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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a determinagio da concentragio do
carbono inorgénico total (CO2-total), do carbono inorganico dissolvido (DIC), do carbono
inorganico livre (H2CO3*) em amostras aquosas ¢ do dioxido de carbono gasoso (CO2gy
atmosférice. A técnica utilizada foi a Analise por Injegio em Fluxo continuo (FIA) com
detecgdo condutométrica.

O método ¢ baseado na difusdo do didxido de carbono através de uma membrana de
Teflon da amostra para um fluxo de dgua desionizada. A mudanga na condutividade desse
fluido € proporcional 4 concentragio da espécie do diéxido de carbono presente na amostra.

Os resultados obtidos para DIC em amosiras aquosas utilizando-se esse
procedimento foram comparados com aqueles obtidos por titulagdo potenciométrica, via pH
e alcalinidade. Os valores foram significativamente diferentes para P=0,01 ¢ n = 10.

Amostras de dgua foram colocadas em contacto com uma atmosfera contendo 425
ppmv em CO7, por um periodo de 48 horas para que se atingisse um equilibrio. Os
resultados experimentais para a concentragio da espécie HyCO3™ foram superiores aqueles
calculados pela lei de Henry.

Foi monitorada a absorgdo do CO(g) por uma amostra de agua provenicnte de um
lago. O fluxo de CO7 variou desde 3,3 até 14,0 mol CO>/m2.ano, dependendo do grau de
turbuléncia na interface 4gua/atmosfera. Estes resultados ficaram bem proximos daqueles
descritos na literatura para sistemas lacustres, ou seja, cntre 5.28 ¢ 18,66 mol CO2/m2.ano,

Testes de toxicidade aguda foram reatizados monitorando-se a respiracio da bactéria
Escherichia coli. Este moniloramento foi realizado tanto na fasc aquosa (CO»-total) quanto
na fase gasosa (CO2(g)). dependendo do tipo do sistema FIA empregado. A ordem
decrescente de toxicidade para combustiveis automotivos foi MEG (mistura contendo 33 %
de metanol, 60 % dc etanol e 7 % de gasolina) > M-etanol (95 % de etanol e 5 % de
gasolina) > M-gasolina (88 % de gasolina e 12 % de etanol), enquanto que para o0s
componentes individuais a sequéncia foi Etanol > Gasolina > Metanol.

Também foram feitos testes de toxicidade dos fons Hg(I1}, monitorando-se o didéxido
de carbono na fase gasosa. Ocorreu um aumento no tempo de duplicagio (tp) da cultura
bacteriana numa razdo de aproximadamente 1,9; 2,6 ¢ 3,1 para suspensdes microbianas
contaminadas com 12,5; 25 e 50 pg Hg(Il)/L, respectivamente, quando comparadas com o
controle. Para o desinfetante doméstico Pinho Sol, em culturas contaminadas com 0,4 ¢
1 %, essa razdo foi de 1,6 ¢ 4,8, respectivamente, sendo que foi observada uma inibigéo total
de crescimento na concentragfio de 2 %.



ABSTRACT

In this work it was developed a method to determine the total inorganic carbon
(CO-total), dissolved inorganic carbon (DIC), free inorganic carbon (HpCO3") in
aqueous samples as well as atmospheric carbon dioxide (CO2(g)) using Flow Injcction
Analysis (FIA) with a condutometric detector.

The method is based on the diffusion of CO2 through a PTFE
{(polytetrafluorethylene) from the sample to a stream of deionized water. The change in the
conductance in this water stream is proportional to the carbon dioxide present in the sample.

The FIA method was uscd in the determination of DIC in water samples and the
results obtained were compared to the ones obtained by using potentiometric titration, via
pH and alkalinity. The data showed that the results differ statistically (P = 0.01; n = 10).

Water samples were allowed to equilibrate for a period of the 48 hours to a
425 ppmv carbon dioxide atmosphere. Experimental results obtained for HyCO3"™ were
higher than the ones cxpected according to Henry's law.

A continuous determination of thc absorption of the CO2(g) by lake water
samples was carried out using FIA. The flux of carbon dioxide ranged from 3.3 up to
14.0 mol COy/m?.year, according to the turbulence level in the water/atmosphere interface.
The literature data shows values between 5.28 and 18.66 mol CO-/m2.year to similar
samples.

Short-term toxicity tests using FEscherichia coli were carried out for different
stressing  agents. Inhibition of the microbial respiration was monitored in the aqucous
(CO2-total) or gaseous (CO2(g)) phase, according of the FIA system. The decreasing order
of fuel toxicity was MEG (a misture containing 33 % methanol, 60 % ethanol, and 7 %
gasoline) > M-etanol (95 % ethanol and 5 % gasoline) > M-gasolina (88 % de gasoline and
12 % ethanol), whercas for the individual sequence the observed behavior was Ethanol >
Gasoline > Methanol.

Similar toxicity test using Hg(IT) ions was also carried out, where the concentration
of gaseous carbon dioxide (COz(g)) was monitored. For a bacterial suspension contamined
with 12.5; 25 and 50 ug Hg(II)/L an increase in the bacterial doubling time (tp) rate of 1.9;
2.6 and 3.1, respectively, was observed when compared to the control. For a domestic
desinfectant in the concentration of the 0.4 and 1 % this rate was 1.6 and 4.8, respectively,
and a total inibition at 2 % was observed.
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CAPITULO I

INTRODUCAO
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I-INDRODUCAO:

L1 - O ciclo do carbono.

O ciclo de carbono na biosfera tem sido significativamente alterado
pela atividade do Homem nos tltimos 150 anos. A queima de combustiveis fésseis
fez com que a concentracdo do dioxido de carbono na atmosfera, que era de
250 ppmv antes da revolugdo industrial, atingisse a 315 ppmv em 1958, por volta
de 350 ppmv em 1989 (Hileman, 1989) e hoje esta proximo de 365 ppmv.

Atualmente, o CO7 emitido através da atividade humana ¢ da ordem de
8,5 bilhdes de toneladas anuais, sendo que apenas metade desse total permanece na
atmosfera. A outra metade acredita-se que seja incorporada pelo solo, florestas
(Aiken e colaboradores, 1991: Vitousek, 1991) e oceanos (Walt e colaboradores,
1993), cujos mecanismos ainda nao sdo completamente esclarecidos.

O papel da hidrosfera no mecanismo de absorgdo de CO7 atmosférico
¢ de vital importancia, pois esta cobre 7/10 da superficie da Terra. Bradshaw ¢
Brewer (1988), mostram que as aguas ocednicas superficiais estdo tendo um
incremento de | umol COs/kg/ano em reiagdo ao dioxido de carbono total
{CO2-total).

Lerman e Stumm (1989), descrevem que embora os lagos de dgua doce
cubram apenas cerca de 2 % de toda superficie continental, se eles atuassem como
um compartimento de absorgéo da fragdo de todo CO2 atmosférico emitido nos
ultimos 20 anos, a concentragdo média de carbono inorganico dissolvido (DIC)
poderia aumentar cerca de 20 mg C/L. Esse valor é cerca de 2 - 3 vezes maior que a

concentracdo média atual.
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Esses dois exemplos mostram como a hidrosfera ¢ um importante
reservatorio no ciclo do CO». Infelizmente, muitos aspectos da quimica aqudtica do
CO» ainda sfio obscuros, especialmente em situagdes de ndo equilibrio com respeito
ao COp atmosférico. Esta situagdo € causada principalmente por atividades
biolégicas, por exemplo a respiracio e a fotossintese, onde a produgéo e o consumo
do dioxido de carbono aquoso pode exibir uma cinética rapida ou lenta, resultando
em corpos d'dgua supersaturados ou insaturados em comparagdo com a
concentragdo do gas na atmosfera.

Do ponto de vista analitico, a determinagdo de espécies carboOnicas
inorginicas, tanto na agua doce como na agua de mar, pode ser dividida
basicamente em duas partes: (a) a determinagdo do CO3-total em amostras nao
perturbadas ¢ (b) determinagio apds acidificagdo da amostra e arraste do CO2 com
gas inerte.

Em amostras nio perturbadas, o procedimento mais usual para a
determinacio do COj-total é via titulagdo potenciomeétrica (Dyrssen, 1965;
Dyrssen e Sillen, 1967, Perez e Fraga, 1987; Van den Berg e Rogers, 1987 ¢
Wedborg, 1988). Quando uma amostra aquosa ¢ perturbada por acidificagdo e todo
o CO7 ¢ arrastado com gas inerte, o dioxido de carbono € usualmente determinado
utilizando, principalmente, analises coulométricas e absorgdo na regido do
infravermelho (Swinnerton e outros, 1962; Roberts e Smith, 1988; Glab e
Hulanicki, 1989).

E importante mencionar que o termo "dissolvido" é baseado no
tratamento que a amostra recebeu antes da analise. Frequentemente, as
determinacdes sdo realizadas em amostras ndo filtradas. Neste caso a notagdo

COz-total ¢ utilizada no lugar de DIC.
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CO»-total = [H2C03*(aq)] + [HCO3 (ag)l + [COBZ'(aq)] +

2 (formas particuladas de carbono inorganico) (I.1)
[H2C03 (aq)] = [H2CO03(ag)] + [CO2(aq)] (1.2)
Desde que o carbono inorgénico dissolvido (DIC) possa ser expresso como:
DIC = [H2C03" (ag)! + [HCO3"(aq)l + €032 (ag)] (L3)
¢ a alcalinidade carbonica total (ALC) como:
ALC = [HCO3 (aq)] + 2[CO3Z~(aq)t + [OH] - [HY] (L.4)

entdo, os valores de DIC podem ser inferidos a partir de valores de pH ¢
alcalinidadc de acordo com a equagido 1.5, vélida para um sistema fechado e néo
necessariamente em equilibrio com o CQ» atmosférico (Lerman e Stumm, 1989 e

Kubala e outros. 1989). Isso € mostrado na seguinte expressio:

ALC =DIC (ay + 2a3) + [OH"] - [HT] (LS)
onde,

ap = ({[HYIK /{[H*]Z + Kq[HY] + K1K32)) (L6)
€,

az = ((K1K2}/{[H1)2 + K1 [H'} + K1K2}) (L.7)

Os termos K e K2 sdo as constantes de dissociagdo do &cido carbénico.
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Note que a concentragdo de todas as espécies podem ser determinadas
em fun¢do de dois parimetros facilmente mensuraveis, o pH e DIC, juntamente

com Kj e K3. Por exemplo para a espécie [H2CO3™] a expressio fica:
[H2C03" (aq)! = DIC{IH2/(K1 K7 + Ky [H*] + [H]2)} (1.8)

Se for considerado um sistema aberto para a atmosfera, ou s¢ja, onde
haja uma troca de gases entre as duas fases, a concentragio de todas as espécies
carbonaceas na fase aquosa sera dependente da concentragdo do CO7 presente na
atmosfera.

Por exemplo, a espécie H2CO3™ e a pressdo parcial do didxido de
carbono, pCQ2, estdo interrelacionados pela lei de Henry (equacao 1.9). Se o
sistema aquoso estd em equilibrio com a fase gasosa, a pressfo parcial do gas na

solucdo é igual & pressao parcial do gas na fase gasosa.

[H2CO3"] = KH pCO2 (1.9)
e
pPCO2 =xCQ2 (PT - pH20) (1.10)

combinando as duas equacdes, 1.9 ¢ 1.10,

[H2€CO03*] = KH xc02 (PT - PH20) (L11)

onde, xCQ2 ¢ a fragdo molar ou fragiio de volume do gas, P ¢ a pressio total e

PH20 € 2 pressdo de vapor da dgua.
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Neste caso (sistema aberto) é importante salientar que a concentragdo
de todas as espécies do acido carbdnico também podem ser expressas em fungéo de

pCO2 € PH, desde que o sistema esteja em equilibrio entre as duas fases.
1.2 - Metas do trabalho.

Este trabalho tem por objetivo desenvolver um procedimento analitico
nio perturbativo que permita a especiac¢io e a quantifica¢io do carbono inorganico
em diferentes situagdes de intcresse ambiental. A técnica utilizada na quantificacao
do didxido de carbono dissolvido (DIC) ¢ a Analise por Inje¢do em Fluxo continuo
(FIA) acopilado a um detector condutométrico. A quantificacdo do dioxido de
carbono livre (H2CO3") utiliza 0 mesmo principio, com algumas modificagdes no
sistema. Também ¢ desenvolvida uma metodologia para a quantificagdo do dioxido
de carbono gasoso (CO) em amostras gasosas) com algumas adaptagdes no método
original. Este método de analise € baseado na difusio da espécie HrCO3™ ou CO7
gasoso, proveniente da amostra onde contém as espécies carbonaceas, por uma
membrana de Teflon. O gds permeado ¢ absorvido num fluxo de dgua desionizada e
a diferenca na sua condutividade € proporcional a concentragdo da amostra. Como
aplicacdo do metodo sdo realizados testes de toxicidade aguda utilizando-se a
bactéria Escherichia coli como organismo teste. Tais ensaios sdo baseados no
monitoramento da respiragdo microbiana, tanto na fasc aquosa {meio de cultura)

quanto na fase gasosa, dependendo do tipo do sistema FIA empregado.



CAPITULO I1

DETERMINACAO DO CARBONO INORGANICO
DISSOLVIDO (DIC) USANDO ANALISE POR
INJECAO EM FLUXO CONTINUO (FIA)



Carbono Inorgdnico Dissolvido/FIA 6

Il - DETERMINACAO DO CARBONO INORGANICO DISSOLVIDO (DIC)
USANDO ANALISE POR INJECAO EM FLUXO CONTINUO (FIA):

IL1 - A Anilise em Fluxo.

A automacdo e/ou mecanizagdo de processos em quimica analitica esta
diretamente relacionada com as demandas da sociedade modema. O
desenvolvimento de novos produtos na inddstria quimica, as analises clinicas
(saide publica) e mais recentemente o monitoramento da qualidade do meio
ambiente, em estudos relacionados ao controle de poluicdo, provocaram um
aumento significativo na demanda de analises "per capita"/ano. Isto fez com que os
processos fossem sendo aulomatizados, tornando os resultados menos sujeitos a
erros humanos ¢ simultaneamente reduzindo o tempo de analise. A automagio, num
sentido mais amplo, € representada pela capacidade de eliminar, parcial ou
completamente, a intervengdo humana em um método de anilise quimica.

Segundo Valcdreel e Luque de Castro (1984) os métodos automaticos
de andlise podem ser classificados em: (a) Métodos Automiticos Descontinuos; (b)
Métodos Automaticos Continuos: e (c) Métodos Robotizados, dependendo da
metodologia empregada.

Nos métodos continuos, a concentragdo da espécie de interesse é
medida sem a interrupcio do fluxo dos reagentes. Os dois tipos de sistemas que
podem ser utilizados nos métodos continuos sdo os segmentados e 0s ndo
segmentados. No primeiro, os métodos continuos segmentados, as amostras sdo
aspiradas sequencialmente e segmentadas pela inclusdo de bolhas de ar que sdo
eliminadas antes que o fluido atinja o sistema de detecgdo. No segundo ndo hd

inclusdo de bothas de ar (Ruzicka e Hansen, 1988).
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Segundo van der Linden (1994), a denominagdo Andlise em Fluxo é
um nome genérico atribuido para todos os métodos analiticos que sdo baseados na
introdugéo e processamento (tratamento) da amostra num meio que esteja fluindo.
Na figura IL1 € mostrado de forma esquematica praticamente todas as possiveis
variagbes desse sistema. A sigla CFA € derivada do inglés "Continuous Flow
Analysis; FIA, "Flow Injection Analysis"; LC, "Liquid Cromatograph” ¢ MSFA,

"Mono Segmented Flow Analysis".

SEGMENTADO

_ AMOSTRAGEM
CONTINUA

NAO SEGMENTADO

FLUXO [ANALISEW FLUXO

ANALISE SEGMENTADO | CONTINUO (CFA)
EMFLUXO _ASPIRACAO DE
AMOSTRA
FLUXO NAO
SEGMENTADO
ANALISEPOR INJECAO
| AMOSTRAGEM EM FLUXO (FIA)
INTERMITENTE «
_ FLUXO NAO
SEGMENTADO
CROMATOCGRAFIA
) LIQUIDA (LC)
| INJECAO DE
AMOSTRA
L FLUXO ANALISE EM FLUXO
MONOSEGMENTADO | MONOSEGMENTADA (MSFA)

Figura I1.1 Esquema de classificacdo dos métodos de analise em fluxo.

As Analises por Injecio em Fluxo (FIA) sfo classificadas como
metodos continuos ndo segmentados. FIA pode ser definido como um processo

analitico automatico ou semi-automdtico onde as amostras ou reagentes sao
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inseridas num fluxo carregador, e ndo aspiradas, sem a presenca de bolhas de ar. No
momento da detecglio nem o equilibrio fisico (homogeneizag¢do no fluxo) nem o
equilibrio quimico (reagdo completa) sdo necessariamente alcangados.

A figura I1.2 mostra um sistema FIA simplificado e esquematizado.

Também ¢ mostrado como € a forma de registro (Clark e colaboradores, 1990).

ml/min f
R P

(a)

I

5
1
N
A
s

+
) —rt 4— tb—-—c--

Figura I1.2 (a) Sistema FIA de linha Unica, onde a amostra (8) é injetada num
fluxo carregador (R), movimentado por uma bomba peristiltica (P),
detectada em (D) e descartada em (L). (b) Parametros usualmente
utilizados para caracterizar um sistema FIA de linha unica, onde (W) é
a largura do pico, (H) a sua altura, (A) sua area, (T) o tempo de
residéncia e (tp) a largura do pico na base.

As técnicas de andlise em fluxo continuo apresentam, normalmente,
uma alta frequéncia analitica, baixo consumo de amostras e reagentes, alta precisdo

e/ou exatiddo, alta sensibilidade e baixo custo de equipamentos e operagdo. Além
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disso, apresentam uma alta versatilidade, podendo numa mesma amostra serem
realizadas véarias determinagdes simultineas, 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 determinagdo de uma espécie de
interesse, usando FIA, inimeros processos de separagdo tém sido explorados.
Dentre eles, a separagdo por precipitagio, extragdo por solventes, didlise e difusio.
De todas essas técnicas de separagdo, a difusdo através de membranas semi-
permeaveis tem sido considerada como altamente seletiva, visto que poucas
espécies sio geradas como gases a temperatura ambiente (Motomizu e
colaboradores, 1987), diminuindo consideravelmente o problema de interferentes.

A tecnologia de membranas para a separagido de fluxos contendo
liquido/liquido e liquido/solido foi (e tem sido) praticada na induastria por muitos
anos através da osmose reversa, ultrafiltracdo e microfiltragdo entre outras

aplica¢des (figura I1.3).

SEPARACAO
DE GAS
L1}
¥ 14
OSMOSE
REVERSA
1]
¥ 104
ULTRAFILTRACAC
[ 1]
200 A

MICROFILTRACAO
| 0
100000 A

Figura I1.3 Porosidade de membranas utilizadas em varios processos.
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O progresso nessa drea gradualmente direcionou esforcos em pesquisas
para o desenvolvimento de membranas adequadas para a separacio de gases
(Spillman ¢ Sherin, 1990).

Dois tipos de membranas podem ser empregados na separagdo de
gases. A primeira € a porosa, na qual os gases sdo separados com base na sua massa
molecular por pequenos poros através da membrana (figura I1.4A). A vasta maioria
das aplicagdes comerciais ¢ baseada em membranas nio porosas. Elas ndo contem
nenhum poro (buraco, no sentido mais comum) ¢ funcionam baseados no principio

de que gases se dissolvem e difundem através de materiais solidos (figura IL.4B).

(A) (B)
g ce g ©°, g o ® OO o
[ ] o | © P o ® © ® ©
o ] g .
c® O
o ] o o o
[ o o o ® [n] o)
o ® a o © o ® o ©
® c® u [ ] o 9 ° o L
| . O O O o
o 8o B o c ®¢ o
— —
DOADOR RECEPTOR DOADOR RECEPTOR

Figura I1.4 Membrana porosa (A) e membrana nio porosa (B).

A grande maioria dos sistema FIA acoplados a unidades de difusio
gasosa, usam meio liquido (frequentemente aquoso), ou seja, os gases gerados no
fluxo dito doador sdo difundidos pela membrana semi-permedvel e sdo absorvidos
por um fluxo liquido receptor. A grande maioria dos trabalhos utilizam filmes
confeccionados em polimeros tais como Teflon (PTFE = politetrafluoretileno),
polipropileno (Van Der Linden, 1983: Pavén e colaboradores, 1992) e silicone
(Kuban, 1992: Gonzalo e colaboradores, 1992).
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I1.2 - O sistema FlA/condutométrico.

Nessa primeira etapa do trabalho ¢ apresentado o sistema FIA com
detector condutométrico para a determinagcdo de DIC em amostras aquosas. Os
resultados de analises em amostras foram comparados com aqueles obtidos por
titulagdo potenciométrica (alcalinidade). Testes de recuperagido foram realizados em
amostras de agua de lago ¢ de mar, nas quais foram adicionadas quantidades
conhecidas de uma solu¢io de carbonato.

O esquema do sistema FIA para a determina¢do do DIC é apresentado
na figura IL5. Basicamente, este sistema é o mesmo utilizado por Jardim e
colaboradores (1990) num teste de toxicidade aguda, onde foi monitorado o
crescimento bacleriano (Escherichia coli) através da produgio de CO3 proveniente

do processo de respiragdo desse microorganismo.

Cv
T = O [ =

AGua [32 B1 co
A% 1.6 4Dl
— INJ —
AGUA [1.6 B2
m.
1.6 .
BP  AMOSTRA d

DESCARTE

Figura IL.5 Esquema do sistema FIA/condutométrico.
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De acordo com a figura IL5, o sistema FIA é composto basicamente
de uma bomba peristaltica - ISMATEC, tipo IPS-12/B - (BP); de uma valvuia de
inje¢o/comutagio de amostras ou padrdes (INJ), construida com base no trabalho
de Reis e colaboradores (1989); de uma cela de difusio (profundidade = 0,1 mm,
largura = 3 mm e comprimento = 100 mm) (CD) e de uma cela de condutividade
constituida de dois cilindros concéntricos (volume = 50 uL) (CC), similar aquela
apresentada por Pasquini e Faria (1987). O comprimento das bobinas de reagdo Bl
e B2 € de 100 e 20 cm, respectivamente. Os tubos - sonda de polietileno, CPL
medical's - condutores de reagentes de diametro interno = 0,8 mm. Os sinais séo
obtidos através de um conduttvimetro - MICRONAL, modelo B-331- (CV) e
enviados para um registrador - ECB, modelo RB 201.

O procedimento de andlise € o seguinte: uma aliquota de 300 pL, a
qual pode ser da amostra a ser analisada ou de uma solucio padrio, contendo as
espécies carbdnicas HrCO3™, HCO3- e CO32- é manualmente injetada no fluxo
carregador (H70 desionizada e livre de CO3) a qual conflui com um fluxo de 4cido
sulfurico (H2SO4 MERCK), na concentragdo de aproximadamente 0,2 mol/L.

Segundo a equagido IL1, o equilibrio é deslocado ¢ as espécies
carbdnicas presentes nesse meio acido, praticamente sio CO» e HyCO3. Essas duas

formas sdo definidas operacionalmente como HyCO3* (equacio 1.2).
COz + H0 = H3CO03 == H*+ HCO3-=—— Ht+ C032- (IL.1)

Uma fragio do diéxido de carbonoe gasoso formado permeia na cela de
difusdo, através de uma membrana de Teflon (PULVITEC S.A. Ind. Com. e
AKROS Industrial de Plastico Ltda), para um outro fluxo de dgua desionizada e o
equilibrioc é novamente favorecido principalmente para a formagio das espécies

HYaq) & HCO37(3q). Como esse ultimo fluxo vem sendo monitorado
(aq) (aq)
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constantemente quanto a sua condutividade, a presenca desses ions provoca um
incremento nesse parametro a qual é proporcional a concentragdo das espécies
carbénicas na amostra, ou seja, DIC ou COp-total se a amostra nédo for
previamente filtrada. Para uma solugdo de concentragdo 1000 nmol/L foi observado
um desvio padrio relativo de 1,20 % (n = 30).

As solucdes padrdes de didxido de carbono, foram preparadas a partir
de uma solugdo estoque de NapCQO3 (FISHER) 0,100 mol/L. O sal foi previamente
aquecido a 270 OC < T < 300 OC por 01 hora (Baccan e colaboradores, 1979). Apos
esse tratamento térmico uma massa conhecida do mesmo foi dissolvida num baldo
volumétrico, previamente calibrado, utilizando-se agua destilada, desionizada ¢
livre de CO3. A solugédo estoque foi mantida num frasco de plastico (NALGENE)
com rolha de borracha, a qual possuia dois tubos de polietileno, um para retirada de
aliquotas para composigdo das solugbes padrbes e outro para entrada de ar
propiciando o equilibrio dc¢ pressdo durante essa operagdo. Uma coluna de cal-
sodada (VETEC) foi acoplada no segundo tubo para absorver o dioxido de carbono
atmosférico.

Na figura IL.6 sio mostrado os sinais tipicos de uma curva de
calibragdo. A cquagdo que melhor descreve a curva de calibragéo ¢ Y = A XB, onde
Y € a altura do sinal (condutividade arbitraria), X € a concentragdo do CO2 (mol/L)

e A e B sfo pardmetros ajustaveis.

IL3 - Determinacio da alcalinidade ¢ DIC por titulagio potenciométrica.

As amostras de agua doce, ou seja, proveniente de lago e de rio foram
coletadas na superficie da coluna d'dgua e analisadas imediatamente apds uma
filtragdo numa membrana de 0,45 pm (MILLIPORE®). Amostras de aguas

marinhas foram armazenadas a -18 ©C para transporte. Para analise elas foram
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1000 uM

500 M

250 M

100 pM

CONDUTANCIA, UNIDADES ARBITRARIAS
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Figura 116 Sinais de calibracdo tipicos do sistema FIA para DIC.
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descongeladas espontaneamente até atingir a temperatura ambiente. Amostras de
dguas minerais foram analisadas imediatamente apds a abertura do frasco.

A alcalinidade da amostra foi determinada da seguinte forma:
amostras de 49,825 mL foram tituladas com HC! (MERK) na concentragio de
0,1008 mol/L, usando uma microbureta de volume total de 2000 pL
(GILMONT, modelo $-1200 A. O pH foi monitorado, a cada adigédo de aliquotas
de acido, com um eletrodo combinado (ROSS ORION, modelo 81-04) acoplado a
um pHmetro digital (PROCYON, modelo PHD-10). O ponto final da titulagio foi
determinado através da equagdo de linearizacdo de Ingman e Still (1966)
modificada por Aleixo ¢ Godinho (1984).

As determinagGes de carbono inorganico dissolvido foram realizadas e
os valores obtidos usando FIA foram comparados com aqueles calculados via
titulacdo potenciométrica (alcalinidade) de acordo com a equagido 1.5. A
tabela IL.1 mostra que os valores de DIC inferidos a partir da alealinidade e do pH
foram na maioria das vezes superiores aqueles obtidos pelo sistema FIA. O teste ¢
de dados pareados apiicado as duas populacdes mostrou que ambas sdo
significativamentc diferentes para P=0,01 en=10.

Bradshaw e Brewer (1988) realizaram um levantamento detalhado a
respeito da quimica do didxido de carbono em ambientes marinhos. Nenhum dado
confiavel a respeito de alcalinidade foi obtido, para dguas marinhas, até o icio da
década de 1960. Eles também chamaram a ateng¢do para o fato de que mesmo
tratando-se de dados recentes, hd discrepéncias entre os resultados obtidos usando
processos manométricos e titulagio potenciométrica. Embora o método
manomeétrico nio seja sujeito as mesmas fontes de erro comumente encontrados em
titulagdes com acido, os autores sugerem que c¢ssas discrepancias possam ser

devido, principalmente, a fatores tais como: a) a erros assumidos em modelos
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fisico-quimicos, b) a problemas de contaminagfio da amostra ou c) a contribui¢do

de protdlitos ndo conhecidos de ocorréncia natural em aguas.

Tabela II.1 Comparagéo entre os valores de DIC (umol/L) obtidos pelo sistema
FIA e titulagdo potenciométrica (POT).

Amostra pH FIA POT Diferenca
Agua mineral 7,70 2469 2432 +37
Agua de rio 7,46 428 376 +52
Agua de lago (A) 8,77 741 948 207
Agua de lago (B) 9,23 1078 1285 -207
Agua de lago (C) 8,93 728 958 -230
Agua de lago (D) 8,99 1056 1219 -163
Agua de lago (E) 9,33 1009 1166 -157
Agua de lago (F) 8.65 1035 1243 -208
Agua de mar (A) 7,82 1752 1923 -171
Agua de mar (B) | 7.80 1531 1947 -416

I1.4 - Teste de recuperagio de alcalinidade ¢ carbonato.

Amostras de dguas superficiais tanto de um lago eutrofizado, como de
mar, foram contaminadas com quantidades conhecidas de uma solugdo de
carbonato (503 e 1006 umol) imediatamente antes da titulagio. As amostras
contaminadas e ndo contaminadas foram entdo analisadas para valores de DIC e

alcalinidade total de acordo com o procedimento descrito.
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O erro maximo obtido para ambas as medidas DIC-FIA e alcalinidade
foram -1,4 % e -1,5 %, respectivamente. Entretanto, quando os valores de DIC

foram inferidos usando a equacdo L5 (DIC-POT), foram obtidos erros de até

+15,0 % (tabela I1.2).

Tabela I1.2 Teste de recuperagdo para amostras de agua de rio e de mar na qual

foram adicionadas aliquotas de uma solugéo de carbonato (todos os
dados estdo em pmol/L).

adigdo CO3~- | sem adicéo 503 pumol 1006 pmol | recuperado %2
AGUA DE LAGO

pH 8,65 9.33 9,52 | emmemmmeeeee-

Alcalinidade | 1260 1766 2264 101,0/100,2

DIC-FIA 1035 1286 1514 100,1/98.6

DIC-POTD 1243 1631 2017 109,2/115,3
AGUA DE MAR

pH 7,82 8.28 T N e

Alcalinidade 1988 2494 2975 101,0/98,5

DIC-FIA 1752 2000 2247 99,9/99,9

DIC-POT® 1923 2223 2473 102,3/102,0

4 Valores de recuperacio refere-se as respectivas adi¢des de solugdes de carbonato.

b Valores calculados & partir da equacido 1.5 assumindo pK| = 6,389 e
pK2 =10,368, 2 210C.

¢ Valores calculados a partir da equacdo L5 assumindo pK] = 6,000 e
pK2 =9,115, salinidade de 309/00, 4 250C.

Fukushi e Hiiro (1987) usaram um teste de recuperagéio de carbonato

com o objetivo de uma avaliagdo da exatiddo do método eletroforese capilar usado
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em seus trabalhos. Para amostras de agua de mar, erros da ordem de até -12 %
foram observados, enquanto quc em aguas provenientes de regides de estuarios esse
valor chegou em até -21 %.

Esse fato pode ser explicado com base na equagio L5. Os termos ag €
a2 sdo muito dependentes do pH e em menor extensdo de K e K. Embora os
valores de K1 e K3 ja estejam bem documentados na literatura, a diferentes valores
de temperatura e salinidade (Butler, 1982; Goyet e Poisson, 1989; Dickson e
Millero, 1987; HMSO, 1987), para aguas continentais a escolha desse pardmetro
torna-se um problema, uma vez que a forga i6nica nessas aguas apresenta-se com
valores muito diferenciados.

Entretanto, a medida exata de pH é o parametro mais problemético na
equagao L.5. Por exemplo, uma pequena variagéo desse parametro de 9,33 (agua de
rio - tabela I1.2) para 9,00 altera o valor de DIC-POT em +3,8 %.

Este comportamento também mostra que ha uma utilizagdo duvidosa
no uso de valores de alcaiinidade para inferir valores de DIC, uma vez que aguas
naturais frequentemente néo estdo em equilibrio com o CO2 atmosférico devido
principalmente a atividades bioldgicas. Além disso, os valores de pH medidos
experimentalmente podem exibir valores diferentes dagueles esperados devido
principalmente a cinética lenta do fluxo de CO» na interface atmosfera/agua.

Em termos analiticos, a alcalinidade considerada nos calculos, ou seja,
a alcalinidade carbénica total (ALC) poderia ser operacionalmente definida como a
Capacidade de Neutralizagio de Acidos (CNA), ou alcalinidade total. Isso quer
dizer que além dos protélitos ja considerados, como aqueles oriundos do sistema
acido carbdnico, amostras de dguas podem ter outros protélitos como por exemplo
bases organicas fracas na forma de substincias humicas e fulvicas, principalmente

em aguas continentais e espécies derivadas do acido bérico (H3BO3), as quais



Carbono Inorgdnice Dissolvido/FIA 19

estdo na faixa de 4,1 x 104 mol/LL em 4guas marinhas (Stumm ¢ Morgan, 1981;

Bisogni Jr, 1991; Dickson, 1992; Melo, 1993).

ILS - Aplicacdo em testes de toxicidade (respirometria): Estudo comparativo
da toxidez aguda de combustiveis automotivos utilizando a bactéria

Escherichia coli.

No cenario atual, as fontes tradicionais de energia tais como o carvio,
0 gds natural e a energia nuclcar ndo podem ser aproveitadas no setor de transportes
com grande éxito sob o aspecto custo/beneficio ou risco/beneficio. Desta maneira,
as misturas de hidrocarbonetos, principalmente a gasolina e mais recentemente o
6leo diesel tém sido os principais combustiveis no suprimento de parte da demanda
energetica ¢ principalmente da induastria automotiva (Ecklund e Mills, 1989). Com
a crise mundial do petrdleo, por volta de 1973, muitos foram os paises que
dedicaram esforgos para a obtengdio de outros recursos energéticos, principalmente
fontes de energias renovaveis (Azevedo e Borges, 1990; Mills e Eckiund, 1989;
Manahan, 1984; Moreira ¢ colaboradores, 1990).

Aliado ao interesse recente dispensado aos problemas de preservagéo
ambiental, esta busca dos chamados "combustiveis renovaveis" tém sido norteada
visando a obtengdo de combustiveis que causem menos danos aoc meio ambiente do
que aqueles ja usados tradicionalmente. Os combustiveis ditos "limpos” com
relagd@o as emissdes provocadas pela sua queima estio em destaque.

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de se obter
combustiveis alternativos para a frota automotiva. Os principais combustiveis
pesquisados, € j4 em uso em alguns paises, sdo aqueles conhecidos como
combustiveis oxigenados. As duas principais classes desses combustiveis

compreendem os alcoois e €teres.
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Os alcoois e éteres tém despertado grande interesse por virios fatores.
Eles possuem uma maior octanagem quando comparados principalmente com a
gasolina e diesel e podem ser obtidos a partir de vérias fontes tais como o carvio, o
gas, o petréleo e principatmente de biomassa ¢ produtos e/ou rejeitos agricolas. Do
ponto de vista ambiental, esses combustiveis apresentam uma grande vantagem por
serem menos deletérios a0 meio ambiente. Quando comparados a gasolina, emitem
geralmente uma quantidade menor dos compostos NO,, SOy, CO e
hidrocarbonetos (Azevedo e Borges, 1990; Mills e Ecklund, 1989; Manahan, 1984).

Os principais combustiveis oxigenados atualmente utilizados e
pesquisados globalmente séo o metanol. o etanol, o 4lcool isopropilico, o alcool s-
propilico, o alcool #-butirico, 0 metil #-butil éter (MTBE), o etil #-butii éter (ETBE),
o0 t-amino-butil éter, além de possiveis misturas envolvendo dois ou mais desses
compostos (Ecklund e Mills, 1989; Moreira ¢ colaboradores, 1990).

O metanol € um dos combustiveis que vem se firmando como um dos
mais promissores para o futuro. Esta substéncia ja foi utilizada em motores desde a
segunda guerra mundial (Fundacentro, 1990) e devido a escassez sazonal do etanol
no mercado brasileiro, o metanol voltou a ocupar um lugar de destaque dentre os
combustiveis alternativos.

Os produtos emitidos na queima da mistura combustivel
metanol/gasolina, contendo desde 0 a 100 % (V/V) de metanol e a varias
temperaturas, tém sido largamente pesquisados. As principais substincias estudadas
s8o 0s hidrocarbonetos, o mondxido de carbono, os oxidos de nitrogénio, o
formaldeido e o proprio metanol (Snow e colaboradores, 1989; Gabele, 1990;
Williams e colaboradores, 1990; Sodhi e colaboradores, 1990).

O metanol, sendo um composto de cadeia orgdnica muito pequena,
tende a apresentar uma oxida¢3o mais completa do que outros combustiveis (por

exemplo a gasolina), que possuem cadeias longas de carbono, necessitando um
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maior nimero de reagdes para a completa oxidagdo a diéxido de carbono (Gray e
Alson, 1989).

Os efeitos toxicos do metanol em exposigdes agudas e cronicas séo
fartamente documentados (Azevedo e Borges, 1990; Moreira e colaboradores,
1990). A entrada desse composto no organismo pode ocorrer por trés vias: a
respiragéo, a cutinea e a digestiva. sendo que a probabilidade de absorgdio é maior
pelas vias respiratéria ¢ cutdnea (Fundacentro, 1990).

A maior parte do metanol absorvido pelo organismo é passivel de
oxidagdo, originando o formaldeido e o acido formico, compostos  esses
responsaveis pela agdo toxica do metanol. Entretanto, uma pequena parte ¢
eliminada através do ar expirado e pela urina na sua forma original (Azevedo e
Borges, 1990).

No inicio dessa década, a chamada mistura combustivel terndria,
contendo 33 % de metanol, 60 % de etanol e 7 % de gasolina foi largamente
utilizada nos grandes centros brasileiros. Neste sentido, houve a necessidade de um
melhor monitoramento dos produtos de combustio, bem como do proprio
combustivel quanto ao seu potencial téxico. Nio apenas para O ser humano, mas
quanto ao seu possivel comprometimento da qualidade ambiental do ecossistema
como um todo.

Cabe ressaltar que os Orgios responsaveis pela liberagio desse novo
combustivel tomam como base os estudos toxicoldgicos do composto metanol e
ndo da mistura contendo o metanol. Como consequéncia, estes dados toxicologicos
podem ndo refletir a toxicidade real da mistura combustivel por ndo considerar os
possiveis efeitos sinérgicos, bem como antagénicos, uma vez que o combustivel &
composto por trés substancias discretas (na verdade uma mistura quaternaria devido

r

a 4gua presente no metanol).
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Testes de toxicidade usando microorganismos, particularmente
bactérias, tém sido descritos por varios autores (ver Bittton e Dutka, 1986). Dentre
os testes de toxicidade nos quais sdo utilizadas bactérias como organismo teste, ©
Microtox tém sido o mais empregado. Este teste foi desenvolvido pela Beckman
Instruments, Inc. (1981) para avaliar a toxicidade aguda em amostras aquosas. O
teste ¢ bascado na medida da atividade da bactéria marinha bioluminescente
Photobacterium phosphoreum, a qual emite luz sob condicdes normais.

Neste trabalho comparou-se a toxicidade aguda dos trés tipos de
combustiveis, os quais foram largamente utilizados no Brasil, para a bactéria
Escherichia coli. Foram também estudados os efeitos dos componentes individuais

das misturas combustiveis.

IL.5.1 - Procedimento do teste de toxicidade.

Os testes de toxicidade aguda em Escherichia coli foram baseados na
inibigdo da respiragio microbiana (medida via CO») causada pelas misturas
combustiveis, bem como pelos seus componentes individuais.

O meio de cultura liquide (1 litro) foi inoculado com E. eoli {mantida
em agar) e deixado & temperatura ambiente até que a suspensdo bacteriana
comegasse a turvar. Em seguida, colocou-se num banho de agua a 37 oC ¢ fez-se o
monitoramento do CO» até que sua concentracio atingisse 0,25 mmol/L de COs.
Cuidadosamente, aliquotas de 100 mL foram transferidas desta suspensdo estoque
de bactéria para Erlenmeyers de 150 mL, também mantidos no banho a 37 ©C. A
cultura foi entdo contaminada com agente toxico. O frasco que ndo recebeu
nenhuma adi¢ao atuou como controle. Um meio de cultura sem bactéria atuou como
prova em branco. O monitoramento de CO7 foi feito a cada 20 minutos de acordo

com a seguinte ordem de analise: primeiramente analisou-se o controle; em
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seguida, as culturas contaminadas ¢ finalmente o branco. Apés a determinagio do
CO2 nesta série de frascos, o controle era novamente analisado. A concentracio de
CO2 nos diversos frascos foi obtida por interpolacio da curva de calibragéo.

A bactéria Escherichia coli (ATCC 25922) foi cedida pelo
Departamento de Patologia Clinica/Servigo de Microbiologia do Hospital das
Clinicas da UNICAMP.

O meio de cultura para a bactéria E. coli foi preparado pela adigdo de
1,6 g de KoHPO4 (MERK), 1,6 g de KH2PO4 (CARLO ERBA), 1,0 g de NaCl
(SYNTH), 4,0 g de (NH4)2804 (ECIBRA), 0,7 g de MgS0O4 (FISHER) e 0,3 g de
acido citrico (MERCK) em 1 litro de dgua destilada (Doward e Barisas, 1984). O
pH final foi ajustado em 7,00 usando uma solugio de NaOH (MERCK) 4 mol/L. O
meio de cultura foi colocado num forno de microondas (NATIONAL, modelo NE
7660 BH), levado até a fervura e fechado com rolha de algodiio. Apos o
resfriamento até aproximadamente 90 ©C, 2,5 g de glucose (VETEC) foram

adicionados na solug@o ¢ o meio de cultura foi deixado em repouso até atingir a

temperatura ambiente.

IL3.2 - Deteminag¢io do CO)-total pelo sistema de anilise por injecio em fluxo

confinuo.

O procedimento para a determinagdo do diéxido de carbono no meio
de cultura € o mesmo descrito no item IL2 e o esquema completo do sistema

FIA/condutométrico € mostrado na figura IL.5.
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I1.5.3 - Amostras,

As amostras de combustiveis foram adquiridas em postos de vendas ao
consumidor e utilizadas sem nenhum pré-tratamento. Foram utilizados os seguintes
tipos de combustiveis: M-gasolina (mistura contendo 88 % de gasolina e 12 % de
etanol anidro, M-etanol (mistura contendo 95 % de etanol € 5 % de gasolina) ¢
MEG (mistura contendo 60 % de etanol, 33 % de metanol ¢ 7 % de gasolina).

Neste trabalho, as misturas combustiveis serdo denominadas de
M-gasolina, M-etanol e MEG para diferencid-las de seus componentes.

A fim de se avaliar possiveis efeitos antagdnicos e/ou sinérgicos entre
0s componentes de cada um dos combustiveis testados, foram realizados ensaios
utilizandeo-se individuaimente a gasolina, o etanol e o metanol nas propor¢des
equivalentes aquelas em que estes componentes estdo presentes na mistura MEG.

A gasolina pura foi obtida tratando-se a M-gasolina com excesso de
agua para a extragdo do etanol. O ctano! utilizado foi grau P.A. (QUIMIS) e o
metanol também grau P.A. (MERCK).

11.5.4 - Resultados e discussio.

Testes de toxicidade sdo bascados no uso de material vive para definir
a natureza ¢ 0 grau de efeitos nocivos produzidos por um simples agente téxico ou
por uma mistura de agentes toxicos. Nesse tipo de ensaio, certos organismos
selecionados sdo usualmente expostos a um contaminante com potencial téxico por
um determinado periodo de tempo. Os testes de toxicidade podem ser feitos para
determinar inimeros pardmetros, tais como a taxa de mortalidade, a imobilidade, a

taxa de respiragdo, as taxas de reprodugdo e de crescimento, entre outras (Bitton ¢

Dutka, 1986; HMSO Books, 1983).



Carbono Inorgdnico Dissolvido/FIA 25

Os testes de toxicidade sdo categorizados por subdivisdes baseados na
duragio do teste, isto ¢, sobre o periodo de exposigdo ou sobre o periodo de
observagio, se ambos diferirem. Os dois mais utilizados compreendem a exposi¢ao
cronica e a exposigao aguda. Para uma methor classificagdo, tem-se que analisar os
resultados quanto ao tempo de resposta do ensaio e tempo de vida do organismo
testado (Guimaries, 1990).

A figura IL7 mostra 0 comportamento do crescimento das bactérias
frente aos combustiveis M-gasolina, M-etanol ¢ MEG na concentracdo de 1 %
(V/V). Os resultados indicam que houve uma inibi¢io da respiragio microbiana
frente ao combustivel M-gasolina quando comparado ao controle. Para o
M-etanol, a inibicdo foi mais acentuada, enquanto que o combustivel MEG foi o

que mais inibiu a respiracio microbiana.
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Figura IL7 Comportamento microbiano frente aos vérios combustiveis na
concentragdo de 1 % (V/V).
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A titulo de comparacgdo, foram realizados testes de toxicidade com os
mesmos combustivels na concentragdo de 2 % (V/V). O comportamento na
respiragdo da bactéria Escherichia coli ¢ mostrado na figura IL.8. Nota-se que tal
comportamento foi semelhante aquele da figura 11.7, porém com um efeito nocivo
mais acentuado. Este comportamento ja pode ser notado num tempo relativamente
curto apos o contato das bactérias com o contaminante, ou Sseja, €m
aproximadamentc 20 minutos a concentragdo de CO2 no controle e das culturas

contaminadas era significantemente diferente.
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Figura IL8 Comportamento microbiano frente aos varios combustivelis na
concentragdo de 2 % (V/V).

Na tabela I1.3 s3o apresentados estes resultados na forma do tempo de

duplicacéo (tp) da populacio das bactérias. A equagio utilizada para esse célculo

foi a seguinte:

in (C¢/Co) = kt (IL2)
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onde C¢ € a concentracdo do didxido de carbono (mmol/L) num tempo qualquer,
Co € a concentragdo do didxido de carbono (mmol/L) presente no meijo de cultura
no inicio de cada bioensaio, k (1/min} € a constante relacionada com o crescimento
bacteriano e t € o tempo expresso em minutos. Note que (In2)/k, ou 0,693/k,
fornece o tempo de duplicacdo da biomassa bacteriana (em minutos) nas condigdes

experimentais utilizadas.

Tabela IL.3 Tempo de duplicacdo (tp) das culturas contaminadas com tres
combustiveis nas concentragdes de 1 e 2 % (V/V).

Tempo de duplicagao (min)
1% (V/V) 2% (V/V)
Controle 26 26
M-gasolina 33 36
M-etanol 44 133
MEG 107 inibig¢do total*

* durante o tempo de duragdo do ensaio (160 min).

Como foi observado nas figuras I1.7 ¢ 1L8, o combustivel MEG foi o
que apresentou uma maior inibicdo da respiracdo microbiana quando comparado
aos outros dois combustiveis (M-gasolina ¢ M-etanol). Quando comparado com o
tempo de duplicagio do controle (26 min), note que a cultura contaminada com
MEG 1 % (V/V) necessita agora de 107 min para duplicar sua biomassa.

Realizaram-se também testes de toxicidade com os trés componentes
do combustivel separadamente e na sua propor¢éo na qual eles estdo presentes na
mistura combustivel (MEG), quando utilizado na concentragéio de 1 e 2 % (V/V).

Os resultados desses ensaios estdo apresentados nas figuras J1.9 e I1.10, os quais
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mostram diferengas significativas quando comparados com os resultados obtidos

para as misturas combustiveis.
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Figura 11.9 Comportamento microbiano frente aos varios componentes do
combustivel MEG na proporgédo relativa de 1 % (V/V).
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Figura IL10 Comportamento microbiano frentc aos vdarios componentes do
combustivel MEG na proporgéo relativa de 2 % (V/V).
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Para uma melhor compara¢do entre estes resultados, a tabela 114
apresenta os resultados dos ensaios com os componentes puros na forma do tempo

de duplicacfo microbiana.

Tabela IL.4 Tempo de duplicagdo das culturas contaminadas com os trés

componentes do combustivel MEG em concentragio relativa de 1 e
2% (V/V).

Tempo de duplica¢io (min)
1% (VIV) 2% (V/V)
Controle 26 26
Metanol 0.33 28 0,66 28
Gasolina 0,07 32 0,14 41
Etanol 0,60 39 1,20 49

L importante comparar os resultados mostrados na tabela IL.3 com
aqueles da tabela 11.4. Nos testes de toxicidade aguda utilizando-se as misturas
combustiveis, 0 MEG mostrou ser o mais tdxico deles para a bactéria Escherichia
coli, apresentando inclusive uma inibigdo total da respiragdo microbiana guando
utilizado na concentragdo de 2 % (V/V). Estc comportamento ndo sc repete,
entretanto, quando os bioensaios utilizam os componentes individuais presentes nas
misturas combustiveis. Na tabela ILd4, por exempio, fica claro que o metanol puro
€ menos toxico do que a gasolina € o etanol.

Cabe ressaltar que nos resultados obtidos para o estudo da gasolina
pura observou-se uma tendéncia na inibi¢do da respira¢do bacteriana com aumento
da concentragdo desse composto (0,07 a 0,14 %). Esse comportamento foi muito

menos acentuado nos ensaios realizados com a mistura M-gasolina, apesar da
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gasolina estar presente numa concentragdo bem maior (0,88 ¢ 1,76 %). Esses dados
sugeram um possivel efeito antagénico entre o etanol e a gasolina, diminuindo
assim o efeito toxico deste Ultimo para o organismo teste nas condigbes
experimentais utilizadas neste ensaio.

No caso do etanol, efeitos sinérgicos ou antagénicos ndc foram
detectados. No entanto, pode ser observado que a inibi¢do aumenta com aumento
da concentragdo no meio de cultura, independentemente do composto estar presente
na forma pura ou misturado 4 gasolina.

Esses resultados vém comprovar que os efeitos sinérgicos, bem como
antagdnicos, ndo podem ser desconsiderados em s¢ tratando da avaliagdo do
potencial toxico das misturas combustiveis. Infelizmente, os procedimentos
utilizados usualmente na avaliagio da toxicidade dos combustiveis séo baseados em
dados obtidos para os componentes separadamente (Moreira e colaboradores,
1990). Estudos mais detalhados desta possivel interagdo certamentc serdo
necessarios para esclarecer pontos ainda obscuros nestes estudos de ecotoxicidade.

Num estudo realizado por Branco e colaboradores (1990}, os mesmos
afirmam que "A despeito de ndo terem sido desenvolvidos estudos especificos para
o gerenciamento de acidentes e o manuseio de "metanol-combustivel”, pode-se
admitir que os procedimentos indiscutivelmente aceitos para o "metanol-produto-
quimico" e para outros combustiveis liquidos sdo suficientes para o controle dos
riscos envolvidos neste caso...". Esta afirmativa pode ser questionada a partir dos
dados apresentados neste trabatho, que mostram claramente que a toxicidade aguda
do metanol para um organismo ubiquo no meio ambiente ¢ muito menor do que a

toxicidade da mistura combustivel contendo este composto.
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I1.5.5 - Conclusio.

Pelos dados obtidos nos testes de toxicidade aguda utilizando E. coli
pode-se concluir que:

a) A ordem decrescente de toxicidade para as misturas combustiveis estudadas foi:
MEG > M-etanol > M-gasolina.

b) A ordem decrescente de toxicidade para os componentes individuais foi:
Etanol > Gasolina > Metanol.

Deste modo, pode-se afirmar que estudos para a avaliagéo do potencial
toxico de combustiveis automotivos devem ser realizados com a mistura
combustivel e ndo apenas com scus componentes separadamente. Os resultados dos
testes de toxicidade obtidos neste trabalho indicam um possivel efeito sinérgico nas

misturas combustiveis.



CAPITULO I11

DETERMINACAO DO DIOXIDO DE CARBONO
LIVRE (H2C03*) E TOTAL (CO2-TOTAL) PELO
SISTEMA FIA/CONDUTOMETRICO
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ITi - DETERMINACAO DO DIOXIDO DE CARBONO LIVRE (H2CO3*) E
TOTAL (CO2-TOTAL) PELO SISTEMA FIA/CONDUTOMETRICO:

IIL.1 - Introducao.

A hidrostera tem um papel importante como fonte e absor¢do do
diéxido de carbono, uma vez que 7/10 da superficie do planeta é coberta por aguas
(marinhas e continentais). A troca de CO7 entre a atmosfera e os oceanos ¢ de
grande 1mportdncia para o entendimento das consequéncias de alteragdes
climaticas, principalmente pela producio antropica do diéxido de carbono (Weiss e
colaboradores, 1982). Quando a pressdo parcial do CO» em aguas marinhas ¢
superior aquela do proprio ar na interface agua/ar, o didxido de carbono tende a
escapar para a atmosfera e vice-versa (Takahashi, 1989).

As varias concentragdes de espécies derivadas do sistema acido
carbénico em solugfio aquosa, em contato direto com a atmosfera, e em equilibrio,
podem ser calculadas utilizando-se dois dos quatro parametros: diéxido de carbono
total (CO2-total), alcalinidade carbonica (ALC), pH, e pressdo parcial do COp
(pCQ2) Jjuntamente com as constantes termodindmicas (Stumm ¢ Morgan, 1981;
Butler e Mackey, 1992; Poisson e colaboradores, 1990; Goyet e colaboradores,
1992). A escolha é feita de acordo com o objetivo do trabatho, bem como da
facilidade em se realizar as medidas (Takahashi e Kaiteris, 1976).

Os dados obtidos a partir do monitoramento da pressdo parcial do
didéxido de carbono (pC2) sdo normalmente utilizados para a confec¢do de mapas,
nos quais sdo mostradas areas de liberagdo ou absor¢éo do gas em oceanos ¢ mares.
O parimetro pCQ2 pode ser expresso em solugdo real em termos de fugacidade
(fCc2)- Essa medida ¢é feita equilibrando-se uma amostra de dgua com um volume

conhecido de ar, e determinando-se a fragdio molar do CO7 resultante no ar. Os
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dados de concentragido de CO2 no ar, antes e apds o contacto entre as duas fases séo
comparados, ¢ o resultado é expresso em termos dessa diferenga (ApCQ2)
(Takahashi, 1989; Metzel e colaboradores, 1991).

Takahashi e colaboradores (1976), desenvolveram um sistema, no qual
acontecia o equilibrio entrc as fases gasosa e aquosa, para avaliar a pressio parcial
do didxido de carbono (p()2) em aguas marinhas. Um analisador de gas, na regido
de infravermelho, foi utilizado para a determinagdo do concentragdo do CO92. Os
trabalhos foram realizados durante um cruzeiro ¢ os resultados tiveram uma
precisdio de + 2 % para pC (2.

Uma estimativa de pc ()2 fot realizada por Butler e Mackey (1992} em
aguas ocednicas (Tasman Sea e numa regifio proxima a Nova Zelandia) utilizando
determinagdes de pH e alcalinidade. No entanto, quando esses dados foram
comparados com aqueles obtidos por um analisador de gas (regido de
infravermetho) houve uma diferenga de aproximadamente 20 ppmv, ou seja, os
dados obtidos via pH e alcalinidade foram sistematicamente inferiores.

Murphy e colaboradores (1991) também realizaram estudos no Oceano
Pacifico Sul, empregando a cromatografia gasosa para determinagédo do CO2 tanto
no ar como no gas proveniente do sistema de equilibrio ar/agua de mar. O CO7 das
amostras gasosas era convertido cataliticamente em metano e quantificado num
detector de 1onizagdo em chama. Esses estudos mostraram que o Pacifico Sul néo se
comporta como um absorvedouro de CO2, pelo menos durante o outono austral.
Uma metodologia similar foi utilizada por Robertson e colaboradores (1993) em
estudos em regides do Atldntico Norte.

Um sensor optico para pcQ2 em dgua de mar foi desenvolvido por
Goyet e colaboradores (1992), o qual foi baseado num indicador de fluorescéncia e
dois corantes encerrados por duas membranas de silicone permeavel a gases. Uma

fibra Optica servia como transmissora de sinais. No intervalo de 400-500 ppmv de
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PCQ?2 a exatidio foi de 3 % quando comparado com cromatografia gasosa para
cinco amostra marinhas coletadas a diferentes profundidades.

Recentemente, Lefévre e colaboradores (1993) utilizaram o mesmo
principio, ou seja, membrana de silicone-fibra Optica, porém um método
colorimétrico. A variag¢@o no pH da solugio do corante azul timol era detectada por
um espectrofotometro ¢ relacionada com a concentragdo do diéxido de carbono
(pCO2) na dagua de mar. No intervalo de 340-590 patm uma variagdo de £ | patm
acusada pelo sensor e um desvio padrido de aproximadamente + 3 patm ¢ £ 5 patm
de acordo com o tipo de curva de calibracio.

Nessa parte do presente trabalho foi desenvolvido um sistema de
Analisc por Injecdo em Fluxo continuo (FIA) acoplado a um detector
condutomeétrico para determina¢do do didxido de carbono total (CQO3-total),
carbono inorganico dissolvido (DIC) ¢ principalmente diéxido de carbono livre
(HoCO3™) em amostras aquosas. O método € baseado na difusdo da espécie
H2C03* atraveés de uma membrana de Teflon (PTFE) a partir da amostra para uma
corrente de agua desionizada. A altera¢dio na condutividade da dgua desionizada é
proporcional a concentragio de COn-total, DIC ou H»CO3™ na amostra,

dependendo da espécie em estudo.

II1.2 - Especiac¢iio do carbono inorganico/sistema FIA.

Para realizar a especia¢fio do carbono inorginico foi construido um
reator fechado, ou seja, um aparelho que ndo permitia a troca de gases na interface
liquido/gas. Este reator ¢ mostrado na figura I11.1.

O reator, com volume de aproximadamente 700 mL foi construido com
vidro borossilicato. Este componente do sistema possui trés orificios e um émbolo.

Um dos orificios ¢ utilizado para acoplar o eletrodo de pH (pardmetro fundamental
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para a especiagdo), um segundo para a retirada da amostra, para quantifica¢do da
espécie HoCO3™ e COa-total e o terceiro para adicdo de acido (HpSO4 com

concentragido de aproximadamente 0,5 mol/L).
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Figura II1.1 Reator utilizado para a especiacio.

Como o sistema proposto € de analise continua, 3 medida em que a
solugéo ¢ retirada para quantificagéo, o émbolo é deslocado para o seio da solugéo,
ndo permitindo assim que se forme um "head space”, ou seja, uma interface
liquido/gés. Principalmente, para que o didxido de carbono gasoso formado na
solugdo com valores baixo de pH, ndo escape para a atmosfera.

O esquema completo de funcionamento do  sistema

FIA/condutométrico para especiagdo é mostrado na figura IIL2. O procedimento
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baseia-se na determinagBio da concentragio da espécie HpCO3™ através da
diferenga de concentragfio da espécie em dois fluxos separados por uma membrana
de PTFE, politetrafluoretileno, ou seja, uma membrana de Teflon obtida no
comeércio.

Como pode ser observado, este sistema possui duas valvulas de
injecdo/comutacio, Vi e Va. A primeira valvula (V1) é utilizada para uma eventual
comutagido de uma amostra para outra ou de um padrio para outro, sem que seja
necessario a interrupgdo do funcionamento da bomba peristaltica (BP). A segunda
valvula (V3) ¢ utilizada para injegdo de acido (FSO4 0,1 mol/L) na obtencdo da
curva de calibracfio e da concentragdo do carbono inorganico total (CO»>-total).
Além disso o sistema possui uma cela de difusdo (CD), uma cela de condutividade
(CC), uma coluna com resina mista de troca idnica ( R) (MERCK) e o descarte €

representado por (E).

cv
mLjmin [ o}
AGUA T8 ol
AMOSTRA(1,6 CDll_r
V1 V2
E
A
AMOSTRA| 1,5 A1 E ..
- E L
BP ACIDO
Alfe l
AMOSTRA E

E
E
AMOSTRA __'H l V2

Figura II1.2 Esquema de funcionamento do sistema FIA/condutométrico para a
especiacdo.
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No reator, a solugio contendo as espécies H2CO3*, HCO3~, e CO3- ¢
mantida 4 temperatura constante e sofre uma variagio de pH por adigdo de H2SO4
na concentragio de 0,5 mol/L, sob agitagdo vigorosa, para que seja homogeneizada
rapidamente. Um dos tubos de polietilenc serve como condutor da amostra € o
outro tubo como condutor de dgua desionizada, a qual é monitorada constantemente
quanto a sua condutividade. A cada adi¢do de 4cido na amostra a concentragio de
HzCO3™ aumenta e consequentemente essa espécie permeia pela membrana,
atingindo o fluxo de agua desionizada. A linha base ¢ deslocada e o registro sai em
forma de escada (figura IIL3). Quando ndo houver mais variacdo na altura desses
degraus, mesmo com adigdo de um excesso de acido, indica que todas as espécies
carbonicas estdo na forma acida.

E construida uma curva de calibra¢do para interpolagdo das alturas dos
degraus obtidos. Essa curva de calibrago é obtida pelo sistema FIA com injegdo de
reagentes, onde um volume determinado de HpSO4 0,1 mol/L (15 uL) é

introduzido no fluxo carregador do padrio, através da valvula V».
IIL3 - Determinagio da espécie HyCO3™ (estado estacionirio).

Como € mostrado na figura ITL.3, a curva para a quantificagdo da
espécie HoCO3™ apresenta-se na forma de escada e a leitura de pH ¢ altura do
respectivo degrau ¢ feita no estado estacionario. Lntretanto, por questdes
operacionais a curva de calibragdo € obtida injetando-se volumes discretos das
solugdes padrdes de carbonato e apresenta-se na forma de pico. Desse modo, para
se utilizar a curva de calibracéo foi necessario uma otimizagdo entre as duas formas

de registro.
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Figura IIL3 Curva caracteristica para o sistema FIA meodificado e a curva de
calibracio.

Para esta normalizagdo fot estudada a razdo entre estes dois tipos de
curva, da seguinte maneira: Primeiramente um padrio de concentragdo conhecida
era submetido ao sistema FIA e injetava-se acido {(em triplicata) para se obter o
pico. Em seguida o mesmo padrio era acidulado até pH 3,50, que correspondia a
altura maxima do patamar. Para os padrdes de concentragdio entre 1,00 x 10-4
e 5,00 x 10-4 mol/L, as alturas dos patamares foram sempre superiores as alturas

dos picos numa razio de aproximadamente 1,12, como € mostrado na figura II1.4.
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Figura ITL4 Comparagio entre os sinais sob duas condi¢des experimentais para
padrdes de carbonato.

Foram realizados alguns experimentos, com amostras sintéticas, com o
objetivo de uma especiagio das formas inorganicas HoCO3™ e HCO3-. bem como
uma otimiza¢do do sistema proposto para a sua utilizagdo em amostras naturais.

Uma comparagdo entre os dados experimentais e os valores tedricos
esperados para HoCO3™ encontram-se nas figuras abaixo (figura IILS e II1.7), as
quais serdo comentadas. Estes valores foram calculados com base na equacao LS.
Entretanto, como o valor da concentragdo de CO32- no intervalo de pH estudado
(abaixo de 8,0) ¢ muito pequeno, a concentragdo desta espécie foi considerada
desprezivel frente as outras duas (H2CO3™ e HCO3") e a equagio L8 pode ser

simplificada e re-escrita como,

[H2CO3*] = DIC/{(Ky/[HT]) +1} (I1L1)
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Primeiramente foi realizado um experimento utilizando uma solugéo
de bicarbonato de sodio (VETEC) na concentragdo de 5,00 x 10-4 mol/L, em duas
condigdes de forca idnica. A figura TIL5 mostra as curvas correspondentes aos
valores tedricos e experimentais, considerando a forga i6nica apenas da solugdo do
bicarbonato.

Analisando os resultados da figura IIL5 podemos observar um erro
sistemdtico nas determinagdes experimentais, ou seja, os valores obtidos
experimentalmente foram significativamente inferiores aqueles obtidos através de
calculos tedricos.

Como o pH ¢ de fundamental importancia nos calculos tedricos, uma
vez que a concentragdo da espécic carbénica HyCO3™ varia diretamente com a
concentragdo de HT medida (equacao IIL1). Um pequeno erro de leitura no pH
pode comprometer o resultado tedrico quando comparado com o valor
experimental, uma vez que em meio com baixa forga idnica a estabilidade dec
eletrodo de vidro ¢ seriamente comprometida.

Segundo Skoog e Leary (1992), as leituras de pH podem ter erros
significativos de | a 2 unidades quando a determinagdo ¢ realizada em solugdes
com baixa for¢a ibnica, tal como amostras provenientes de rios ou lagos,
principalmente sc o eletrodo de referéncia for calomelano. Além disso, se o pH dc
uma solugdo nio tamponada, com baixa for¢a idnica e proximo da neutralidade, for
determinado com eletrodo de vidro, um periode muite longo de tempo ¢ requerido

para que o mesmo estabilize, ou seja, a leitura ¢ muito demorada (Christian, 1994).
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Figura IIL5 Concentragio da espécie HoCO3* em funcdo do pH, sob as
seguintes condigdes: T = 220C; pK| =6,38 e = 5,00 x 10-4 mol/L.
Solugdo de bicarbonato de sodio 5,00 x 104 mol/L.

Outra fonte proviavel de erro pode ser referente ao valor de pKj
considerado. Por exemplo, uma pequena variagido no valor da constante pK] de
0,10 unidades podc resultar num erro de aproximadamente 20 % no célculo tedrico
da concentragdo da espécie HoCO3™, quando utilizada a equagéo IIL1. Esses dois
parédmetros utilizados, provavelmente, podem ndo corresponder as reais condigdes
experimentais. A figura T11.6 mostra as curvas referentes a concentragio da espécie
HyCO3*, na concentragdo total de 5,00 x 10-4 mol/L, em fungio do pH, quando
utilizado os valores de pK igual a 6,28; 6,38 ¢ 6,48. Caso este erro seja de 0.05
unidades, tanto de pH como de pK |, pode-se obter um erro maximo de 11,5 % na

concentragio da espécie HyCO3™, quando utilizada a equagdo IIL1.
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Figura 1116 Concentragéo da espécie HoCO3™ em fungéo do pH.

Entrctanto, um outro estudo foi feito ajustando-se o valor da forga
iénica da solugdo de NaHCO3 pela adigdo de nitrato de sédio (NaNO3, ECIBRA)
0,05 mol/L. A figura IIL7 mostra os graficos correspondentes a essa nova situagio.

Nessa nova condi¢do. como podemos observar pela figura IIL7, as
curvas correspondentes aos valores experimentais e tedricos foram praticamente
iguais. Provavelmente a resposta do eletrodo nesse meio, de forca idnica mais
elevada, deva ser bem mais rdpida, ou seja, apresenta uma estabilizagio num
intervalo de tempo mais curto. Dessa forma, o valor de pH obtido deva ser bem

mais exato ¢ o calculo tedrico mais confiavel.
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Figura IL7 Concentragdo da espécie H»CO3" em fun¢do do pH, sob as
seguintes condigdes: T = 229C; pK| = 6,38 ¢ | = 0,05 mol/L.
Solugéo de bicarbonato de sédio 5,00 x 10-4 mol/L.

Apesar dos desvios encontrados no primeiro  experimento
(figura IILS), ¢ importante salientar que o método mostrou-se muito eficiente em
algumas condigdes (figura III.7), e suficientemente sensivel para aplicacdo em
sistemas aquosos naturais quanto & especiacio das formas inorganicas do carbono.

Uma outra variagfio no tratamento dos dados também foi proposta
visando uma simplifica¢do e independéncia de valores de pK obtidos através da
literatura. Neste caso o pK cra obtido através dos dados experimentais e utilizados
na equagdo tedrica (equagao IILI). Note que o valor de Kj, que corresponde ao
coeficiente angular, ¢ obtido langando-se em grifico a [HY] em funcdo de
[I-12CO3*]/[HCO3'] (equagdo IIL.2), ou seja, € apenas um rearranjo da expressio

que define a primeira constante de dissocia¢do do acido carbénico.
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[HY] = K ([H2CO3*)/[HCO37)) (11L.2)

Foi realizado um estudo com uma solugéio de bicarbonato de sodio
considerando esse novo pardmetro proposto. Conforme observa-se na figura IIL8

houve uma grande concordéncia entre as trés curvas do grafico.

5001 ... i
.
RN
400 R
5 400 N
? 3.00- ‘ g
T 200 i i
£ ] )
gr’ 104 T+ Teoio j LN I
P ]| - Epeimena | ' |
b D.m— i A pKem'll'T‘entEll: - =g L
3.00 400 500 600 700 800 900

pH

Figura IIL.8 Concentragio da espécie HrCO3™ em fungdo do pH, sob as
seguintes condigdes: T = 23,50C; pK| = 6,369 e I = 0,1 mol/L
(NaNO3). Solugio de bicarbonato de sddio 5,00 x 10-4 mol/L.

O mesmo experimento foi repetido utilizando-se agua de lago (Lago
central da UNICAMP) ¢ um comportamento semelhante foi observado. A curva
referente a0s dados calculado teoricamente (equagiio IIL1) foi inferior as outras
duas curvas, pelo menos em alguns pontos. No entanto, quando comparamos a
curva obtida experimentalmente com aquela obtida a partir do Ky experimental
notamos uma excelente concordéncia entre, praticamente, todos os pontos. Dessa

forma podemos concluir que esses resultados, tanto da figura L8 como da
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figura IIL9, indicam que erros relativos aos valores de K considerados nos

calculos podem ser minimizados quando utilizado o procedimento proposto no

tratamento dos dados.
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Figura I11.9 Concentragdo da espécie ”2C03* em funcdo do pH, para agua
de lago, sob as seguintes condigdes: T=2390C; pK} =6,372 ¢
=01 mol/L {(NaN(3). Concentragdo de bicarbonato total de
3.74 x 10-4 mol/L.

I11.4 - Determinagio da espécie HCO3"™ e COj-total através da injecdo de um

volume discreto de amostra.

Feita a calibragio do sistema, foi proposto uma nova variagdo do
método no sentido de aumentar a frequéncia analitica e minimizar o volume de
amostra. Neste caso, a amostra era injetada no fluxo carregador em lugar de passar
continuamente pela cela de difusdo. Utilizou-se a mesma montagem do sistema FIA

do caso anterior com uma pequena modificacio, principalmente no que diz respeito
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a utilizagdo de apenas um injetor-comutador (V2), a qual ¢ apresentada na
figura I1.10.

Cv
mifmin .

AGUA 16 cCi

NaNO3 1.6 ﬁ‘:
T: L

BP AMOSTRA

Figura IIL.10 Esquema de funcionamento do sistema FIA/condutométrico para a
especiacao das formas de carbono inorganico.

Um ensaio fol realizado para a determinagdo do volume ideal de
amostra para inje¢do. Foi utilizado um padrio de concentracio 0,50 mmol/L da
espécie HoCO3™ ¢ o volume da amostra, na valvula V3, foi variado de 50 a
2000 pL, alterando-sc o tamanho da alga de amostragem. E importante realgar que
o volume de amostra ndo podia ser muito reduzido, uma vez que uma fragdo
significativa da amostra necessariamente tinha que passar pela cela de difusdo sem
perturbagio. Uma alteragdo de pH da amostra poderia deslocar o equilibrio entre as
varias espécies do sistema carbonato, com consequentes danos a representatividade
da medida, principalmente para a determinagio da concentracdo da espécie
H2C03*. Em grandes volumes de amostra, apenas na “"cabeca” e na "cauda" da
secgéo da amostra poderia ocorrer tal fendmeno. No caso da determinacgdo do

CO2-total apenas a diluigdo da amostra seria o problema.
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A figura III.11 mostra o sinal analitico (altura de pico) bem como a
variagdo da frequéncia analitica (niumero de injegdes de amostra por intervalo de
tempo) em relagdo ao volume de amostra injetado. Note que o sinal analitico
praticamente ndo sofreu alteragdo com volumes superiores a 1000 ulL, porém a
frequéncia analitica diminuiu de 33 para 20 amostras/hora empregando-se algas de
amostragem de 1000 pL e 2000 uL, respectivamente. Em todos os trabalhos com

aguas naturais o volume de amostra injetado foi de 1000 uL.
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Figura IIL.11 Estudo do volume ideal de amostra para a espécie HrCO3™.

Na figura II1.12 sfo apresentados os sinais de calibragdo com padrdes
de bicarbonato utilizados para a determinagio de HoCO3™ e na figura IIL13
para determinacdo do CO3-total, ou seja, duas curvas em diferentes faixas de

concentracgao.
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Figura II1.12 Sinais tipicos de calibragio para determinagio da espécie H2CO3*.
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Figura I1L13 Sinais tipicos de calibragfo para determinaggo do CO2-total.
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Como aplicagdo dessa nova variagio do método foram realizadas
algumas determinagdes da concentragio da espécie HoCO3™ e CO»-total em
amostras aquosas. Para a espécie HyCO3™ a amostra era injetada no seu pH
original, enquanto que para CO»-total o pH era ajustado para 3,50. Os resultados
séo apresentados na tabela III.1. A forca idnica das amostras, dos padrdes e do

fluxo carregador foram ajustadas para 0,1 mol/L com nitrato de sédio (NaNO3).

Tabela I11.1 Dados experimentais usando o sistema FIA/condutométrico.

Amaostra pH [H2CO037| |CO2-total]
(10-3 mol/L) (10-5 mol/L)

Agua de lago (G) | 7,71 2,08 38,30

Agua de lago (H) | 7,78 1,65 53,10

Agua desionizada | 6,16 1,60 3,68

Agua de torneira | 7,56 2,09 32,00

Agua destilada 6,36 1,58 4,81

Agua de mar 8,16 1,89 126,00

Tampao ftalato 4,01 3,20 3,78

Tampéo fosfato 6,86 2,52 6,70

Nesse ensaio, as amostras foram previamente colocadas em contacto
com uma atmosfera de ar (concentragdo de 425 ppmv em diéxido de carbono), por
um periodo de 48 horas, para que se atingisse um equilibrio entre as espécies

carbdnicas presentes nas fases aquosa € gasosa.
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Como mostra a tabela IIL.1 os dados experimentais foram superiores
aqueles calculados teoricamente. Como colocado por Goyet ¢ colaboradores
(1992), o equilibric do sistema 4cido carbénico é raramente alcancado,
principalmente porque a concentragio e a troca de CO7 na interface ar/liquido sdo
dependentes de fatores fisicos, bioldgicos e quimicos.

A figura I11.14 mostra uma comparagdo entre os valores obtidos
usando o método proposto e aqueles calculados utilizando-se a equagao I.11. Nesse
caso, a concentragdo do didxido de carbono atmosférico que era de 425 ppmv a

concentragdo da espécie HoCO3™ calculada foi de 1,25 x 10-3 mol/L.
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Figura 111.14 Comparagdo entre os valores obtidos experimentalmente e atraves de
calculos tedricos para a espécie HoCO3”, nas seguintes condigdes:
T =250C, I=0,1 mol/L (NaNO3) e Ky = 10-1,48,
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IILS - Monitoramento da concentragio da espécie HoCO3™ resultante da

absorc¢dao do CO3 gasoso.

Foi realizado um ensaio na tentativa de se estimar a taxa de absorgdo
do diéxido de carbono gasoso por uma amostra aquosa. Para isso foi construido um
sistema, como mostrado na figura IIL15, o qual € composto de um corpo
confeccionado em acrilico e uma tampa de Nylon, com uma entrada ¢ uma saida
para ar sintético e uma saida para retirada da amostra aquosa visando a
determinagfio da concentragio da espécie HoCO3 ™.

O procedimento experimental foi o seguinte: no reator eram
adicionados 350 mL de uma solugdo de NaNO3 na concentragdo de 0,1 mol/L e
colocado a tampa. O CO2 presente nessa solugdo era eliminado através do
bobulhamento com nitrogénio gasoso (WHITE MARTINS) livre de CO2. Quando a
concentragdo da espécie de interesse (HpCO3™) na fase aquosa era considerada
desprezivel, cerca de 1,5 horas apés o inicio da operacdo, iniciava-se a passagem de
ar sintético, com concentragio de 622 ppmv em CO» { WHITE MARTINS) ¢ numa
vazdo de 30 mL/min, sobre a amostra. A area superficial da fase aquosa era de
aproximadamente 55 cm? e o volume da fasc gasosa cerca de 50 mL. Em seguida a
[H2C03*] era deteminada num intervalo de tempo pré-estabelecido utilizando o
mesmo sistema mostrado na figura IIL.10. Padrdes e carregador foram utilizados

com mesma forga idnica, ou seja, 0,1 mol/L em NaNO3
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Figura II1.15 Reator utilizado no monitoramento da taxa de absorgio do CO2 na
amostra aquosa.

A figura II1.16 mostra os resultados obtidos durante 431 minutos
(aproximadamente 7 horas) de ensaio, ou seja, desde 0 momento em que a amostra
aquosa foi submetida a atmosfera de ar sintético, na qual a concentragdo em dioxido
de carbono era de 622 ppmv. Como pode ser observado houve um comportamento
linear entre o tempo do experimento e [HyCO3*], pelo menos durante esse periodo.
Observando a tendéncia da curva obtida pode-se concluir que o equilibrio entre as
duas fases ndo foi atingido, levando-se em consideragio uma solugio ideal e
sabendo-se que a concentragio da espécie HoCO3* calculada, utilizando-se a
equacdo .11, foi de 1,86 x 10-5 mol/L. Os calculos levaram em consideracdo as
seguintes condigdes: T =25 oC (298 K) , P17 = 709 mmHg, pH20 = 23, 756 mmHg
e Kg=1,0x10-1.48
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Figura II1.16 Variagdo da concentragdo da espécie HoCO3™ em fungio do tempo
de contato entre a fase gasosa e aquosa.
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IV - DETERMINACAO DO DIOXIDO DE CARBONO GASOSO PELO
SISTEMA FIA/CONDUTOMETRICO:

IV.1 - Introducio.

Dentre os varios componentes gasosos presentes na atmosfera o
diéxido de carbono (CO7) ocupa um lugar de destaque, principalmente pelas
evidéncias de que o acumulo desse gés na atmosfera provoca sérias variagdes
climaticas no planeta. Uma altera¢do no fendmeno conhecido como "cfeito estufa”,
o qual evita grandes flutuagdes médias de temperatura no globo, € derivado do
aumento da concentracio do didoxido de carbono (CO») e de outros gases tais como
o metano (CHy), o dxido nitroso (N2Q), os clorofluorcarbonos (CFC), o ozonio
(O3), entre outros na atmosfera (Schwartz e outros, 1994).

O excesso do dioxido de carbono na atmosfera é fruto, principalmente,
da oxidagdo de combustiveis fésseis (derivados de petrdleo, gas natural e carvio),
do desflorestamento e da agricultura intensiva, além de outras atividades antropicas
e naturais. Grande aten¢do tem sido dada ao monitoramento de sua concentragdo
nos varios reservatorios da biosfera.

Como o CO» ¢ de fundamental importancia para a fotossintese, o
aumento desse composto na atmosfera pode provocar uma fertiliza¢do, ou seja,
pode ocorrer uma alteracdo nos padrdes de crescimento e desenvolvimento de
vegetais. Alguns tipos de plantas destinadas a produgéo de flores tem seu tempo de
colheita reduzido em até 20 % quando a concentragio de CO7 na atmosfera da
estufa ¢ mantida proxima de 600 ppmv. Evidentemente, além do didxido de
carbono outros fatores devem ser levados em consideragdo, como a presenga de

micro e macronutrientes no solo (Guimarées, 1990).
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Em sistemas abertos para a atmosfera, a concentragdo do dioxido de
carbono na fase aquosa esté diretamente relacionada com a pressdo parcial do gas
na fase gasosa, segundo a lei de Henry. E conhecido que aguas continentals com
baixa for¢a idnica podem sofrer uma grande variagdo no valor de pH quando a
concentragdo de CO3 ¢ alterada. O excesso de dioxido de carbono livre (HyCO3™)
em Corpos aquaticos pode propiciar a dissolugdio de carbonatos, além de promover
corrosdo em tubulagdes metdlicas e dificultar o trabalho em estagdes de tratamento
de aguas. Por outro lado a bajxa concentragdo dessa espécie pode favorecer a
precipitacdo de carbonatos.

Os métodos mais utilizados no monitoramento direto do didéxido de
carbono atmosférico empregam a cromatografia gasosa (CG), onde o composto ¢
previamente separado e reduzido ao gas metano (CHy) com posterior deteccdo por
1onizagdo em chama (FID) (Weiss, 1981; Weiss e colaboradores, 1982; Lixin e
Huannan, 1992), ¢ a analise do CO» por espectrometria, na regido de infravermelho
(Takahashi e outros, 1976; Frankignoulle, 1988; ver Herczeg e colaboradores,
1985).

Mais recentemente, Smith e Pacey (1993) desenvolveram um
procedimento para a determinagdo da concentragio do dioxido de carbono em fase
gasosa usando a Analise por Injecdo cm Fluxo. A técnica & baseada na difusio do
g4s por uma membrana semi-permedvel para um fluxo receptor, estacionado por um
tempo pré-determinado, contendo um composto colorido e sensivel 4 mudancga de
pH, onde o CO»> ¢ quantificado espectrofotometricamente.

Evidentemente, baseado nas colocagbes aqui apresentadas, métodos
alternativos devem ser desenvolvidos para monitoramento do CQOy atmosférico.
Preferéncia deve ser dada a sistemas de baixo custo, facil operagdo e manutengio, e
que apresentem limites de detecgdo dentro da faixa de trabalho normalmente

utilizada, ou seja, pelo menos préximo a faixa de 100 - 1000 ppmv.
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IV.2 - Sistema FIA/condutométrico utilizando injecio de volumes discretos de

amostra/padrio.

Nesta terceira etapa do trabalho foi proposto um método para a
determinagéo da concentragio do diéxido de carbono gasoso, no qual foi utilizado
basicamente o mesmo sistema para a determinagio da concentragdo da espécie
H;CO3" e CO3-total (capitulo IT1, item 1L2), porém com algumas modificagdes.

Uma amostra/padrdo na fase gasosa ¢ injetada diretamente num fluxo
carregador, H2O desionizada, formando uma segéo gasosa, a qual atinge uma cela
de difusdo (CD), onde parte do CO» difunde-se através de uma membrana de
Teflon, com posterior dissociagio num fluxo receptor, H>O desionizada, gerando
principalmente as espécies H+(aq ) € HCO3%(aq). A condutividade desse fluxo ¢
constantemente monitorada numa cela de condutividade (CC). A alteragao da
magnitute desse parimetro ¢ proporcional a concentracao da espécie a ser estudada
presente na amostra ou no padrio. O sistema FIA para a determinacdo do diéxido

de carbono gasoso é mostrado na figura IV.1.

il fenan DESCARTE
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y H 'IF}
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Figura IV.1 Sistema FIA para a determinacgdo de CO» gasoso.



Carbono Inorginico Gasoso/FId 58

Este sistema ¢ constituido dos seguintes elementos basicos: BP ¢ a
bomba peristaltica, INJ € o injetor-comutador, CD ¢ a cela de difusdo, CC a cela de
condutividade, CV o condutivimetro, e R € uma coluna de resina mista de troca

iOnica.
IV.2.1 - Otimizagio dos principais parametros.

Nos testes preliminares de funcionamento do sistema para a fase
gasosa foi observado que os dois fluxos (carregador e receptor) na cela de difusdo
(CD) tinham que ter dire¢Ges opostas para uma melhor estabilizagdo do sistema.
Uma outra observagio de fundamental importancia é que o fluxo onde a amostra é
injetada deve passar pelo lado da cela de difusdo de menor profundidade para que
parte da amostra (gas) ndo permeic pela membrana na forma de bolhas com
consequente desestabilizagdo do sinal. Provavelmente esse fato deve-se a diferenga
de pressdo entre os dois lados da membrana. Isso é resuitado do fato de que os dois
sulcos na cela de difusdo normalmente nfo possuem exatamente a mesma
profundidade e largura, gerando uma diferenca na velocidade linear dos fluidos.
Com a observagio de bothas no fluido receptor, ou mesmo a desestabilizagdo do
sinal, promove-se a mudanca dos fluxos na cela de difusio, ou seja, o fluxo dito
doador deve passar pelo lado da cela de difusio de maior velocidade linear.

Para viabilizacdo do método foram estudados varios parametros, tais
como a vazdo dos reagentes, 0 volume da amostra, a distincia entre injetor e cela de
difusdo, a distincia entre cela de difusdo e cela de condutividade, os quais sdo
mostrados na figura IV.1. Além disso, foram avaliados o efeito da temperatura, o
limite de detecgio e a frequéncia analitica. |

Primeiramente foi realizado um estudo da vazdo dos reagentes (H>O

desionizada) onde foram analisados a altura do pico (condutividade), bem como o
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tempo de residéncia da amostra no sistema em fungfo da vazdo (mL/min). A
velocidade de registro foi aumentada para se observar melhor a forma do fiagrama
obtido. A figura IV.2 mostra esses resultados. importante realgar que abaixo de
0,90 mL/min o sinal analitico apresentava-se levemente deformado, ou seja um
pequenc ombro. Acima de 1,6 mL/min esse comportamento era mais acentuado,

provocando perda na reprodutibilidade dos sinais analiticos.
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Figura IV.2 Resposta do sinal analitico em fun¢do da vazio de reagentes.

Foram realizados ensaios variando-se o volume de amostra injetado,
para um estudo do sinal analitico e do tempo de residéncia da amostra (T), o qual é
definido como sendo o intervalo de tempo entre a injegdo da amostra até o valor
maximo de pico. Esse comportamento é mostrado na figura IV.3.

Variagdes no volume injetado eram obtidos alterando-se o

comprimento da alga de amostragem, a qual era feita utilizando-se um tubo de
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Teflon com 1 mm de didmetro interno. Nio foi possivel a utilizagdo de tubos de
polietileno devido 3 presenga de gotas de agua aderidas em sua superficie interna,
oriundas do fluxo carregador, quando a mesma era preenchida com a amostra
gasosa. Essc fendmeno com certeza alterava o volume ensaiado, o que ndo

acontecia quando se utilizava o Teflon, que € um polimero hidrofébico.
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Figura 1V.3 Resposta do sinal analitico em fun¢do da variacdo no volume de

amostra injetado.

Apesar do tempo de residéncia ndo variar significantemente com o
aumento do volume da amostra, observou-se um aumento na altura de pico (sinal
analitico). Porém, para volumes superiores a 350 uL, ocorreu uma distor¢do no
sinal, apresentando uma formagio de picos duplos e ndo reprodutiveis. Volumes de

amostras superiores a 350 uL foram descartados em trabalhos posteriores.
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Como a velocidade ¢ o grau de permeagdo de um gas por uma
membrana, bem como a condutividade sio dependentes da temperatura, foi feito
um estudo no qual era injetado um padrido em diferentes temperaturas. O que se
observou foi um crescente aumento na condutividade (e consequentemente no sinal

analitico) com o aumento da temperatura. Essa variag¢do ¢ mostrada na figura IV.4.
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Figura 1'V.4 Resposta do sinal analitico em fungéo da varia¢do de temperatura.

Apesar de se ter encontrado uma ampla faixa de trabalho, a
temperatura escolhida nos ensaios foi proxima a ambiente, onde os sinais analiticos
eram de boa qualidade. Além disso, fora do intervalo normal de temperatura
ambiente pode-se encontrar problemas operacionais, como por exemplo a utilizagdo
de banhos termostatizados para preparagdo dos padrées ¢ amostras, como para as

correntes de agua desionizada, carregador e receptor.
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Figura V.5 Resposta do sinal analitico em funcdo da variacdo da distancia entre o

injetor-comutador e a cela de difusdo (INJ-CD).

Quando uma amostra ou padrio gasoso € inserido no fluxo carregador
pode ocorrer a difusdo de uma parte do didxido de carbono da fase gasosa para a
fase liquida tanto na "cabega" como na "cauda” da se¢do gasosa durante o percurso
compreendido entre a injegdo e a cela de difusdo, com consequente queda na
magnitude do sinal analitico. Com o objetivo de um estudo da perda do analito
(didxido de carbono) presente na amostra gasosa para o fluxo carregador (HyO
desionizada), foi realizada uma série de ensaios variando-se a distancia entre o
injetor-comutador (INJ) e a cela de difusdo (CD). A figura IV.5 mostra que o sinal
analitico ndo sofreu variagio significativa, ou seja, a altura do sinal praticamente
ndo foi alterada. Entretanto, houve um crescente aumento no tempo de residéncia

da amostra, basicamente pelo incremento na distincia percorrida pelo analito no
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sistema. Isso significa que a distancia INJ-CD deve ser a minima possivel para uma
maior frequéncia analitica.

A figura IV.6 mostra o comportamento do sinal analitico quando
variou-se a distancia entre a cela de difusio (CD) e a cela de condutividade (CC)L. O
estudo desse parimetro foi fejto para uma avaliagdo de cinética de hidrata¢do do
dioxido de carbono permeado, bem como da ionizacdo do composto formado no

fluxo receptor.
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Figura 1V.6 Resposta do sinal analitico em fungdo da variagdo da distancia entre a
cela de difusdo e a cela de condutividade (CD-CCQC).

A combinagio dessas duas etapas, aliada ao grau de disperséo, no
fluxo receptor, principalmente das espécies H+(aq) ¢ HCO37(aq), sdo as
responsaveis pelas caracteristicas do sinal analitico. Apesar da altura do pico ndo
variar significantemente com o aumento da distincia CD-CC foi observado uma

pequena distor¢do no méaximo do pico em distdncias inferiores a 590 mm. Cabe
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salientar que ocorreu um aumento no tempo de residéncia com o aumento da
distancia CD-CC, diminuindo dessa forma a frequéncia analitica.

Na figura IV.7 sio mostrados os sinais tipicos para uma curva de
calibragdo entrc 98 e 590 ppmv. Qs padrdes gasosos foram feitos a partir do gas
puro, atraves de dilui¢des em nitrogénio gasoso previamente descontaminado de
dioxido de carbono. As trés dltimas séries de sinais sdo referentes a amostras de
concentragio desconhecida. Para esses sinais foram utilizados os pardmetros j4
otimizados. O volume de amostra de 300 uL, a distincia entre o injetor-comutador
e a cela de difusio (INJ-CD) foi de 127 mm (77 uL), a distincia entre a cela de
difusdo e cela de condutividade (CD-CC) foi de 590 mm (350 uL), a temperatura
foi proximo a ambiente (250C ). 0 limite de deteccdo foi de 50 ppmv, a frequéncia
analitica foi de 40 amostras/hora ¢ o desvio padrio relativo foi de 0,97 % (n = 20),

Também nesse caso a cquacdo que melhor descreve a curva de
calibragdo ¢ do tipo: Y = A XB onde Y ¢ a altura do stnal analitico (pico), X ¢ a
concentracao do CO» gasoso, A e B sio pardmetros ajustiveis. Os coeficientes de

correlacio das varias curvas foram 0,999 ou melhores.

I1V.2.2 - Estudo de interferentes.

Foi realizado um teste de interferéncia para o  sistemna
FIA/condutométrico na fase £asosa.

Um Erlenmeyer de 250 ml, com ar atmosférico contendo CO2 na
concentragdo de aproximadamente 400 ppmv e o vapor da substincia a ser estudada
foi selado com um septo de borracha. O procedimento experimental era o seguinte:

primeiramente 1 mL do ar contido no frasco era retirado ¢ em seguida o mesmo
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Figura IV.7 Sinais de calibragio para triplicata de solugdes gasosas de didxido de
carbono, para um intervalo de concentragdo entre 98 e 590 ppmv e
amostras com concentragdes desconhecidas.
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volume da substincia a ser ensaiada era adicionado. A solucdo gasosa era
homogeneizada através de movimentos de inversdo do frasco, o qual continha em
seu interior uma lamina fina de papel. Uma amostra de | mL era retirada e injetada
no sistema FIA e o valor da concentragdo encontrado era comparado com aquele
inicialmente obtido na auséncia do composto potencialmente interferente. Essa
sequéncia de operagdo era repetida varias vezes.

Nessa etapa do trabalho foram estudados trés substincias, no estado de
vapor: o acido foérmico (Quimis, 99 %, 1,220 g/mL), o acido acético (BDH
Chemical Ltda, 99,9 £ 0,1 %, 1,048 - 1.049 g/mL) e o acido nitrico (VETEC, 65 %
PA, 1,40 g/mL). Nas figuras IV.8, IV.9 e IV.10 sio mostrados tais

comportamentos obtidos nestes ensaios.
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Figura IV.8 Interferéncia do acido formico (HCO2H) no sinal analitico obtido para
uma amostra contendo 400 ppmv de dioxido de carbono gasoso.
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Figura IV.9 Interferéncia do dcido acético (CH3CO2H) no sinal analitico obtido
para uma amostra contendo 400 ppmv de dioxido de carbono gasoso.
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Figura IV.10 Interferéncia do acido nitrico (HNO3) no sinal analitico obtido para
uma amostra contendo 400 ppmv de didxido de carbono gasoso.



Carbono Inorganico Gasoso/FIA 68
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E Importante salientar que esses testes de interferéncia foram
realizados com o vapor coletado diretamente no frasco que continha os acidos. Os
valores colocados nos graficos correspondem a concentragdo dos compostos ja
considerando as devidas diluigdes. Todos os testes foram realizados a 23 9C.

Por problemas operacionais inerentes aos préprios métodos ndo foi
possivel a quantificagdo dos compostos diretamente na fase gasosa, ou seja, a
concentragdo real de cada um dos possiveis interferentes. Recentemente, Andrade e
colaboradores (1995) descreveram um procedimento para a determinagdo de vapor
de acido nitrico na atmosfera, mostrando claramente que nédo ¢ um trabalho trivial.
Esses pesquisadores encontraram valores menores que 0,10 até 2,32 ug/m3,
dependendo do sitio monitorado. Também comentam que normalmente a
concentragdo de vapores de dcido nitrico na atmosfera se situa na faixa de
0,1-10 ppbv. A faixa de concentragdo ensaiada no presente trabalho com certeza
esta situada num nivel bem superior, indicando, entio que a interferéncia é pouco

significativa frente a concentracio de diéxido de carbono encontrada na atmosfera.

IV.3 - Aplicagio do método: Teste de toxicidade aguda frente a bactéria

Escherichia coli.
IV.3.1 - Ensaio com jons Hg(I).

Como aplicagdo do método foi realizado um teste de toxicidade aguda
utilizando-se Escherichia coli como organismo teste e os ions Hg(II) (HgCl>
MERCK) como agente estressante. A taxa de respiragio bacteriana foi determinada
por monitoramento da fase gasosa a partir da fragio de didxido de carbono
proveniente da fase liquida (meio de cultura). Esse ensaio é semelhante aquele

realizado para combustiveis automotivos, apresentado no capitule II, inclusive o
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mesmo meio de cultura (Doward e Barisas, 1984). A diferenga bdsica € que naquele
caso a determinag¢do do dioxido de carbono era feita na fase aquosa.

O procedimento experimental utilizado nesse ensaio foi o seguinte: em
Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 100 mL de suspensio bacteriana (meio
de cultura contaminado com Escherichia coli) € o agente estressante em diferentes
concentragbes e selados com septos de borracha. Em seguida, amostras eram
retiradas em tempos pré-estabelecidos e o teor de dioxido de carbono era
determinado. O frasco que nio recebeu nenhum Hg(I1) funcionou como controle. O
ensaio foi realizado a 36 ©C (Banho Maria FANEM Ltda, Modelo 100) e sem
agitacdo. Na figura IV.11 sfio mostradas as curvas caracteristicas do crescimento
bacteriano.

Note que as curvas de crescimento apresentadas na figura IV.11
mostram claramente que ocorre uma inibi¢@o na respiragio bacteriana em todas as
concentracdes ensaiadas. Basicamente essa diferenciagdio entre o controle e os
meios de cultura contaminados com o agente estressante foi detectada apos
20 minutos de ensaio.

Ocorreu um aumento no tempo de duplicagdo (tp) da cultura
bacteriana dc aproximadamente 1,9; 2.6 e 3,1 vezes para as suspensdes microbianas
contaminadas com 12,5; 25 e 50 pg/L, respectivamente, quando comparadas com o
controle. Portanto, fica claro que o procedimento descrito mostra-se como uma
alternativa viavel para testes de toxicidade aguda.

Alem disso, ¢ importante salientar que os teores dos ions metalicos
correspondem A concentragdo total e nfo apenas a fragdo de fons livres em solugdo,
a qual esta diretamente relacionada com a toxicidade. Essa especiagdo ndo pode ser

realizada por problemas inerentes 4 propria determinacio do metal.
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Figura IV.11 Atividade microbiana frente aos ions Hg(I).

IV.3.2 - Variagdo no tempo de duplicagio (ty) microbiano sob forte agitacio.

Uma outra variagdo no procedimento foi realizada com o objetivo de

se obter curvas dec crescimento bacteriano mais regulares. O bioensaio foi

conduzido utilizando-se apenas a suspensdo bacteriana em duplicata e sem a

presenca de agentes potencialmente toxicos, ou seja, apenas o frasco controle, No

entanto, antes da amostragem para a determinacgéio da concentracdo do dioxido de

carbono a suspensio bacteriana era agitada magneticamente por um periodo de 90

segundos, diferentemente do caso anterior onde a cultura bacteriana era mantida em

repouso e o tempo de duplicagio calculado foi préximo & 74 minutos. Essa agitagdo

era feita até a formagfo de um vértice na solugdo com o intuito de se alcangar um

melhor equilibrio entre a fase liquida e gasosa. O tempo de duplicagdo calculado foi
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de aproximadamente 33 minutos em ambas as solu¢des, com uma diferenca

proximo a 1,5 %. Essa curvas sdo mostradas na figura 1V.12.
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figura IV.12 Curvas caracteristicas da atividade microbiana.

Para efeito de comparagdo pode-se observar que o tempo de
duplica¢do da populagdo microbiana, na suspensdo de controle, foi de 26 minutos
quando o monitoramento foi realizado na aquosa, utilizando-sc a mesma cepa
padrio de bactéria (ATCC 25922) e 0 mesmo meio de cultura. Esses dados estio

apresentados no capitulo I1.

IV.3.3 - Ensaio com desinfetante.

Um ensaio foi realizade com um desinfetante de uso doméstico,

conhecido comerciaimente como Pinho Sol (orto-benzil para-cloro fenol 0,45 %,
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Colgate-Palmolive Ltda), utilizando-se o mesmo principio descrito para os ions
Hg(II). Neste caso, em Erlenmeyers de 250 mL (previamente calibrados) foram
adicionados 200 mL do meio de cultura (minimo) e o agente potencialmente
inibidor do crescimento microbiano, em concentragdes desejadas, e selado com
septos de borracha. Os frascos foram colocados num agitador ¢ mantidos & 37 ©C
através de um banho de dgua (Banho Maria FANEM Ltda, Dobnoff, Modelo 145,
com agitador metabdlico). As amostras gasosas eram retiradas com seringas
descartaveis de | mL ("IBRAS-CBQ" Industrias cirurgicas e opticas S.A.) de
15 em 15 min para andlisc quanto a concentra¢do do CO2 gasoso. O Erlenmeyer
que nao recebeu nenhum contaminante funcionou como controle.

O meio de cultura (meio minimo liquido) foi preparado de acordo
com Gimenes (1994). Este meio ¢ recomendado para crescimento de E. coli
(Stainer, 1969). A sua composigiio ¢ a seguinte: 7.0 g de KoHPOg4: 3.0 g de
KH2POy4; 1,0 g de (NH4)2S04; 0,1 g de MgS04.7H70 e 0,5 g de citrato de sodio.
Estes reagentes eram adicionados a aproximadamente 900 mL de agua destilada. O
pH era ajustado para 7,20 com solucdo de KOH (MERCK). A solugdo era entio
fervida em um forno de microondas e apos o resfriamento até aproximadamente
700C, cram adicionados cerca de 200 mL de uma solucdo previamente fervida
contendo 20 g de giucose.

Na figura 1V.13 sioc mostradas as curvas caracteristicas de
crescimento microbiano para diferentes concentragdes da solugdo em estudos. Note
que o efeito inibidor ja é observado em 20 minutos de ensaio. Os tempos de
duplicagdo da populacdo microbiana foi calculado em 50,5; 79,1 e 244,5 minutos
para o controle; 0,4 ¢ 1,0 %, respectivamente. Para a concentracdo de 2 % houve
uma inibi¢do total de crescimento, pelo menos no decorrer do bioensaio, ou seja,

105 minutos.
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E importante evidenciar que a substincia ativa presente no desinfetante
para as concentragdes totais de 0,4; 1,0 e 2,0 % conrrespondem a 1,8; 4,5 e 9,0 %o

respectivamente.
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Figura IV.13 Comportamento microbiano (E. coli) frente a varias concentragdes do
desinfetante Pinho Sol. Monitoramento na fase gasosa.

IV.4 - Sistema FIA/condutométrico para monitoramento continuo do CO3

atmosférico.

IV.4.1 - Estudo da fracio gasosa permeada pela membrana.

Uma nova variagdo do sistema FIA/condutométrico para a
determinagfio do didéxido de carbono gasoso foi proposto. Neste caso a andlise era
baseada na detecgdio da espécic num sistema trabalhando em estado estacionario,

em contraste com o procedimento anterior (item IV.1) onde a analise era feita com
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base na inje¢do de volumes discretos da amostra/padrio e andlise de sinais
transientes.

No presente caso, a montagem do sistema FIA ¢ praticamente a mesma
utilizada no caso anterior (figura IV.1). Entrctanto aqui a amostra ¢ passada
continuamente pela cela de difusdo. Deste modo, a curva de calibragio apresenta-se
na forma de cscada. onde cada patamar corresponde a um valor de concentragdo de
dioxido de carbono.

O procedimento proposto foi o seguinte: num Erlenmeyer, previamente
calibrado, eram adicionados aproximadamente 100 mL da amostra aquosa e selado
com um septo de borracha, sendo que esta continha uma entrada e uma saida da
amostra gasosa para o sistema FIA. Primeiramente, a fase pasosa era saturada com
ar sintético até uma concentragdo desejada em CO>. O volume da fase gasosa era
de aproximadamente 158 mL e a area superficial da lamina de dgua proximo a
38,5 cm2. Este reator ¢ apresentado na figura 1V.14.

Uma fragio do didxide de carbono que passa pela cela de difusdo e
permeia pela membrana, chegando ao fluxo receptor. a qual ¢ quantificada,
evidentemente ndo retorna ao frasco. Nesse sentido foi realizado um experimento
para avaliar se a concentragio do géds cra significantemente alterada (certamente
diminuida) por esse fendmeno.

Para esse estudo, no sistema de absor¢do de gas proposto, foi
adicionada uma solugdo de acido sulfirico diluido, pH préximo a 2. A fase gasosa
foi saturada com CO> até uma concentragio proxima S00 ppmv em CO7 e
submetida a uma forte agitacdo para alcangar o equilibrio entre as duas fases. E
importante salientar que nesta condicio de baixo pH a absor¢do do diéxide de

carbono pela fase aquosa ¢ desprezivel frente a concentracio inicial do gas.
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Figura IV.14 Reator utilizado para monitoramento continuo do dioxido de carbono
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A figura IV.15 mostra que a perda de CO» pela difusdo na membrana
apos 250 minutos de experimento ficou proxima a 7 %, comparando-se as
concentragdes inicial e final do géas no reator. Este erro pode ser diminuido se for
utilizado um frasco de maior volume. Além disso, se o ensaio for realizado em
sistema aberto, onde o volume da amostra é muito grande, a sua perda por difuséo

serd desprezivel e o erro devido a esse fendmeno praticamente nao existira.
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Figura I'V.15 Perda do analito por difusio na membrana.

IV.4.2 - Estudo da troca de diéxido de carbono na interface gas-liquido para

uma amostra de agua natural.

Como aplicagio do método foram feitos ensaios de absorcio de CO2
gaS0s80 por uma amostra de agua proveniente de lago altamente eutrofizado (Lago
do Relogio-UNICAMP). As amostras foram retiradas da camada superficial da
coluna d'agua.

Neste ensaio foi avaliada a velocidade de absor¢do do CO» gasoso pela
fase aquosa. O procedimento proposto foi semelhante aquele realizado no caso
anterior (item 1V.4.1). Entretanto, foi utilizada uma amostra de dgua natural cuja

fase gasosa também era saturada com ar sintético até aproximadamente 500 ppmv
em CO».
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A amostra gasosa era passada continuamente pela cela de difuséo do
sistema FIA e retornada para o frasco de absor¢do (figura IV.14). A concentracao
do diéxido de carbono na fase gasosa foi entdo monitorada durante pelo menos
quatro horas apds o inicio do ensaio. A figura IV.16 mostra a forma de registro do

monitoramento de absorgao de CO» gasoso seguido de sinais tipicos de uma curva

de calibracio.

1100 ppmv

622 ppmv

, UNIDADES ARBITRARIAS

291 ppmy

ENDUTIVIDADE

20 min

Figura IV.16 Sinais de calibragao tipicos do sistema FIA para monitoramento do

CO» atmosférico.

O experimento foi repetido em diferentes condigdes: a solugdo aquosa

em repouso, sob leve agitagio e forte agitagio (formagéo de voértice). Os resultados
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obtidos encontram-se na figura IV.17, onde é mostrada a variacdo da concentragéo
do dioxido de carbono gasoso em fung¢do do tempo de ensaio. O pH inicial da
solugdo aquosa era de 10,28, enquanto que o pH final foi de 10,00. Normalmente
sdo esperados valores altos de ptl para aguas provenientes de corpos altamente
eutrofizados. Isso € fruto da atividade fotossintética de algas, que absorvem o

diéxido de carbono dissolvido, o qual confere um carater acido as aguas.
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Figura IV.17 Curvas de absor¢do do CO» em diferentes condigdes de agitagdo da
amostra agquosa.

Note que, a medida em que o grau de agitagdo da fase liquida era
aumentado também era observado um aumento na taxa de absorg¢éo do dioxido de
carbono, pelo menos nas primeiras horas de trabatho.

Fol observado que a absorg¢io do CO» atmosférico pela amostra de
agua segue uma reagdo de primeira ordem, também nas primeiras horas de ensaio.

A equacdo que melhor descreve esse fenémeno € a seguinte:
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[CO2)¢ = [CO2}to ekt (Iv.1)

onde k representa a constante de velocidade, incluindo alguns pardmetros tais como
grau de agitagdo, temperatura, area da lamina d'dgua, etc. Esse termo é obtido
atraves do grifico In[CO2}¢ x t, na forma de coeficiente angular da reta.

O tempo de meia-vida da espécic COp gasoso foi determinado

segundo a seguinte expressio:

ty, = (in 0,5)/-k = 0,6931/k (Iv.2)

Nesses ensaios, 0s tempos de meia-vida (t1,) para as diferentes condigdes foram 62,
22 e 14 minutos para a solugdo em repouso, sob leve e forte agitacio,
respectivamentc. Esses resultados sugerem o que cfetivamente ocorre em condigdes
naturais, ou seja, podem fornecer dados sobre o comportamento cinético da troca do
dioxido de carbono na interface liquido-gas em corpos d'adgua, sob vérias condigdes
de perturbacio dessa interface, principalmente devido a velocidade de ventos.

Um dos pontos mais importantes para a guantificagido da capacidade
ocedinica (e de 4guas continentais) em assimilar o diéxido de carbono atmosférico
esti centrado no conhecimento detalhado da troca gasosa na interface
agua/atmosfera, bem como na quimica aquatica do CO», principalmente no que diz
respeito 4 especiagdo. Sabe-se que a cinética da grande maioria desses processos
ainda € desconhecida e assim sendo, ¢ dificultada a utilizacdo de modelos
matematicos que permitam avaliar os efeitos do aporte antrépico do CO».

Modelos matematicos que descrevem a absorcdo ou liberacao de gases
em 4guas s3o normalmente baseados na lei de Fick para difusdo molecular

(equagio IV.3).
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Fy =-D(dC/dx) [M.L-2.T-1] (IV.3)

onde F ¢ o fluxo de massa por unidade de tempo (mol.m-2.s71), D é o coeficiente
de difusdo molecular, um nimero positivo com dimensdo de comprimento ao
quadrado por unidade de¢ tempo (m2.5-1), C expressa concentragdo (mol.m-3) e o
termo dC7/dx corresponde a variagdo da concentracdo de um composto qualquer
numa seccdo transversal ao longo de uma diregdio, por exemplo de um tubo
cilindrico ( Schwarzenbach e outros. 1693).

De um modo mais simplificado a diregio e magnitude do fluxo de
CO2 (F) entre as fases aquosa e gasosa ¢ descrita pela relacio ja bem conhecida

mostrada pela equacio [V 4.
F=k.AC (IV.4)

onde, a constante de proporcionalidade k é conhecida como o coeficiente de troca
gasosa (m.s-1) e AC ¢é a diferen¢a de concentragdo do gds entre as duas fases
{mol.m-3).

Esse fendémeno estd diretamente relacionado com alguns parametros,
tais como velocidade de ventos ( grau dc turbuléncia), temperatura, forca i6nica,
solubilidade do gas, potencial hidrogenionico, diferenca entre a pressdo parcial do
gas na fase gasosa ¢ fase aquosa ¢ atividade brologica. Diferentemente da maioria
dos gases o didxido de carbono reage com a agua, resuttando em ions HY, HCO3- e
CO32- (Montgomery, 1985). Evidentemente esse tltimo ion sé vai ter concentragao
significativa em corpos aquaticos alcalinos.

No presente trabalho foi realizada uma estimativa do fluxo de diéxido
de carbono da fase gasosa para a amostra de agua proveniente do Lago do Relogio-

UNICAMP. Para isso o CO» foi considerado um gas ideal, com cinética de
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transferéncia igual a uma reagdo de primeira ordem. A velocidade instantinea foi
obtida a partir da derivada primeira da equagdo da concentragdo (ppmv) em funco
do tempo, para a concentragio de 350 ppmv. O fluxo calculado foi de
aproximadamente 280, 785 e 1188 ug CO»/mZ.min, para a situagdo de repouso,
leve e forte agitacdo, respectivamente.

A tabela IV.1 apresenta alguns valores da taxa de absorgio/dessorcio
do diéxido de carbono por dguas ocednicas e continentais. Note que esses valores
vio desde -2,49 até 20 mol COy/m<.ano para aguas ocednicas. Valores negativos
indicam que ocorre um fluxo de CO» da fasc aquosa para a fase gasosa e valores
positivos da fase gasosa para a fase aquosa. Para dguas de sistemas lacustres os
valores registrados vio de 5,28 até 18,66 mol CO»/mZ2.ano.

Note que os valores encontrados no presente trabalho (3.3: 9,3 e
14,0 mol CO2/m2.ano) estdo bem proximos daqueles encontrados para sistemas
lacustres. Evidentemente que esses resultados devem scr comparados, tanto para
aguas continentais como oceanicas, sob o ponto de vista da ordem de magnitude.
Esses valores sdo extremamente dependentes de fatores sazonais e espaciais. Por
exemplo, em alguns meses onde a temperatura média ¢ alta corpos aquaticos
tendem a absorver CO~» atmosférico. principaimente pela grande atividade
fotossintética com consequente aumento de valores de pH, o que foi constatado no
presente trabalho.

Para dguas ocednicas normaimente ha um aumento na absorcdo de
CO2 com aumento de latitude e um maximo de liberagio proximo aos tropicos. As
aguas equatoriais sdo supersaturadas em relagdo ao CO7 basicamentes por dois
fatores: o ressurgimento de aguas profundas enriquecidas em nutrientes e espécies
carbonaceas e o proprio aquecimento dessas 4guas frias, o que provoca um
deslocamento do equilibrio quimico do sistema acido carbonico favorecendo a

formagdo do CO; gasoso (Takahashi, 1989).
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Tabela TV.1 Dados de fluxo de dioxido de carbono (mol C02/m2.ano) entre os

reservatorios agua-atmosfera.

Referéncia Fluxo Local Observacioes
Gosink (1992) 0,39a 042 Pacifico Norte

Liss (1983) 0,38 Pacifico Norte

Freyer 0,65 Global estimativa
Gosink (1992) 5.28 Lago grande area
Gosink (1992) 18,66 Lago pequena area
Conye e Kelley (1974) 14,57 Lago grande drea
Conye e Kelley (1974) 15,96 Lago pequena area
Garcon e outros (1992) | (.88 Golfo do Alaska | em 1971

Gargon e outros (1992) | 0,70 Golfo do Alaska | em 1972

Wong e Chang (1991) 0,7 Golfo do Alaska | entre 1973 e 1978
Frankignoulle (1988) -2.49 2585 Baia de Calvi entre 1981 ¢ 1985
Frankignoulle (1988) 243 a2.83 Mar da Liguria | entre 1984 e 1985
Frankignoulle {1988) -4,63 Mar do Norte em 1985
Broecker e outros (1985)} 20 Global oceano

Presente trabalho 3.3al140 Lago pequena area
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V - CONCLUSAO GERAL:

A comparagédo do sistema FIA/condutométrico, para a determinagéo do
carbono morganico dissolvido (DIC) (Capitulo II), com outras técnicas utilizadas
rotineiramente em amostras de aguas naturais (Roberts e Smith, 1988; Motonizu e
outros, 1987; Fukushi e Hiiro, 1987; Salomen, 198!; Horner ¢ Smith, 1982;
Johnson e outros, 1987; Abdullah e Eek, 1995) mostrou algumas vantagens.
Primeiro, na determinagdo de DIC usou-se um equipamento de baixa sofisticaggo e
baixo custo, 0 qual pode ser perfcitamente adaptado para trabalhos de campo e
determinagoes in situ. Segundo, o método proposto ndo requer muitas informacdes
a respeito da composicdo quimica das amostras, como no caso da titulagdo
potenciometrica. Os compostos potencialmente interferentes para sistema FIA sao
principalmente os 4cidos volateis fracos (por exemplo, o acido férmico, acético,
sulfidrico e cianidrico) que podem permear através da membrana na cela de difusdo
(Jardim e outros, 1990; Barros, 1990). Entretanto, a probabiiidade da presenca
desses acidos, em concentragdo similar aquelas encontradas para espécies de
carbono inorganico € muito pequena em aguas oxidas. Finalmente a frequéncia
analitica apresentada pelo sistema FIA/condutomeétrico foi de 60 amostras/ hora.

Também € importante salicntar que o limite de detecgéo de 3 pmol/LL €
adequado para trabalhos tanto em 4guas marinhas como continentais. Os reagentes
utilizados sdo de baixo custo e altamentc cstaveis (dgua desionizada e dcido
sulfirico).

O mesmo sistema usado para determinagdes rotineiras de DIC também
podem ser utilizado em determinagdes de COn-total sem nenhuma modificagdo.
Além disto, permite a determinagdo de amoénia (Pasquini e Faria, 1987)

simplesmente pela substituicdo da solugio acida por uma solucdo alcalina.
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A quantificagdo e especiagdo do dioxido de carbono ¢ de fundamental
importéncia sob vdrios aspectos. Quanto ao diéxido de carbono livre (HpCO3™), 0
excesso dessa espécie em sistemas aquosos pode promover a dissolugdo de
minerais 4 base de carbonato, bem como a corrosio de tubulagdes metélicas.
Enquanto que o oposto, pode propiciar a precipitagdo de carbonatos levando a
efeitos tdo indesejaveis quanto no primeiro caso.

A determinagdo da concentragdo da espécie HyCO3*, a qual estd
diretamente relacionada com pr()7. € muito importante pois € justamente essa
fracdo do sistema carbonato que aprescnta um grande dinamismo nas camadas
superiores de corpos aquaticos, podendo ser um indicador do grau de saturagdo do
dioxido de carbono na interface liquido-gas {Goyet e outros, 1992),

Muitas técnicas analilicas sdo disponiveis para a determinagdo do
dioxido de carbono dissolvido (DIC) ¢ total (COn-total). Porém. apesar desta
variedade, a especiagio do CO» ainda ¢ um processo complexo. uma vez que
qualquer alteracdo na amostra em estudo pode modificar o equilibrio entre as varias
espécies quimicas, e a quantificacdo individual de cada umaz das espécies ¢
prejudicada.

A grande vantagem do método aqui proposto para a determinagio da
espécie 112CO35™ (capitulo II1) ¢ justamente a ndo perturbagdo da amostra a ser
analisada. () limitc de deteccdo obtido foi de 3 umol/L, também adequado para
trabalhos em dguas ocednicas e continentais. A frequéncia analitica foi de 30
amostras’hora quando se faz a injecdo de volumes discretos da amostra e
aproximadamente 10 amostras/hora quando a amostra ¢ passada continuamente
pela cela de difusio (estado estacionario). Os agentes interferentes basicamente
sd0 0s mesmos descritos na determinacao de DIC.

Os sistemas FIA, tradicionalmente, tém sido utilizados em trabalhos

onde a espécie a ser estudada encontra-se dissolvida em meios liquidos. Em alguns
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casos onde o analito encontra-se na fase gasosa, ¢ feita uma prévia absorgdo/reacdo
para a fase liquida para a posterior quantificagio, ou seja, usualmente faz-se um
pré-tratamento da amosira gasosa.

O método aqui descrito para a quantificagio do diéxido de carbono
gasoso (capitulo IV) ¢ totalmente inovador nesse aspecto, uma vez que a analise é
realizada diretamente na amostra gasosa, procedimento esse ainda ndo publicado
em revistas especializadas em sistemas FIA.

Vale a pena ressaltar que o sistema pode ser utilizado em
monitoramento continuo, como por cxemplo, trabalhos de respirometria, incluindo
testes de tratabilidade e toxicidade, tanto de residuos liquidos como sélidos e em
estudos sobre troca gasosa em interfaces liquido-gas. Em trabaihos preliminares foi
observado uma baixa interferéncia de aménia, acido acético, acido formico e acido
nitrico. Além disso o limite de deteccio foi de 50 ppmv, suficiente para trabalhos
em ambientes naturais onde a concentragio do COn gasoso situa-se proximo a
350 ppmv. A frequéncia analitica foi de aproximadamente 60 amostras/hora para
amostragem discreta ¢ cerca d¢ 10 arnostras/ hora em sistema com amostragem
continua (estado estacionario).

Recentemente. Fadini (1995) determinou a concentra¢do de carbono
organico dissolvido em aguas naturais ¢ esgoto doméstico, utilizando praticamente
a mesma montagem do sistema FIA aqui apresentado. Nessc caso a amostra era
oxidada, em linha, sob a agdio de luz ultravioleta e em meio persulfato/dcido. O
dioxido de carbono gerado era quantificado condutometricamente. Também foi
determinado o teor de carbono inorganico dissolvido, através da exclusio da
exposi¢ao a luz ulravioleta. Fica claro que o sistema FIA/condutométrico pode dar
uma contribuicdo importante para uma complcta especiacio das formas de carbono

em meio aquoso e diéxido de carbono na fase gasosa.
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Em relagdo ao sistema de deteccfio, num trabalho recente, Kuban e
Dasgupta (1993) fizeram uma comparagdo entre sistemas de detecgho
espectrofotométrica e condutométrica na determinagdo de carbono inorganico
usando a andlise por inje¢do em fluxo. Os autores concluiram que o detector
condutométrico resulta numa melhor reprodutibilidade e sensibilidade (limite de
detecgido) em analises de rotina.

Finalmente, preve-se uma grande demanda, a curto prazo, para
equipamentos de dimensdes reduzidas, automatizados e compactos (uma unica
montagem para todas as determinagdes) para trabalho em campo. Por exemplo,
equipamentos embarcados para mapeamento de todas as formas do sistema acido
carbonico numa determinada regido. ou mesmo o monitoramento em areas remotas.
E quanto a parte biologica, a realizagdo de testes de toxicidade aguda, similares
aqueles realizados com Escherichia coli, pode ser viavel utilizando-sc outros
micoorganismos, tais como as bactérias Staphilococus  aureus, Salmonella
choreasuis ¢ Enterococus faecalis ¢ mesmo a possibilidade do emprego do
caramujo Biomphalaria sp, o qual é um vetor das vérias cspécies responsaveis pela

transmissdo da esquistossomose,
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