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RESUMO

Farah, Carolina Rittes Turato. Teste de toxicidade aguda: monitorago da respiragio da bacténa
Klebsiello oxytoca usando um sistema FlA/condutométrico. Campinas, Faculdade de Engenharia

Civil, Universidade Estadual de Campinas, 2001, 86 p. Dissertaciio de Mestrado.

A caracterizagio fisica € quimica de uma substdncia ou mesmo de uma mistura de
substéncias € muito importante, porém ndo fornece o potencial toxico. A utilizagio de
€Nsalos COm Organismos, ou seja, a aplicagdo de testes de toxicidade, pode suprir esta
limitag@o. As bacténas Klebsiella oxytoca e E. coli foram utilizadas como organismos-
teste em testes de toxicidade, sendo esta Ultima utilizada para fins de comparagiio. A
estimulago/inibicho do crescimento bacteriano foi quantificada pela medida da sua
respiragdo, ou seja, do CO, produzido;, que foi medido pelo sistema de analise por
injecio em fluxo (FIA), caracterizado por ser um método simples, que utiliza pequenos
volumes de amostra, sensivel e rdpido na determinago. As bactérias foram expostas ao
antibidtico tetraciclina, aos metais pesados Hg™, Cd" e Cu*™ e a 2 detergentes
hospitalares. Os resultados foram expressos em termos de ECy e tempo de duplicagéo
(ip). A Klebsiella oxytoca apresentou-se mais resistente do que a £. coli. A sensibilidade

2+

encontrada pela Klebsiella oxytoca aos metais foi Hg'™>Cd”>Cu™" ¢ pela E. coli,
Hg*>Cu*™>Cd*". Conclui-se que existe uma diferenga na sensibilidade entre os

organismos do mesmo nivel tréfico e a necessidade da bateria de ensaios.

Palavras Chaves: Toxicidade aguda, Klebsiella oxyioca, Escherichia coli, F1A, metais pesados.



1 INTRODUCAO

O homem, para melhorar ¢ seu bem estar, tem utilizado os recursos do ambiente em que
vive. Porém, nem sempre os utiliza corretamente, assim contribuindo, as vezes at¢ para sua
destruig8o. O crescimento demografico juntamente com os processos de produgfo, onde
matérias-primas séo transformadas em uma multiplicidade de produtos, so um dos motivos da

contaminacio ambiental (BARRETTO, 1999).

Face aos problemas trazidos com a industnalizag8o, métodos analiticos fisicos ¢
quimicos foram desenvolvidos para a caracterizago de seus produtos e também dos efluentes
gerados por eles, ja que de alguma forma serdo descartados no ambiente. A caracterizagfo fisica e

guimica ¢ muito importante, porém néo fomece o potencial t0xico, ou seja, a sua toxicidade.

A toxicidade € uma resposta biologica (FERNANDEZ-ALBA et alii, 2001), ou seja, é a
resposta de um organismo a um agente estressante. Os testes de toxicidade utilizam organismos
para identificar a concentragio que lhe € nociva e, assim poder estimar a concentracio segura

{NIPPER, 2000), ou a qual nfo ¢ deletéria ao organismo em questio.

No sécule XVI, ja dizia o alguimista ¢ fisico Theophrastus Phillippus Aureolus
Bombastus von Hohenheim que "Todas as substincias s3o venenosas. Nio ha nada que nfo seja
venenoso. A dose € o que diferencia um veneno de um remédio”. O necessario € a identificagio ¢

o confrole de substincias toxicas em quantidades toxicas (NIPPER, 2000).

Existem varios sistemas de avaliacdo da toxicidade e, basicamente 2 tipos de testes, o

agudo € o cromco. U que os diferencia € o perfodo de exposiciio do organismo ao agente t6xico,



sendo curto para o teste agudo ¢ longo, para o crdnico; ¢, portanto, fornecendo respostas rapidas

e, demoradas.

OUs ensaios toxicoldgicos podem ser usados para fornecer a toxicidade de compostos
quimicos gue pretendem ser langados no mercado, para se saber o provavel efeito gue efluentes,
em geral, vio causar ao serem lancados no ambiente, para avaliar a qualidade de 4dguas
superficiais, e para verificar a eficiéncia e monitorar a qualidade do sistema de tratamento de
efluentes (REGINATTO, 1998). Nestes tltimos exemplos citados, a avaliagdo da toxicidade € um
pardmetro importante pois fornece uma resposta completa considerando todos os constituintes de

um efluente, com seus efeitos sinérgicos ¢ antagdnicos.

Os organismos comumente utilizados em testes de toxicidade que contribuem para uma
avaliagio ¢ caracterizagfo dos efeitos agudos e cronicos dos agentes t0xicos, so: bactérias, algas,
moluscos, crustaceos, poliquetos e peixes. A resposta de apenas um teste ¢ insuficiente para se
estimar a concentragfio segura desses agentes toxicos, pois a sensibilidade entre as espécies de
organismos de um determinado ecossisiema ao agente toxico € muito diferente, portanto €
recomendavel empregar simultancamente no minimo 3 espécies de diferentes niveis da cadeia

alimentar, a fim de se obter a toxicidade adequada (NIPPER, 2000).

Na Dinamarca, EUA ¢ Suécia, segundo PEDERSEN e PETERSEN (1996), € obrigatdria
a avaliagio toxicologica utilizando ensaios de toxicidade com varios organismos de diferentes
niveis troficos; tanto da substancia quimica individual como da mistura delas, para a descarga do
efluente industrial em aguas superficiais. No Estado de S&o Paulo a partir da Resolugio SMA-3
de 22/02/2000 que aprova a necessidade do controle ecotoxicoldgico de efluentes liguidos,
comecou a se exigir estudos de toxicidade de efluente industrial, considerando no minimo 3

organismos aquaticos, assim incluindo mais um item ao artige 18 da Lei n. 997 de 31/03/1976.

Com o intuito de colaborar com mais uma espécie para a realizagfio de festes de
toxicidade, este trabalho tem como finahidade propor um teste de toxicidade aguda com a baciéria

Klebsiella oxytoca, monitorando-se a variacdo na concentragdo de CO, na suspensdo bacteriana,



fruto do processo de respiragio dos microrgamismos, utilizando-se um  sistema
FlA/condutométrico.

Dentre todos os processos bioguimicos que acontecem no interior das células/bactérias,
provavelmente a respiragfo € um dos mais significativos como controle de crescimento da cultura
microbiana. A monitoracio desse pardmetro, ou seja, a produclo de didxido de carbono (CO,),
fornece de maneira precisa se estd havendo o desenvolvimento microbioldgico. Diferentemente,
quando realizado pelo método mais usunal, onde ¢ monitorada a turbidez do meic de cultura, ¢

conseqiientemente sio computados tanto as células/microrganismos vivos quanto 0s mortos.

Dentre os vérios metodos analiticos para determinacio do didxido de carbone em meio
aquoso 0s mais imporiantes sdo: via alcalinidade, por armraste apés acidificagfo da amostra,
manomeiricamente, utilizando-se eletrodo ion-sensivel, denfre outros. No entanto, em trabalhos
envolvendo monitoracdo de crescimento bacteriano € importanie a utilizagfo de um método
simples, que utiliza pequeno volume de amostra e que seja rapido, o que vem ac encontro do

sistema de Analise por Injeciio em Fluxo (FIA) (GUIMARAES, 1990).

Segundo GIMENEZ (1994), o teste de toxicidade utilizado no presente trabalho possui
vantagens com relagio ao tempo de ensaio, custo e microrganismos passiveis de serem avaliados.
A autora conclui que "este procedimento pode substituir 0s procedimentos classicos de ensaios de
sensibilidade a antibidticos, bem como os métodos freqientemente usados para avaliagiio do

potencial toxico de desinfetantes de uso doméstico, hospitalar ¢ industnial.”

Lad



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisfo bibliografica estd dividida em tr€s partes, conforme os assuntos de interesse:

Klebsiella e Escherichia coli, teste de foxicidade e andlise por injecio em fluxo (FIA).

3.1 Klebsiella ¢ Escherichia coli

Como este trabalho € uma proposta de um teste de toxicidade aguda usando a bactéria
Klebsiella oxytoca ¢ um sistema FlA/condutométrico como ferramenta de monitoragio,
semelhante aquele utilizado com a bactéria E. coli & desenvolvido por GUIMARAES (1990), um
levantamento sobre as caracieristicas € analogias entre estas bactérias, assim como 2 revisdo de

alguns termos, fol considerado necessario.

Na literatura relativa & area ambiental ndo se encontra disponivel muita informacéo
sobre a bactéria Klebsiella, diferentemente da drea médica; e dentre as suas vanias espeécies, K.

pneumoniae, K. ozaenae, K. rhinoscleromatis, K. oxyfoca, a primeira citada ¢ a mais explorada;

diferentemente da bactéria E. coli, que € largamente estudada.

Na tabela 3.1 ¢ apresentada de uma forma sintetizada algumas caracteristicas das

bactérias E. coli e K. pneumoniae (Klebsiella pneumoniae). Quando possivel, foram descritas

caracteristicas das outras espécies de Klebsiella.



2 OBJETIVOS

Os objetivos estio divididos em gerais ¢ especificos.

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo tern como meta principal a proposta de um teste de toxicidade aguda
com a bactéria Kiebsiella oxytoca, monitorando-se o processo de sua respiracdo, utilizando-se um

sistema FLA/Condutométrico.

2.2 Obietivos Especificos

Os objetivos especificos estdo dispostos em itens:
s confec¢lo e montagem do sistema FIA com detecgfio condutométrica;
o otimizaclo do sistema FIA;
e escolha de uma linhagem de Kiebsiella sp;
e otimizaco do meio de cultura em relagdo 2 fonte de carbono;
s calculos do tp (fempeo de duplicagdo) das culturas;
e calculos de ECs {concentracdo efetiva) e,

e comparacio entre Klebsielia oxytoca e E. coli.



Os géneros Escherichia e Klebsiella pertencem ac grupo coliforme da Familia das
Enterobacteriacea. Coliforme ¢ definido pelo APHA/AWWA/WEF (1995) como bactérias com
caracteristicas gram-negativas, nfo esporuladas, aserébias facultativas, que fermentam lactose
com a produclo de gas, dentro de 48 horas, quando incubada & 35 °C, produzindo colbmias

vermeihas com brilho metalico dentro de 24 horas sobre meio tipo Endo, contendo lactose.

TABELA 3.1: Algumas caracteristias das bactérias Z. coli ¢ K. prneumoniae.

Caracteristicas Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
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A Klebsiella sp perience ao grupo coliforme total, porém alguns ensaios microbiolégicos
podem positivar para testes de coliforme fecal e, a espécie de Klebsiella idenmtificada ¢ 2
preumoniae. Isto ocorre porque de 30 a 40% da populagic normal de coliformes das fezes de
humanos ou de amimais de sangue quente sfo compostas de Klebsiella (APHA/AWWA/WEF,
1992). Esta bactéria € patogénica oportunista que pode dar origem a varios tipos de infecgbes no
homem, como pneumonia e infecgbes urinaria (MENSA er alii, 1994). A E. coli pertence ao
grupo coliforme fecal e a probabilidade de incidéncia no intesting grosso humano € 100% (para a
Klebsiella, 40-80%), sendo portanto, considerada indicadora especifica de contaminacgfo fecal ¢

de possivel presenga de enteropatogénicos (AWWA/APHA/WEF, 1995).

No trabatho de GAUTHIER e ARCHIBALD {(2001) as bacténias coliformes Klebsielia
spp, E. coli, Enterobacter spp e Citrobacter spp, foram identificadas no sistema de tratamento de
efluentes de 7 fabricas de papel do Canadé, sendo as espécies de Klebsielia as predominantes. No
estudo se contesta os testes para determinacfio de coliformes fecais do AWWA/APHA/WEF

(1998), pois os mesmos positivam ndo apenas para os coliformes fecais, mas também para

organismos termotolerantes.

A Klebsiella sp, largamente distribuida na natureza, pode ser encontrada no solo
promovendo fixacHo bioldgica de nitrogénio (K. pneumonige), na agua, na vegetagdo € no
intestino grosso humano, também aparecendo em ambientes com alta concentragio de nutrientes
e, sendo predominantes nos efluentes de indastrias de papel, industrias téxteis ¢ de usinas de
agtcar (AWWA/APHA/WEF, 1995). No trabatho de SUGIHARA, YOSHIMURA, MORI ef alii

(2000) da revista "Inmunopharmacology” , caracteriza-se a Klebsiella oxytoca como sendo uma

bactéria do solo.

O fato de algumas baciérias gram-negativas apresentarem alio teor de lipideos na
composicio da parede celular e/ou serem capsuladas, confere fatores de viruléncia ou
patogenicidade (PELCZAR, REID e CHAN, 1980). A Klebsiella sp, devido a sua cdpsula
polissacaridea, apresenta estrutura resistente aos desinfetantes e aguas sanitdmas, podendo

reaparecer em grande escala nos sisiemas de distribuigfio de agua (AWWA/APHA/WEF, 1995}



Hstas bacténias pertencem a0 grupo quimiorganotrofico, ou seja, dependem da oxidagso
de compostos quimicos em vez de uma fonte de luz (fototréficos) e necessitam de composto
orginico como fonte de carbono (heterotrsfico), no hugar do CO, atmosférico (litotréfico). Tanto
2 E. coli como a Klebsiella nio possuem exigéneias nuiritivas especiais. A E. coli, cresce
facilmente em meio de cultura simples, enguanto para a Klebsiello pode ser usado citrafo e
glicose como unica fonte de carbono, € a amdnia como fonte de nitrogénio. Para ambas, a glicose

¢ fermentada com produgdo de acido e gas (PELCZAR, REID e CHAN, 1980).
Na tabela 3.2 ¢ apresentado um meio de cultura para bactérias quimiorganotroficas. A
mesma tabela contida em outra referéncia dos mesmos autores (PELCZAR, CHAN e KRIEG,

1996), esta como meio especifico parz o cultivo da £ cofi (PELCZAR REID ¢ CHAN, 1980).

TABELA 3.2: Meio quimicamente definido para uma bactéria heterotrofica

Ingredientes Funcio Quantidade

Glicose Fonte de energia e de g
Carbono

NHH, PO, Fonte de nitrogénio, 5g

tampdo € ions essenciais

K,HPO, Tampio ¢ {ons essenciais lg
NaCl fons essenciais 5g
MgS0,. TH,O fons essenciais 02¢
Agua Solvente 1000 mL

Fonte: PELCZAR, CHAN e KRIEG, 1996

A reproducio da maioria das bactérias € a fissdo binaria: uma célula se divide formando
duas ¢ assim sucessivamente, portanto, tendo um crescimento populacional em progressdo
geométrica, Tempo de gerac8o ou tempo de duplicagio é o nome dado ao tempo necessario para

que a populagdo duplique. Este tempo nfio ¢ o mesmo para todas as bactérias ¢ depende da



composi¢do do meio e das condigdes fisicas de incubacgfo. "As bactérias sfo capazes de crescer
numa faixa ampla de condigdes fisicas, podendo utilizar alimentos muito diferentes, mas seu
crescimento Otimo requer condicdes especificas para uma dada espécie. Sob condigdes otimas,
pode-se facilmente determinar o tempo de geragfo de uma cultura bacteriana € analisar seu
crescimento com O emprego de algumas expressdes matematicas" (PELCZAR, REID e CHAN,
1980).

E exemplificado, na figura 3.1, o comportamento do crescimento de uma mesma
bactéria inoculada em meios com composi¢cdes diferentes. Pode-se deduzir que as baciénas
podem crescer nos dois meios. No tempo A, conclui-se que o meio II € mais eficiente, no tempo
B, os meios revelam-se ser semelhantes e no tempo C, o meio I € mais eficiente. A escolha entre
0s meios estard em funcdo do interesse na obtencfio de um crescimento rapido - meio I, ou, no

rendimento celular - meio I (PELCZAR, REID e CHAN, 1980).

A curva de crescimento de uma cultura bacteriana em um sistema fechado ocorre em 4
fases bem distintas e, esta representada na figura 3.2 (PELCZAR, REID ¢ CHAN, 1980).
1. Fase lag: corresponde ao periodo inicial. Ndo hd aumento no niimero de bactérias viaveis,
mas uma adaptacfo ao meio. Neste periodo as células aumentam de tamanho e ficam prontas
para a divisdo.

2. Fase Logaritmica ou Exponencial: corresponde ao periodo de crescimento rapido € maximo

no numero de bactérias viaveis.

3. Fase Estaciondria: corresponde ao periodo onde o numero de bactérias viaveis permanece
constante. Ha um equilibrio entre o ritmo de reproducdo e o ritmo de morte. Motivo:
esgotamento de nutrientes essenciais e acimulo de produtos metabdlicos téxicos.

4. Fase de Declinio ou Morte: corresponde ao periodo em que o nimero de bactérias viaveis

decresce geometricamente (inverso da fase log). Ocorrem mais mortes do que produgdo.
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FIGURA 3.1: Resposta hipotética de crescimento de uma mesma bactéria em dois

meios de composicio diferente
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FIGURA 3.2: Curva de crescimento bacteriano tipico

Existem varios métodos para avaliar o crescimento bacteriano. A tabela 3.3, enumera
alguns deles, apresentando a unidade ao qual ele € expresso e ainda as suas vantagens e

limitacdes.
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TABELA 3.3: Resumo de alguns métodos para medida do crescimento bacteriano

Meétodo Unidade do crescimento Vantagens e limita¢des

Confsgempiicrosconica . Celimt | Ousiificecandeciilas

. vzavezs e martas

Quantlﬁcag:ao de celulas |

viaveis € mortas

Membrana filtrante ~ Unidades formadorasde ~~ Quantificagdio da populagdo

coldénia/mL ou g viavel

Con’kteﬁdyoydke ynyi‘tf'dgekni‘o mgdeN/mL R Apliéévéyl"ek‘i Ve'skpécieksa livres de
qualquer fonte de nitrogénio

~ mgdecélulas/mlL

Massaseca S ""fjAphcavel somente a

spe 'sées celulares multo

Prodﬁtos metabohcos | Quantldade yde"p‘rfoduytb/mL o Multo empregada em iestes de

(medida indireta) toxicidade

Fonte: Montada a partir de PELCZAR, CHAN e KRIEG (1996) e PELCZAR, REID ¢ CHAN
(1980) e modificada.

3.2 Teste de Toxicidade

Testes de toxicidade sdo baseados no uso de material vivo para definir a natureza e o

grau de efeitos nocivos produzido por um simples agente téxico ou por uma mistura de agentes
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toxicos. Nesse tipo de ensaio, certos organismos selecionados s@io usualmente expostos a um
potencial contaminante por um certo periodo de tempo. Procura-se assim determinar o LCs
(concentrag@o letal), a qual € a concentracfio da substéncia téxica que causa a morte de 50% dos
organismos expostos num determinado tempo. Os testes de toxicidade também podem ser feitos
para se determinar ECsp (concentragfo efetiva) a qual difere de LCso por permitir que se avalie
inimeros parametros tais como a imobilidade, a taxa de respiragéo, a alimentagio, a contagem de

células do sangue, as taxas de reproducio e de crescimento, dentre outros (GUIMARAES, 1990).

Os testes de toxicidade s@o categorizados por subdivisdes baseadas na duragéo do teste,
isto é, sobre o periodo de exposi¢do ou sobre o periodo de observagio, se ambos diferirem. Os

dois mais utilizados compreendem a exposi¢io cronica ¢ a exposicio aguda (GUIMARAES,
1990).

Toxicidade crénica € aquela resultante da exposi¢io por um periodo de tempo muito

longo, pelo menos algumas semanas de duragfo, geralmente numa significativa proporgdo do
tempo de vida do organismo (GUIMARAES e JARDIM, 1996).

A toxicidade aguda de uma substincia num ambiente aquatico € normalmente expressa
como a concentragdo da substidncia na agua a qual produz um efeito nocivo em 50% dos

organismos num curto periodo de exposigdo (GUIMARAES e JARDIM, 1996).

Os organismos comumente utilizados nos testes de toxicidade sdo: bactérias (BITTON e
DUTKA, 1986), algas (REGINATTO, 1998), fitopldncton (MUNAWAR ¢ MUNAWAR, 1987),
plantas aquaticas, protozoarios, corais, anelideos, moluscos, microcrustaceos € macrocrustaceos,

insetos aquaticos (McKEE, 1980), peixes entre outros.

Entre os testes com bacténas, tem-se:

a) pH de inibicdo: o método consiste em se observar e correlacionar o crescimento da

bactéria K. prneumoniae com a variagéo do pH do meio, que aumenta constantemente
(ISHII e YOSHIKAWA, 1993);
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b) ATP: o efeito inibitorio sobre a adenosina trifosfato via determinagio da produgéo
de luz resultante da transformag8o da luciferase 3 luciferina (KENNICCUTT, 1980);

¢) Luminescéncia: a reducfio da luminescéncia emitida naturalmente pela bactéria,

Photobacterium phosphoreum, atualmente denominada de Vibrio fisheri, quando
em contato com um agente toxico, pela inibicdo da enzima luciferase (COLEMAN
¢ QURESHI, 1985);

d) Respiracfo: inibigdio da concentragdo de CO, produzida pela E. coli através de
medida potenciométrica (DOWARD e BARISAS, 1984) ou FIA/Condutométrico
(GUIMARAES, 1990); ou pela medida do oxigénio dissolvido em um meio
enriquecido com cultura nitrificante, na presenga de concentragdes conhecidas do
ion amoénio (GERNAEY er alii, 1997); e,

€) entre outros.

A atividade bioquimica de alguns ecossistemas microbianos pode ser avaliada pela
producio do CO, resultante da respiragdo. A inibicdo ou estimulago, causada quando o
microrganismo estd em contato com algum agente potencialmente tdxico pode alterar a

concentragdo do CO; produzido. A monitoracio do CO; pode ser usada como um pardmetro em

teste de toxicidade.

GUIMARAES (1990) monitorou a inibigio do processo de respiragiio da bactéria E. coli
quando na presenca de substdncias potencialmente tdxicas, como: alguns tipos de sedimentos,
metais (cobre, cadmio, niquel € merctrio), efluentes industriais ¢ lodo de estagdo de tratamento
eletrolitico de esgoto hospitalar. GUIMARAES (1993) usou 0 mesmo método para verificar os
efeitos sinérgicos € antagbnicos entre os componentes de combustivel automotivo (metanol,
etanol e gasolina) testando os componentes individualmente e depois conjuntamente. Esta especie
¢ de facil cultivo em laboratdério e mostra uma alta produgdo de CO,. JARDIM, MORAES ¢
TAKIYAMA (1997) usaram o mesmo método para avaliar se na fotodegradagdo de compostos
aromaticos clorados, as espécies formadas durante o processo eram mais ou menos toxicas que as

de origem.
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Os testes de toxicidade sfo realizados para avaliar os efeitos causados sobre a biota por
uma substincia ou pela combinac¢do de vérias substincias. Algumas substincias podem nfo ser
toxicas a algumas espécies, mas as mesmas estarfio sujeitas a esta toxicidade através da cadeia
alimentar (AWWA/APHA/WEF, 1995). O efeito tdxico de uma substéncia sobre um organismo
de determinada espécie nfo pode ser extrapolado para outras espécies. Para a avaliagdo mais
adequada recomenda-se o uso de uma bateria de ensaios com organismos representantes de

diferentes niveis da cadeia alimentar (REGINATTO, 1998; GIMENEZ, 1994).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando uma bateria de testes de toxicidade

com organismos de diferentes niveis tréficos no intuito de se verificar a variag8o de sensibilidade

entre OS Organismos te a diferentes agentes t0xicos.

Como exemplo da sensibilidade entre organismos de diferentes espécies frente ao
mesmo agente estressante, no trabalho de PAWLOWSKY er alii (1998) foram realizados testes
de toxicidade aguda com quatro organismos aquaticos de niveis diferentes na cadeia alimentar:
microcrustaceo (Daphnia magna), alga (Scenedesmus subspicatus), bactéria (Photobacterium
phosphoreum) e peixe (Brachydanio rerio), para avaliar a toxicidade de um efluente de uma
indastria de producdo de pesticidas. Dos organismos mais sensiveis para 0 menos sensiveis ao

teste, foram: alga, microcrustaceo, peixe e bactéria.

No trabalho de PEDERSEN e PETERSEN (1996) verificou-se a toxicidade conjunta, ou
seja, avaliou-se os efeitos toxicos de 2 substdncias quimicas individuais € a composicédo de 5, 10,
15 e 20 substidncias quimicas, pois numa mistura, qualquer substancia podera contribuir mais ou
menos para a toxicidade, classificando-se em toxicidade antagbnica, se esta diminuir, sinérgica,
se aumentar, ou aditiva, se somar. Para esta pesquisa foram utilizados 5 organismos: alga verde
(Rhaphidocellis subcapitata), microcrustaceo (Daphnia magna), peixe (Brachydanio rerio),

macroéfito (Lemna minor) e bactéria (Vibrio fisheri).

A toxicidade aguda de S5 pesticidas foi determinada, tanto individualmente, como na
mistura, usando a resposta de 3 organismos, a bactéria Vibrio fisheri, o invertebrado aquético

Daphnia magna € 0 ensaio "MitoScan®. Efeitos sinérgicos e antagbnicos foram observados entre
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a mistura € o pesticida puro. A Daphnia foi a mais sensivel € a mais capaz de detectar as
interacdes na mistura (FERNANDEZ ALBA et alii, 2001).

No trabalho de TISLER e ZAGORC-KONCAN (1999), ¢ apontada a importancia da
medida da toxicidade do efluente com varios organismos, ao lado de determinagGes quimicas. Em
seu estudo, 3 amostras compostas de efluentes foram testadas com 2 diferentes espécies de
organismos, Daphnia magna ¢ Vibrio fisheri, € a comparacdo entre as analises quimicas €
toxicologicas foram as ferramentas para comprovar a principal causa do efeito téxico inerente a

apenas um Organismo.

A especiagdo quimica € fator que deve ser considerado quando se analisa metais em
testes de toxicidade, porque a parte biodisponivel ou aquela que se encontra disponivel para ser
assimilada pelos seres vivos depende das formas fisico-quimica em que o metal estd distribuido.
Desta forma, a concentragdo total de um metal fornece pouca informagfio sobre a sua

biodisponibilidade e conseqiientemente sobre sua toxicidade (ALLEN e HASEN, 1996).

A definigdo de especiagiio de um elemento, recomendada pela IUPAC, € a distribuigéo
do mesmo entre as espécies quimicas no sistema em estudo. Através da analise de especiagdo
quimica determina-se a atividade do elemento no sistema € a concentragdo de uma ou mais

espécies quimicas na amostra (TEMPLETON et alii, 2000).

Estudos (BARRETTO, 1994, SILVA, 1996) evidenciam que se deve considerar a
especiacfo do metal para se avaliar o seu verdadeiro impacto em um determinado compartimento
do ecossistema, ou seja, saber em quais formas quimicas este esta presente no sistema, uma vez
que a reatividade bioldgica dos metais estd mais relacionada com a atividade do ion livre do que

com as formas complexadas.
Um dos resultados mais graves da persisténcia dos metais € a sua ampliagfo biolégica na

cadeia tréfica. Como conseqiiéncia deste processo, os niveis de metais nos niveis superiores da

cadeia podem alcancar ordens de magnitude superiores aos que se encontram no ar ou na agua.
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Eles podem fazer com que muitas plantas ou animais cheguem a constituir um perigo para a

saude ao se utiliza-los como alimento (Stocker & Seager, 1981 apud BARRETTO, 1994).

3.3 Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

A automacgdo e/ou mecanizaclo de processos em quimica analitica estd diretamente
relacionada com as demandas da sociedade moderna. O desenvolvimento de novos produtos na
industria quimica, as andlises clinicas (satide publica) e mais recentemente o monitoramento da
qualidade do meio ambiente, em estudos relacionados ao controle de poluigfo, provocaram um
aumento significativo na demanda de analises "per capita"/ano. Isto fez com que os processos
fossem sendo automatizados, o tempo de analise reduzido, e os resultados menos sujeitos a erros
humanos. A automacdo, num sentido mais amplo, possui a capacidade de eliminar, parcial ou

completamente, a intervencéo humana em um método de andlise quimica.

O processo de analise quimica por injegdo em fluxo foi proposto em 1975 pelo Dr.
Jaromir Ruzicka, professor da Universidade Técnica da Dinamarca. Na mesma época, 0 mesmo
esteve no Brasil assessorando a instalagdo do laboratorio de Quimica Analitica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S3io Paulo (CENA/USP), saindo dai os
primeiros trabalhos publicados desse assunto (REIS, 1996).

Segundo VAN DER LINDEN (1994), a denominagio Andlise em Fluxo ¢ um nome
genérico atribuido para todos os métodos analiticos que sfo baseados na introdugio e
processamento (tratamento) da amostra num meio o qual esteja fluindo e, Andlise por Injecdo
em Fluxo (FIA, do inglés “Flow Injection Analysis”) € um processo analitico automatico ou
semi-automatico onde as amostras sfo inseridas num fluxo carregador, sem a presenga de bolhas
de ar, que a transporta at€¢ o detector. No momento da deteccio nem o equilibrio fisico
(homogeneizagdo no fluxo) nem o equilibrio quimico (reacdo completa) sdo necessariamente

alcangados.

16



Na figura 3.3 é apresentado um sistema FIA simplificado e esquematizado, como
também, a sua forma de registro (CLARK et alii, 1990). O sistema ¢ fechado, ou seja, quando a
amostra ¢ injetada no fluxo carregador, as reagdes quimicas que ocorrem € a detecgdio séo
realizadas sem o contato externo, evitando, assim, a perda de analito quando da geragdo de
espécies gasosas (REIS, 1996).
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FIGURA 3.3: Esquema do sistema FIA simplificado e forma de registro. (a) Sistema
FIA de linha tinica, onde a amostra (S) ¢ injetada num fluxo carregador (R), movimentado por
uma bomba peristaltica (P), detectada em (D) e o descarte (L). (b) Pardmetros usualmente
utilizados para caracterizar um sistema FIA de linha {nica, onde (W) ¢ a largura do pico, (H) a

sua altura, (A) sua area, (T) o tempo de residéncia ¢ (tp) a largura do pico na base.

Segundo VALCARCEL ¢ LUQUE DE CASTRO (1984) os métodos automaticos de
analise podem ser classificados em: (a) Métodos Automaticos Descontinuos; (b) Métodos

Automaticos Continuos; e (c) Métodos Robotizados, dependendo da metodologia empregada.

Nos métodos continuos, a concentragio da espécie de interesse ¢ medida sem a
interrupciio do fluxo dos reagentes. Os dois tipos de sistemas que podem ser utilizados nos
métodos continuos sdo os segmentados € os ndo segmentados. No primeiro, os métodos

continuos segmentados, as amostras sfio aspiradas seqiiencialmente ¢ entre elas sfo incluidas
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bolhas de ar que segmentam o fluxo e sdo eliminadas antes que o fluxo atinja o sistema de
deteccdio (RUZICKA e HANSEN, 1988).

As técnicas de analise em fluxo continuo apresentam, normalmente, uma alta freqiiéncia
analitica, baixo consumo de amostras e reagentes, alta preciséo ¢/ou exatiddo, alta sensibilidade e
baixo custo de equipamentos e operagdo. Além disso, apresentam uma alta versatilidade, podendo
numa mesma amostra serem realizadas varias determinagdes simultdneas, além da possibilidade
de se trabalhar com amostras de alta viscosidade, turvas, que apresentam particulados, etc...
(HORVAI e PUNGOR, 1987).

Para aumentar a seletividade na determinagio de uma espécie de interesse, usando FIA,
inGimeros processos de separago tém sido explorados. Dentre eles, a separagfo por precipitagio,
extragio por solventes, didlise e difusdo. De todas essas técnicas de separagdo, a difusfo através
de membranas semi-permeaveis tem sido considerada como altamente seletiva, visto que poucas
espécies sdo geradas como gases a temperatura ambiente, diminuindo consideravelmente o
problema de interferentes (MOTOMIZU et alii, 1987).

O processo FIA, durante estes 20 anos, evoluiu muito no que diz respeito aos injetores
automaticos, também na aquisi¢io e processamento de dados € na determinagdo multielementar.
Porém, apesar destas sofisticacdes, encontram-se muitos trabalhos que empregam os injetores
manuais €, o sinal gerado pelo detector ¢ ainda monitorado com registrador potenciomeétrico,
como feito inicialmente (REIS, 1996).

Sabes-se que o sucesso do processo depende do conhecimento das reagdes quimicas € da
otimizacdo das variaveis envolvidas. Este processo utiliza instrumentac¢@o de baixo custo, pouca
vidraria € baixo consumo de reagente, sendo este ultimo item muito importante "quando ¢
inevitavel o uso de um reagente poluente, o emprego deste processo de andlise quimica, diminui

o impacto ambiental que pode ser causado pelo mesmo” (REIS, 1996).

18



4 METODOLOGIA

A metodologia estd dividida em procedimento do teste de toxicidade, determinagio do

CO, pelo sistema FIA e preparac@o das solugbes dos compostos avaliados.

4.1 Procedimento do teste de toxicidade

Os testes de toxicidade aguda com a Klebsiella oxytoca e Escherichia coli sdo baseados

na inibigio/estimulaciio da respirag@io microbiana (medida via CO,) causada pelos compostos a

serem avaliados quanto a sua toxicidade.

4.1.1 Preparacéo do meio de cultura e Inoculaciio da bactéria

Este item estd subdividido em reagentes, solucles estoque, organismo teste,

equipamentos € acessorios, preparagdo do meio de cultura, inoculagéo da bactéria € ensaio de
toxicidade.



4.1.1.1 Reagentes

Potassio fosfato dibasico p.a.: K;HPO, (Synth)

Potassio fosfato monobasico p.a.. KH,PO, (MERCK)

Cloreto de sodio p.a.: NaCl (Synth)

Sulfato de amonio p.a.: (NH4),SO, (MERCK)

Sulfato de magnésio p.a.: MgSO, . 7H,0 (MERCK)

Acido citrico p.a.: CsHsO7 . H,O (MERCK)

Hidréxido de sodio p.a.: NaOH (MERCK)

D-Glucose anidra p.a.: CH,OH(CHOH),CHO (Reagentes ECIBRA®)

4.1.1.2 Solucgdes estogque

NaOH 4,0 mol L™: para 100 mL de solucgio, sio necessarios 16 g de NaOH.

4.1.1.3 Organismos teste

Os organismos utilizados foram as bactérias Klebsiella oxytoca (CCT0182/CIP79.32) e
Escherichia coli (ATCC25922/CCT1457). A Klebsieila oxytoca foi a escolhida entre as espécies
de Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae (ATCC13883/CCT0184) e Klebsiella pneumoniae ssp
ozanae (ATCC11296/CCT4061). As bactérias foram adquiridas da Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia "André Tosello".
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4.1.1.4 Equipamentos e Acessérios

Balanga analitica METTLER TOLEDO, MODELO AB204
Agitador magnético NOVA TECNICA, modelo NT101
pHmetro ORION, modelo 250A

Forno microondas

Geladeira

Haste de platina

Camara de fluxo laminar VECO, modelo VLSF-12

Bico de Bunsen

Estufa de cultura bacteriologica FABBE-PRIMAR - modelo 216
Banho-maria Quimis® - modelo Q-215

Autoclave SOC. FABBE Ltda. - modelo 103

Erlenmeyers de 1L e 125mL

Tampdo de algoddo

Cron6metro

4.1.1.5 Preparacio do Meio de Cultura

A preparagio do meio de cultura foi feita segundo DOWARD e BARISAS, (1984), com
apenas uma diminui¢do de 0,6 g na quantidade de MgSQO, para evitar a formacdo do precipitado
Mg(NH4)(POy)s. Para 1 L de meio de cultura:

a) 1,6 g de K,HPO4, 1,6 g de KH,PO4. 1,0 g de NaCl; 4,0 g de (NH4),SO4, 0,1 g de MgSOs e
0,3g de acido citrico;
b) em um Erlenmeyer de 1 L, com aproximadamente 800 mL de agua destilada adicionar os

reagentes e homogeneizar;

¢) ajustar o pH para 7, 2 usando uma solugdio de NaOH 4 mol L;
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d)

g

aquecer até a ebulicdo por 15 minutos, para esterilizar o meio e retirar 0s gases presentes,
fechando-o imediatamente com tampéo de algodio;

resfriar até aproximadamente 90 °C e adicionar 2,5 g de glicose;

resfriar até temperatura ambiente;

reservar em um Erlenmeyer de 125 mL, 75 mL deste meio e tampar. O restante armazenar em

geladeira (ndo esquecer de manté-lo sempre tampado).

4.1.1.6 Inoculacdo da Bactéria

a)

b)

na cdmara de fluxo laminar com uma chama, retirar, com o auxilio de uma haste de platina
esterilizada na chama, uma porgfo de bactéria, imobilizada em agar, do tubo de ensaio e
colocé-la no Erlenmeyer com os 75 mL de meio de cultura reservado;

coloca-lo na estufa a 37 °C. Apés aproximadamente 12 horas o meio inoculado se apresentara

turvo (suspensdo de bactéria), o que indica crescimento bacteriano;

4.1.1.7 Ensaio de Toxicidade

separar 100 mL do meio de cultura que estava na geladeira, em um Erlenmeyer de 125 mL,
pois este atuara como branco, € colocé-los em um banho-maria a 37 °C;

adicionar ao Erlenmeyer de 1 L um volume de suspensfo de bactéria que apresente uma
concentracdo de CO, de 0,25 mmol L

monitorar o crescimento da bactéria através da concentragdo de CO, pelo FIA até que esta
atinja aproximadamente 0,50 mmol L™ de CO»;

cuidadosamente, transferir aliquotas de 100 mL desta suspensdo estoque de bactérias para
Erlenmeyers de 125 mL, os quais conterdo o agente toxico em analise;

tampar ¢ colocar no banho-maria a 37 °C e monitorar com o sistema FIA a cada 20 minutos

de acordo com a seguinte ordem de andlise: primeiramente analisa-se o controle (Erlenmeyer
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contendo apenas a suspensio bacteriana), em seguida o branco (Erlenmeyer contendo apenas

meio de cultura), as culturas contaminadas e finalmente outro controle.
f) a concentragdo de CO;, nos diversos frascos € obtida por interpolagdo na curva de calibragéo
(GUIMARAES e JARDIM, 1996), que estara detalhado no item 4.2.4.2.2;

g) apo6s o ensaio, os materiais utilizados com os microrganismos devem ser autoclavados ou

lavados com detergente hospitalar.

4.2 Determinacio do CO; pelo sistema FIA

Este item estd subdividido em reagentes, solugdes estoque, equipamentos € acessorios €

sistema FIA.

4.2.1 Reagentes

Agua desionisada (Milli-Q):
Acido sulftrico concentrado: H,SO4 (Synth)
Carbonato de s6dio: Na,CO; (Synth)

4.2.2 Solucdes estoque

H,S0,; 0.2 mol L'": para 1 L de solugdo, sdo necessarios 11 mL de H,SO4 concentrado.

N2,CO; 0.1 mol L': uma quantidade de Na,CO; foi colocada em uma capsula de porcelana e
aquecida na mufla até 270 °C, e mantida nesta temperatura por 1 hora. Em seguida foi colocada
em dessecador para resfriar at¢ a temperatura ambiente. Foram pesados 14,0 g desse sal e

avolumado para 1 litro em balfo volumétrico com 4gua destilada, desionizada e desgazeificada.



A soluc8o foi transferida para um frasco de polietileno e fechado imediatamente, para evitar a
absor¢do de CO, do ar. Toda vidrana utilizada foi calibrada. Para a construcdo da curva de
calibracio foram utilizadas as dilui¢des da solugfo estoque 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 e 4,00 mmol L!
de CO, (GUIMARAES, 1990). Este intervalo de concentracio ¢ utilizado porque equivale ao
crescimento bacteriano representado pela fase log ou exponencial, que corresponde ao periodo de

crescimento rapido e maximo no numero de bactérias vidveis.

4.2.3 Equipamentos e Acessorios

Bomba peristaltica ISMATEC, modelo 78017-10 (velocidade 30)
Condutivimetro Analyser - modelo 650

Registrador Cole Parmer - modelo 201 B-1449

Valvula de injegiio/comutagio (volume da alga de polietileno 100 uL)

Cela de difusdo (2 pegas de acrilico com ranhura, apresentando profundidade de 0,1 mm; largura
de 3 mm e comprimento de 100 mm)

Cela de condutividade constituida de 2 cilindros concéntricos (volume de 50 uL)

Desionizador de 4gua MILLIPORE, modelo Milli-Q Académic

Coluna de troca i0nica: anifnica € catidnica

Membrana de Teflon® (PTFE), 0,1 mm (made in France)

Condutores de reagentes: sonda de polietileno, CPL medical's com didmetro interno de 0,8 mm;

tubos de Tygon com didmetro interno de 1,14 mm
Pipeta automatica LABSYSTEMS de volume variavel de 200 a 1000 uL
Balges volumétricos de 100mL ¢ 1L
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4.2.4 Sistema FIA

Este item esta subdividido em funcionamento do sistema FIA e quantificagio da

concentracio de CO,,

4.2.4.1 Funcicnamento do sistema FIA

O sistema FIA utilizado € o mesmo desenvolvido por JARDIM e colaboradores (1990)
em testes de toxicidade aguda, porém com uma pequena modifica¢do: a amostra, neste trabalho,
foi injetada diretamente no fluxo da solugfio de 4cido sulfirico, diminuindo, assim, 1 linha do

sistema.

O sistema FIA, para o ensaio de toxicidade, € constituido de bomba peristaltica, valvula
de injegdo/comutacdo de amostras ou padrdes, cela de difusdo, cela de condutividade, tubos
condutores de reagentes, resinas de troca idnica, condutivimetro, registrador e banho-maria. O

esquema esta apresentado na figura 4.1.

O sistema utiliza 3 linhas de conducfio: uma de dgua desionisada que se constitui no
fluxo receptor, outra de H,SO4 0,2 mol L que se constitui no fluxo carregador, e, por tltimo a

linha onde sdo injetadas as amostras ou padres.

A condutividade da agua desionisada deve apresentar-se constante para o inicio do
ensaio ¢ antes da injegiio da amostra. A vazio de cada linha foi aproximadamente 2,26 mL min™.
O banho-maria manteve a temperatura das amostras e padrdes a 37 °C. A injegdo da amostra ou
padrdo somente pode ocorrer quando estas preencheram a alga de polietileno de 100 pL. O
injetor/comutador, como representado na figura 4.2, possui 2 posi¢des (a) € (b). A posicéo (a)
condiz com a amostra ou padrdo preenchendo a alga de polietileno e indo para o descarte. A

posi¢do (b), com o &cido carregando (fluxo carregador) a amostra ou padrio para a cela de
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Condutivimetro

Bomba Cela de
Peristéltica Resina de Condutividade . o 0 O
Agua roca iénica
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Injetor
Descarte ™
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T 000 Registrador
Amogra 000
000
Banho-maria

FIGURA 4.1: Esquema do sistema FIA/condutométrico utilizado para a determinagfio da

concentragdo de CO, em ensaios de toxicidade.

difusdo, pois nesta posigdo o acido ¢ obrigado a passar pela alga de polietileno e transportar,
entdo, a por¢do injetada. Para se injetar novas amostras, deve-se voltar o injetor para a posigio

(), esperar o preenchimento da alga de polietileno ¢ ir para a posigdo (b).

Entre o injetor/comutador ¢ cela de difusdo, ha uma difusdo da amostra e reagfes dos
compostos carbonicos no meio. O acido faz com que o equilibrio da reagéio da equago 4.2 seja

deslocado para a formagéo do CO,.
CO; + HyO <> H,C0; <> H' + HCO; <> H' + COs& (4.2)

A cela de difusio, como representada na figura 4.3, constitui-se de 2 pegas de acrilico
com ranhura separadas por uma membrana de Teflon®. De um lado desta membrana, passa o
fluxo receptor e do outro, o fluxo carregador. Se no fluxo carregador estiver formado CO,, parte
desse gas permeara pela membrana indo para o fluxo receptor (agua) deslocando o equilibrio para

a formagdio de fons bicarbonato, H' e carbonato como representado na reagio de equagdio (4.2).
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Camegader / g‘ﬁ‘fsgz Carregador /f\\\ : 2 g;:zgz
I

Descarte Amostra Descarte N t Amosfra

(a) ()

FIGURA 4.2: Esquema do injetor/comutador de acrilico utilizado no sistema
FIA/condutométrico, onde ﬁ - alca de polietileno, (a) - posi¢io em que a al¢a de polietileno €
preenchida pela amostra ou padrdo, (b) - posi¢éo em que o fluxo carregador transporta a amostra

ou padrdo para a cela de difusdo.

Fluxo receptor =~ =e-mmcommos ————— -1 s 2 e . Cela de
(4gua desionizada) ' ! condutividade
Membrana
de Teflon
Fluxo carregador + P Descarte

injecéo de amostra

Figura 4.3: Esquema da cela de difusdo de acrilico utilizado no sistema FIA/condutométrico com
vista superior, com ranhura de 0,1 mm de profundidade, 3 mm de largura ¢ 100 mm de

comprimento, (. CO;, permeando a membrana de teflon.

Como esse tdltimo fluxo vem sendo monitorado constantemente em uma cela de
condutividade conectada a um condutivimetro, a presenca desses ions provoca uma alteragfo
nesse pardmetro, a qual € proporcional & concentragfio das espécies carbonicas na amostra. O

registrador recebe a informagéo ¢ a registra em forma de picos.

No Apéndice, fotos apresentam o sistema Fia/condutométrico usado no teste de

toxicidade.
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4.2.4.2 Quantificaciio da concentracio de CO; e crescimento bacteriano

Este item apresenta-se dividido em curva de calibracfo, calculo da concentragdo de CO,,

do tempo de duplicagfio e da concentragio efetiva.

4.2.4.2.1 Curva de calibracie

Para a quantificagfio da concentragio de CO, no sistema FIA, faz-se necesséria a
construcdo de uma curva de calibracio. Como mencionado anteriormente, a condutividade €
proporcional a concentragdo de CO; e a intensidade do sinal registrado no registrador em forma

de picos. A figura 4.4. € uma reprodugo dos sinais obtidos no registrador da curva de calibraggo

denominada de fiagrama.

* A partir do fiagrama, € plotada a concentragfio de cada dilui¢io dos padrdes pela altura
dos picos registrados e como mostrada na figura 4.5, nota-se que os pontos nfo estdo sobre uma
reta, e sim hd uma tendéncia em estabilizar num valor maximo de altura para padrdes com altas

concentracdes.
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FIGURA 4.4: Fiagrama resultante de sinais obtidos da curva de calibragio do intervalo de

concentragdo entre 0,25 mmol L'a 4.00 mmol L de CO; no registrador

Altura {cm)

[CO,] mmoi L™

FIGURA 4.5: Altura dos picos registrados (cm) pela concentragdo da curva de calibragfio
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Linearizando estes resultados por meio de uma regressdo de poténcia, obtém-se uma

reta, com coeficientes de correlacfo, geralmente, proximos a 0,999, como apresentado na figura
4.6.

In da altura (cm)

2.0 -1,0 0,0 1,0 2,0
In [CO,] (mmoi L)

FIGURA 4.6: Curva de calibracdo linearizada.

As concentragfes das amostras sdo determinadas por interpolagfo nesta Uiltima reta.

4.2.4.2.2 Célculo da concentracio de CO,, do tempo de duplicacéio (tp) e da concentracio
efetiva (EC)

Os pardmetros calculados para efeito de comparagiio entre os varios niveis de
concentragdo foram: EC,, que ¢ a concentragfo efetiva que inibe a respiragdo das bactérias em

50%; e, tp, que € o tempo de duplica¢do da concentragio de didoxido de carbono no meio de
cultura (ou do namero de bactérias).
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Gimenez (1994) relacionou a [CO,] produzida pelas bactérias £. coli no FIA com a
populag@io microbiana (células/mL) medida pela turbidez. Na tabela 4.1 esta apresentado os seus
resultados. O meio de cultura utilizado, denominado Meio Minimo, ¢ muito parecido com ©
utilizado neste trabalho, e, € composto por 7 g de K;HPO,, 3 g de KH,PO4, 1 g de (NH,):SO4 €
0,1 g de MgS04.7H,O, 0,5 g de citrato de sodio e 20 g de glicose resultando em 1 L de meio.

Tabela 4.1: Populacdo microbiana associada a concentracdo de CO, produzida no ensaio

com E. coli em Meio Minimo

Tempo (min) [CO,] mmol L™ Absorbéncia 420 nm Populacgdo
(10° células/mL)

0 0,32x0,02 0,049 £ 0,001 824

20 0,45+0,11 0,061 + 0,004 904

40 0,74 £0,10 0,092 + 0,002 1112
60 1,11+ 0,08 0,128 £ 0,001 1352
80 1,62 £0,05 0,190 + 0,002 1667

100 2,09+£0,26 0,269 £ 0,040 2295

120 2,62+0,11 0,305 + 0,009 2536

140 3,14+£0,13 0,388 £ 0,023 3091

160 4241023 0,488 £ 0,013 3760

180 5,49 +£0,43 0,569 + 0,028 4302

O crescimento bacteriano ¢ verificado através do aumento da concentragdo de CO, do
controle (suspensdo bacteriana sem o agente toxico) pelo tempo. Na figura 4.7, esta
exemplificado o crescimento bacteriano do controle, ¢ também das suspensGes com

concentragdes crescentes do antibibtico tetraciclina.
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FIGURA 4.7: Comportamento da Klebsiella oxytoca frente ao agente estressante tetraciclina

O calculo do tempo de duplicagdo (tp) da populagdo de bactérias é feito através da
equacfo 4.3 (VON SPERLING, 1996):

[Ct] _ ~
ln[—c"é']" =kt (4.3)

onde Ct ¢ a concentragiio do CO, (mmol L") num tempo qualquer, C0 ¢ a concentragio do CO,
(mmol L'y presente no meio de cultura no inicio de cada bioensaio, £ (min") é a constante
relacionada com o crescimento bacteriano € ¢ é o tempo expresso em minutos. O tempo de

duplicagdo (tp) serd aquele na qual a concentragfio (Cr) for igual a 2 vezes a concentragfo inicial

(C0). Desta forma, a equagfo 4.4 ficara:
In2=kt, (4.4)

Note que (In2)/k, fornece o tempo de duplicacdo da biomassa bacteriana (em minutos)

nas condi¢des experimentais utilizadas.
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Para o calculo do tempo de duplicacfo, ¢ necessaria a identificacfio da fase log do
crescimento bacteriano. Observando o controle, na figura 4.7, identifica-se esta fase a partir do
tempo equivalente a 60 minutos. Na figura 4.8 ¢ apresentado o grafico do In da concentragéo de

CO, pelo tempo dos 4 altimos pontos participantes da fase log do controle.

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

In[COA

0,40

¢ Sequéncial
0,20

—Linear (Seqiéncial)

0,00

-0,20

Tempo {(minutos)

FIGURA 4.8: Tempo de duplicagio

A ECs (concentragio efetiva) ¢ retirada do grafico da porcentagem de inibi¢dio pela
concentragdo do agente téxico a um tempo de exposicio pré-determinado. A equagdo 4.5

apresenta o calculo da concentragfo efetiva:
EC = [E.é_fll] %100 (45)

onde, C ¢ a diferenca da concentragfio final e inicial de CO, do controle e; 4, a diferenca da

concentragio final e inicial de CO, da amostra.



4.3 Preparacio das solucdes dos compostos avaliados

Neste trabalho foram avaliados o antibidtico tetraciclina, os metais pesados mercirio,
cadmio e cobre e dois detergentes hospitalares. Para cada composto testado, foram feitos ensaios
preliminares para se encontrar a faixa de concentragfo que indicasse de 0 a 100% de inibi¢do das

bactérias e, depois feitos ensaios de toxicidade em triplicata.

- Antibiético tetraciclina: os 500 mg de tetraciclina (EMS) contidos numa capsula, foram
dissolvidos e avolumados para 2 litros. Esta solugo foi armazenada em tubos de Ependorff de
1,5 mL, protegidos da luz e congelados, para ser utilizada em cada ensaio como substincia de

referéncia. O intervalo de concentragiio utilizado foi de 0,008 a 1 mg L™ do antibidtico.

- Metais:

- Cloreto de mercurio: foi utilizada solugdo padronizada ja diluida de cloreto de mercurio
(HgCly), fornecida pelo Laboratério de Quimica Ambiental do Instituto de
Quimica/UNICAMP. O intervalo de concentragdo utilizado foi entre 1 ¢ 100 pg L de Hg™".

- Cloreto de cobre: foi utilizada solugdo padronizada MERCK de CuCl, diluida em baldo
calibrado para se obter 1 g L'de Cu®*. O intervalo de concentragdo utilizado foi entre 1 e 200
mg L de Cu™”.

- Cloreto de cadmio: foi utilizada solug@o padronizada MERCK de CdCl, diluida em baldo
calibrado para se obter 1 g L™ Cd*". O intervalo de concentragdo utilizado foi entre 0,25 € 100
mgL™* de Cd*".

- Detergentes hospitalares:

- Laborhex 2

FORMULA: Cada 100 mL contém:

Digluconato de chlorhexidina.................oi e 2g



ATCO0I EHIICO. ..o 2g

Tensoativos, emolientes, umectantes, corante €ss€ncia gsp......c..coceeeeneenn. 100 mL

A dilui¢fio foi preparada levando-se em considerago o principio ativo do produto, ou
seja, 20000 mg L' de digluconato de chlorhexidina. O intervalo de concentragfio utilizado foi de
0,1a5mgL™.

- Riodeine Degermante

FORMULA: Cada 100 mL de solucgo contém:

Polivinil Pirrolidona Iodo (PVP-I) (10% de iodo ativo)...........ccocoooeeennn 100¢g
Lauril éter sulfato de S6dio..........ocoooriiieiiiii 250¢g
Agentes tensoativos, emolientes € UMeCtantes. ... I,Lig
Agua deionizada G.S.D....ooeiieeee e 100,0 mL

A diluicdo foi preparada levando-se em consideragdo o principio ativo do produto, ou

seja, 100000 mg L™ de Polivinil Pirrolidona Iodo (PVP-I). O intervalo de concentragio utilizado
foide5a15mgL™”.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo estd subdividido numa parte estatistica, ou seja, cComo minimizar €rros;
desvio padrio apresentado pelo sistema FIA; e uma parte de ensaios microbioldgicos: escolha da

espécie de Klebsiella, padronizagio do ensaio, ensaio com glicose e ensaios de toxicidade.

5.1 Como minimizar erros

Algumas consideragfes sd0 necessarias para se minimizar erros com o tipo de teste de

toxicidade proposto no presente trabalho.

5.1.1 Conservacido das solucbes padrdes utilizadas para a construcio da curva de

calibracio

Foi feito um estudo para verificar se as solucdes utilizadas para a construgio da curva de
calibracdo poderiam ficar estocadas por algum tempo, ou se as mesmas deveriam ser preparadas a
cada ensaio. Para isto foram testadas 3 curvas de calibragdo, com uma unica série de padroes,
sendo uma preparada no dia do experimento, outra ha 24 horas e outra ha 48 horas do mesmo.
Todas as solugdes foram preparadas a temperatura ambiente. As solugdes foram armazenadas a

20 °C em frascos de vidro tampados. As curvas de calibrag@o foram feitas na mesma temperatura.



Na figura 5.1 estd apresentado um grafico com as alturas dos picos proporcionadas pelo fiagrama

das curvas de calibragfo.

30,0

250

Altura dos picos {cm)
T
©
i

10,0
& no dia
. ® 24 horas
5,0
4 48 horas
0,0 - ; d
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

[CO,] (mmol L™

FIGURA 5.1: Altura dos picos de uma Unica série de padrdes de COs.

Como pode ser observado, para cada dia na qual a solucfio foi estocada, houve um
aumento na altura dos picos. Na tabela 5.1, esta calculado este aumento em porcentagem das

solugdes preparadas a 24 e 48 horas em relagdo a altura do pico da solugfio padrdo preparada no

dia.

Os calculos em porcentagem mostram que além de haver um aumento da concentragio
de CO, ao longo do tempo, ele € maior nas concentragdes mais baixas. Como ha absorgdo de
CO; pelas solugdes utilizadas para confecgfo da curva de calibragdo, sugere-se fazer uma solugio

padrfo a cada ensaio, ou entdo, retirar as aliquotas sem o contato com o ar.
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TABELA 5.1: Aumento da altura dos picos em porcentagem das solu¢des padrdes para

cada dia armazenada em relag8o a preparada no dia.

Aumento da altura dos picos em porcentagem

[CO,] mmol L
apos 24 horas apos 48 horas
0,25 21,8 76,4
0,50 18,2 58,6
1,00 7,1 41,7
2,00 2,6 31,5
4,00 4,2 16,8

5.1.2 Concentracéo de CO; no meio de cultura puro

Para o ensaio de toxicidade € necessario que o meio de cultura puro esteja isento de CO;
ou, pelo menos, que seja até 1/4 da concentragéo de 0,5 mmol L™, na qual ¢ iniciado o ensaio;
apesar desta ser contabilizada e subtraida das amostras. Isto porque quando iniciado o ensaio, a
concentracio de CO, de 0,5 mmol L corresponde a soma das concentragdes de CO, do meio
puro ¢ daquele proveniente da respiragfo das bactérias, portanto se a [CO;] do meio puro for
muito elevada, um menor numero de bactérias estard presente no inicio do teste e, haverd uma
alteracdo no tempo de ensaio, e conseqiientemente no intervalo de concentracio de ensaio de 0,5
a 4,0 mmol L de CO, produzido pela respiracio microbiana. No intuito de se obter um meio
puro, isento ou com um minimo de CO,, foi verificado qual reagente poderia ocasionar no seu
acréscimo. Para o teste, uma solucio de cada reagente acrescentado a agua para a preparacio do
meio de cultura foi injetado no sistema FIA. A resposta obtida pelo fiagrama revelou que o
reagente que estava interferindo no aumento de CO, do meio de cultura era a base (NaOH)
utilizada para acertar o pH, € que, mesmo realizando-se uma fervura do meio, apds a adi¢do dessa
solugdo basica, ndo foi suficiente para o retirar o excesso do CO, dissolvido. A solugdo de NaOH

devido a sua caracteristica de absorver CO, do ar, ndo deve ser estocada por muito tempo, ou



entdio, deve-se retirar volumes da solucgfio estoque sem que haja o contato da solugio com a

atmosfera.

5.2 Desvio padrio apresentado pelo sistema FIA

Para a obtengdo da estimativa de desvio padrio ou do efeito memoria apresentado pelo
sistema procedeu-se da seguinte forma: cada solucfo utilizada para a confeccio da curva de
calibragdo foi injetada 5 vezes no sistema FIA, no sentido crescente de concentragio, e depois,

mais 5 vezes no sentido decrescente. Na figura 5.2 estd apresentado o fiagrama referente ao

estudo.

Na tabela 5.2 esté apresentada a média e o desvio padriio da altura dos picos encontrados

no fiagrama para cada concentragfo dos padrdes.

TABELA 5.2: Curva de calibragdo

[CO,] (mmol L)
Coeficiente
[CO,] do padrdo 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0
de correlagdo
Meédia sent. cresc. 1,5£0,0  3,1£0,0  55%0,0 9,1x0,0 14,540,1 0,9964

Média sent. decresc. 1,740,0 32400  5,740,0 93+0,0 14,7%0,1 0,9971

2 >

Média sent. cresc. €
1,600 3,1£0,0 5,6+0,0 92400 14,620,1

decresc

n=5s

Na figura 5.3 estd o grafico com a curva de calibragdo proporcionada pelo mesmo

fiagrama.
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Como pode-se observar, pela figura 5.2 e tabela 5.2, a altura dos picos relativas as
injecOes feitas tanto para cada solugfio padrio como entre os sentidos crescentes e decrescentes
ndo apresentaram desvio padrfio. Isto prova a confiabilidade do sistema em relagio a
repetibilidade das injegdes e também que independe a ordem em que sdo injetados os padrdes, ou

seja, ndo ha efeito memoria.

Os coeficientes de correlagdo foram da ordem de 0,99. Os coeficientes de correlacdo
encontrados nos ensaios realizados eram, geralmente, dessa ordem e algumas vezes melhores que

aqueles aqui encontrados.
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FIGURA 5.3: Curvas de calibragéo

5.3 Escolha da bactéria

Frente a uma grande variedade de bactérias para a realizagdo dos ensaios de toxicidade,
foram testadas 3 espécies diferentes de Klebsiella: Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae ¢ Klebsiella pneumoniae ssp ozanae. A opgdo de uma espécie foi baseada no tempo
de duplicag8o, ou seja, aquela que produzisse uma quantidade maior de CO, em menor tempo,
como também no potencial de patogenicidade. Foi realizado um ensaio em triplicata para cada
bactéria. Na tabela 5.3 estdo apresentados os tempos de duplicagdio de cada uma das espécies

estudadas.

Observa-se que a variag@io do tempo de duplicagfo entre a primeira € a terceira €
praticamente inexistente, no entanto a segunda o tp ¢ aproximadamente 30% mais baixo em
relagdo as outras duas. Contudo, preferiu-se trabalhar com a menos patogénica dentre elas, a

Klebsiella oxytoca (LEITE, 2000); apesar deste tipo de experimento ndo oferecer riscos ao seu
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operador, se bem realizado, ou seja, se as regras basicas de seguranga de um laboratério de

microbiologia/quimica forem obedecidas.

TABELA 5.3: Tempo de duplicagio (tp) da Klebsiella sp

Bactérias Tempo de duplicagio (min.)
Klebsiella oxytoca

31,7+0,54
CCT0182/CIP79.32
Klebsiella  pneumoniae  ss neumoniae

) g por 21,4+0,66

CCT0184/ATCCI3883
Klebsiella pneumoniae ssp ozanae

31,69+0,55
CCT4061/ATCC11296
=3

5.4 Padronizacao do ensaio

Os tempos de crescimento bacteriano dos controles, ou seja, os tempos que as
suspensdes bacterianas sem adi¢do de agente estressante levaram da concentragdo de 0,5a
4 mmol L' de CO,, nos ensaios realizados, foram variados. Na tabela 5.4 estio apresentados os

tempos de duragdo entre os diversos ensaios realizados.

TABELA 5.4: Quantidade de ensaios separados pela duragdo do crescimento bacteriano do

controle.
Quantidade Quantidade de ensaios
Bactérias total de
ensaios 80 min 100 min. 120 min. 140 min.
Klebsiella oxytoca 43 13 19 9 2
E. coli 31 - 3 23 5
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Pode-se observar que a bactéria E. coli apresentou um tempo de duragdo do seu

crescimento mais estavel, de 120 min., pois constata-se que o mesmo se repetiu em 23 dos 31

experimentos realizados.

Devido a variagdo do tempo de duracdo de crescimento encontrado para a Klebsiella
oxytoca, resolveu-se apresentar o calculo da concentragio efetiva e do tempo de duplicagdo
levando em consideracdo as concentragdes inicial e final de CO, monitoradas do controle, ou

seja, partindo-se da concentragio de 0,5 até 4,0 mmol L™

5.5 Ensaio com glicose

Com o intuito de verificar se a fonte de carbono adicionada no meio de cultura estava
funcionando como um limitante de crescimento das bactérias, varias concentragdes de glicose

foram testadas para comprovar essa influéncia, empregando a Klebsiella oxytoca.

Para o ensaio foram utilizadas 7 amostras, sendo uma o meio puro € as outras 6 com
concentragdes crescentes de glicose. Em cada um destes frascos de amostras com glicose foram

adicionados 5 mL de meio de cultura com inéculo € 95 mL de meio de cultura puro.

O inicio do ensaio deu-se quando estes 5 mL de meio de cultura com indculo nos 95 mL
de meio puro apresentou por volta de 0,5 mmol L' de CO,. A partir desta concentragdo foi

monitorada a concentra¢do de CO; a cada 20 minutos até atingir 4 mmol L de CO,.

Na figura 5.4 pode-se observar o crescimento bacteriano entre as diferentes
concentragdes de glicose. Nota-se que nfo houve diferenca no crescimento bacteriano entre a
menor ¢ a maior concentragdo de glicose, ou seja, entre as concentragdes 0,125 e 25 g Lt

Portanto, a concentragio de 0,125 g L™ de glicose ¢ suficiente para se realizar o ensaio de

toxicidade, pelo menos de até 2 horas de duragéo.
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FIGURA 5.4: Crescimento da bactéria Klebsiella oxytoca em meio de cultura com concentracdes

diferentes de glicose

5.6 Ensaios de toxicidade

Foram realizados ensaios de toxicidade com o antibidtico Tetraciclina, com os metais
mercurio, cadmio e cobre, € com 2 detergentes hospitalares utilizando a bactéria Klebsiella

oxytoca, € para fins de comparagdo, os mesmos foram avaliados com a bactéria E. coli.

Este item apresenta-se subdividido entre os compostos Tetraciclina, metais, €
detergentes hospitalares. Para cada ensaio utilizando-se as diferentes bactérias sdo apresentados
grafico do crescimento microbiano, tabela do tempo de duplicaggo (tp), grafico da concentragdo
efetiva (EC) e tabela da (ECso).

De acordo com o item 5.4, para o célculo da concentragdo efetiva e do tempo de
duplicaggio foram levados em considerag@io as concentragdes inicial e final de CO, monitoradas

do controle, ou seja, partindo-se da concentracdo de 0,5 até 4,0 mmol L.
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5.6.1 Tetraciclina

A Tetraciclina ¢ um antibidtico bacteriostatico ativo contra um grande nimero de
organismos Gram-positivos ¢ Gram-negativos e, tem-se mostrado eficaz contra, entre muitos
organismos, a E. coli e as espécies de Klebsiella (infeccGes respiratdrias e urinarias) (EMS,
2000).

Os ensaios com o antibidtico Tetraciclina foram realizados na intengdo de utiliza-lo
como substincia de referéncia, ou seja, para uma determinada cepa de bactérias, uma
concentragdo especifica do antibidtico provocard uma inibigdo (ou faixa) especifica. Se as
bactérias forem modificadas geneticamente, ou a cepa se modificar por outros fatores, havera
uma diferenga de inibigdo comparada ao ensaio com a cepa original. Basicamente, o teste ¢ para

comprovar se trata-se da mesma bactéria original, a qual iniciou-se os testes de toxicidade.

Na figura 5.5 estdo apresentados aumentos da populacdo bacteriana no meio de cultura,
em termos de CO, evoluido durante o processo de respiragdo, de 4 ensaios, sendo 2 com
Klebsiella oxytoca ¢ 2 com a E. coli, correspondente as concentragdes de Tetraciclina no
intervalo de 0,008 2 1,00 mg L™

Pode-se observar que, para ambas as bactérias utilizadas, nenhum efeito foi notado
durante o tempo de experimento quando submetidas a concentragio de até 0,02 mg L™, ou seja,
n3o houve diferenga significativa comparada ao controle. A inibi¢do comegou a ser notada a

partir da concentragdo de 0,05 mg L™, e ser total a partir de 0,5 mg L.
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FIGURA 5.5: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca e E. coli em relagdo & variagio da

concentragido de Tetraciclina.

Na tabela 5.5 € apresentada a média e o desvio padriio do tempo de duplicagio das

mesmas bactérias quando expostas a0 mesmo composto.
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TABELA 5.5: Tempo de duplicagio (tp) das bactérias expostas a Tetraciclina

Tempo de duplicaggo (tp)
Tetraciclina (mg L™) Klebsiella oxytoca E. coli
n n

0 (controle) 6 32,6125 7 34,0438

0,008 3 31,509 2 41,6%0,1

0,01 3 31,510 2 33,740.8

0,02 3 33,7%1,5 2 33,6+1.3

0,05 3 44 3%+1,2 2 41,8+23

0,10 4 62,9173 6 61,5490
0,15 3 71,9+16,6 3 94,5+18,2
0,25 2 102,906 2 135,4+36,5
0,50 2 200,3+27.0 2 123,4+76,5
1,00 2 327,5+£175,2 2 192,1+6,7

* Pode-se notar, sob o ponto de vista estatistico, que até a concentragio de 0,02 mg L™ o
tempo de duplicagio foi o0 mesmo que o do controle e, a partir da concentragio 0,05 mg L7 esse

tempo foi cada vez maior; reafirmando o que foi relatado através da figura 5.5.

Na figura 5.6, estio apresentados os graficos da concentragio efetiva (EC) obtidos para
as duas bactérias em estudo e, na tabela 5.6, a média e desvio padrio das ECs encontradas para

ambas, ou seja, a concentragdo de Tetraciclina que inibe 50% do crescimento bacteriano.
Como pode ser verificado pela figura 5.6, as duas bactérias possuem comportamento

semelhante frente ao antibidtico. Esta afirmacéo pode ser comprovada pelo resultado do calculo

da ECs apresentado pela tabela 5.6 de 0,08 mg L' de Tetraciclina para ambas.
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FIGURA 5.6: Concentragdo efetiva (EC) de Tetraciclina frente as bactérias Klebsiella oxytoca e
E. coli.

TABELA 5.6: Concentragéo efetiva (ECsp) - Tetraciclina

Bactérias n Concentragio efetiva (ECso) mg /L
Klebsiella oxytoca 5 0,082+0,009
E. coli 7 0,083+0,006

5.6.2 Metais

Alguns metais como magnésio, ferro, zinco, manganés, cobalto, cobre e molibdénio sdo
essenciais aos seres vivos, tendo importante papel no metabolismo dos organismos em limitadas
concentragdes, podendo se apresentarem toxicos acima destas concentragdes. Por exemplo, por
um lado, a deficiéncia de cobre no organismo humano resulta em anemia nutricional em criangas,
que necessitam de até 0,1 mg kg diariamente para o crescimento normal (PEREIRA, 1982 apud

CARRARA, 1997); de outro lado, se consumido em excesso, pode ocasionar irritagdo € corroséo
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da mucosa, danos capilares generalizados, problemas hepaticos e renais € danos ao sistema

nervoso central seguida de depressdo (SILVA, 1996).

Metais como mercurio, chumbo, cadmio, cromo e niquel, ndo possuem fungéo biolégica
conhecida e se acumulam no corpo dos organismos por um longo periodo de tempo,

comportando-se como compostos toxicos cumulativos (KLEEREKOPER, 1990 apud
BARRETTO, 1994).

Os metais t€m sido muito estudados "devido ao fato de ndo possuirem carater de
biodegradabilidade, o que determina que permanegam em ciclos biogeoquimicos globais nos
quais as aguas naturais sdo seus principais meios de conducdo” (JARDIM, 1994 apud
BARRETO, 1999). Além disso, s@o bioacumulados nos organismos ¢ biomagnificados na cadeia

alimentar.

A Portaria n°®. 1469 de 29 de dezembro de 2000, do Ministério da Saude, estabelece,
entre outras coisas, o padrdo de potabilidade da agua para consumo humano. O Decreto n°. 8468
de 8 de setembro de 1976, que dispde sobre a prevengdo e o controle da poluigio do meio-
ambiente, estabelece, através do Artigo 18 e 19A, os padroes de emissdo para o descarte de
efluentes nas colegdes de 4dgua e em sistema de tratamento de esgoto, respectivamente. As

concentragdes dos metais em estudo estdo apresentados na tabela 5.7.

TABELA 5.7: Legislacdo
Portaria n°® 1469 Decreto n® 8468
Parametros . 1
(VMP¥) mgL Arttigo 18 Artigo 19A
Merctrio 0,001 0,01 1,5
Cadmio 0,005 0,2 1,5
Cobre 2.0 1,0 1,5

VMP: Valor maximo permitido

No trabalho de GIMENEZ (1994) foi verificada a atividade dos metais no meio de

cultura, ou seja, a espécie metalica que possivelmente esta mais relacionada com a toxicidade. No
50



presente trabalho, a especiagdo ndo foi considerada. O seu intuito foi propor um teste de
toxicidade em tempo restrito com a bactéria Klebsiella oxytoca € compara-la com a E. coli,

ambas sujeitas as mesmas condigdes.

Os metais mercirio, cddmio e cobre foram os escolhidos para este o estudo devido ao

seu reconhecido potencial toxico.

5.6.2.1 Mercirio

A presen¢a do mercurio no ambiente ¢ devido a industria, agricultura e garimpo. Sua
utilizagdo industrial esta na produgfo eletrolitica de soda e do cloro, em produtos farmacéuticos,

pinturas, catalisadores, pesticidas € explosivos (SILVA, 1996).

No homem, mesmo em pequenas concentragdes, 0 mercurio ja provoca efeitos
deletérios. Nas intoxicagdes agudas pode apresentar nduseas, vomitos, colicas abdominais,
diarréia sangiiinea, danos aos rins e usualmente morte dentro de 10 dias. Nas intoxicagdes
crOnicas pode ocasionar inflamag8o da boca e gengivas, dilatagdo das glandulas salivares,

salivagdo excessiva, perda dos dentes, problemas renais, alteragdes psicologicas e psicomotoras
(SILVA,1996).

Na figura 5.7 estdo apresentadas as curvas de crescimento bacteriano, em termos de
CO,, de 2 ensaios realizados, sendo o primeiro com Klebsiella oxytoca e um outro com E. coli,

correspondente as concentragdes de Hg** no intervalo de 12 100 ug L™,

Pode-se observar que, para ambas as bactérias, nenhum efeito foi notado durante todo o
tempo do experimento quando submetidas & concentragéio de até 25 pg L™, ou seja, nfio houve
diferenga significativa comparada ao controle. A inibi¢do foi notada a partir da concentragio de

50 pg L™, sendo mais acentuada para a E. coli, e foi total a partir de 75 ug L.
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FIGURA 5.7: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca e E. coli em relagdo a variagfo da

concentraco de Hg*".

Na tabela 5.8 estdo apresentadas as médias e os desvios padrdo do tempo de duplicagdo

o . -+
das mesmas bactérias com o composto, ou seja, Hg™".

TABELA 5.8: Tempo de duplicago (tp) das bactérias frente ao Hg*"

Tempo de duplicagdo (tp)

[Hg2+] ug L! Klebsiella oxytoca E. coli
n n
0 (controle) 3 33,2+1,8 4 33,6432
10 2 322421 3 31,8+0,9
25 2 36,5+2,6 3 33,1£1,1
50 2 43,2459 2 89,7+1,3

Pode-se notar que, para ambas, o tempo de duplicagdo foi o0 mesmo ou estatisticamente

igual ao de seus respectivos controles para as concentragbes de até 25 ug L' e, para a

concentragio de 50 ug L™, este foi 1,3 vezes maior para a Klebsiella oxytoca e 2,7 vezes para a
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E. coli. Desta forma, a £. coli apresentou tempo 2 vezes maior que o da Klebsiella oxytoca e

conclui-se portanto que o composto € mais tdxico a ela, nesta concentragio.

Na figura 5.8, estdo apresentados os graficos da concentracdo efetiva obtidos para as
duas bactérias em estudo e, na tabela 5.9 estdo os resultados da média e o desvio padrdo das ECsg

encontradas para as duas bactérias.

Klebsiella oxytoca E. coli
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FIGURA 5.8: Concentragio efetiva (EC) de Hg”" frente as bactérias Klebsiella oxytoca e E. coli.

[Hg*] Nljg L

TABELA 5.9: Concentragdo efetiva (ECso) — Hg*"

Bactérias n Concentragio efetiva (ECso) pg L™
Klebsiella oxytoca 3 56,51+2,14
E. coli 4 49,30+0,49

Observa-se pela figura 5.8, que as bactérias tem comportamento semelhantes, em termos
de % de inibigdo, nas concentragdes mais baixas ou até 25 ug L™ e na mais alta de 100 pug L™,
porém na concentragdo de 50 ug L a%de inibi¢8io apresenta-se, para a Klebsiella oxytoca, na
faixa de 40 a 50%, e para a E. coli, entre 70 e 80%. Para o resultado do calculo da ECs
apresentado pela tabela 5.9 a E. coli apresentou-se mais sensivel & este composto.
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GIMENEZ (1994) estudando o comportamento do Hg®" em meio de cultura semelhante
ao utilizado neste trabalho (pH 7,2), constatou que esta forma ¢ intensamente reduzida a Hg0 em
fungio da glicose presente no meio, minimizando, assim, a toxicidade desta espécie, pois, a
inibi¢8o da respiragio das bactérias para a concentragdo de 5 x 10° pg L de Hg? foi semelhante &

encontrada para 10 ug L' de Hg2+ depois de 60 minutos de ensaio.

5.6.2.2 Ciadmio

O cadmio pode ser liberado para o ambiente através da queima de combustiveis fosseis.
Ele ¢ utilizado na produgdo de pigmentos, soldas, equipamentos eletronicos, lubrificantes,

acessorios fotograficos, praguicidas, etc. (SILVA, 1996).

No homem, o cadmio pode ser responsavel por varios processos patologicos, como
disfungdo renal, hipertensfio, arteriosclerose, inibicdo no crescimento, doengas cronicas em
idosos e cancer (SILVA, 1996).

Na figura 5.9 estdo apresentados os crescimentos bacterianos, em termos de CO,, de 2
ensaios realizados, sendo 1 com Klebsiella oxytoca e um outro com E. coli, correspondente as

concentragdes de Cd*" no intervalo de 1 2200 mg L™

Pode-se observar que na menor concentrago testada de 2,5 mg L™, o comportamento de
ambas as bactérias ja € diferente: enquanto para Klebsiella oxytoca este se confunde com o
controle, para a E. coli, demonstra uma pequena inibig3o. Por causa deste comportamento, foram

utilizadas, para cada uma, diferentes intervalos de concentragdo de agente estressante.
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FIGURA 5.9: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca € E. coli em relagdo a variagdio da

concentragdo de Cd*",

Na tabela 5.10 estdo apresentados a média e o desvio padrdo do tempo de duplicagéo das

mesmas bactérias ao composto. Pode-se observar que até a concentragdo de 5 mg L™ esse tempo

foi 0 mesmo ou estatisticamente igual ao do seu respectivo controle para a Klebsiella oxytoca, €,

para a E. coli, j4 houve um pequeno aumento. Para as concentragSes a partir de 10 mg L™, os

tempos apresentaram-se com um aumento gradativo. Na concentragdo de 100 mg L™, este foi 2,5

maior que o seu respectivo controle para a E. coli, enquanto para a Klebsiella oxytoca foi 1,3

vezes maior. Desta forma, a E£. coli apresentou tempo 1,9 vezes maior que o da Klebsiella

oxytoca e conclui-se portanto que o composto € mais toxico a ela, nesta concentragio.
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TABELA 5.10: Tempo de duplicagiio (tp) das bactérias frente ao Cd**

Tempo de duplicagdo (tp)

[Cd*TmgL? Klebsiella oxytoca E. coli
n n
0 (controle) 4 27,0827 4 33,7£14
2,5 2 25,5+0,6 4 35,6+1,5
5 3 28,1428 4 37,4122
10 1 29,7 2 41,616,9
20 3 30,5+2,4 3 53,2%10,5
50 2 30,8+0,8 1 56,8
100 2 35,010 2 81,3£139
200 1 72,7 - -

Na figura 5.10, estdo apresentados os graficos da concentragfo efetiva obtidos para as
duas bactérias em estudo e, na tabela 5.11, estdo os resultados dos calculos da média e desvio

padrio da ECso encontrados para as mesmas.

Pela figura 5.10, observa-se uma acentuada diferenga no comportamento, em termos de
% de inibigdo entre as bactérias, o que pode ser comprovado pela tabela 5.11, na qual a ECsp de
Cd*" para a Klebsiella oxytoca ¢ por volta de 3 vezes maior que para a E. coli. H4, portanto, uma

sensibilidade maior da E. coli a este composto.
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FIGURA 5.10: Concentragiio efetiva (EC) de Cd** frente as bactérias Klebsiella oxytoca e E.

coli.
TABELA 5.11: Concentragdo efetiva (ECso) — Cd*"
Bactérias n Concentracdo efetiva (ECsp) mg Lt
Klebsiella oxytoca 2 57,45+3,43
E. coli 3 17,57+4,33

5.6.2.3 Cobre

Os poluentes de cobre provém da corrosdo de latdo por aguas acidas, efluentes de

estagOes de tratamento de esgoto, de seu uso como algicida aquatico, escoamento superficial e

pode provocar a contaminagfo da dgua subterranea a partir do seu uso agricola como fungicida e

pesticida, e também acontecer precipitagdo atmosférica a partir de fontes industriais. Estas fontes

industriais incluem mineragéo, fundigfio e refinagfo (SILVA, 1996).

57



Durante os ensaios com este metal, foi necessario adquirir uma nova cepa da bactéria
Klebsiella oxytoca. Porém esta cepa mostrou comportamento diferente da anterior no sentido de
ser mais resistente. Portanto, outra cepa foi adquirida, e os resultados foram ainda diferentes das
duas primeiras. Como dito na metodologia, foram utilizadas cepas padronizadas, as quais nio
foram cultivadas no laboratério, justamente para que ndo ocorressem modificagdes na suas
caracteristicas. GUIMARAES (1990) em seu trabalho apresenta uma tabela comparativa entre
resultados obtidos no teste Microtox® realizado em 4 laboratérios. Como os valores apresentam
uma grande dispersdo, GUIMARAES levanta a possibilidade de haver sensibilidades diferentes
entre as bactérias utilizadas, podendo umas serem mais resistentes que outras pela propria

adaptacdo aos diferentes agentes toxicos do seu ambiente de origem.

Na figura 5.11 estdo apresentados os dados relativos ao crescimento bacteriano, em
termos de CO,, de 2 ensaios realizados, sendo 1 com Klebsiella oxytoca e um outro com E. coli,

correspondente as concentragdes de Cu’* no intervalo de 0,252 200 mg L™

Através dos intervalos de concentragdes utilizados nos testes para cada bactéria,
percebe-se que a E.coli ¢ muito mais sensivel que a Klebsiella oxytoca frente ao Cu**, pois
enquanto 0,25 mg L' do composto ja oferece inibi¢do ao crescimento da E. coli, para a Klebsiella

oxytoca, 10 mg L' do composto oferece um comportamento semelhante ao do controle.

Na tabela 5.12 estdo apresentados a média e o desvio padrdo do tempo de duplicagdo das
mesmas bactérias frente ao composto. Pode-se observar que até a concentragio de 75 mg L™ esse
tempo foi 0 mesmo ou estatisticamente igual ao do controle para a Klebsiella oxytoca, € para a E.
coli, a partir da concentragdo de 0,25 mg L™ ja houve um aumento, provando, assim, a ocorréncia

de uma sensibilidade maior desta ao composto.
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FIGURA 5.11: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca ¢ E. coli em relagio a variagdo da

~ 2+
concentragdo de Cu

TABELA 5.12: Tempo de duplicagio (tp) das bactérias frente ao Cu®*

Tempo de duplicagéo (tp)

[Cu®"] mg Lt Klebsiella oxytoca E. coli
n n

0 (controle) 3 26,5+1,8 4 33,5+2.8
0,25 - - 4 42,7126
0,5 - - 4 43,9420
1 - - 3 49,0£2,7
5 - - 3 65,245,6

10 3 26,5£2,0 - -
20 - - 2 87,449,1

50 3 26,9+1.9 - -

75 2 272435 - -

100 2 105,9+£17,7 - -
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Na figura 5.12, estdo apresentados os graficos da concentragiio efetiva obtidos para as
duas bactérias em estudo, e na tabela 5.13 estdo os resultados dos calculos da média e desvio

padrio da ECso encontrados para as mesmas.
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FIGURA 5.12: Concentragio efetiva (EC) de Cu®” frente as bactérias Klebsiella oxytoca e E.

coli.
TABELA 5.13: Concentragéo efetiva (ECsp) — Cu*
Bactérias n Concentragdo efetiva (ECsp) mg Lt
Klebsiella oxytoca 4 69.41+6,14
E. coli 3 1,78+0,01

Pela figura 5.12 percebe-se uma diferenca muito acentuada do comportamento, em
termos de % de inibicdo, entre as bactérias, o que pode ser comprovado pela tabela 5.13, na qual
a BECso de Cu®" para a Klebsiella oxytoca é por volta de 70 vezes maior que para a £. coli. Ha,

portanto, uma sensibilidade maior da £. coli a este composto.
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5.6.2.4 Comparacio entre os metais

Para uma avaliag@io mais adequada com relagio ao efeito toxico de substancias em geral,
recomenda-se 0 uso de uma bateria de ensaios com organismos representantes de diferentes
niveis da cadeia alimentar. A titulo de comparac@o, foram extraidos da literatura alguns dados de
testes de toxicidade, onde foram utilizados outros organismos e comparados com os dados do

presente trabalho com o objetivo de verificar a sensibilidade das bactérias estudadas aos mesmos

agentes toxicos.

Na tabela 5.14 estdo apresentados os resultados de testes de toxicidade deste trabalho e
de outros retirados da literatura, utilizando as bactérias Klebsiella oxytoca, E. coli e Vibrio fisheri

ou Microtox® e também com o microcrustaceo Daphnia magna, quando expostos aos agentes
;o + 2+ +
toxicos Hg™", Cd** e Cu*™.

TABELA 5.14: Comparagio dos resultados da ECs; e ICs obtidos em 6 testes de toxicidade
ao Hg?*, Cd*" e Cu®™ (mgL™Y)

Testes de toxicidade
Agentes  Klebsiella ‘ _ _ Daphnia
t6xicos E. coli E coli Microtox®  Microtox®
oxytoca ) magna
ECs@  EC3™¥ (15 min)® @
ECsp®@ (24h)®
N 0,38
Hg 0,0565+ 0,002 0,0493+ 0,49 - 0,031+ 0,01 ) 0,0016
(15 min)®
2+ 0,30
Cd 57,45+ 3,43 17,57+ 4,33 47.4 56,83+ 56,51 0,98
(15 min)
" 1,02
Cu 69,411+6,14 1,78+ 0,01 35,7 1,29+ 1,69 0,022
(5 min)
™ Foi considerada a biodisponibilidade do metal
@ Resultado extrapolado
@ este trabalho

® (GIMENEZ, 1994)
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© (GREENE et alii apud GUIMARAES (1990)
@ (SILLANPAA e OIKARI, 1996)
© (SORVARI ¢ SILLANPAA, 1996)

Como era de se esperar, ha uma grande variagdo entre os resultados para os varios
organismos. Como ja comentado anteriormente, os agentes toxicos agem diferentemente sobre as
diferentes espécies e, para se determinar a concentragdo segura, testes diversos devem ser feitos
simultaneamente. Além disso os ensaios foram realizados em diferentes condigdes. Com relagdo

aos organismos da tabela, percebe-se que a Daphnia magna é mais sensivel que as bactérias

frente aos metais.

Para as bactérias do estudo, onde pode-se afirmar que as condi¢bes ambientais para
ambas foram as mesmas, pode-se fazer uma comparagdo segura. Para os metais analisados,
conclui-se que a Klebsiella oxytoca € mais resistente do que a E. coli. A ordem de sensibilidade
encontrada foi Hg®* > Cd** > Cu®* para a Klebsiella oxytoca e Hg** > Cu**> Cd*", para a E. coli.
E importante salientar que a ordem de toxicidade, principalmente em relagio aos metais Cd* e
Cu**, nfio seguem uma mesma ordem para ambas as bactérias. Isso sugere que mesmo para
organismos de igual nivel tréfico pode haver diferenga de sensibilidade em relagdo a um
composto especifico. Esse efeito também pode ser observado para 2 cepas de um mesmo
organismo, ou seja, dependendo da origem da bactéria, a mesma podera ser mais ou menos

resistente em relagio a uma substincia potencialmente toxica.

Jardim e colaboradores (1990) verificaram a atividade dos ions Cu** ¢ Cd** no meio de
cultura usado em teste de toxicidade semelhante ao deste estudo. Para a mesma concentragido de
5 mg L™ de cada ion foi obtido atividade do ion Cu®* abaixo de 1 ppb enquanto para o Cd** foi de

113 ppb, ambos para meio sem bactéria.

Pode-se observar que para a maioria dos organismos apresentados na tabela, o Hg™*
mostrou-se ser o mais toxico entre os metais, depois o Cu’* (exceto para a Klebsiella oxytoca e

para um dos ensaios com Microtox) € por tltimo o cd*.
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5.6.3 Detergentes hospitalares

A intengdo de se usar detergentes como substéncias a serem testadas foi de mostrar um
entre os varios potenciais de utilizagdo do ensaio de toxicidade desenvolvido no presente
trabalho. Neste caso ele pode ser usado como um teste de eficiéncia entre os varios tipos de
detergentes, também como um ensaio para se avaliar um padrdo de qualidade de um detergente
especifico (SANTOS et alii, 2000), ou até mesmo estimar os danos ambientais que possam ser
causados por ele apoés ser utilizado, quando no corpo receptor, € mesmo o possivel impacto

desses compostos em estagdes de tratamento de aguas residuarias por processos biologicos.

No presente trabalho foram utilizados dois detergentes hospitalares com principios

ativos diferentes para se poder comparar além da agfo de cada detergente, a eficiéncia deste para
cada bactéria testada.

5.6.3.1 Laborhex 2

Este detergente foi fornecido pela farmacia do Centro Cirtrgico do Hospital de Clinicas
da UNICAMP. Ele ¢ utilizado para a lavagem de méaos dos profissionais que trabalham no centro

cirargico.

5.6.3.1.1 Caracteristicas do produto

Degermante - solugdo de digluconato de chlorhexidina a 2 % - uso externo.



ACAO: Laborhex 2 ¢ uma solugfo tensoativa de digluconato de chlorhexidina atuando na
permeabilidade da parede celular bacteriana, influenciando em grupos enzimaticos intracelulares,

causando a destruicdo dos microrganismos.

USO/INDICACAO: indicado na anti-sepsia e degermacio das mios e bragos da equipe cirtigica,

laboratorial, ambulatorial € no preparo pré-cirurgico da pele de pacientes.

5.6.3.1.2 Resultados

Na figura 5.13 estdo apresentadas as curvas caracteristicas para o0s crescimentos
bacterianos, em termos de CO, de 2 ensaios realizados, sendo 1 com Klebsiella oxytoca € um
outro com E. coli, correspondente as concentragles de digluconato de chlorhexidina no intervalo
de0,la5mgL”.
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FIGURA 5.13: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca e E. coli em relagdo a variagdo da

concentrag¢do de Digluconato de chlorhexidina.
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Observando-se os intervalos de concentragfio utilizados nos testes para cada espécie de
bactéria, percebe-se que a E. coli € muito mais sensivel que a Klebsiella oxytoca frente ao
detergente, pois, enquanto 0,50 mg L do composto é a maior concentragio utilizada no ensaio
para E. coli, inclusive esse teor provocou uma inibi¢do bastante alta, a mesma € a menor para o
ensaio com a Klebsiella oxytoca; essa uGltima bactéria comega a ser sensivel & partir dessa
concentracdo. Por causa deste comportamento, foram utilizadas, para cada uma, diferentes

intervalos de concentragdo de agente estressante.

Na tabela 5.15 estio apresentados a média e o desvio padréo do tempo de duplicagdo das

mesmas bactérias com o detergente.

TABELA 5.15: Tempo de duplicacio (tp) das bactérias frente ao detergente Laborhex 2

i Tempo de duplicagdo (tp)
Digluconato de

Chlorhexidina (mg L’l) Klebsiella oxytoca E. coli
n
0 (controle) 4 27,017 4 35.5+5 8
01 ) - 2 34,773
0.23 i - 3 45,0+18,5
0,35 . ) ) ]
0.5 3 28,040,8 ] _
1 4 33,042,3 - -
2,5 2 112,6£30,1 ) ]

Analisando os resultados da tabela 5.15, estes reafirmam o verificado na figura 5.13

sobre o comportamento do crescimento bacterianc.

Na figura 5.14, estdo apresentados os graficos da concentragéio efetiva obtidos para as
duas bactérias em estudo € na tabela 5.16 estéo os resultados da média e desvio padrdo da ECsg

encontrados para as mesmas.
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FIGURA 5.14: Concentragdo efetiva (EC) do principio ativo do detergente Laborhex 2 frente as

bactérias Klebsiella oxytoca e E. coli.

TABELA 5.16: Concentragio efetiva (ECs) - Laborhex 2

Bactérias n Concentragio efetiva (ECsq) mg L™
Klebsiella oxytoca 4 1,55+0,324
E. coli 3 0,32+0,10

Pela figura 5.14 nota-se a diferenca de sensibilidade entre as bactérias ao produto, pois
na concentracdo que ocorre 100% de inibigdo para a E. coli, ndo ha inibicdo para a Klebsiella
oxytoca e, pelo tabela 5.16 o célculo da ECs, apresenta-se ~ 5 vezes maior para a Klebsiella
oxytoca que a E. coli. Diante deste fato, conclui-se que a bactéria E. coli apresentou-se mais
sensivel ao produto e portanto a Klebsiella oxytoca ¢ mais indicada para avaliar a eficiéncia de

detergentes com principio ativo a base de cloro do que a . coli.
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5.6.3.2 Riodeine Degermante

Este detergente foi fornecido pelo Laboratorio de Saneamento da Faculdade de
Engenharia Civil da UNICAMP. Ele ¢ utilizado para a lavagem das mios dos usudrios do

laboratorio de analises quimicas e principalmente microbiologicas.

5.6.3.2.1 Caracteristicas do produto

ACAO: é um produto & base de polivinil pirrolidona-iodo em solugido degermante, um complexo
estavel e ativo que libera o iodo progressivamente. E ativo contra todas as formas de bactérias
ndo esporuladas, fungos e virus. O emprego de Riodeine para a prevengdo e tratamento de
infeccBes cutaneas ndo apresenta o inconveniente de irritagdes da pele e por ser hidrossolivel ndo

mancha acentuadamente a pele, sendo facilmente removivel em agua.

INDICACOES E USO: ¢ indicado na degermagcio das m#os e bragos da equipe cirargica e na
preparagdo pré-operatoria da pele de pacientes. Aconselha-se espalhar o produto na pele e

massagear por 2 minutos. Enxaguar com agua corrente e repetir a aplicagdo secando a pele com

gaze ou toalha esterilizada.

5.6.3.2.2 Resultados

Na figura 5.15 estdio apresentadas as curvas de crescimento bacteriano, em termos de
CO,, de 2 ensaios realizados, sendo 1 com Klebsiella oxytoca e um outro com E. coli,

correspondente as concentragdes de PVP-I no intervalo de 1 a 15mg L™
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Para se determinar a faixa de concentracdo ou mesmo do intervalo de inibig8o para este
detergente foram realizados varios experimentos prévios, com varias dilui¢des, pois este
detergente ¢ bastante ativo para os microrganismos-teste. Pode-se notar que para uma faixa
estreita de concentragiio foi obtida 0 e 100% de inibigdo, conforme mostram os dados

(concentracdo) na figura 5.15.
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FIGURA 5.15: Crescimento bacteriano da Klebsiella oxytoca € E. coli em relagdo a variagio da

concentragdo de PVP-L

Na tabela 5.17 estdo apresentados a média e o desvio padrio do tempo de duplicacdo das

mesmas bactérias com o detergente.

Pelos tempos de duplicagéio ndo foi possivel uma andlise, devido a sua incoeréncia, ou
seja, para os ensaios com E. coli praticamente (sob o ponto de vista estatistico) ndo houve
variagdes desse pardmetro no intervalo de concentragdo estudado. Enquanto que para o
organismo-teste Klebsiella oxytoca percebe-se um ligeiro aumento até a concentragdo de
10 mg L™, no entanto, considerando-se os desvios padrio nio se pode afirmar tal comportamento.

Para maior concentragdo do referido detergente houve um aumento brusco no tempo de
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duplicagdo indicando mais uma vez a dificuldade em se encontrar uma faixa 6tima de trabalho,

bem como a atividade do composto. Apenas para o teor maximo houve inibigéo total.

TABELA 5.17: Tempo de duplicagéio (tp) das bactérias frente ao detergente Riodeine

Tempo de duplicagio (tp)

PVP-I (mgL™) Klebsiella oxytoca E. coli
n n

0 (controle) 5 27.6+1.4 7 33,8+1,9
1 2 28,4+1.8 4 33,1825
5 4 29,5+1,0 4 32,8+1,6
7.5 4 29,6422 3 31,914
10 5 31,5%3,0 4 33,1108

15 3 252,2+47.8 - -

Na figura 5.16, estdo apresentados os graficos de onde foram retirados os dados para os
calculos da concentragdo efetiva obtidos para as duas bactérias em estudo, em relagdo detergente
avaliado, e na tabela 5.18 estdo os resultados da média e desvio padrio da ECs, encontrados para

as duas bactérias.
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FIGURA 5.16: Concentragdo efetiva (EC) do principio ativo do detergente Riodeine frente as

bactérias Klebsiella oxytoca ¢ E. coli.

TABELA 5.18: Concentragdo efetiva (ECsp) — detergente Riodeine

Bactérias n Concentragio efetiva (ECso) mg L™
Klebsiella oxytoca 7 11£1,7
E. coli 7 12420

Nota-se pela figura 5.16 que os dados obtidos para a Klebsiella oxytoca foram melhores,
ou mais coerentes que os da E. coli, Portanto pela tabela 5.18, pelas ECs, obtidas para as 2
bactérias foram estatisticamente iguais. Conclui-se que a agio bactericida do principio ativo a

base de iodo € igual para as 2 bactérias em estudo.
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5.6.3.3 Cemparacio entre os detergentes hospitalares

Na tabela 5.19 esta apresentada a comparagio entre a ECsy dos detergentes hospitalares
estudados.

TABELA 5.19: Comparacdo entre a ECsy dos principios ativos dos detergentes

Laborhex 2 € Riodeine
ECsp — mg principio ativo/L
Bactérias
Laborhex 2 Riodeine
Klebsiella oxytoca 1,55+0,324 11£1,7
E. coli 0,32+0,10 12£2.0

Com relagdo ao principio ativo dos detergentes, nota-se que o Laborhex 2 possui uma

acdo bactericida superior ao Riodeine.
Com relagéo as bactérias, percebe-se que a Klebsiella oxytoca ¢ mais resistente que a E.

coli com relagéo ao Laborhex 2, porém ao Riodeine, ambas apresentaram-se com sensibilidades

semelhantes.
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6 CONCLUSOES

Com relagio as espécies de Klebsiella testadas, qualquer uma delas poderia ser utilizada
no trabalho, pois todas produzem CO; ¢ se desenvolveram bem no meio de cultura utilizado. Em
comparagdo com a E. coli, a Klebsiella oxytoca possui uma vantagem. Como seu tempo de
duplicagdo € menor, a resposta do ensaio ¢ obtida mais rapidamente. Nos experimentos
realizados, o tempo de exposicdo determinado ndo foi considerado, mas o periodo de

monitorag@o entre a concentragdo de 0,5 a 4 mmol L'de CO..

Com relac@o a concentracdo de glicose no meio de cultura, pode-se afirmar que uma
concentragdo 20 vezes menor que a que foi utilizada nos ensaios, dessa fonte de carbono, néo
acarretaria prejuizos a produgdo de CO, pela bactéria Klebsiella oxytoca, ou seja, os ensaios de

toxicidade ndo seriam alterados, pelo menos no tempo de exposi¢io proposto.

Com base nos agentes toxicos testados com a bactéria Klebsiella oxytoca, concluiu-se

que:

e A utilizagdio da bactéria Klebsiella oxytoca como organismo em teste de toxicidade pode
colaborar com a bateria de testes, pois foram obtidos £C,, com desvios padrdes baixos o que

confere & bacténa estabilidade e uniformidade das populagdes.

e A tetraciclina pode ser utilizada como substincia de referéncia, pois a bactéria se mostrou
bastante sensivel a essa droga, € 0s ensaios apresentaram um desvio padrdo muito baixo, ou

seja, pode ser considerada como um padréo nos ensaios, principalmente para confirmar se a



cepa de bactérias néo sofreu modificagbes durante o periodo de estocagem. E também, o teste

proposto possui um potencial de ser utilizado em ensaios de antibiogramas.

e Para todos os metais analisados, a Kilebsiella oxyroca apresentou-se mais resistente do que a

E.coli. Para a Klebsiella oxytoca, a ordem de sensibilidade aos metais foi Hg”" > Cd** > Cu**

e para a E. coli, Hg"" > Cu*™> Cd*".

e Para os 2 detergentes analisados, Laborhex 2 e Riodeine Degermante, a Klebsiella oxytoca
apresentou-se mais resistente do que a E. coli, apenas para o primeiro, no qual o principio
ativo € a base de cloro. Para o Riodeine, o qual € a base de iodo, as 2 bactérias apresentaram

sensibilidades semelhantes.

Finalmente, € importante salientar que o ensaio de toxicidade proposto pode ser um teste
complementar para a bateria de ensaios de toxicidade de compostos puros ou da mistura deles,
como por exemplo aguas residuarias. O sistema utilizado no presente trabalho, ou seja, F1A, para
determinagio e monitoragdo de CO, produzido pelas bactérias, € de baixo custo, de montagem
simples, que utiliza um volume bem reduzido de amostra, com opera¢io extremamente simples e

finalmente ¢ bastante sensivel e possui uma alta freqiiéncia analitica.

73



7 SUGESTOES

O intuito do presente estudo foi testar a bactéria Klebsiella oxytoca no sistema FIA e

poder compara-la com a Escherichia coli, sob as mesmas condi¢les. Para os proximos trabalhos,

sugere-se:

e considerar a especia¢éo quimica

e considerar a interagdo dos compostos avaliados no meio de cultura
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ABSTRACT

Farah, Carolina Rittes Turato. Test of acute toxicity: monitoring respirantion of the Kiebsiella
oxytoca bacterium using a FIA/condutométrico system. Campinas, Faculdade de Engenharia

Civil, Universidade Estadual de Campinas, 2001. 86p. Disserta¢do de Mestrado.

The physical and chemical characterization of a substance or of a substance mixture is
very important, however it does not supply any information related to the toxic potential.
The use of assays with organisms, or either, the application of toxicity tests, can
overcome this limitation. The Klebsiella oxytoca and E. coli bacteria had been used as
tests-organism in toxicity tests, this last one used for matching purposes. The
stimulation/inhibition of the bacterial growth was quantified by the measure of its
respirantion of produced CO, that it was measured by the system of flow injection
analysis (FIA), characterized as a simple method that uses a small amost of sample, is
sensitive and fast in the determination. The bacteria had been exposed to the antibiotic
tetracicline, the heavy metals Hg®*, Cd** and Cu®" and to 2 hospital detergents. The
results are expressed in terms of ECsy and duplication time (tp). The Klebsiella oxytoca
presented higher resistance than E. coli. The sensitivity found for the Kiebsiella oxytoca
to metals was Hg**>Cd**>Cu’* and for E. coli, Hg"*>Cu**>Cd**. One concludes that
there is a difference in sensitivity between organisms of the same trofic level and the

necessity of the battery of assays.

Words Keys: Acute Toxicity, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, FIA, heavy metals.



APENDICE

A titulo de ilustragdo, em seguida, serio mostradas algumas fotos do sistema FIA
montado na bancada. Na figura A.1 é apresentado o sistema integral; na figura A.2, aparecem o
injetor, a cela de difusfo, a cela de condutividade ¢ as resinas de troca idnica; na figura A3, o
objetivo € mostrar a parte do sistema que se mantém em fluxo; na figura A 4, o condutivimetro;

na figura A.5, o banho-maria, utilizado para manter as amostras a 37°C e, na figura A6, o

registrador.

FIGURA A.1: Visdo global do Sistema Fia utilizado para o teste de toxicidade.



FIGURA A.2: Parte do Sistema FIA: (1) resinas de troca ibnica, (2) injetor, (3) cela de difusdo,

(4) cela de condutividade, (5) tubos condutores de reagentes ou amostras.
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FIGURA A.3: Parte do Sistema Fia.

FIGURA A.4: Condutivimetro: recebe o sinal da cela de condutividade e envia este para o
registrador.
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FIGURA A.5: Banho-maria utilizado para manter as amostras 4 37

°C — temperatura adequada

para o crescimento bacteriano.

FIGURA A.6: Registrador.
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