o esquema dessa

montagem, conhecido como respirémetro de Bartha (Bartha ¢ Pramer, 1965).

Cmp

Figura 3.5: Esquema do Respirémetro de Bartha, onde: A’ — tampa da cinula; B — Canula
(1 £¢ <2 mm); C - rolha de borracha; D’ - brago lateral (¢ ~ 40 mm; H ~ 100 mm); E ~ solucio
de KOH, previamente padronizada; F —~ solo; G — frasco erfenmeyer (250 mL); H’ — valvula;
I — suporte (13 de vidro ou algodio) e J — filtro de ascarita (¢ ~ 15 mm; H ~ 40 mm). Fonte:
adaptado de CETESB, 1990, ABNT, 1993.

Foram, e sfo, realizados diversos experimentos utilizando a respirometria
como ferramenta para avaliacfo da degradaciio de diversas substdncias, sendo
uma delas Oleos essenciais aplicados ao solo, através de monitoragio da
producdo de CO;. Para isso pode ser utilizado o respirbmetro de Bartha, ou
respirdmetros alternativos; ja estudados, em ensaios realizados (Coraucci Filho
et al, 1997).
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Nos ensaios para a comparac¢io do respirdmetro padrio de Bartha com
outros dois modelos alternativos de 560 e 800 mL, foi utilizado lodo digerido de
inddstria citrica, com taxas de aplicagio de 0,0; 2,5; e 5,0 t/ha (toneladas de
solidos secos por hectare). Foi verificada a melhor relagdo taxa aplicada/tempo
de degradagdo do lodo, determinando-se o conjunto de methor desempenho. Foi
verificado que o respirdmetro alternativo com volume de 800 mL, representado
na Figura 3.6, apresentou boa reprodutibilidade, baixo custo e leituras mais
espagadas no tempo sem perigo de avariar a medida da biodegradacgio, quando

comparado ao modelo padrio de Bartha para as mesmas taxas aplicadas

{Coraucci Filho et al, 1997).

Figura 3.6: Esquema do Respirdmetro desenvolvido por Nuvolari (1996), utilizado por
Coraucci Filho na avaliacdo da biodegradacdo de lodo de inddstria citrica no solo através do
ensaio de respirometria, onde: A" — frasco de vidro (560 ou 800 mL) com tampa metalica;
B — cdnula (1 £ ¢ <2 mm); C’ — béquer de 20 mL para colocagio de KOH; C — vedagdo com
rolha de borracha; E* — mangueira de borracha {¢ ~ 6 mm); F” — tubo de vidro (¢ ~ 6 mm);
F ~ amostras de solo ou mistura solo-lodo (50 g); H — presilhas de Morh (para seccionamento do
fluxo de ar); I — camada suporte (13 de vidro ou algodfo); J — filiro de ascarita ou cal sodada
(¢ ~ 6 mm; comprimento ~ 0,25 mm) e K ~ tampa de cinula (vedacio com papel PARA-FILM).
Fonte: Coraucci Fitho, 1997
UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAI

SECAO CIRCULANTF
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O metodo respirométrico também pode ser utilizado, por exemplo, em
estudos do efeito da freqiiéncia de irriga¢do e das taxas de aplicacio de efluente
citrico nas quantidades de éleos essenciais no solo. No trabalho apresentado, foi
utilizado o respirdmetro-padrio de Bartha para determinagdo do gas carbdnico
gerado durante a biodegradagdo dos compostos estudados, e cromatografia
gasosa para caracterizagdco dos componentes do Oleo essencial e esséncias
citricas no efluente. O composto principal encontrado foi o D-limoneno, sendo
este a especie monitorada. Para cada taxa de aplicagio, foi determinada a
periodicidade da reaplicagcdo. Na Figura 3.7 esta ilustrada o grafico da producio
de CO; para a taxa de aplicagdo de oleo essencial de 30 g/m’ no efluente citrico

no solo (com reaplica¢do) (Coraucci Filho et al, 1998).
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Figura 3.7: Produ¢io de CO, para a taxa de aplicagio de 6leo essencial de 50 g/m’ no efluente
citrico no solo {com reaplicacdo). Fonte: adaptado de Coraucei Fitho, et al, 1998,
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Na Figura 3.7, é possivel observar que apés a reaplica¢io de uma mesma
taxa de Oleo essencial, ocorreu um maior desenvolvimento do microrganismos
presentes no solo, pois estes estdo adaptados aos nutrientes adicionados.
Também ¢ possivel observar as fases da respiragio microbiana ja discutidas

anteriormente na Figura 3.1.

O respirdmetro de Bartha também pode ser utilizado em estudos para
orientar o aproveitamento de um lodo oriundo de um valo de oxidacio na
melhoria de um solo, mostrando mais uma aplicagio deste método de
determinagdo da geragio do gés carbdnico durante o crescimento microbioldgico

em um solo (Nuvolari et al, 1997).

O método respirométrico, devido a sua sensibilidade, também pode ser
utilizado na determinacdo da estabilidade de materiais compostados. Para tais
ensaios, lannotti e colaboradores fizeram uma adaptagio do procedimento de
Bartha e Pramer, onde foi utilizado um recipiente de 3,8 L, temperatura de
incubacdo igual a 25 °C e solugio de NaOH 1,0 mol L' para absorver o CO;

gerado durante o processo estudado (Iannotti et al, 1994).

O uso de respirometria tem provado ser bastante util na monitoragio da
degradabilidade de uma variedade de compostos sob condi¢des aerébias, sendo
usado em estudos envolvendo oOleos, compostos orgdnicos volateis organicos de
alta e baixa solubilidade, compostos fenolicos e compostos tdxicos em geral.
Este método também tem provado ser util em pesquisas sobre a limitagdo de
nutrientes, metabolismos de graxas, sendo uma ferramenta versatil, adaptavel a
uma variedade de pesquisas, além de utilizar uma quantidade reduzida de

amostra e ser um método bastante reprodutivel {(Haines et al, 1996).

Ao se utilizar a respirometria na determinagdo do potencial de
biodegradagio de efluentes, ndo se faz necessaria a construgio de uma planta-
piloto de tratamento biolégico, podendo-se utilizar, por exemplo, lodo ativado

para avaliar o comportamento dos microrganismos  frente ao efluente de
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interesse. Dessa forma, ocorre uma economia de tempo e custos, vantagem.bem
interessante (Khandaker, 1996).

A medida respirométrica tem sido utilizada para avaliar sistemas.de
biotratamento, desenvolver estratégias de gerenciamento e operacgio de estacdes
de tratamento de efluentes, pois se trata de um método reprodutivel que indica a
toxicidade do efluente e a remogio de compostos quimicos presentes no meio.
Dessa forma, ela se destaca sobre os tradicionais métodos de avaliacio de

remogio de poluentes, como DBO ¢ s6lidos suspensos (Rozich e Colvin, 1990).

Testes de tratabilidade e toxicidade sio baseados no uso de material vivo
para definir a natureza e o grau de biodegradacio ou de efeitos nocivos,
respectivamente, produzidos por uma simples substincia ou uma mistura de

substdncias. Podem ser realizados utilizando ensaios de respirometria.

Os testes de toxicidade sio classificados conforme a exposicdo dos
microrganismos selecionados 4 substincia a ser testada. Dois sdo os mais
conhecidos: teste agudo, com exposigdes curtas, mas elevadas concentragles da
substdncia a ser testada; teste crénico, de maior duragio, com doses menores da
substdncia teste (normalmente numa significativa proporcio do ‘tempo -de vida do

organismo) (Bitton e Dutka, 1986).

Para que testes de toxicidade e/ou tratabilidade utilizando ensaios de
respirometria possam ser realizados com lodos ativados, € necessario,
inicialmente, levar a semente (no caso o préprio lodo ativado) & fase endégena,
eliminando assim qualquer nutriente residual presente no lodo ativado. Sé entdo
a substdncia a ser testada é introduzida no respirdmetro, e a varia¢gio no

processo respiratorio € observada (Arthur, 1984).

Na Figura 3.8, estdo representados os resultados obtidos para testes de
toxicidade e tratabilidade fornecidos pelo pardmetro de taxa relativa de oxigénio

consumido (OUR-R, do inglés “Relative Oxygen Uptake Rate”) (Arthur, 1984).
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Figura 3.8: Curvas de tratabilidade e toxicidade utilizando o pardmetro OUR-R em fungdo da

_concentragdo da amostra (compostos quimicos). Fonte; adaptado de Arthur, 1984,

Quando o valor de OUR-R € aproximadamente 100, tem-se uma amostra
que ndo possui substincias que possam ser degradadas, nem que sejam toxicas
a0s microrganismos presentes na amostra (semente). Para um valor de OUR-R
menor que 100, tem-se uma substdncia toxica. Se igual ‘a zero, ocorre morte
completa da semente para qualquer concentragio de toxina acima de um valor
especifico pré estudado. Quando o valor de OUR-R é maior que 100, a amostra ¢
fonte de nutrientes e carbono para a semente e, portanto, possui grande

possibiiidade de ser tratada biologicamente.

Outra maneira de analisar os valores de OUR-R obtidos ¢ em funcio da
concentragdo de amostra utilizada: Quando se obtém, em baixa concentracio de
amostra, um alto valor de OUR-R, a amostra é degradada biologicamente nesse
nivel de diluigdo; quando se obtém um baixo valor de OUR-R para elevadas
concentracdes de amostras, conclui-se que os compostos quimicos estudados
inibem o metabolismo dos microrganismos presentes; caso o valor obtido seja
inferior a 100, a amostra ¢ t6xica a semente e, portanto, existe uma chance muito

baixa de ocorrer uma oxida¢do microbiana da mesma (Arthur, 1984).
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Com o avango da automacdo e a possibilidade da interface de muitos
equipamentos com um computador, a obtengio e a analise de dados podem ser
realizadas automaticamente, fazendo com que a respirometria seja uma
ferramenta pratica e bastante atrativa no controle ambiental (Mahendraker e

Viraraghavan, 1995).

O metodo respirométrico pode apresentar diversas aplicagdes. Algumas
sdo relacionadas a seguir, sendo que grande parte delas ja foram discutidas

previamente:

< determinagdo de DBO;

< determinag@o de constantes biocinéticas em estudos de inibigio de espécies

quimicas de interesse;

< estimativa de concentragfo de substrato e taxa de crescimento criticas para
substdncias que causam inibicdo em um processo, por exemplo, de degradacio

aerdbia;

< avalia¢do do impacto de um novo efluente em um processo de tratamento ja

existente;
= toxicidade ¢ classificagdo dos constituintes de efluentes;
= determinacio da demanda de oxigénio de sedimentos;

< anilise da respira¢io de organismos aquaticos.
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3.2 Métodos Analiticos de determinacido de CO,

Dentre - os métodos analiticos para determinagio de COz, os mais
conhecidos sdo: via alcalinidade; titulagdo de CO, livre; por arraste com gas

inerte, antes € apods acidificacio, manométrico e eletrodo ion-seletivo.

3.2.1 Via Alcalinidade

A alcalinidade total é obtida titulando-se um volume conhecido da
amostra com um acido forte (geralmente HCI) até que o pH atinja um valor,
entre 4,3 e 4,5, de uma solu¢do contendo apenas CO; e H,0O. E definida como o
numero de moles de fons hidrogénio requerido para converter um litro-de uma

solu¢do para um equivalente de solucéo de acido carbdnico (HMSO, 1987).

Normalmente assume-se que a alcalinidade é devida apenas as espécies

carbénicas, sendo a alcalinidade de carbonatos definida como:

[ale] = 2[COX 1+[HCO; 1+[OH " 1-[H*] 3.1)

Assumindo-se que ndo haja nenhum outro protélito presente na amostra,

os valores de alcalinidade e pH podem ser usados para determinar a concentragiio
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total de espécies carbonicas em solugdo (Cr) e a espécie operacional, H.CO;',

que corresponde ao didéxido de carbono livre, sabendo-se que:

C, =[H,CO.)+[HCO; 1+[CO* ) (3.2)

[H,C0,"1=[CO,] (3.3)

Para determinar Cr e H,CO3, utiliza-se a equagdo de Larson e Buswell
(1942), a qual € baseada nos trabalhos pioneiros de Tillmans e Heublein (1921)
(HMSO, 1987):

log[H2CO05'] = log(alc) + log(f) - pH; (3.4)

onde: alc: alcalinidade total da amostra (mg L™ de CaC03);

»

pHe: pH da amostra numa temperatura qualquer (°C);

[H,CO; '} concentra¢do de dioxido de carbono livre da amostra (mg L' de
CO,);

f: fator que depende da constante de dissociacdo do H,CO; (k) e,

conseqientemente, da temperatura (¢).
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A Equagdo 3.4 pode ser resolvida substituindo-se o valor tabelado de
f= 0,88 / kt, onde:

—logkt =3404,71/273 +1) - 14,835+ 0,032786(273 + 1) (3.5)

Tem-se que a equacgio final resulta em:

"R’)g[H'ZCO;}"EIbg(afé}"’éi?34‘{)'4,71”/(273”‘-{-1"’)"—I21;8'9I"é"O';'0'32?86(2'73'ijit')'i}}H,' - (36)

3.2.2 Titulacdo do CO; livre (H,CO3")

Na determinagio do CO; livre por titulagio, tem-se o principio de que o
diéxido de carbono livre reage com hidréxido de sédio, formando bicarbonato de

sodio, conforme a Equa¢io 3.7 (Standard Methods 18'® ed.).

CO, +OH™ —— HCO; (3.7)
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O fimal da titulagdo: pode  serr observado de duas maneiras:
potenciometricamente (pH = 8,2) ou, mais precisamente, analisando uma curva
de titulagdo ponto a ponto; ou utilizando um indicador acido-base, por exemplo,

fenolftaleina.

O processo ‘da titulagcdo potenciométrica envolve a medida da fe.m.
entre dois eletrodos: um eletrodo indicador, cujo potencial é uma funcio de
concentragdo do ion a ser determinado, ¢ um eletrodo de referéncia de potencial
constante. A determinagio exata da fe.m. é crucial. Ja nas titulagdes
potenciométricas, nio s#o requeridos valores absolutos de potenciais em relagio
a uma pilha padrdo, e as medidas sdo feitas ao mesmo tempo que a titulagio

progride. O ponto de equivaléncia da reacfio serd revelado por uma sibita

mudanga do potencial no grafico das leituras de f.e.m. versus volume da solugdo

titulante. Qualquer método que detecte-esta abrupta mudanga de potencial pode
ser utilizado. Se o eletrodo indicador for um eletrodo de membrana (por
exemplo: um eletrodo de vidro);, um potenciémetro simples nfio sera adequado e
sera indispensavel um medidor de pH ou um medidor ion seletivo. As leituras do
medidor podem dar diretamente as varia¢des dos valores de pH a medida que

prossegue a titulagéo.

Neste método de determinacdo de CO,, pode haver interferéncia de ions
metélicos, que podem precipitar em meio alcalino, na forma de hidréxido. A
presenga de bases fracas, como aménia ou aminas, e sais de acidos fracos e bases
fortes, como borato, nitrito, fosfato e silicato, também podem interferir nas
determinag¢des. Para  determinar a quantidade de CO; livre, deve realizar-se o

célculo apresentado na Equacio 3.8.
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mo CO L—l _ V:NaOH XNNaOH X44000
= 2 -

v

amosira

(3.8)

onde: Vyaon: volume de titulante (mL),

Nyason : normalidade de titulante,

Vamostra: Volume de amostra titulada (mL).

3.2.3 Por arraste com gas inerte, antes e apos acidificacao

Na determinacio do didxido de carbono por arraste, antes e apés a
acidificacdo, um gas inerte, normalmente nitrogénio, € borbulhado na amostra
antes e ap6s a acidificacio da mesma, para se determinar CO, livre e total,
respectivamente. Em ambos os procedimentos, o CO; evoluido ¢ absorvido em
uma solugido de hidréxido de sodio, e 0 excesso de base € titulado com solugido
padronizada de acido. A faixa de concentragio de aplicagio deste metodo situa-

se entre 0,5 a 50 mg L™ de CO, (HMSO, 1987).

3.2.4 Método manométrico

O método manométrico para determinagio do CO; total foi desenvolvido
para amostras nas quais o recipiente original (selado) ¢ resfriado e, em seguida,
aberto e tratado com NaOH; para absorver algum CO, livre. Esta solugio ¢

acidificada e determinada manometricamente. A concentracdo final do CO, da
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amostra ¢ determinada usando-uma curva de calibragio. O intervalo de aplicacdo
esta entre 0,5 a2 6,0 g L™' de CO; (HMSO, 1987).

Outra maneira de determinar a concentracio de CO, livre, ainda
manometricamente, é aquela na qual o frasco original da amostra é perfurado por
uma sonda contendo um mandmetro. Atingindo o equilibrio e tendo-se a
temperatura conhecida, a pressio lida € relacionada com a concentragio do COa,
usando-se tabelas prontas ou construindo-se uma curva de calibragio. O
intervalo de aplicagiio deste método estd entre 2 a 12 g L™! de CO, (HMSO,
1987).

3.2.5 Eletrodo ion-seletivo

Para'a determinagdo de CO; com a utilizacdo de um eletrodo ion-seletivo,
utiliza-se um eletrodo de pH cujo sensor estad recoberto por uma membrana
sintética. O CO; ¢ capaz de permear por essa membrana de um polimero
hidrofébico, resultando na mudanga de pH. O sinal obtido no eletrodo de vidro é
relacionado diretamente com a concentragio de H,CO;  na amostra. Quando a
amostra ¢ acidificada a pH abaixo de 5, o valor obtido corresponde a
concentragdo de CO; total. Este método tem seu limite de detec¢io em torno de 4
mg L de CO3, ou seja, 90 umoles L' de CO;, abaixo dos demais métodos
(HMSO,; 1987).
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3.3 Analise por Injecao em Fluxo (FIA)

A automacio e/ou mecanizagio de processos em Quimica Analitica esta
diretamente relacionada com as demandas da sociedade moderna. O
desenvolvimento de novos produtos na indastria quimica, as analises clinicas
(saude publica) e, mais recentemente, 0 monitoramento da qualidade do meio
ambiente, em estudos relacionados ao controle de polutcfo, provocaram um
aumento significativo na demanda de analises “per capita™/ano. Isto fez com que
processos fossem sendo automatizados, tornando os resultados menos sujeitos a
erros humanos e, simultaneamente, reduzindo o tempo de analise. A automacio,
num sentido _mais amplo, é representada pela capacidade de eliminar, parcial ou. . .

completamente, a interven¢do humana em um método de analise quimica.

Os metodos automaticos de analise podem ser classificados em (Valcarcel
e Lugue de Castro, 1984):

{a) Métodos Automaticos Descontinuos,
(b) Métodos Automaticos Continuos,
{c) Métodos robotizados, dependendo da metodologia empregada.

Nos métodos continuos, a concentracdo da espécie de interesse ¢ medida
sem a interrupg¢do do fluxo dos reagentes: Os dois tipos de sistemas que podem
ser utilizados nos métodos continuos sdo os segmentados e os nic segmentados.
No primeiro (métodos continuos segmentados), as amostras s3o  aspiradas
seqiencialmente e segmentadas pela inclusdo de bolhas de ar, eliminadas antes
que o fluido atinja o sistema de detecgfio. No segundo (métodos continuos nio

segmentados) ndo ha inclusdo de bolhas de ar (Ruzicka e Hansen, 1988).

A denominacio Andlise em Fluxo ¢ um nome genérico atribuide a todos

os métodos analiticos baseados na introdugiio e processamento (tratamento) da
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amostra num meio que esteja fluindo. Na Figura 3.9 sio mostradas, de forma
esquematica, praticamente todas as possiveis variacSes desse sistema. Formadas
no ingi€s, sdo de uso corrente as siglas CFA, “Continuous Flow Analysis”; FIA,
“Flow Injection Analysis”; LC, “Liquid Cromatograph” e MSFA, “Mono
Segmented Flow Analysis” (van der Linden, 1994).

e SEGMENTADO
AMOSTRAGEM
CONTINUA
NAQ SEGMENTADO
-
ANALISE EM < ( FLUXO ANALISE EM FLUXO
FLUXO SEGMENTADO CONTINUO (CFA)
ASPIRACAODE
AMOSTRA FLUXONAO
SEGMENTADO
AMOSTRAGEM
INTERMITENTE L
\ < [ ANALISE POR INJECAD
S EM FLUXO (FIA)
FLIZXO NAO
SEGMENTADO
) CROMATOGRAFIA
INJEGAQ DE LIQUIDA (LC)
AMOSTRA <
\
FLUXO ANALISE EM FLUXO
MONOSSEGMENTADO 4 MONOSSEGMENTADA
(MSFA)

Figura 3.9: Esquema da classificagiio dos métodos de analise em fluxo. Fonte: van der Linden,

1994,

As analises por FIA sdo classificadas como métodos continuos n#o
segmentados. FIA pode ser definido como um processo analitico automatico ou
semi-automatico, onde as amosiras (ou  reagentes) sio inseridas num fluxo
carregador, ¢ ndo aspiradas, sem a presen¢a de bolhas de ar. No momento da

detecgdo, nem o equilibrio fisico (homogeneizagfo no fluxo) nem o equilibrio
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quimico (reagdo completa) sic necessariamente alcangados. Quando o sistema
FIA foi divulgado, causou um grande impacto no contexto da Quimica Analitica,
desde seu simples fundamento, passando pelo baixo custo da instrumentacio, até
a conveniente operagdo com obtencio de resultados surpreendentes, pois este
método pode ser bastante reprodutivel em condi¢Ses instaveis. Além disso,
apresenta limites de detecgdo da ordem de pg L' e ng L™, de acordo com a

concentragdo normalmente encontrada nas amostras (Clark et al, 1990).

A Figura 3:10 mostra um sistema FIA simplificado e esquematizado.

B A
FC

Figura 3.10: Sistemas FIA em linha Gnica, onde a amostra (A) ¢ injetada num fluxo carregador
(FC), movimentado por uma bomba peristaltica (BP), passando por um reator (R), detectada em

um detector (D) e descartada no descarte (1.”). Fonte: Clark et al, 1990.

Neste sistema de detecgfio, um sinal transiente é obtido e pode ser

registrado em diferentes velocidades, como mostrado na Figura 3.11.
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Figura 3.11: Esquema do sinal obtido no sistema FIA. para diferentes velocidades (a) rapida,
(b) velocidade usual com inje¢Ses realizadas em triplicata para construgdio da curva de calibragio,
e quintuplicata para a amostra, onde h’ € a altura do sinal, T é o tempo de residéncia, e T” o

tempo de retorno. Fonte: Boza et al., 1985,

A altura do pico, h’, esta relacionada a concentragio do analito, ou seja,
da substdncia que estd sendo determinada; o tempo de residéncia, T, é
relacionado ao tempo em que a amostra estd no reator, isto é, entre o momento
da inje¢do da amostra no sistema e o inicio do sinal; o tempo de retorno, T’, ¢ o
tempo que o sistema precisa para voltar a situagfo inicial (& linha-base) (Boza et
al., 1985).

As técnicas de analise em fluxo continuo apresentam; normalmente, alta
freqiiéncia analitica (nimero de amostras analisadas por determinado tempo),
baixo consumo de amostras e reagentes, alta precisio e/ou exatiddo, alta
sensibilidade e baixo custo de equipamentos e operacfo. Além disso, apresentam
alta versatilidade, podendo; numa mesma amostra, ser realizadas véarias
determinag¢des simultdneas, além da possibilidade de se trabalhar com amostras
de alta viscosidade, turvas, que apresentam particulados, etc (Horvai e Pungor,
1987).
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Para aumentar a seletividade na determinagdo de uma espécie de
interesse, usando FIA, inumeros processos de separagdo tém sido explorados.
Dentre eles, a separagdo por precipitacio, extragio por solventes, dialise e
difusio. De todas essas técnicas de separagdo, a difusdo através de membranas
semipermeaveis tem sido considerada como altamente seletiva, visto que poucas
espécies sdo geradas comoe gases a temperatura ambiente, diminuindo, de modo

consideravel, o problema de interferentes (Montomizu et al, 1987).

A tecnologia de membranas para a separagio de fluxos contendo
liquido/tiquido e tiquido/sélido foi (e tem sido) praticada na inddsiria por anos,
através da osmose reversa, ultrafiltragio e microfiltragdo entre outras
aplicagdes. Na Figura 3.12, tem-se uma representagao da porosidade de

membranas e os processos de utilizagdo envolvidos.

SEPARACAO
DE GAS

} 1A
OSMOSE >
REVERSA

~g- 10 A
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FILTRACAQ 200 A

MICRO- )
FILTRACAO —¥ 100.000 A

Figura 3.12: Esquema da porosidade de membranas utilizadas em varios processos. Fonte:

adaptado de Montomizu, 1987,

O progresso nessa area gradualmente direcionou esforgos em pesquisas
para o desenvolvimento de membranas adequadas para a separagiio de gases

(Spillman e Sherin, 19990).
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Dois tipos de membranas podem ser empregados na separacio de gases. A
primeira ¢ a porosa, na qual os gases s3o separados, com base na sua massa
molar, por pequenos poros através da membrana, como mostrado na Figura
3.13(a). A vasta matoria das aplicacdes comerciais € baseada em membranas nio
porosas. Elas ndo contem nenhum poro e funcionam baseadas no principio de que
gases se dissclvem e difundem através de materiais solido, conforme ilustrado na

Figura 3.13(b).
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Figura 3.13: Esquema de uma membrana porosa  (a)' e membrana ndo porosa (b). Fonte:

adaptado de Spillman e Sherin, 1990,

A grande maioria dos sistemas FIA acoplados a unidades de difusio
gasosa usam meio liquido (freqientemente aquoso), ou seja, os gases gerados no
fluxo dito doador sdo difundidos pela membrana semipermeavel e absorvidos por
um fluxo liquido receptor. A grande maioria dos trabalhos utilizam filmes
confeccionados em polimeros, tais como Teflon® (PTFE = politetrafluoretileno),
polipropileno (van der Linden; 1983) e silicone (Kuban, 1992, Gonzalo, et al,
1992).

Dentre as diversas aplicagdes do sistema FIA em analises ambientais,
este sistema tem sido utilizado na determina¢io de poluentes catidnicos e
anionicos em dguas, determinacio de demanda quimica de oxigénio (DQO), tanto

no método realizado com dicromato de potassio quanto no realizado com
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permanganato de potassio, e na determinacdo de outras espécies orginicas
poluentes, monitorando a qualidade do meio ambiente. A freqiéncia analitica
depende da substdncia que estd sendo estudada e do sistema detector utilizado,
por exemplo: Mg %, 80 amostras por hora, Ca’?, com detecgdo colorimétrica, a
freqiiéncia analitica € igual a 80 amostras/hora; com detecgdo potenciométrica, a

freqiéncia passa a ser entre 100 e 110 amostras por hora (Boza et al., 1985)

O sistema FIA para determinag¢io condutométrica do CO; pode ser
utilizado na determinacdo de carbono tnorgénico dissolvido em 4guas naturais.
No trabalho apresentado por Jardim e colaboradores, o limite de detec¢lio deste
sistema foi de 3 umol CO; L™ para uma freqiiéncia analitica de 60 amostras
hora™'. Ainda neste trabaltho, os valores de carbono inorgéanico dissolvido foram
calculados via pH e alcalinidade para efeito de comparagio. Os resultados
obtidos no sistema FIA foram sistematicamente inferiores aos obtidos
potenciometricamente. Esse  fato pode ser atribuido a4 presenga  de outros
protolitos (exceto carbonatos), ndo interferentes na determinag¢io feita pelo

sistema FIA com detec¢do condutométrica (Jardim et al. |, 1991).

Este mesmo sistema FIA, com detecgdo condutométrica, foi utilizado na
realiza¢do de testes de toxicidade aguda, usando E. coli (Guimaries, 1990).
Nestes ensaios, a producgdo de CO; foi monitorada pelo sistema FIA. Na
oportunidade, testou-se o efeito de fons metilicos (Cd(II), Cu(Il) ¢ Hg{II)).

sedimentos e um tipo de antibidtico (Bactrin).

Neste sistema injeta-se a amostra aquosa em um fluxo de dgua deionizada
o qual conflui com um fluxo carregador de acido sulfirico 0,2 mol L™}, com a
finalidade de provocar a formacio da espécie de interesse, CO;, visto que em
meio aquoso ele pode apresentar-se em outras formas: H,CO;", HCO3 e CO;%.
Quando o fluxo passar por uma membrana semipermeavel de Teflon®, parte do
CO, permeara por ela, para um fluxo de 4gua deionizada, monitorada
continuamente, alterando sua condutividade. Esta alteragio se processa de forma

transiente, sendo registrada como um pico (Guimardes, 1990).
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A justificativa para a realizac3o deste trabalho é encontrada ao se
analisar a importdncia da realizagiio de ensaios de respirometria através da
determinacdo do didxido de carbono produzido, assim como as facilidades e
vantagens existentes na determina¢do de COQ, utilizando o sistema FIA com
detecgdo condutométrica, frente aos outros métodos de determinagio da

concentragio de CO;.




4. Metodologia

De modo a satisfazer o' objetivo proposto neste projeto, a parte
experimental do trabalho foi dividida em trés etapas, enumeradas a
seguir: 1) adaptagio e otimiza¢io  do sistema FIA-condutométrico
utilizado no projeto; 2) comparagio entre a analise de CO, por titulagdo
acido-base e FIA-condutométrico; e 3) ensaios de respirometria, seguindo
o Projeto de Norma 01:603.06-007/1993 da ABNT, com determinacio da

concentracdo de CO; utilizando titulagio e sistema FIA-condutométrico.

4.1 Adaptacio e otimizacio do sistema FIA-condutométrico

Com o intuito de se otimizar o sistema FIA utilizado neste projeto,
estudou-se pardmetros operacionais e experimentais, apresentados no decorrer

desta secdo.
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4.1.1 Reagentes

Agua deionisada (Milli-Q)
Acido sulftarico concentrado: H,SO, (Merck);
Cloreto de bario: BaCl; (J. T. Baker);

Hidroxido de potéassio em lentilhas: KOH (Merck);

Y Vv V VYV VY

Bicarbonato de s6dio: NaHCOj; (Cinética Quimica);

4.1.2 Solug¢des estoque

» H,S04 com concentragdes entre 0,1 e 1,5 mol L', em intervalos de 0,1 mol Ty
» BaCl; 0.5 mol L'l;
> KOH 0,40 mol L7,

» NaHCO; 0,1 mol L,

4.1.3 Equipamentos e Acessoérios

» Bombas peristaltica ISMATEC, modelo MS Reglo;

» Condutivimetro MICRONAL, modelo B330;
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» Registrador ECB, modelo RB 201;
> Valvula de injegdo/comutagdo (volume de injegdo = 100 ul);

» Cela de condutividade constituida de dois cilindros concéntricos {(volume =

50 ul;

» Cela de difusio (prefundidade = 0,1 mm; largura 3 mm ¢ comprimento

100 mm; volume = 0,03 uL);
» Deionisador de agua MILLIPORE, modelo Milii-Q Acadeémic;

% Membrana de Teflon DVGW, 0,10 mm de espessura e 18,0 mm de largura

(mace in Germany),

» Condutores de reagentes: = sonda de polietileno, CPL medical’s com
didmetro interno = 0,8 mm;
= tubos de Tygon com didmetro interno =
1,14 mm {(vermelho - fluxo receptor) e 0,8% mm

(laranja - fluxo carregador);

» Pipetas automaticas: = (40 — 200 ulL) LABSYSTEMS,
= (200 — 1000 uL) LABSYSTEMS

4.1.4 Sistema FIA utilizado

No sistema desenveolvido por Guimardes (1990}, a amostra contendo CO2
era injetada em um fluxo de agua deionisada que confluia com o fluxo
carregador de acido sulfurico, seguindo entdo para a cela de difusdo e posterior
descarte. Neste projeto adaptou-se este sistema FIA, para um em linha unica,

mostrado na Figura 4.1. Este sistema apresenta vantagens como tempo de




resposta mais curto e economia de reagentes, além de evitar o problema de

refluxo que pode ocorrer na confluéncia dos fluxos utilizados

Figura 4.1: Esquema do sistema de Analise de Injegdo em Fluxo utilizado para
a determinacdo da concentragdo de CO, com detec¢do condutométrica, onde

[L” - descarte.

Neste sistema FIA com detecgcdo condutométrica representado na Figura
4.1, a amostra ¢ introduzida diretamente no fluxo carregador com a utiliza¢do de
um - injetor/comutador. O injetor/comutador ¢ constituido de duas partes, uma
movel e outra fixa, como representado na Figura 4.2. A parte mével contém uma
alga de polietileno, cujo volume, conhecido, sera o injetado no fluxo carregador.
Esta parte movel pode estar em duas posigdes, (a) e (b). Na posi¢do (a), o fluxo
de amostra ira passar pela alga, enchendo-a com a solugdo de interesse. Assim
que o fluxo de amostra passar, o sistema estara pronto para ser injetado no fluxo
carregador. Isso vai acontecer colocando a parte movel do injetor na posi¢do (b).
Nessa posi¢do, o fluxo carregador ¢ obrigado a passar pela alga, que contém

determinado volume de amostra, fazendo com que a solu¢do de interesse se
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disperse no fluxo carregador, com o qual fluira conjuntamente, passando pelos
outros componentes do sistema (no caso do sistema condutométrico, uma cela de
difusdo e posterior descarte}. Para recarregar a alca, basta voltar o injetor a
nosi¢do (a). Neste estudo foi utilizado alga de injegdo de volume igual a 100uL,
onde o sinal obtido apresentava intensidade significativa para sua medida e
vazio iguais a 1.6 mL.min"’ para fluxo carregador, 3,2 mL. min™ para o fluxo
receptor e 1,6 mL . min} para a amostra. A velocidade da bomba utilizada foi

igual a 25 para todas as linhas de fluxo utilizadas.

L

Fluxo carregador --- SN »

Amosira

(a) (b)

Figura 4.2: Esquema do injetor de acrilico utilizado no sistema FIA, onde - fixo;
Cl - mével‘;@ - alga que contém o volume de amostra a ser injetado, para (a) situagdo onde a
alca esta sendo abastecida com o fluxo de amostra, e (b) situacdo onde esta amostra ¢ introduzida

no fluxo carregador do sistema.

No caso do sistema FIA com deteccio condutométrica para determinacgdo
do CO,, o fluxo carregador passa por uma cela de difusdo. Nesta encontram-se
dois fluxos separados por uma membrana semipermeavel de Teflon®, sendo um o
fluxo carregador, & o outro, fluxo receptor. A cela de difusdo esta representada

na Figura 4.3
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Fluxo carregador
(com ou sem a
amostra injetada) descarte

................................................................ »

Mana‘ de Teflon®

agna deionisada ' dusividade
{agua deionisada) > 4 concutivi )e

Figura 4.3: Esquema da cela de difusdo utilizado no sistema FIA-condutoméirico.

O fluxo de agua deionisada ¢ monitorado constantemente com uma cela
de condutividade conectada em um condutivimetro. Dessa forma, qualquer
alteragdo que ocorra serd registrada. Como essa variagdo serd transitoria, apenas
para aquele determinado ponto do fluxo que esta fluindo pela cela de
condutividade, o sinal obtido serd em forma de pico, resultado de um sinal

transiente.

A alteracdo na condutividade do fluxo receptor é causada pela reacio da
especie de interesse com a agua deionisada, que permeia através da membrana de
Teflon®. No caso da determinag¢io do COz; aquoso, por exemplo, a amostra
contendo a espécie de interesse serd injetada em um fluxo carregador, sendo este
uma solugdo de acido sulfurico 0,2 mol L' O mencionado fluxo tem a funcdo de
deslocar o equilibrio da reagdio descrita na Equagdo 4.1 no sentido de formacio
do CO:

CO2aq) + H2Oug) = HiCO3 ayy & HCO3 gy + H30 (ag) (4.1)
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Em meio aquoso, o CO; interage com a agua, formando o acido
carbdnico, espécie instavel, que rapidamente se decompde em H;07 e
bicarbonato, sendo este ultimo estavel. Em meio acido, neste caso o fluxo
carregador, o equilibrio serd deslocado no sentido da formagdo do dioxido de
carbono, a espécie de interesse. Este ird permear através da membrana de
Teflon® utilizada, reagindo com o fluxo de agua deionisada. Conseqiientemente,
o fluxo receptor terd seu equilibrio desiocado no seatido da formagdo de
bicarbonato. Dessa forma, sua condutividade sofrera uma variagdo proporcional
4 concentracdo do CO» presente na amosira; para uma concentragio maior, sera

registrado um maior pico, e vice-versa.

Para que seja possivel determinar a concentragdo do didxido de carbono
nas amostras analisadas pelo sistema FIA proposto, é necessaria a construgdo de
curvas de calibracdo, isto &, amostras contendo concentra¢des conhecidas da
espécie de interesse serfio analisadas. Como o sinal obtido € proporcional a
concentracio do COz, tem-se um grafico da intensidade do sinal obtido em
fungdo da concentragdo de dioxido de carbono. Através de ajustes matematicos,
serdo obtidos os pardmetros variaveis para a funcdo que se ajusta aos dados
obtidos, fornecendo assim uma equagdo. Esta ultima serda utilizada em calculos

para obten¢do da concentragdo de CO; na amostra.

Dentre os ajustes matematicos ja estudados para este sistema, o modeio
que methor representa os dados resultantes das solugdes-padrdo ¢ representado

na Equacdo 4.2:

Y = AXP (4.2)

onde: Y & a intensidade do sinal;

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTF

X é a concentragido de COz (umol L'i),

A ¢ B s#o pardmetros ajustaveis.
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Quando este modelo € linearizado, ¢ obtida nova expressio maiematica,
representada na Equacéo 4.3:

log Y =log A + Blog X

(+.3)
onde: log Y € o logaritmo da intensidade do sinal;

log X ¢ o logaritmo da concentracio de CO, (umol L) e

log A e B sdo pardmetros ajustaveis.

Os graficos obtidos para as duas equagdes apresentadas podem ser
verificados na Figura 4.4,

-

log H

. f
[CO-]/ pmol LT
@

»
log [COs)

(b}
Figura 4.4: Curvas obtidas para os ajustes matematicos que melhor representam os dados

resultantes para as solugbes-padrdo, sendo a) para Equagdo 42 onde: Y = A X° e b) para a
Equacdo 4.3 onde: log Y =log A + B log X
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Foi através destes modelos que as concentragdes de CO, das amostras

analisadas pelo sistema FIA utilizado foram calculadas.

4.1.5 Estudo do efeito da diluicido das solucdes analisadas

A partir da solucdo estoque de NaHCO; 0,1 mol L' preparou-se solugdes
diversas ‘com concentracdes entre 0,0 e 1,0 mmol L', em intervalos de
0,1 mmol L', tendo solucio de KOH como solvente. Analisou-se estas solugdes
no sistema FIA utilizado neste projeto, e a partir dos resultados obtidos testou-se
diluigdes destas amostras, de modo a garantir uma melhor curva de calibragio,
eliminando ou minimizando problemas de absorgio de CO; da atmosfera, uma
vez que ndo foi utilizado ambiente isento de CO». Testou-se as diluigdes 1:3 e
1:10 de amostra em agua deionisada. Para este teste utilizou-se como fluxo

carregador HS0, 0,4 mol L1

4.1.6 Influéncia do solvente utilizado

Devido a alteragfio do solvente utilizado, de agua para solugdo de KOH
0,40 mol L'}, analisou-se a influéncia desta alteragdo npa intensidade do sinal
obtido. Para isso, preparou-se, a partir ~da solugdo estoque de
NaHCO; 0,1 mol L}, solucdes nas seguintes concentragdes: 1,77, 3,54, 7,08; '
8.85; 10,62 e 14,16 mmol L', utilizando agua e solugio de KOH como solvente,

sendo - estas ultimas dituidas 1:10 de amostra em 4gua deionisada, e fluxo
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carregador de H,S04 0,4 mol L', Todas as amostras foram analisadas usando o

sistema FIA com detecgfio condutométrica.

4.1.7 Influéncia do BaCl,

A partir da soluc@o estoque de NaHCO; 0,1 mol L™ preparou-se solugdes
com as seguintes concentragdes: 0,14; 0,53, 0,89; 1,77; 3,54; 7,08; 8,85; 10,62 e
14,16 mmol L', tendo solucdo de KOH como solvente. Estas amostras foram
diluidas 1:10 de amostra em 4gua deionisada, fluxo carregador de H;SO,
0,4 mol L™ ¢ analisadas usando o sistema FIA com deteccdo condutométrica. Em
seguida, adicionou-se 100 pL de solucio de BaCly 0,5 mol L'! em cada amostra
(na proporg¢do recomendada pelo Projeto de Norma adotado), sendo realizada

nova leitura no sistema FIA utilizado.

4.1.8 Efeito da concentracio do fluxo carregador (H,SOy)

Com a finalidade de observar o efeito da concentracio do fluxo
carregador no sinal obtido, preparou-se solugdes de H,SO; com concentracdes
entre 0,1 ¢ 1,5 mol L', em intervalos de 0,1 mol L'!. Estas solugdes foram
utilizadas como fluxo carregador na analise da solugfio estoque de KOH (sem
adi¢do de solugdo de bicarbonato de sédio), diluida em-1:10 de amostra em 4gua
deionisada, espera-se o sistema atingir a situac@io de equilibrio apds a troca do

fluxo carregador usado no sistema FIA descrito anteriormente. O equilibrio foi
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determinado pelo registro de uma linha de base estavel, por conseguinte; so

diante desta situac¢io a amostra foi analisada.

4.1.9 Efeito da distincia entre o injetor e a cela de
difusido (Dj.cq)

Realizou-se este estudo em duas etapas: a primeira onde variou-se a
distdncia Dj.ca em func¢io da concentracio do fluxo carregador, a segunda, na
qual variou-se a distdncia Dj..a em fungdo da concentragdo das solugdes de
NaHCO3.

Na primeira etapa, utilizou-se como fluxo carregador solugdes de Hz80,
com concentragdes variando entre 0,1 e 0,5 mol L', com intervalos de
0,1 mol L', sendo as distincias Dj.cq iguais a 8,00; 11,00; 14,00; 20,00; 27,50 e
39.00 cm. Analisou-se amostras de solugio estoque de KOH diluidas 1:10 de
amostra em agua deiomisada apds o sistema atingir a situagdo de equilibrio

depois das trocas, tanto do fluxo carregador, como da distdncia Dj.cq.

Para a realizacdo da segunda etapa, utilizou-se H2804 0,4 mol L' como
fluxo carregador, e como amostras solucgdes de NaHCO; com concentragdes
iguais a 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 mmol L"l, tendo soluc¢io de KOH como solvente.
Estas amostras foram diluidas 1:10 de amostra-em agua deionisada e analisadas
no sistema FIA utilizado neste projeto, para as mesmas distdncias Dj.cq testadas

anteriormente.
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4.1.10 Purificacdo do KOH

Com a finalidade de verificar a contaminag¢io da solugio estoque de KOH
com CO; (especie cuja concentragio € determinada no sistema FIA utilizado),
adicionou-se algumas gotas de solucdio de BaCl; 0,5 mol L™V para a formagdo de
BaCO; & uma amostra de solugdo estoque citada. Diante dos resultados obtidos
realizou-se o procedimento de dois métodos de purificacio de KOH, com a
intencdo de eliminar a espécie indesejada na solugio estoque utilizada. Estes
métodos de purificagdo foram escolhidos devido a simplicidade do procedimento
a ser realizado (VOGEL, 1986): Sio eles:

1) preparo de um “xarope” onde foi utilizada uma solugiio 50% em massa de agua
e KOH em lentilhas, a qual foi deixada em repouso por 48-horas. Depois disto, o
“xarope” foi filtrado e rapidamente diluido a uma concentracio de 0,4 mol L e
armazenado em frasco de plastico, evitando longa exposi¢do ao ar e, conseqiiente

absor¢do de CO; que nele se encontra pela solu¢fo recém-purificada, e

2)lavagem das lentilhas utilizadas no preparo da solugiio estoque, eliminando
assim o CO; absorvido na superficie das mesmas, diluindo e armazenando a

solugdo recéem-preparada, como no procedimento de purificacio anterior.

Realizou-se novamente testes qualitativos nas solucdes recém purificadas
com a adigfio de algumas gotas de solugiio de BaCl, 0,5 mol L' e diluiu-se
aliquotas destas solugdes recém purificadas em 1:10 que foram analisadas no

sistema FIA aqui utilizado:
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4.1.11 Armazenamento das solucdes preparadas para a

construcio da curva de calibracio

Numa primeira etapa, preparou-se solugdes de NaHCO; com
concentragdes iguais a 1,77; 3,54; 7,08; 8,85; 10,62 e 14,16 mmol L', utilizando
agua e solucio de KOH como solvente. Diluiu-se as amostras que possuiam KOH
como solvente na proporgdo 1:10 de amostra em agua deionisada. Todas as
amostras foram analisadas usando o sistema FIA com detecgio condutométrica
onde o fluxo carregador foi H,SO4 0,4 mol Ll e armazenadas em frascos
plasticos a4 temperatura ambiente (25 °C). As solugdes foram analisadas

novamente apds um periodo de 24 horas.

Na segunda etapa preparou-se solugdes de NaHCO3 com concentragdes
iguais a 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 8,0; 10,0; 15,0 ¢ 20,0 mmol L, tendo
solugio de KOH como solvente, sendo estas diluidas em 1:10. As amostras foram
analisadas usando o sistema FIA com detecgdo condutométrica ¢ armazenadas
durante 4 dias em frascos pléasticos sob refrigeragdo (10 - 15 °C). As solugbes

foram analisadas diariamente usando o sistema FIA descrito anteriormente.

4.2 Titulacdo acido-base

A titula¢fio 4acido-base utilizada neste  projeto foi baseada no

procedimento recomendado no Projeto de Norma adotado.
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4.2.1 Reagentes

Agua deionisada (Milli-Q)
Acido cloridrico concentrado: HCl (Merck);
Cloreto de bario: BaCl, (J. T. Baker);

Hidroxido de potéssio em lentithas: KOH (Merck);

Y ¥V ¥V VYV Y

Bicarbonato de so6dio: NaHCO3 (Cinética Quimica);

k4

» Indicador: fenolftaleina

4.2.2 Solucdes estoque

» HCI 0,41 mol L'!;
> BaCl, 0,5 mol L';
> KOH 0,40 mol L,

» NaHCO3 0,1 mol L7,

4.2.3 Equipamentos e Acessérios

» Micro bureta (2 mL) GIEMONT, modelo $-1200 A;
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» Agitador magnético FISATON;

» Deionisador de agua MILLIPORE, modelo Milli-Q Académic;,

» Pipetas automaticas: = (40 - 200 pL) LABSYSTEMS,
= (200 — 1000 uL) LABSYSTEMS

4.2.4 Principio e procedimento experimental

Na titulagdo realizada, se deseja determinar a concentragio do KOH; pois
assim, pode-se saber quanto de base reagiu com o CO:; no interior do
respirdbmetro. Para isso, foi adicionada a solucio de cloreto de bario, cuja
finalidade € retirar a interferéncia causada pelo carbonato presente na solugfo,

promovendo a sua precipita¢do na forma de carbonato de bério (sal insolavel).

A presenca deste ion (CO3™%) ¢ conseqiiéncia da reagiio que ocorre entre o
dioxido de carbono e a agua (Equagio 4.1). Com essa espécie em solugdo, maior
quantidade de acido serd utilizada durante a quantificagdo da concentragio de
KOH que a realmente necessaria, pois também reagirda com o H' adicionado
durante a titulagdo. Dessa forma o resultado obtido sera alterado, conduzindo a

um erro na determinacio e, conseqiientemente, na conclusdo final

Para isso, adaptou-se o procedimento apresentado no Projeto de Norma
utilizado como referéncia; no que diz respeito as quantidades de amostras e

reagentes utilizados, que foram reduzidos & 1/10 da quantidade sugerida.
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Desta forma, a amostra titulada consistia em 1,0 mL de solugio-padrio
recéem-preparada. A esse volume de amostra, foi adicionado 3.0 mL de 4gua
deionisada, a fim de promover a mesma diluigiio utilizada no método descrito
pelo Projeto de Norma adotado, além do indicador (duas gotas de fenolftaleina) e
100 pL de BaCl; 0,5 mol'L"",

Como- amostras foram utilizadas solu¢des de NaHCOs de diversas
concentragdes, preparadas a partir da solugdo estoque de mesmo soluto, de
concentracio 0,1 mol L'l, tendo solicdo de KOH como solvente. Como titulante
foi utilizado uma-solugdo de HC1 0,41 mol L', previamente padronizado, que foi
adicionado 4 amostra lentamente, com agitagio, até que a mudanca de cor da

solugio que esta sendo titulada, de rosa para incolor, fosse verificada:

4.3 Comparacio da ansilise de CO, utilizando titulacio acido-

base e FIA-condutométrico

Esta etapa do trabaiho teve inteng3o de comparar os resultados obtidos

por titulagdo e usando o sistema FIA, previamente otimizado.

4.3.1 Simulando um ensaio de respirometria

A partir da solugdo estoque de NaHCO3 0,1 mol L, preparou-se solugdes
nas seguintes concentragdes: 0,0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 2.,4; 2.8; 3,2, 3.6 ¢

4,0 mmol L', utilizando solugdo de KOH como solvente. Destas amostras foram
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retiradas aliquotas  que foram tituladas seguindo a adaptagio realizada ¢
aliquotas que foram diluidas segundo determinado anteriormente e
posteriormente analisadas no- sistema FIA com detecgio condutométrica aqui

utilizado.

Diante dos resultados obtidos, simulou:se um ensaio de respirometria
onde volumes de solugio estoque de NaHCO3; 0,1 mol L' foram adicionados

conforme descrito a seguir, sendo o volume final igual a 2,5 mL:

*

’ BfanCOI Vbiéarbonat@ ﬂO mL

2

Respirdmetro controle: Vijcarbonato = 80 uL;

¢ Respirémetro teste 1 Viicarbonato = 160 1L, €

L4

4.3.2 Cialculos utilizados nas determinacdes da quantidade de

CO, gerado em cada respirometro, e CO; biodegradado

Os calculos da quantidade de CO; gerado em cada respirdmetro, ¢ CO:
biodegradado ((CO,)s) para os testes realizados via titulagdo, foram feitos
essencialmente utilizando duas maneiras, com o intuito de se estabelecer uma

comparagdo entre ambas:
i) usando a férmula apresentada no Projeto de Norma adotado, ¢

ii) quimicamente, usando relagdes estequiométricas e regras de diluigdo

(que também foi utilizado nas determinagdes utilizando sistema FIA).

Considerando os calculos envolvidos na maneira i), foi necessario

quantificar 0 CO; gerado no interior dos respirdmetros. Utilizando entdo a
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formula apresentada no Projetoc de Norma da ABNT, determinou-se tal

quantidade, em pumol de CO,. Esta férmula é dada pela Equacio 4.4.

CO; = (A-B) X 50 x fHC§ (4.4)
onde: A: volume de HCI gasto para titular o branco, em mL;

B: volume de HCI gasto para titular o respirémetro, em mL;

50: fator para transformar equivalente em pmol de CQ,, e

fuct: fator do HCI = M,e%d . sendo M a molaridade do HCI.

Ja o caleculo do (€O0;), considerado nos varios respirdmetros esta

representado na Equacdo 4.5. Os resultados obtidos serdo umol de (CO7)s.

(€CO21)y =COz ¢ - COz 7 . (4.5)

onde: CO; gc: quantidade de CO; produzido no respirémetro-controle (RC), em

umol, e

CO; rri quantidade de CO; produzido no respirdmetro-teste (RT), em pmol.

Considerando agora os célculos envolvidos no segundo modo de calculo
i7), foi necessario determinar o nimero de mols de HO da solucio de KQH
utilizada. Estes calculos foram feitos para o branco, para o RC, bem como para o

RT. Isto € mostrado nas Equacdes 4.6 ¢ 4.7.
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nHO = DHC £4.6)

onde: nyge . nimero de mols de HO™; e

nucy numero de mols de HCI.

ngo = Muct Vaci (4.7)

onde: Muci: molaridade do HCIL; ¢

Viucr: volume de HCI utitizado na titulagdo, em L.

Em virtude da estequiometria da reagdo envolvida no processo (2 mols de
HO  para 1 mol de CO;), foi calculado a quantidade de CO: em cada

respirdémetro, como mostrado nas Equacdes 4.8 ¢ 4.9, respectivamente.

CO; + HO & HCOs; + HO < COs3? + H,0 (4:8)
n (c02) = (nHO- branco ~ 1'3HO_ respiréme‘;ro) X% (49)

onde: n (CO3): numero de mols de CO; contidos na amostra titulada.
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A quantidade de (CO:z)y em cada respirémetro sera obtida através da
diferenca entre o CO» produzido no respirdmetro-controle e o respirémetro-teste,

como anteriormente mencionado (Equagio 4.5).

Os resultados obtidos para (CO;), por titulagdo serdo comparados com os

obtidos em uma analise no sistema FIA.

4.4 Ensaios de respirometria seguindo o Projeto de Norma
01:603.06-007/1993 da ABNT, com determinacio com FIA-

condutométrico e titulacio acido-base.

Nesta etapa, foi utilizado o respirémetro de Bartha, conforme descrito no
Projeto de Norma da ABNT, ja citado, determinando as concentragdes de CO;
por titulagdo acido-base, e utilizando FIA-condutométrico, ja descritos

anteriormente.

4.4.1 Reagentes

» D-Glucose Anidra P. A.: CsH120¢ (Ecibra)
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4.4.2 Equipamentes e Acessérios

» Respirdmetro de Bartha (Figura 3.5),
» Incubadora BOD MARCONI, modelo MA-415;
» Bomba de ar FISKA, modelo Betta super 11

» Seringa plastica 10 mL

4.4.3 Selo utilizado

Nos ensaios realizados foi utilizado o sole predominante no municipio de

Limeira, por se conhecer as caracteristicas deste solo (Siviero, A. R., 1999): ’

e livre de residuos toxices, evitando assim uma inibicdo do desenvelvimento

dos microrganismos durante os ensaios realizados; e ’

s pardmetros quimicos e fisicos ja determinados, pelo Laboratdrios ICASA -

Campinas — S.P, mostrados nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente. ‘

O solo foi coletado. de modo a garantir a presenca de microrganismos
aerobios, ou seja, no maximo 25 cm de profundidade (Siviero, 1999). No
laboratorio, o solo foi seco ao ar livre (evitando a secagem total), peneirado em
malha 0,2 mm e armazenado em sacos plasticos. Posteriormente foram utilizados

nos ensaios realizados-
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Tabela 4.1: Resultados das anélises quimicas do ‘solo utilizado no experimento.

Valores das andlises quimicas

% pH % ppm Micronutrientes (ppm)
N CaCl. Agua C P P res. Fe Mo Cu 2Zn B
0,12 5.9 6.4 1.1 1.0 2,0 112,6 49,0 2,1 44,4 6,17
meq/ 100 mL TFSA
K Ca Mg Al H “g8” CTC V(%) s Na
0,24 57 1,2 - 1,0 7.14 8,23 86,5 12,2 5,0
Fonte: Siviero, A. R., 1999,

Tabela 4.2: Resultados das analises fisicas do solo utilizado no experimento.

Valores das anailises fisicas -

Composicéo Granultométrica (%)

Areias Classificacdo Densidades
Grossa Fina Argila Lmmo Cascalho Aparente Real
12.8 43,1 42,4 1,5 0,0 Argilo - arenoso 0,99. 2,53
Fonte: Siviero, A. R., 1999,
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4.4.4 Ensaios de Respirometria

No procedimento adotado pela norma em questdio, uma amostra de solo e
o composto quimico (ou uma mistura destes) que se quer avaliar sdo colocados
no respirdbmetro, e uma solugdo de KOH ¢ introduzida num compartimento
apropriado (Figura 3.5). O sistema ¢ colocado em uma incubadora 2 28 = 2 °C; a
partir dai, o CO; gerado é monitorizado em tempo pré-determinado, com maior
freqiiéncia no inicio do ensaio, quando ocorre maior degrada¢do da substincia

avalrada.

O composto quimico aqui utilizado foi a glicose (CsH1206), um acgucar
solavel, considerado 6tima fonte de carbono, por ser de facil degradagdio pelos

microrganismos presentes no solo.

Foram utilizados 12 respirdmetros no total;  distribuidos da seguinte
forma: 3 respirdmetros como controle, e 9 para os testes, sendo 3 para cada taxa
de aplica¢do utilizada. No respirdmetro-controle, ¢ colocado o solo sem o
composto quimico a ser testado, pois ele indicard a atividade microbiana propria
do solo que estd sendo analisado. No respirdmetro-teste, estd presente o solo
misturado ao composto quimico estudado. Na obtencdo dos resultados, a
atividade microbiana propria do solo (RC) é descontada da obtida no R7,
fornecendo, assim, apenas o crescimento relativo ao consumeo do composto

quimico utilizado no estudo.

Foram utilizadas 3 taxas de aplica¢gdes distintas, sendo: 0,25; 0,50 e
1,01g de glicose / 50g de solo. O composto foi dissolvido em um minimo de 4gua
para ser adicionado ao solo, que foram misturados para garantir uma distribuigdo
homogénea, favorecendo um desenvolvimento microbiano por igual no interior

dos resptrometros.
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Neste procedimento, a solugio de KOH ¢ retirada com uma seringa, ¢
colocada em um béquer. A atmosfera do reator é reoxigenada com ar isento de
CO, utilizando a bomba de ar e uma nova solucio alcatina é colocada no

respirémetro.

Da solugio de KOH retirada do  respirdmetro, foram realizadas
determinag¢bes da concentragio de CO, produzido usando para isso titulagio e

sistema FIA, ambos ja descritos anteriormente.

A freqiéncia das andlises foram diarias, até o 14° dia, quando foram
realizadas na seguinte frequéncia: 16°, 21°, 28°, 38° 49° dias. Desta maneira,
evitou-se uma excessiva absorgio do CO; produzido pela solugdio alcalina,
principalmente no inicio dos ensaios, devido a uma elevada produgio deste gas
pela alta concentrag@o de nutrientes misturados ao solo. Desta forma, evitou-se a
supera¢io da capacidade de absorgio da solucio alcalina, saindo da faixa de pH

do indicador utilizado, ndo permitindo a visualiza¢de do final da titulacio.



5. Resultados e Discussao

Neste capitulo serio apresentados e discutidos os resultados obtidos

durante os estudos realizados no decorrer deste projeto.

5.1 Adaptacio e otimizacde do sistema FIA

Nesta etapa foram realizados ensaios com o objetivo de otimizar o
sistema analitico utilizado no presente projeto. Os pardmetros foram ajustados a
partir dos resultados apresentados por Guimardes (1990, 1994) para o sistema

FIA com detecgdo condutométrica e com confluéncia de solugdes.

5.1.1 Estudo do efeito da diluicde das solucdes analisadas.

Para analises utilizando o sistema FIA, foi observado que a curva de
calibrac@o obtida para solu¢des de NaHCO; recém-preparadas ndo apresentavam

o comportamento esperado, ou seja, nfio havia uma certa linearidade. Devido aos
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pontos obtidos estarem muito dispersos, foi necessaria a eliminagio de alguns
deles para que ndo acarretasse muitos erros nas determinac¢des de concentracgio
da espécie de interesse das amostras analisadas. Os dados obtidos sio mostrados
na Figura 5.1. A linha cheia apresentada nas figuras deste capitulo ndo
representam um ajuste’ matematico, mas simplesmente uma idéia do
comportamento dos dados obtidos. A concentragio do acido sulfarico utilizado

foi igual a 0,4 mol L'
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Figora 5.1: Grafico obtido para a anslise em_sistema FIA das solucdes de NaHCO; recém-
preparadas.

Este comportamento pode ser atribuido & caracteristica que o solvente
utilizado possui de absorver COz, pois ¢ uma solugio basica de KOH. Fato este
que poderia estar ocorrendo durante o experimento, visto que os ensaios.nio

eram realizados em ambiente controlado e isento de CO;.
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Para amenizar este efeito, foram realizados testes onde as solucgdes de
NaHCO; preparadas eram diluidas na proporg¢do 1:3, conforme recomendado para
a titulagio no Projeto de Norma adotado. Utilizou-se tambem a diluicdo na razdo
de 1°10. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios, uma vez que na
diluicdo 1:3 este efeito foi atenuade. Ja a diluigdo 1:10 apresentou um
comportamento muito bom, eliminando consideravelmente o problema detectado.
Ver Figura 5.2. Esta dilui¢io passou a ser adotada, durante o projeto, para toda
analise em sistema FIA, incluindo os ensaios de respirometria. O solvente

utilizado era solugio de KOH 0,40 mol L™,

intensidade do sinal / u.a.

i —-#-—golucdo concentrada;
1 e —«—solugso diluida 13:
2 E i solicho diluida 110 -~

I ¥ I f i T i
00 0.2 0.4 0.6 08 1.0

[NaHCO,]/ mmol L™

Figura 5.2: Grafico obtido para a analise em sistema FIA das solugSes de NaHCOs recém-

preparadas e diluidas 1:3 e 1:10 {conforme Projeto de Norma adotadoy).
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5.1.2 Influéncia do solvente utilizado

Com o intuito de wverificar a alteragio provocada pela mudanc¢a do

solvente nos dados obtidos para amostras de mesma concentragio de NaHCOQO,,

ou seja, de dgua para solugdo de KOH 0,40 mol L™, foi feita uma comparagio

entre os efeitos causados por eles nos sinais obtidos, como mostrado na Figura

5.3. A concentragio do acido sulfarico utilizado foi igual a 0,4 mol L'
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Figura 5.3: Grafico obtido no sistema FIA da intensidade do sinal vs concentragio de NaHCO;

das amostras em funcfo dos solventes utilizados.
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Esta figura permite observar que o solvente utilizado no preparo da
amostra interfere diretamente na intensidade do sinal obtido pelo sistema FIA,
provocando uma diminuigio no mesmo, no caso da solugdo basica. Este fato
pode ser atribuido a reagdo que ocorre entre o solvente e o NaHCO; presente na
amostra. Como o meio onde a espécie de interesse se encontra possui pH > 7
(basico), o bicarbonato (HCO;") adicionado reagira com a hidroxila (HO")
presente em excesso no meio, deslocando o equilibrio da reacdo no sentido de

formar o carbonato (CO;3%), como mostrado pela Equagdo 5.1 e representado na

Figura 5.4,

CO, + HO < HCO; + HO < CO;7° + H0 (5.1)
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Figura 5.4: Grafico do sistema carbonato-bicarbonato em fungéo do pHL.
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Em meio aquoso, quando-a amostra ¢ injetada no sistema FIA, o fluxo
carregador possui pH < 7 (acido) (H,S04) e reage com o carbonato (CO37)
presente, deslocando o equilibrio da reag¢do no sentide de formacido do acido
carbonico (H2CO3) que rapidamente se-decompde em CO; (gasoso) e agua. O
CO; permeia a membrana de Teflon™ reagindo com a agua deionisada, alterando
a condutividade da mesma. Esta variacdo na condutividade do fluxo receptor é
registrado na forma de um pico (sinal transiente), onde sua intensidade sera

proporcional & quantidade da espécie de interesse contida na amostra.

Quando temos a presenga de KOH no meio reacional, os cations H~
reagitdo com os dnions HO e carbonato. Este Gltimo ira fornecer como produto o
bicarbonato, por sua vez também reagira com os cations H formando H,CO;.
Diante destas possibilidades, haverd uma certa competigio entre os Aanions
presentes no meio pelos cations H', alterando assim a intensidade do sinal
obtido. Também deve ser considerado o calor liberado durante as reacdes de

neutralizagdo, devido ao fato de poder afetar o equilibrio envolvido.

O equilibrio do sistema carbonato esta representado na Equacio 5.2.

CO; + H,0 © H,CO:; o HCO; + H o CO37% + H

A
L
o

S

Para saber se as curvas de calibragdo obtidas para os diferentes solventes
utilizados (H:0O e KOH) fornecem resultados compativeis, foram feitas as
regressdes lineares nas curvas obtidas. Para isso utilizou-se escala log em ambos
os eixos, com © intuito de linearizar a curva obtida, conforme equagio 4.3.

Realizou-se leituras de amostras de iguais concentragdes para os dois solventes
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utilizados no preparo das curvas, e os resultados das concentra¢des obtidas pelas
curvas de calibragdo foram comparados entre si. A diferenga apresentada entre
eles foi, aproximadamente, 2 % em ambas concentra¢des (5 e 10 mmol L")
utilizadas neste teste. Na Tabela 5.1 sfo apresentados os resultados obtidos para
as diferentes amostras analisadas, assim como o erro em relagdo a concentracéo
que foram preparadas. E possivel observar-que o sinal das amostras que possuem
solugdo: de  KOH como solvente - apresentam  menor intenstdade quando

comparadas COm as amostras que possuem égua.

Tabela 5.1: Dados obtidos para o-teste preliminar da interferéncia do solvente utilizado.

Amostra preparada com concentracdo iguala  Amosira preparada com concentracio igual a

5,0 mmol L 10,0 mmol L™

Solvente '

utilizade Imtensidadedo  Concentragio Erro Intensidade do Concentragdo Ermro
sinal /u. a. ~ obtida/mmolL" relativo sinal /u a.  obtida/mmol L7 relativo
! %o / %o
Agua 8,35 4,99 2,0 13,20 9,96 4.0
KOH 6,00 4,98 4,0 930 9,98 2.0
0,40 mol L

5.1.3 Influéncia do BaCl,

Nesta secdo abordou-se a influéncia do cloreto de bario nas' anélises

realizadas - pelo sistema FIA. Para tanto, foram preparadas amostras de
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concentragdes conhecidas de NaHCOs;, as quais apés analise no sistema FIA,
sofreram a adig¢do de. determinado volume da solugio de BaCly; 0,5 mol L7,
conforme recomendado no Projeto de Norma da ABNT. Com isso foram

anabisadas novamente.

Com a adigdo do-cloreto de bario, ocorreu a formagio de um precipitado
de cor branca, muito fino, devido a formagfio de carbonato de bario (sal
insolivel). Este composto impossibilitou as-analises das.amostras realizadas no
sistema FIA, pois o sélido, mesmo apos sua deposicio no fundo dos recipientes,
eram. introduzidos no. sistema juntamente com o sobrenadante, causando
perfuragbes na membrana de Teflon® utilizada na cela de difusio. Além disso

eram responsaveis por entupimentos do. sistema.

Outro forte motivo para a sua nfio utilizagio é que o cloreto de bario ao
reagir com o carbonato presente no meio vai estar retirando. a espécie que estd
sendo analisada, uma vez que o sistema FIA que estd sendo utilizado vem

determinando justamente o.carbonato presente no meio analisado.

5.1.4 Efeito da concentracio do fluxo carregador (H,SO,)

Com o intuito de obter um melhor sinal nas analises no sistema FIA
utilizade, foram realizados ensaios variando a concentra¢io de acido de.fluxo
carregador, onde a concentragio do 4acido sulffirico se encontrava entre 0 e
1,5 mol L', em intervalos de 0,1 mol L' Para isso, foi utilizado a--solsgio
estoque de KOH 0,40 mol L', diluidas 1:10. O resultado obtido esta apresentado

na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Estudo da variagio da intensidade do-sinal obtido em fungo da concentragio de

H,80, para uma amostra-da soluc@o estoque de KOH 0,40 mel Lt

Observando a Figura 5.5 pode-se notar que a medida que a concentracgio
do fluxo carregador aumenta, o mesmo ocorre com a intensidade do sinal. Isto
mostra que, para. uma-maior quantidade de H;S0i, o equilibrio da reacio
mostrado na Equagdo 5.2 sera deslocado mais rapidamente no sentido de
formagdo de- CO: (passando pela formagdo de HCOj3") resultande numa maior
guantidade da espécie que . permeia através da membrana de Teflon®.

Consequentemente, um malor sinal € registrado.

Diante dos sinais registrados foi observado que a faixa de concentragio
entre 0,1 ¢.0,5 mol L! permite uma boa determinacdo da intensidade do sinal

obtido, visto.que a mesma se encontra entre 1,00 e 3,00 cm, respectivamente.
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A determinagio da concentra¢io a ser utilizada depende ainda do estudo
de um outro pardmetro do sistema FIA utilizado: a distincia entre o injetor ¢ a

cela de difusdo (Dj.cq)-

Tal estudo serd abordado no Item a seguir.

5.1.5 Efeito da distincia entre o .injetor e¢ a cela de
difusido (Di.cq)

Devido a necessidade de estudar o-efeito da distdncia entre o injetor ¢ a
cela de difusdo (Dj.cq) na otimizagdo do sistema analitico utilizado, foram feitos
ensaios onde foi variado a distancia Dj..¢ em fungiio da concentracio de acido
sulfurico para uma mesma amostra de solugio estoque, determinando assim a
melthor concentragdo do acido utilizado, bem como a variacio da distincia Dj.cq
em fun¢do da concentracio de NaHCO;, determinando a distdncia entre o injetor

e a cela de difusdo a ser utiltzada no sistema.

Na determinacio da concentra¢do do acido a ser utilizada, a faixa de
concentragdo de H:S0, utilizada foi determinada no estudo anterior, entre 0,1 e
0,5 mol L™}, em intervalos de 0,1 mol L', Foram utilizados como condutores de
reagentes' sonda de polietileno, com. didmetro interno igual a 0,8 mm. Nos
seguintes comprimentos: 8,00; 11,00; 14,00, 20,00; 27,50 e 39,00 c¢m. Os

resultados obtidos estio mostrados na Figura 5.6:
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Figura 5.6: Estudo-da variagde-do sinal obtido para-diferentes distincias entre injetor e cela de
difusio (Dyce) em fungio da. concentragdo. do- fluxo - carregador utilizado (H,SOs), para uma

mesma amostra.

Da Figura 5.6 pode-se notar -que as.concentragdes de H,SQ4 que fornecem
os maiores sinais sdo 0,4 e 0,5 mol L™, independente da distdncia entre o injetor
e a cela de difusdo, sendo que em alguns casos, o acide sulftrico 0,4 mol L
apresentou um maior sinal. Este compertamento pode ser atribuido 4 diluigde da
amostra no fluxo carregador que ocorre no percurso entre o injetor e a cela de
difusio. Diante destes resultados, foi feita a escolha de se-utilizar, como fluxo

carregador, o H;8O4 com concentragio igual a 0.4 mol L'

Determinada a concentragio do fluxo carregador, fez-se entdo o estudo da
distincia Di.ce para amostras.de diferentes concentragdes de NaHCO; tende como
solvente, solucdo de KOI 0,40 mol L' Para esta etapa do trabalho foram

utilizadas amostras com as seguintes concentragdes: 0,0, 1,0, 2.0; 3,0 e
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4,0 mmol L' As distidncias Dj..q utilizadas foram as mesmas do teste anterior.

Na Figura 5.7 estdo apresentades os resultados obtides.
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Figura 3.7: Grafico obtido para o estudo da variacdo da distdncia Diyg em funcio da

concentracio de NaHCQO;.

Através- de uma analise da Figura 5.7, foi possivel concluir que a
distdncia entre o injetor e a cela de difusdo que registrou maior sinal para todas
as concentra¢des analisadas, foi igual a- 20,00 cm, sendo esta a distincia

uttlizada nas proximas etapas.
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5.1.6 Pnriﬁ-cagﬁe--deﬂ-KQH

Realizou-se um teste qualitativo com-a solucdo estoque de KOH, onde
algumas gotas de BaCl; 0,5 mol L™ foram adicionadas a um determinado volume
de amostra com o objetive de verificar a presenca de CO: na solugdo ]2
preparada. O resultado observado foi a formagdo imediata de um precipitado de
cor branca, muito fino, correspondente a-formagdo de BaCO;, (sal insoluvel).
Isto devido a presenga de CO2 que em meio alcalino se encontra na forma de

carbonate (€CO5™7).

Este fato também foi comprovade no procedimento. da. titulagio, onde a
solucdo de cloreto de bario 0,5 mol L7' foi adicionada para precipitar o COs7?
presente, eliminando assim a sua interferéncia na determinagdo da quantidade de
HO™. Na analise do sistema FIA, foi registrado-um sinal de intensidade elevada
para a amostra onde nfo havia sido adicionado a solugdo de NaHCOs. Isto ocorte
devido uma quantidade elevada de CO» presente na solugdo estoque, a gual €

utilizada no preparo das solugdes, 4

Para minimizar o problema da presenga de CO» na solugioc de KOH
utilizada nos ensaios (visto que justamente esta espécie é a de interesse) fordm
utilizados deis métodos de purifica¢io do KOH. Estes foram escolhidos devido a
simplicidade do procedimento a ser realizado (VOGEL, 1986). Sdo eles:
i) preparo de um “xarope” ;.e ii) lavagem das lentilhas utilizada no preparo da

solucido estoque.

Feito isso, o teste gualitativo, com adi¢cio de determinado volume de
Ba(Cl;, foi refeito para mesmo volume de amostras. Foi observado entlo; a
formacdo imediata de BaCQOs; na solugdo-estoque anteriormente preparada ¢ na

obtida pelo método de purificagdo 1), ou seja, preparo do “xarope”. Na solucgdo
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obtida pele método 2), lavagem das lentilhas, houve também a formacio do

carbonato de bario, porém nio imediatamente ap6s a adi¢do da solucdo de BaCls.

Preparou-se também amostras utilizando as trés.selugdes aqui estudadas.
de 1guais concentragdes de NaHCO;. Estas foram analisadas no sistema FIA e os

resuitades obtidos estdo mostrados-na Figura-3.8.
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Figura 3.8: Resultados obtidos para a solugdo estoque ja preparadas, em comparacio as

solucdes purificadas.

Com base nes resultados da Figura 5.8 foi possivel notar que a
purificagdo dada pelo método 2), apresentou uma maior redugdio na quantidade
de CO:; quando comparada com o método 1) -Este ltimo, ndo apresentou
diminui¢do na intensidade do sinal registrado, ou seja, ndo reduziu a quantidade

de €O presente na solugdo, fato ja observado no teste qualitativo realizade
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anteriormente. Isto. ocorreu pergue durante o  processo de purificagdo do
“xarope” se obtém um meio altamente alcalino, precipitando o carbonato
presente no mesmo, eliminando com isso a sua presenca com a filtragdo. Este
procedimento é recomendado no caso do NaOH, uma vez que o carbonato de
sddio formado é insolivel em meio alecalino. J& no case do KOH, este método
nio apresenta o resultado desejado dado que o K:CO; apresenta certa
solubilidade no meio em questio ndo permitindo com isse, sua eliminagdo da

solugcdo por meio de filtragdo como no caso anterior.

5.1.7 Armazenamento das solu¢des preparadas para. a

construciio da curva de calibracéo

Fez-se um estudo detalhado para ver a possibilidade de se armazenar por
maior periodo. de tempo as solugdes destinadas & construgio da curva de
calibragdo. Para tanto, forém preparadas amostras com concentragdes conhecidas
de NaHCO3; com agua e KOH 0,400 mol L' como solventes, que foram
armazenadas em frascos plasticos a temperatura ambiente (27 °C). As amostras
foram analisadas logo em seguida ao seu preparo bem como apds um periodo de
24 horas. Os resultados .obtidos sdo mostrados nas Figuras 5.9 e 5.10,

respectivamente.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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Figura 5.9: Resultados obtidos para amostras de coneentragdes conhecidas-de NaHE€O;, tendo

agua como solvente, para analise apos seu preparo, € apos periodo de 24 hosas.
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Figura 5.10: Resultados obtidos para amostras de concentraces conhecidas de NaHCO,, com

KOH como solvente, para-analise apds seu preparo, e apos-um periodo de 24 horas. .
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Analisando as Figuras 5.9 e 5.10 foi possivel verificar que as solugdes
aquosas apresentavam pouca diferenga entre as curvas obtidas nos dias de
leitura: recém preparada e apds 24 horas. Ja as amostras que possuiam KOH
como solvente, apresentavam uma maior variagio na intensidade, ao
compararmos a analise realizada apds seu preparo.e a feita ap6s 24 horas. Isto €
devido a caracteristica que o hidroxido de potassio tem de absorver CO,, fato
que provavelmente aconteceu durante este intervalo de tempo entre as analises.
Assim, obteve-se um maior sinal devido a maior quantidade da espécie detectada

ne meio.

Neste teste as amostras foram armazenadas em. frascos plasticoes em

temperatura ambiente (27°C).

Qutro teste realizado, foi onde analisou-se as amostras armazenadas em
frascos plasticos e conservadas sob resfriamento (10-15°C) por um periodo
maior de tempo. Os resultados obtides sio mostrados na Figura 5.11, onde o

mesmo efeito, de acréscimo na quantidade de CO3, foi observado.
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Figura 5.11: Resultados obtidos para amostras de concentragdes conhecidas de NaHCO;,

tendo KOH como solvente, armazenadas por 4 dias em frasco plasticos estando sob refrigeracio.

Com base nestes resultados, foi preparado uma curva de calibragio para

cada dia de analise no decorrer dos ensaios de respirometria.

5.2 Comparacio entre a determinacio da concentracdo de CO,

utilizando titulacdo dcido-base e FIA-condutométrico.

Apos a determinagdo dos pardmetros operacionais e da otimizagdo do
sistema FIA, realizou-se também estudos comparando os resultados obtidos pela
titula¢dco acido-base (recomendado pelo Projeto de Norma ABNT), com aqueles

obtidos através da analise em sistema FIA.
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Para isso, foram preparadas solugbes cujas concentragdes eram
conhecidas (0,0 < [NaHCO;] < 10,0 mmol L'!) em intervalos de 1,0 mmol L',
Destas solugdes retirou-se aliquotas para titulagdo e para preparacgdo das
solugdes diluidas (FIA)Y com a finalidade de verificar se estas iriam apresentar. o
comportamento esperado, ou seja, diminuir o volume do acido cloridrico
utilizado no caso da titulagio, e aumentar a intensidade do sinal obtido no
sistema FIA em func¢io do aumento da concentracio de NaHCOQO; das amostras
conhecidas. Os resultados obtidos estdo na Figura 5:12 para a titulag@io, e Figura

5.13 para a analise no sistema FIA.

T T T T ) Y t ! ¥
.20 —+—TilulagAo das amosiras preparadas
J com KOH como solvente
1,15 - -
1,10~ -
o
£ 4 ]
=<
g
> 1,05 -4 -
1,00 -
0,95 o

4

[NaHCO,}/ mmol L™

Figura 5.12: Comportamento observado para a variagio do volume de HCI utilizado em
fun¢do da concentragio de NaHCO; das amostras durante a titulagdo.

De acordo com o observado na Figura 512, pode-se- verificar o
comportamento esperado para a determinagio de CO; por titulagio. Isto ocorre,
porque o bicarbonato adicionado ac meio vai reagir com o HO" presente, tendo
este ultimo diminuindo sua concentragio, formando com isso carbonato, como

mostrado na EquagZo 5.1 citada anteriormente (Item 5.1.2)
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Desta forma, ao ser adicionado a solucio de BaCl; 0,5 mol L™}, ocorrera a
formagio do BaCOj; (precipitade de cor branca) ficando na solugio o HO" o qual
néio reagiu com carbonato, sendo titulado pelo HCI utilizado. Quanto mais CO32
for adicionado 4 amostra, maior serd a quantidade de HO" que reagird com esta
espécie, € consequentemente, menor sera o volume de HCI utilizado durante a

titulacdo.

H v I ¥ 1 M H * 1
8,5 -
8,0 -
o
= 4
-
L 75~ -
@
2] - .
]
B
s 1.0+ "
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]
= “ -
6.5 ]
—-— Andlise em sistema FIA das amostras . |
E preparadas com KOH como solvente. h
8,0 T r ] T Y T t T

0 1 2 3 4 l
[NaHCOJ] / mmol 1"

Figura 5.13: Comportamento observado para a variago da intensidade do sinal obtido no

sistema FIA em fun¢#o da concentragio de NaHCO; das amostras durante analise por FIA.

No caso do sistema FIA também pode ser observado, na Figura 5.13; o
comportamento esperado, ou seja, quanto maior a concentragio de NaHCOs,

maior sera o sinal obtido, uma vez que o sistema detecta o CO; presente.

Com base nestes resultados, foram preparadas solugdes de NaHCOs;,
simulando um  ensaio de  respirometria, onde foram adicionados volumes

conhecidos de NaHCOs; 0,1 mol L' (Vpicarbonae) €m 10 mL de KOH,




Resultados e Discusséo 79

representando o branco {Viicarbonato = 0,0 pL), respirdmetro-controle (RC)
(Vbicarbonato = 80,0 ul), e respirémetros-teste (RT) (Vbicarbonato = 160,0 e 240 ul).

Foi preparada também uma curva de calibracfo para a anilise em sistema FIA.

Das amostras, retirou-se aliquotas as quais foram tituladas, e outras que

foram diluidas a 1:10 para depois serem analisadas pelo sistema FIA.

Com os dados obtidos, fez-se entdo calculos para determinar a quantidade
de CO; no respirdmetro-teste ¢ controle'; bem como a produgio de CO; devido a

biodegradacgio, (CO2)y, também aqui chamado de CO; biodegradado.

No caso da titulagio, os calculos foram realizados de duas maneiras: uma
utilizando as féormulas presentes no Projeto de Norma seguido, outra utilizando

estequiometria e regras de diluigéo.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Resultados obtidos para amostras conhecidas; simulando ‘ensaios de respirometria,

para titulacio e sistema FIA.

Timlagéo FIA Solugdes
Norma / Diluigio / Escala log / preparadas /
mmol L™ mmol L mmol L™ mmol L
(CO2)controte 3,18 3,18 3,57 3,20
(CO)resen 7.45 7,46 8,13 6,40
{CO)ressez 10.56 10,56 15,22 9.60
(COyny 227 2,25 4,27 3,20

(CO2)p12 5,38 5,35 11,34 6,40
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Observou-se, através da anilise dos resultados apresentados na Tabela
5.2, que os valores obtidos nos calculos para a titulagio foram praticamente
iguais. J&4 nos resuitados obtidos por FIA, 2 quantidade de CO; biodegradado. foi

praticamente o dobro dos resultados obtidos na titulagio.

Outras simulag¢bes foram realizadas e os resultados obtidos para o CO;
biodegradado na titulagdo sempre foram a metade dos apresentados pelo sistema
FIA.

Comprovada a possibilidade da determinac¢io de concentracio de CO; em
solugdes de KOH, utilizando sistema FIA com detecgfio condutométrica, uma vez
que os resultados obtidos foram sistematicamente o dobro dos apresentados pela

titulagdo, foi dado inicio a préxima etapa do trabalho.

5.3 ‘Ensaios de Respirometria seguindo o Projeto de Norma
01:603.06-007/1993 da ABNT, com determinacio do (CO3),

usando FIA-condutométrico e titulacio acido-base.

Para a realizagio desta etapa do projeto, 12 respirdmetros foram
preparados e incubados 4-28°C, sendo 3 para controle (onde ndo foi adicionado
glicose), e 03 para cada diferente taxa da substincia misturada ao solo. Estas
taxas foram: taxa 1: 0,25; taxa 2: 0,50 e taxa 3: 1,01 g de glicose / 50 g-de solo,

que correspondem a 8; 16 e 33 mmols de carbono, respectivamente.

As bactérias heterotréficas necessitam  de compostos orgdnicos como

principal fonte de energia, e por isso a glicose € freqlientemente utilizada.
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A utilizagio de uma molécula de glicose pode ocorrer por uma seqiié€ncia
de reacgdes catalisadas por enzimas chamada glicolise (ou via de Embden-
Meyerhof). Este processo tem como conseqiéncia a formagio de duas moléculas

de acido pirtvico (Pelczar et al, 1980).

A Figura 5:14 mostra o esquema da decomposicio da glicose até acido

piruvico, via glicolise, e a reacgiio total é dada pela Equacio 3.3.

Ac, 1,3difosfoglicirico

ADF
ATH

Ac. 3fosfoglictrico

!

A 2-tosfogticlrioo

-

TR o 0T

Figura 5.14: Esquema da decomposicio da glicose a icido piravico via Glicolise. Fonte:
Pelczar et al, 1980.
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CeH1206 + 2 ADP + 2 H;PO,; = 2 CHRCOCOOH +2 ATP + 2 H;0 + 2 (2H) (5:3)

O acido piriivico formado pode por sua vez, ser oxidado através de uma série de reacdes
catalisadas por enzimas, resultando em acetil coenzina A (acetil-CoA) a qual pode participar do

Ciclo de Krebs (ou Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos — TCA), como mostrado na Figura 5.15
(Pelczar et al, 1980).

Acido pirOvico
Para fosfo -
N’ o quinase no ciclo
1 glicalftico

£3
i
T

Fd

2H j/ Amtil-coanzirmm A \

: PO,
Agiclo sucefnice » kﬁh

Figura 5.15: Esquema do Ciclo de Krebs. Fonte: Pelczar et al; 1980.
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A reacdo total para este ciclo é mostrada na Equagio 5.4

CH;COCOOH + ADP + H3PO, + H,O = 3 CO; + ATP + 5 (2H) (5.4)

Ocorrendo a oxidagdo completa da glicose, os produtos finais serio CO;

¢ H;0, como mostrado na Equagdo 5.5.

CsHiz;0¢ + 60, = 6C0O; + 6 H-O (55)

As amostras de solugdo de KOH que eram retiradas do interior do
respirdmetro- tinham aliquotas tituladas e aliquotas diluidas para analise no
sistema FIA, enquanto o interior do respirdmetro era aerado com ar isento de
CO,, garantindo com isso, O, para os microrganismos presentes no solo. A
quantidade de CO; biodegradado ((CO2)s), para a titulacio, foi calculada

utilizando as formulas apresentadas no Projeto de Norma adotado.

Os resultados obtidos podem ser comparados nas Figuras 5.16 ¢ 5.17 para

as determinag¢des via titutagio e via sistema FIA; respectivamente.
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Figura 5.16: CO; acumulado (umol L"), determinado por titulagdo, pela biodegradacio de

glicose para as diferentes taxas de aplicac¢do utilizadas em fungo do tempo de incubagdo.
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Figura 5.17: €0, acumulado (umol L"), determinado pelo sistema FIA, pela biodegradacio de

glicose para as diferentes taxas.de aplicagio utilizadas em funcio do tempo de incubagdo.
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Pode-se observar através das curvas mostradas nas Figuras 5.16 ¢ 5,17, 0
mesmo comportamento para ambas. A explicagdo deste fato se da ao acreéscimo
na quantidade de CO; biodegradado acumulade por um periodo aproximado. de
12 dias (fase lag), quando tem-se o inicio da formagdio de um patamar onde ©
(COz)p acumulado tende- a. ser constante a medida que o tempo passa (fase
endégena) Para a obtengdio da curva "controle", onde ndo € adicionado a
substancia a ser degradada, considerou-se o CO; produzido nos respirdmetros
controle (o qual é descontade dos respirémetros testes para determinagdo do
{(CO2)s). E possivel observar que os dados obtidos via sistema FIA, sdo
aproximadamente o dobro dos resultados obtidos por titulagio, conforme

constatado no Item 5.2,

Diante deste fato, fez-se um -ajuste nos valores de (CO;), acumulados
obtidos para a anélise em sistema FIA sofreram um ajuste, normalizando por um
fator 2. Os novos resultados estio mostrados na Figura 5.18. Sdo apresentadas
curvas obtidas via titulagdo como também curvas ajustadas para o respirémetré-

controle e para as 3 taxas de glicose aplicadas.

1 * 1 ' 1 T i
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Figura 5.18: Comparac3o dos resultados-obtidos-para as analises realizadas por titulagdo e por

FTA apos o-ajuste.
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E possivel observar-na Figura 518 que os resultados obtidos para as
analises realizadas em sistema FIA ainda s3o-um pouco maior que os resultades
obtidos por titulagio, mesmo apds o ajuste. Este fato pode ser atribuido,
certamente, a  mater sensibilidade do sistema FIA em relagdo ao método

titulomeétrico.

Contudo, o comportamento- esperado- para- o crescimento bacteriano, de

um modo geral, foi comprovado através do estudo das amostras analisadas aqui

~

pelos métedos ja citados para as 3 diferentes taxas de composto orginico

utilizado, como mostrado na Figura 5.19.
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Figura 5.19: Comparagio do comportamento esperado (a) e o obtido experimentalmente (b)

na degradagio de compostos orgénicos, ressaltando as fases observadas. Fonte (a): adaptado de
Arthur, 1984,

A Figura 5.19 tem-se o comportamento, de um mode geral, para
crescimento microbiano (a), como suas as fases, ¢ também o comportamento
obtido durante os ensaios de respirometria realizados (b). Observa-se que as
determinagdes respirométricas foram feitas com medidas de diferentes
pardmetros, mL O, em (a) e pmot L' de CO; em {(b), e mesmo-assim tem-se .0
mesmo. comportamento em ambas as determinagSes. Esta concordincia ocorre
devido & estequiometria da reacfio envolvida, onde o consumo de Q: pelo

microrganismeos. ¢ diretamente proporcional a producgiio..de CO, durante -0
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processo de respiragldo dos mesmos (ver Equagdio 5.5). Note-se a concordincia

existente entre as fases destacadas:

#» 1)fase lag, onde  ocorre adaptagio dos microrganismos. ao substrato

adicionado;
»>. 2)fase log, na qual o crescimento.dos microrganismos € maximo, ¢
» 6) fase enddgena, onde os microrganismos estdo sob dieta de inanigio.
As fases, 3)-e 5), primeira e segunda parada (“first” e “second break?),

respectivamente, nfo sido verificadas devido ao fato do substrato adicionado ao

solo ndo ser uma mistura de componentes, e sim apenas uma substincia: glicese.






6. Conclusées ¢ Recomendacdes

A pesquisa desenvolvida neste projeto de mestrado ¢é de grande utilidade,
devido a importidncia dos ensaios de respirometria na avaliagio da biodegradacio
de compestos orginices adicionados-ae-solo. Fate este comprovado pela analise

I

de todos os dados apresentados até entiio.

Assim, os resultados aqui apresentados comprovam a possibilidade de se
quantificar o CO; biodegradado, (CO3)p, através do sistema FIA. Para is"go
utilizou-se glicose como composto-erginico. Logo, foi possivel estabelecer uma
correlagdo entre tal analise com os resultados obtidos por meio de titulagio,

sendo sido necessario.-a-normalizagio da-curva obtida por um fator 2.

Para que o sistema respondesse adequadamente a solugdo analisada, uma
vez que notou-se uma alteragdo no solvente utilizado, fol necessario estabelecer
a correcdo de alguns parimetros, sendo estes: :

» diluigdo a ser utilizada: propergio- 1:10,

» analises sem adicdo de cloreto de bario (contrariando o procedimento do
Projeto de nerma adotado),.

» concentragio do fluxo carregador: H,SO4 0,4 mol L+,

» distdncia entre o injetor e a cela de difusdo: 20 cm,

» preparo das solugdes utilizadas na obteng¢io da curva de calibragio para cada
dia de analise, ¢ ’

» purificagdo da soluclo estoque . de KOH quando necessario-



Conclusdes e Recomendagdes 89

As vantagens apresentadas pelo sistema utilizado foram:
» possibilidade de se refazer a medida no caso de davidas, pois n3o ha
destruigdo completa da amostra (apenas.uma aliquota da solugio a ser testada, foi
diluida); |
» dados altamente reprodutiveis;
» alta frequéncia analitica (40 amostras / hora); e

» resultados compativeis com o esperado..

Diante destas conclusdes, recomenda-se

»> estudos para a melhor purifica¢io da solugio de KOH. utilizado no interior do
respirdmetro, garantindo com isso uma melhor determinacio da espécie de
interesse (o CO: produzido pela respiragio dos microrganismos. presentes., no

solo), utilizando o sistema FIA aqui otimizado; J

» ensaios-de respirometria comparando o NaOH ¢ KOH;

» ensaios de respirometria para novas substincias quimicas, onde a monitoragédo

do CO: seja feita utilizando o sistema FIA estudado neste trabalho,

» estudos onde as determinagdes do CO, produzido pela respiragdo seja
realizado para a espécie de interesse na fase gasosa utilizando um . sistema FI{&
Para tanto deve-se otimizar o sistema utilizado para tais determinagdes. Os
resultados devem ser comparades com. os. obtidos nas analises onde o (S187)
produzido € absorvido por uma solugfio alcalina (método adotado no Projeto cfe
Norma ABNT).
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Abstract

Andreo, Ana Paula. Assays of Respirometry: Monitoring of CO; through FIA
System with Condutometric Detection. Campinas, Faculdade de Engenharia

Civil, Universidade Estadual de Campinas, 1999. 104 page. Master Dissertation.

Respirometry is a technique frequently used for the determination of
biodegradation of residues that are mixed to the soil, through the action
of microorganisms present in it. The respirometer normally used is the
Bartha and Pramer, in which the CO; produced.during the process.is
determined through acid-base volumetric analysis (conventional). Tﬁe
present. work-had as.an objective the determination of the biodegraded
CO2, (CO3)p, through the Flow Injection Analysis (FIA) with
condutometric detection, .a respected technique whose characteristics are
precision, sensibility and shot response time. For this, the study of
operation parameters of the FIA system used was made necessary. Assay
of respirometry were done following the Project of Norm
01:603.06-007/1993 of ABNT, with the determination of {€CO2)y through
volumetric analysis and FIA system. The results obtained are véry
satisfactory. It was possible to identify that the obtained curves present
the same behavior as expected in theory, allowing the identification of

the phase of microbiological growth.

Keywords: Respirometry, Flow Injection Analysis (FIA), biedegraded CO;



Apéndice A — Preparo das solucdes utilizadas

Neste apéndice se encontra a descricio do modo de preparagdo das

solugdes necessérias-para a realizacio dos ensaios propostos.

a. Preparagio de solugfo padrio de carbonato de sddio: o sal deve ser aquecido

por periode de tempo entre 30 e 45 minutes com temperatura entre 260.e 270 °C
e ser resfriado em um dessecador. Atencio para que a temperatura nio ultrapasse
270 °C, pois pode ocorrer perda de CO; acima desta. Com o sal }& frio, preparar

a solugdo com a concentragio desejada (padrdo primario) (Baccan et al, 1979).

b. Calibragio de pipetas volumétricas: 3 erlenmeyers, para cada pipeta

volumétrica, devem ser secos em estufa com temperatura de 100°C por
aproximadamente 45 minutos. e resfriades em dessecador. Enquanto isse, um
frasco contento dgua deve ser colocado na sala onde a aferigio sera realizada,
para gue €sta atinja a temperatura ambiente. Um termdmetro deve ser usado para
determinar a temperatura que a 4gua se encontra durante a realizagio da medida.
Deve-se anotar a massa deo erlenmeyer vazio; completar a pipeta a ser calibrada
com a agua ja em equilibrio com o ambiente e ajustar seu nivel (menisco), deixar
seu-conteudo escoar no erlenmeyer cuja massa j& foi anotada, e verificar a neva

massa obtida, agora com o erlenmeyer contendo agua. Por diferenca das massas e



Apéndice 101

sabendo a densidade da 4gua naquela temperatura, ¢ possivel determinar o

volume da pipeta de interesse, segundo a equagio b.1 (Baccan et al, 1979).

m:.‘ " mv
sz'pe!a = —6}"1'1::5"” (b},)

T/°¢

onde:m, = massa do-erlenmeyer cheio, m, = massa-do erlenmeyer vazio,
d3ie = densidade da dgua na temperatura T em °C,
T/°C = temperatura marcada pelo termdmetro utilizado, em °C.

c. Preparagdo de solugdo de 4cido cloridrico 0,2 M: para preparar 1 L de HC1
0,2 mol L7, serio necessarios 16,7 mL de 4cido cloridrico concentrado
(12 mol L"), para a determinagdo da quantidade de CO, através de titulagio
4cido-base, seguindo o procedimento do Projeto de Norma 01:603.06-007/1993
da ABNT. |

-d. Padronizag3o da solucio de HC! 0.2 mol L' Peve-se obter uma massa de

aproximadamente. 0,4 + 0,0001 g de Na;COj3 anidro, e em seguida adicionar entre
50 ¢ 75 mL de agua , além de 2 gotas de vermelho de metila, que sera usado
como indicador, desde que o COz que exista em solucio seja eliminado, por
ebuligdo, proximo ao ponto final da titulagio. Quando tem-se elevadas
concentragdes de COy, este indicador fornece uma.coloragio vermelha, como as
produzidas durante as titulagdes com carbonato, acarretando erro fa
determinacde do fim da analise. Desta forma, a solug¢io, quando mudar de cor,
deve ser aquecida, permanecendo em ebulicio durante 2 minutos, e assim
eliminar o €O;. A cor original do indicador retornara. Resfrie a solugdo em agua
corrente. Repita o processo até que a cor nio mude mais durante a fervura

(geralmente s3o necessarias duas fervuras). Deve-se tomar cuidado para ndo



haver perda de liquido durante a ebuli¢@o. O calculo da concentragdo obtida para

o acido recem padronizado se processa da seguinte forma (Baccan et al, 1979):

Na,CO, +2HCl ———>2NaCl + CO, + H,O «.1)
_ mNa:C’O;
MoV e = VM (d.2)

NayCO,

2y =N cos?

onde : ny, =nGmero de mols.de acide cloridrico,

n .. =nimero de mols de carbonato,
3

M = molaridade do &cido cloridrico,
Ve = volume gasto de acido cloridrico,
My, oo, =massa de carbonatode sodio,

MM, o, =massa molecular do carbonato de sédio.

e. Preparacio de solucio de acido sulfurico 0.2 mol L'; para se preparar 1 L

desta solugdo, serdo necessarios 11 mL de H.S0O4 concentrado, que sera utilizado
como. fluxo. carregador no sistema FIA na determinagio de CO; na fase aquosa
(Baccan et al, 1979).

f. Preparacio de solu¢cSes padrdes de carbonato de sodio em varias.concentragdes

a partir da diluigio da solug¢io padrio recém preparada, utilizando as pipetas
volumétricas e baldes volumétricos calibrados. O solvente utilizado serd

hidroxido de potassio 0,40 mol L.
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. Preparacio da solugfo de hidroxido de potassio 0.40 mol L' para se pre arar
g p prep;

1 L desta solugdo, serd necessario 22,4 + 0,01 g de KOH, que sera utilizada
como solvente das solu¢des padrio de carbonato de sédio, além de ser utilizado
durante os ensaios de respirometria com .a. finalidade de absorver. o CO;
produzido durante o processo de respira¢dio dos microrganismos do solo. Manter
em recipiente plastico, com filtro de ascarita. ou cal sodada. Esta solugdo deve

ser padronizada cada vez que for utilizada (Baccan et al, 1979).

h. Padronizaciio da solucio de KOH 0.4 mol L' Deve-se-titular 100 mL de

solucdo de ftalato de potassio 0,2 mol L' com a.solucio de KOH que se desegja
padronizar, utilizando vermelho de metila como indicador. A mudanca ’&e
coloragdo vai do vermelho. para amarelo. O calculo da concentragio-obtida para a
solu¢do de KOH recém padronizado se processa da seguinte forma (Baccan et al,
1979):

KOH +C,H COOK COOH —C H ,COOK.COOK +H,0

(h.1)
MiorVior =M paao? pataso (h.2)
Pron =M pajars (h.3)

onde : n.., = nimero de mols de hidréxido de potassio,
0 gamo = BUMero.de mols de ftalato de potassio,
My = molaridade do hidréoxido de potassio,
Vion =volume gasto de hidréxido de potassio,
M. = molaridade do ftalato de potéssi_o;
Vo = Volume gasto de flalato de potassio.
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i. . Preparacio de solucio padrio de ftalato de: potassio 0.2 mol L} o sal deve ser

aquecido em estufa por periedo de tempeo de 30 minutos com temperatura entre
110 e 120 °C e ser resfriado em um dessecador. Com o sal ja frio, pesar
(40,860 + 0,0001) g ©para preparar 1 L da solucfio desejada. Guardar em

recipiente de vidro (Baeccan et al, 1979).

j. Preparacdio de solugdo de cloreto de bario 0.5 mol L' para se preparar
100 mL desta solucdo sera necessario 12,22 = 0,01 g deste sal. Esta solugdo tem
a fun¢do de precipitar o carbonato, na forma de carbonato de bario presente no
meio que sera titulado na determinagio volumétrica adotada pelo Projeto de

Nerma 01:603 .06-007/1993 da ABNT. -



