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RESUMO

DETERMINAGRO DO DIOXIDG DE CARBOND FOR FIa:

AFPLICAERD EM TESTES DE TOXICIDADE.

Autor: Joseé Roberto GuimarSes.,

Orientador: Prof. Dr. Wil=zon de Figueiredo Jardim.

Desenvolveu~se inicialmente um método para determinagio da
concentragdo total do didsido de carbono (C7) em meic aguoso. M

técrnica utilizada foi a da Andlisze por

L.

niegdio em Fluvo (FIf) com

el

detector condutomsgtrico,
Foi feita a determinagl3o da concentraglo total o
carbono em amostras de Aquas naturais. Oo

v
lizando—ese sese procedimento foram Comparados com oagu
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por  titulago potencicomdtrica na aual est
usando os valores de pH e aleal inidade.

A seqgunda parte dao trabalho compresndes & apliceslo do mesto—
do FIf na caracterizagi3o da tovicidade dos metais Cd{(II}, Hox (11,

Cu(Iry e Mi{lIl}, do cloretp de cetiltrimetil aménic. de um  anti-—

m

bistico {(Bactrin), além de amostras de sedimentos & d4quas  rosi-

dudrias usando a bactdria Fecherichis ocoli como organizmo teste,
A aval iagdo da toxicidade das especies actima mencionadas o1 fei-

ta monitorando-se a inibigla/estimul ae%o do orocesso de respira—
w0  destas bhacteéria em meio de cultura agquoss. fNeste processo de
respiragio microbianas a assimilagl3c da glucoze & acompanhada pe—
la produgdo de CO-.

Finalmente. o5 resultados obtidos nos testes de toxicidade
foram expressos na forma de ECzn. Para os metalis Mi(Il), Cd(Il} e
o sal cloreto de cetiltrimetilamdnio os valores de ECxn  obtidos

para uma exposigio de 60 minutos foram de 76:47. de 14:62 & de

7:88 mg/l, respectivamente.



ABSTRACT

DETERMINATION DF TOTAL CAREON DIOXIDE USING FIA:

AFLICATION TO SHORT-TERM TOXICITY TESTS.

Author: Jose Reoberto Guimaries,

Quperviamr: Frof. Dr. Wilson de Figueiredo Jardim.

The major aim of this project was the development ot a
method  to determine the total concentration of carbon dieside in
agueous sampl es using Flow Injection Analyeis (FIA) with &
conductomstric detector.

The method was applied to natural water samples and thes
results abtained were  compared to others cbtained by using
potentiometric titration, where the Lo concentration is inferred
with the help of the pH and alkalinity.

The application of the proposed method to o short—tesm
towicity tests weing  the bacteria Escherichia coli 2= a  test
oroanism WaS also investigated. The inhibition/stimulation of the
microbisl respiration for different agents such as  metal ions
CCAeIIdy  CudIldy Ho(IId and Ni(IId)l., ore type of antibiotic
{Bactrind., cetylitrimethyl ammonium chloride, sediments and
industrial eflusnts was investigated.

The towxicity tests results were prasented as ECsqn. For the
metals MitITld, Cd(Iiy and the cetyltrimethylammonium chloride.,
the Efsg (60 minutes) were 76.47, 14.462 and 7.89 mial 1l

respectivael y.
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I.A -~ A QUIMICA AQUATICA DO DIOXIDO DE CARBONG:

I.A.1 — 0 CICLO DO CARBONO:

0 diaxido de carbono (Clz} & um ga&s gue hoje compreende cer—
ca de 0,073% do volume total da atmosfera terrestre,. muiten embora
a atmosfera primitiva da Terra contivesse mais Clz do gue esta
tifra atual. Oriundo principalmente da atividade vdlocimica, esae
excesso  de C0n foi gradualmente sendo absorvido pelos oveanos e

"fixado" n¥o apenas na forma de carbonato, mas tambeém nos  orga-—

nismos fotossintetirantes. Dessa mangira, apds centenas de mi-
lhies de anos: muito do C8o atmosférico acabou convertido em de-
po=itos sedimentares. Carvao, dleo e gis natural =%o restos  de
proganismos  gue foram vivos e gque §ixaram CO- duranig a fotossin-
tese (Allen, 1989),

0 ciclo do carbona & composto por varios subcicleos interl i—
aadaos  entre si, pelos quais o carbono move da atmosfera bara &
hidrosfera e gecosfera e, aventual mente, pmde refornar para & at-—
mosfera. Esses subciclos acontecen em diferentes escalas de tempo
(Hileman, 1989). A figura I.1 mostras de forma esquemdtica. a
circulagsc global do carbono sob a forma de Clza bi;arbunatm
(HCO=7) s carbonato iCGSE_} e materia organica {(Takahashi. 1989).

Num primeiro ciclo, as plantas terrestres e aguaticas, por
meio da fotossintese, usam a enerqgia luminosa para produazir car-—
boidratos e oxigénic a partir de COo e‘égua (Hz0}. Os carboidra-
tos sXo estocados nas plantas {biomassa) e o oxigenioc & 1iberado

para a atmosfera. As plantas s3o ingeridas por animais & muito



b
L
desse carbono retorna A atmosfera na forma de dideido de carbono.

como produto de digest3o. Esse subciclo @ considerado como sendo

um processo de curta durag3o (Stoker e Seager 1977231 Hileman,

1989) .
ATMOSFERA
= ' o
b ‘ {&00) 100 100
&0 &0
Y
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Figura I.1 - Ciclo global da carbono {a unidade & bilhBes de to-

neladas para os resevatdrios e bilhdes de tonela-

da/ano para o= fluxos entre os reservatsrios). se—

gundo Takahashi, 19289.




Um segundo subciclos, considerado de lonoa duraglo. & aguele
no qual plantas e animais marinhos morrem e v3o para o fundo do
oceano onde s3o incorporados no sedimento. Seus tecidos celulares
séo transformados numa matriz mineral na forma de matéria organi-
ca fossil como o carvdo. o gés natural e o petrdleo (Hilemarn.,
1989} .

Um terceiro subciclo. de maior duragiio, € agusle onde o COxr
proveniente da atmozfera ou da decomposigldic de plantas & incorpa~
rado  nas o nuvens e nas aguas de chuvas. Foster iormente, essas’

aguas dizsolvem carbonatos minerais produzindo fons bicarbonato.

os guais sX0 carreados pelas dguas para COrreqos. rios B ocganos.
Mos oceanos. a%gani%mms mar inhos podem assimilar esse Clh~ forman-—
do seus tecidos esqueléticos e Carapagas, Lom a morte desses ani-—
mais, & maioria desses esgueletos sBo depmgitados no fundo  do
ccsann formando novamente rmchag de carbonato.

Fela movimentag2o natural das placas continentais, oz deps—
sitos de carbono na crosta ocenica sSo gnpurrados para  baixzo
destas placas. Esses minerais sao aguecidos e finalmente =3g 1
berados na forma de didsido de carbono para a atmostera através
de wvulcles é fontes minerais ricas em bicarbonato. Este processo
leva derenas de milhBes de anos = tem mant ido o nivel dé didx ido
de carbono atmosférico relativamente constante. De acordo com
McElroy  {(ver Hileman, 1989), essa movimentas¥o =é&  ocorreu por
volta de 20 veres durante toda a hiztdria da Terra.

Fouco se conhece da influédncia do homem no ciclo natural do

carbono. Atualmente o CO; tem despertado um grande interesse na

comunidade por ser o maior responsivel pelo chamado "efeito estu-—
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fa". é sabido gue cerca de & bilh®es de toneladas de carbono sd3o
queimados a cada ano como combustivel fossil. e que apsnas a me—
tade desse carbono permanece como didxido de carbono na atmos+e—
ra. A concentragic de COp na atmosfera tem sido medida com orande
precisiio desde 1958 em mais de 45 locais em todo o mundo. Desde a
era preindustrial: na gqual a concentracio de CO2 na atmosfera era
de aprox imadamente 280 ppmv. a concentragSo desse Gas vem aumen-—
tando  anualmente cerca de 0,35%%. A cifra atual & de 350 BOTmve  Ou

Gy 03Z5%. Isso € atribuido principamente a8 gueima de cambustiveis

tdsseis & & produgdo de cimento (Rebello. 1987).

No entanto, o destino final da cutra metade do CO- produzido
antropogenicamente n¥%¥o esta muito claro. Acredita-se de que cose
carbono pode estar sendo dissolvido nas AgUas O00% OCESNGE OU Seh—
do incorporada na biosfera. H& evidénciss de gue os vegetais pue—
totam mais carbono quando os niveis atmosféricos de dissido de
carbono s¥8o maiores. Infel izmente nio se dispbe de um bom sizstema
de monitoramento para quantificar o contedde de carbono assimila-—
do tanto nos oCeanos como pela vegetaglo,

£ sab ido que‘us éceanas S3Ho um imense reservatdr ioc de Cln,
contendo 50 veres mais que a atmosfera e 20 veres malis do gue &
biosfera (Takahashi, 198%9). A solubil idade do CO- em dguas oces-—
nicas & maior gue os outros gases da atmosferas zaleém disso. o L0
tem a propriedade de reagir gquimicamente scb as condigfies encon-—
‘tradas na &gua de mar para formar printipalmente HEO=" & ChO=x<7.

A quantidade de CO> dissolvido na agua de mar aumenta rapi-—
damente ateé cerca de 1000 metros. Abaixo desse nivel, o aumento &

mais lento. Este aumento decrescente na concentracfo do CO» & o




resultado de véarios processos oocednicos. os quais =3o coletiva—
mente chamados de bomba biclégica do carbono. Essa bomba  trans-—
porta carbono das camadas superficiais para o fundo dos ogceanns
via sedimentagdo gravitacional dos fragmentos bioldgicos produzi-
dos na zona fética dos oceanos.

Sendo os oceanos uma possivel fonte de remocedo do C0s atmos-—
fericos uma parte da guimica ambiental tem sido dirigida para o
estudo dos processos que ocorrem na interface Squasar, visando
esclarecer aspectos ainda obscuros da guimica agudtica do C0n. £
sabido que a cinética de uma arande maioria destes processos ain-
da ¢ desconhecida e assim sendo, dificults a utilizagdo de mode-
los matemdticos util izados para prever os efeitos do aporte an—
tropog®nico do COo.

Sob o ponta de vista guimico, pode-se dividir a quimica
aquatica do CO7 em dois sistemas. O sistema fechado e o sistema

abertos os guais serf3co agora abordados mais detalhadamente.
1.4.2 -~ 0 SISTEMA FECHADD:

0 sistema carbbGnico fechado & aguele onde ndo ocorre nenhuma
troca na  interface liguide/gss, ou zeja. nido & cun5iéeradm G
equil fbrio .coﬁ a atmosfera na gual exista Chn {Stgmm &8 Morgan,
1981).

Calculos envolvendo o sistema carb®Snico em soluglo aguosa,
no equil ibrio, requerem o conhecimento das concerntragies das seis
espeties presentes, ou sSRjias COzy HoUOx, HCOx ™, CD;E_, HY, & OH™.

Mo entanto, o nimero de equagbes necessdrias para descrever a



)
distribuigoc das espécies pode ser redurida para cince se condi-
derarmos que uma grande frag3o da especie ndo ionizada estd pre-

sente na forma de COz¢aqy -

Tessn & mostrado no equil ibrioc de hidratacio.
Hz0 + CO2(5q) = HoCO0z (ag? (1.1
K= [CGE(aQ)IIEHECQEEHQ)] (1.2

onde K & a constante que descreve o equil ibrio de hidratagio & a

230C seu valor & da ordem de &50. Isso indica gqus o eguil fbrio
ndo e favorecido para a formaclo da espécie HalOzagy s & assim

pode—se definir uma espécie operacional. HoCO=%: de acordo com a

=dalRE-T-a {w

[HECDS%} == £CQ2{aq}] + [Hzcﬂgiaq}j (I.7:

ocu sejas

[HpCOz*1 2 [COp(aqyd (1.4)

Das cinco equae®es necessariacs para descrever o sistema.

duas s3o referentes as constantes de dissoriagdo do dcido carbe-

nico, Ky e Kot

CO02¢aq) * H20 == H3CO0z(5q) == HCOz (4q) + H (aq) (1.%)

Ky = (LHYI[HCOz™1) /[HoC0x*] | (1.4



HCOZ ™ (5q) == Cﬂgzm(aq) + HY (1.7}

Kz = (IH*1LC0z271) /[HEOS™ ] (1.8)
A terceira equagio & dada pelo produto itSnico da aguay kK,
Ky = [HYILOM 3 (1.9}

Bendo [H*] um parametro facilmente mensuravel ; a altima equagdo

necessaria para a solug3p do cistema deve ser desenvolvida a par-—

tir de vdrios valores mensuriveis, definidos em termos das espé-
cies quimicas de interesse. Oz valoree mais freguentements usados
nesse desenvolvimento =3g oz da alcal inidade.

A alcalinidade total & definida como o numero de moles de
ions hidrogénio requerido para converter um liﬁrw de uma solugis
para um eguivalente de =oluglo de dcido carhtnico. Berélmemte AH—
sume-oe gque a alcal inidade & devida apenas as Bspec iss carbﬁmicaé

e a alcalinidade de carbonstos & definida COmos
FAlcl = EECGSE"] + [THCOx™1 + [OH™1 — fH*3 (1.1

Fode—se também obter ums gutra equaglo a partir da concen-
tragfio total das espécies carbBnicas em solugio. Ct. definida em

termos da express3o do balango de mases COomo:

Cy = [HCOz*1 + [HCO™1 + [CO2-3 (I.11)




&
Com a formulago dessas equaghes g possivel agora a determi-

~_.

nag#Mo das espécies HEQBS*, HCOz™ e COx=" em funefo de dois para-

metros facilmente mensurdveis: o pH & a alcal inidade.

[HoCOZ®3 = (ZLAlcl - [OH™I + [HYD)/

C(RK Ko/ DHYIZ)Y + Ky /EHY I (1.1
LHEOZ7] = (ZLAlcd - [OHTI + [HYI) {(ZKo/0HYT) + 13 (I1.17)
LCOz73 = (20Alc] - [OHTI + [HYD /{2 + ([H*I/Ka) 3 (I.14)

A Figura 1.2 ilustra a distribuieio de gquil thric daz espé-
cies carbbnicas em funglo do pH num sistema fechado. O valores
de pH das selugfes puras de HRCDE%, MaHCOzx e MaoCOx. tDFrecpmndem
205 pontos de eguivaléncia %, v 2 7 en titulagBes de alcal inidade

e acidezr de aguas naturais (doce e de mar).

Como esperado, os diagramas para dgus doce e &gua de mar s3o
l mlito siﬁilares. Devido ac efeito da forea ifnica. as cmnﬁtantgﬁ
do  &cido (operacionais) sHo maiores para‘égua de mar gue para
adgua docei: ou seja. os valores ds pk. 2 do pH no ponto de sguiva—
léncia, E%beaiélmente no ponto v. s30 menores para Agua de mar do
gue na agua doce. A Agua de mar contém, além do COn dissglvido. o

acido borico (HzBEOz) numa concentragio total de 4,1 » 10-4 M.
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éguas naturais n3oc =%o., por#m, sistemas fechados. 0 model o
idealiza&a discutido acima € entretanto ainda dtil uma vex ques
durante Qma titulag¥o Acido-base dessas amostras (como na deter-—
minag¥o da alcalinidade)a pode—se: numa primeira AProx imagio.,

considerd—las como um sistema fechado.
I.A.3 — 0O S5ISTEMA ARERTO:

tluando se considera um sistema carbtinico aberto para a at-—

mosfera, deve-se considerar o equilibrio do Loz entre as duas fa—

sesy a liguida e a gasosa. Ou seja, a solubilidade do Clz & agora
fungdic da press¥o parcial do mesmo na atmosfera e do pH da amos-
tra, uma vezr que o COn pode reagir ccm.imn5 O~ {Sfumm e Morgan.
12815 .

A concentragfo (atividades) do L0z (ou algum outro gas  ou
substancia voldtil) em =cluslc pode ser eupressa tanto em termos
de unidades ds concentragidn ou em termos da pressl3o parcial  do
gds  em éalua&a, ou seja, a pressio de CO2 na fase gasocsa com &
qual a amostra esta&ia em squil ibrioc. A éépécie HoelO=® & a pres—
s¥o parcial do didsido de carboro, Froz. e=ztdo interrelacionados
pela lei de Henry (1.15)., Se o sistema aquoso estd em eguil ibhric
com a fase gasosa. a pressio parcial do gés na soluglo & icual &

pressio parcial do gds na fase gazosa.



i1

[HRCOx®1 = KyPrpo (I.15)
onde Ky & a constante de Henry =4
Feoz = sepziPr - Fiympn? _ (I.16)

onde xppgp & & fragdo molar ou fraglo de volume em ads seco, Fr e
a press3o total e Fuon € a press3o de vapor da agua.
Idealmente essas expressiies poderiam ser escritas em termos

de atividade e fugacidade; & o equil ibrio g&s/so0lugdo  independe

da salinidade da soluglo. Por exemplo, & atividade do COz¢aqy €
idéntica para a &agua doce e agua de mar,; se em equil ibrio com  a
atmosfera contendo a mesma Fope.

Un  modelo bem simples mostrando algumss das taracter isticas
do sistema carbonicoe em aguas naturais & dado pelo equil ihric de
dgua pura com uma fase gasosa (por exemplo. 3 atmma#eré} comtendo
uma press3io parcial  constante de C0». Fode-se entXg variar o ik
por adicaoAde base ou acido fortes no entantos mantendo a sl ugHo
em equil ibrio com PC&E- Ezse modelo simpIEE'tem sUua reproduslo na
naturesa quando o CO2 reage com silicatos, argilas, & outros.

A figura 1.3 mostra a distribuic®o das espécies em tal mode—
1o, Nﬁ equil fbrio, as concentragbes das especies carbdnicas indi-~

viduais podem agora ser ewpressas em fungio de Feogz & do pH.
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[HRCO3*1 = EyPrps (1. 15)

LHCOZz™3 = Ky /TH D EPeoz (1.17)
[CO5271 = (K4 Ko/ THYI2Y EyPrao (1.19)

fog concentragdo (molar)

Figuwra 1.3 - A distribuiglo das especiss carbGnicas em funeg3o do

- =

pH num sistema aberto (Froo = 10722 gt =]

T = 2300,
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Embora seja um composte vital para a hiosfera, a determina-
g0 do COn e suaé espécies aguosas n3o & um procedimentao anal fti-
co  trivial. Cabe ressaltar aque, anal iticamente: as medidas da
concentragdoc da especie HECGg* QUase sempre sio invidveis devido
aos niveis nos gquais esta ocoarre naturalmente. ﬁlém do mais, &
sabido que grande parte das dguas naturais n¥o e encontram em
equil ibrio com a étmﬁﬁ{era devido aos processcs bioldgicos j& ci-
tados. Um resumes dos principais métodos util izados & apresentads

a segir.

1.B - METODOS ANALTTICOS DE DETERMINAGRG DE COz:
I.B.1 - VIA ALCALINIDADE:

Via de regra, a alcal inidade total € guase sempre confundida
com &lcalinidade carb®nica devide ao fato desta ser um parametro

definido operacional mente. A alcalinidade total & chtida titulan-
do-se um volume conhecido da amostra com um Acido forte (geral -
mente HCl) ate que D‘pH atinja um valor, cﬁmo ja dita: de uma =o-—
lugdo contendo apenas CO3 & Agua.

Assumindo-se gue no haja nenhum outro protol ito presente na
amostra, os valores de alcalinidade e pH podem ser usados para se
determinar C1 & HeCOz®. Fara tal, utilira-se a equagio de Larson

£ Buswell (1942)y a qual & baseada nos trahalhos pioneircs de

Tillmans e Heublein (1921) (ver HMSO, 1957):
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JoglHzC0z*1 = logAlec + logf - pHy (I1.19)

orde
Alc = alcalinidade total da amocstra (mg/l1 de Callx) .
pHy = pH da amostra numa temperaturas qualguer t{&C).
[H?CD3*] = CDncent}aaﬁn do disxido de carbono livre da amastra
tmg/1 de CO3).
f = fator que depende da constante de dissociagio do HoCO=

e, conseqguentemente, da temperatura.

(& aquacﬁm (I1.19) pode ser resolvida substituinde o valor tabelado

de § = 0,88/kt
ande
~loges = F404,T71/(273 + t) — 14.8%% + Q. O327886 {273 + 11 1L 20

Assim, temos que a equagdo final resulta em:

loglHaCOz®] = logAlc + [3404,717(273 + t)31 + 0032786 (273 + £) —
: pHy — 1%,490 (I.21)
Ben-Yaakov e Guterman {(1924) determinaram a concentregio das

espacies do didxido de carbono livre (Hzﬂﬂg*} e do total (C)

usando os valores de alcal inidade e pH nas seguintes eguagbes:



Pooz = AledH™22/Ky "spgalH*Y + 2Ko71 (1.22
Cr = ALc{UCHTIR " + Ky Ko + HP323/04H%3Ky T + 2Ky Ko 33 (I.23)

onde Ky Ko s¥o a primeira e segunda constantes de dissociac¥o
aparente do dcido carbonico. spgs & a solubilidade do CO~ & {H*2

a atividade do ifon hidrogénio.

I.B.2 - FPOR ARRASTE ANTES E APOS A ACIDIFICARRO:

Neste casos um gés inerte de arraste {geralmente nitrogénio)
&€ horbulhado na amostra antes e apds a acidificag®o da mesma para
se determinar [HECBE*} e L1y respectivamente. 0 diogxido de carbo-
no evoluidos em ambos procedimentos. & absorvido numa =olugio de
hidréxido de sddic & o excesso de base & titulade com solugdio
gcida padronizada., A faiva de concentraglo de apl icag¥o do método
situa-se entre 0,5 a 0 mo/l de dickido de‘carbonn como G0
(HMS0., 1987).

Um sistema simples & de bainxo custo uéiliaada na determina—
3o do didkido de carbono total presente em amostras de agua de
mars uwsando  pequencs  volumes. foi desenvolvido por FRoberts e
Smith  €1988). 0 método consiste na injeg3o de 10 a 250 upl de
amostra numa caluﬁa acidificada de arraste de gas. O COo 1iberada
& transportado por um gds carregador (ﬁz) ateé um anal izsador in-
fravermelho.

Num trabalho pioneiro neste campo,; SBwinnerton et alii (194672)

determinaranm diversos gases dissolvidos em aguas naturais util i-
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zando a cromatografia gasosa apds 0 arraste das espécies a serem
quantificadas. Fark et alii (1964) estenderam o método para de-
terminar o didkideo de carbono total em agua de mar e compararam
seus  resuliado com o métedo potenciométrico. ﬁ% resul tados aobti-
dos pelos dois métodos diferiram em torno de 3%.

Johnson et alii (1987) desenvolveram um instrumento automa-
tico para a determinzglio coulomégtrica da concentragio total do
didy ido de carbono (C1) na qual-a amostra era acidificada & o GO
evoluide arrastado com gis inerte para um detector coulométrico.

A faina de trabalho do método situou-se entre 19,5 até 1274,1 uM.

I.B.3 — MANOMETRICAMENTE:

Um meétodo para determinagdc do didsido de carborno total (Cpd
fol desenvolvido pare amostras nas guais o rgcipiente or iginal
(selado) & resfrisdo e em sequida & aberto g tratada com hidréi-
do de =0dic para absorver algum didxido de carbono livre. FEsta
solugdo éracidificada & a pressio & determinada manométricamente.
A concentragdo finai do diduido de carbmm& ds ampstra & determi-
nads usando uma curva de calibrag3o. 0 intervalo de aplicasgio es—
té entre 0,5 & 6,0 o/l de CO-> (HMB0, 1987).

Un outro meétodo descrito para a determinagio do HQCD3* =]
aguele no qual o frasco original da amostra & perfuradc por  uma
sonda contendo um mantmetra. Atingido o equil ibrio. e tendo-se a
temperatura conhecida, a press3o lida & relacionada com a corcen—

tragdo do didxido de carbono usando-se tabelas prontas ou cons—

truindo-se uma curva de cal ibrag3o. O intervalo de aplicaglc do
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metado estd entre 2 a 172 g/l de didxide de carbono (HMSG, 1987).

1.B.4 ~ ELETRODO fDN“SELETIVD:

Neste caso, utiliza-se um eletrodo de pH cuio sencor esta
recoberto por uma mesbrana sintstica. 0O dityido de carbono & ra-
Paz de permear por essa menbrana de um pol imero hidrofabico, re—
sultando na mudaﬁga de pH. 0 =inal obtido no elstrodo de vidro &
relacionado diretamente com a concentragio de HzCOz™ na amostra.
Huando a amostra & acidificada a pH abaivo de 5, o valor obtido
corresponde & concentrag®o do didwido de carbono total (Cyd. Es-
te metodo, no entantos, tem seu 1imite de detecg3oc em torno  de
4 mg.17! de LOzs ou seja, 90 pmole=.171 de Cio (HMSO, 19287).  Um

eletrodo =emelhante foi desenvolvido por Fuzicka o Hansern {1

.
By,

745
¢ qual foi empregado na determinago de Lz & NHz em sangue e

SO,
I.B.5 — QUTROS:

Fukushi e Hiira {1987} desenval veram um novo procedimento
anal itico para a determinag®o do didxido de carbono total em agua

de  mar. Um enrigquecimentn pre]liminar & feito num capilar tipo

isotacoforese com aurilic de uma membrana tubular microporosa de
Teflon. 0O didxido de carbono & éntéq gerado por adisglc de &cido
sulftrico atraveés da membrana g dissolvido numa sglugdo de hidrd-
"xido de sddic. Este pretratamento visa =liminar a interferéncia

causada por anions coexistentes tais como ciocretos e sulfatos. O
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metodo proposto foli aplicado na determinaeio de didsido de carbo-—
no total em ambstiras mar inhas coletadas na superficie e em maio—
res profundidades. As concentragbes do diokido de carbono dissol-—
vidg, do bicarbonato & do carbonato nessas amostraz foram calocu~
ladas a partir da Gy, da temperatura, do pH & das medidas de sa-—

linidade da amostra.

A guantificagl8no do didxido de carboro @ muito importante
tanto sob o ponto de vista biclogico como ceaguinico. Com respei-

to a parte geoouimicsy a concentracldo de Cls dissclvido pode con—

trolar, por exemplos a solubilidade de carbonatos. 0 didwido de
carbonc livre presente em excesso dagusle reqguerido para manter o
eqﬁilibrio dos ions bicarbonato e carbonato pode promover a dis-
solugdo de carbonatos (gesso 2 calcé&riod. além de Dromover & oo —
roso de tubul agbes metil icas. A& troca de LOs na intertace 1figui-
da/gaspsa & um processo crucial no controle da concentracio  de
COo na hidrosfera e na atmosfera. A perda de Cls para a atmmg¥2ré
pode resultar npuma insu%itianté concentrasdn parsa sustentar ps
ions bicarbonato E'ca%bmnatc soldveis. promovendc assim & preci-
pitago de carbonatos,

Buanto & parte biclégica. cabe ressaltar que o ChOz & o com—
posto fundamental, na natureza. para um mecanismc muito importan—
te qgue & o da FDfDEsintE$E. Nele, organismos autotréficos ubili-—
zam .o COz, em presensa de um doador de eletrons {geralmente a
&gual e energia luminosa na formag®o de carboidratos = oxilgf#nio.
For outro lado, compensands este consumo de CDE, a respiragdoc mi-

crobiana  também contribuil neste ciclo pela produsdo de CO-  via
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cassimil iagdo de matéria organica.

Como visto, o CO0n participa ativamente do metabol ismo, prin-
cipalmente como produto da respiragdo. Assim =endo. ele pade ser
util izado como um pard@metro no monitoramente da at ividadede meta-
bélica de microorganismos. A seguir. sero apresertados  alguns
aspectos da utilizagdo do COp no monitoramento de certas ativida—

des bicldgicas, incluindo testes de toxicidade.

I.C - A IMPORTANCIA BIOLGGICA DO COo:

I.C.1 - RESPIROMETRIA:

Desde o inicio desse séculos bidlogos {ihclu;ndm agueles gue
trabalhavam com tratamento de essqoto) mostraram—se interocsados
no deaanvmlviméﬁta de um meio para se avaliar a taxa metabslics
de varios microorganismo. A respirag3os na gqual um alimaﬁtm =
utilizado para produzir energia e conseqguentemente novas celulas,
parecia éér o process=o biogulmico celiular mais bem caﬁtrnlado.
Nesse processo. o -Dxigéniu & consumidc com & concomitante
produgdo de didxido de carbono contorme ssquemna apresentado na
figqura I.4.

s bidlogos procuravam observar as mudangas gque aconteciam
no  sistema sob vérias condigBes, e necessitavam de um meio sim—
ples e confidvel para medir cuntinua@ante este sistema. Eertamen—
te a mudanga fisica mais f4cil de se medir, dada as ferramentas
anal iticas disponiveis naqdala epocas era a mudanga de  pressio

causada pela mudanges no volume dog gases. Desde que dois gases
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MICROORGANISHMOS

FRODUTOS DO
METABOL T5MO

NOVOS
MICROORGANIEMOS

Figura 1.4 — 0 sistena metabdlico de cerios sicroorganismos.
estavam envolvidos no megtabol ismo, era necessdric remover uam de-—
les para se abservar a mudangs em volume gue poderia ssr atr ibui-
da ac outro gas.

0 respirdgmeiro de Warburg, desenvolvido por Otto Warbw o no
inicio do ééculn XXs fol o meic mais utilirado nas medidas da ta-
®a de respiragdo de microorganismos. Consiste rnum sistema fechado
contendo uma cultura liguida de microorganismos & uma solugio de
KOH para absorver o didsido de carbone produs ido. O espago de ar
acima do meic de cultura contendo o microorganismo & comectado a
um  mantmetro. Como oxigenio & consumido durante o metabol ismo

{respiragdo) e o didxido de carboro produz ido & absorvido, cria—
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S5 VACUOs e as mudangas no nivel do Sleo nas pernas do mantimetro
s30 observadas. & quantidade de oxigenio consumida € proporcional

a mudanea do nivel {(figura I.% (Tech-Line Instruments. 1588,

Embora o respirometro de Warburg ternha sido muito ttil  em
Pesquiszas sobre cingética bacteriana. ele n3a era totalmente ade-
quado para os estudos de amostras de esqgoto devido ao seu pegueno
volume e sua fragilidade, além disso no acemodava grandes volu-
mes de amostra. A transferéncia de oxigénio era limitada pois era
acompanhada por agitag3o mecdnica do frasco. Alem disso, o us=p do
respirtmetro de Warbwg foi causande desinterescee pelos ususrios
pois consumia muito tempo, aleém do gue todos os dados eram obti-

dos manual mentes.

T = valvula de T vias.
F .= frasco com HEOH.
M = mantmetro.

Figura 1.5 — Respirfmetro de Warburg.
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Essas limitagles levaram ao desenvolvimento de um respirdme-—
tro de grande volume, com mandmetro avtomatico, no inicio da de-
cada de 1940. 0 local destinado para a amgstra tinha agora uma
capacidade gue variava de um até quatro litros ou mais: & agita-—
€30 era feita por uma pequena bomba de ar. a absorgic de COn era
feita num coletor de gases contendo EOM: @ a obtenedo dos dados
era feita eletronicamente.

0 vso de microorganismos em beneficioc do homem & uma pr&tica
muiteo antiga. Além de serem as principais responsdveis pelo tea—
tamento de esgotos. os microorganismos tem sido usado na fabrica-
gdo  de vinho e em compostagen de solos mais ricos. Hecentemente,
no  novo campo da bictecnologia, eles s¥o wbil izados na produg o
de faArmacos. mé degradagdo de dleos e mesmo em minas de cobre. na

remogdo do metgl.
I1.€.2 — TESTES DE TOXICIDADE:

Tegtéé dee torividade s¥o baseados no uso de material wvivo
para definir a natureza & o grau de efeitos noCivos produz ido ﬁmr
um  simples agente téxico ou por uma miztura de agentss  toawicos,
Nesse tipo de ensaics certos organiemos selecionados s3¥go  ususl -~
mente expostos a um potencial contaminante por um certo periodo
de tempo. Frotura-se assim determinar o Lisp {concentragiio le-
tal}; 4 qual & a concentrag3o da aubﬁténciaktéxita que callsa &
morte de D0¥ dos oroanismos #postos num determinado tempo. Os
“testes de toxicidade também podem ser feitos para se determinar

ECsq (concentrag®c efetiva) a gual difere de LCsr por permitir



e
]

que se avalie inumeros pardmetros tais como a imobil idades. a taxa
de respiragio. a élimenta;ﬁo, a contagem de células do sangue, as
tavas de reprodug3o e de crescimento, dentre outros.

s testes de toricidade com organismos aguaticos tém  sido
usadn  j& ha muitos anos no gerenciamento de dguas naturais & no
contirole de Gouas poluidas. Atualmente, ewiste uma pressio da co-
munidade cientifica para seu uzo no registro de novos produtos
quimicos. independendemente da sua finalidade. 0 resultado  tem
sido a proliferagdo de um grande puamere de testes ae toxicidade,
& com iss0: & necessidade de padronirzacio dos testes para objeti-
vos especificos.

Os organismos comumente utilirados em testes de tox i idade
sd0 algumas espécies de peives, camartes (HMSO. 1985% Mokes,
1980),  moluscos. insetos (McHee, 1980), anfipados {Swartz et
21 iiq 19845 Swartz et alii, 198%a3 Swartz et #lii 1968%b; MMearns
et alii, 198&), poiiqu&taa { Pamatmat, 1982), plénctons (Munaswar
g Mumawar ., 12875 Walsh = Merril, 1984 Turbalk et alii. 1984 é
bhactérias (Bimpson & Kobos, 19773 Karube et alii, 1979; Dutka et
alii, 17835 Greene et-aliip 198%; Bitton & Dutka, 178461 Dutka et
alii, 1988% Dutka et alii. 1987).

Os testes de tormicidade =3o categorirados por  subdivishes
baseadas na duragio do teste, isto €, sobre o periodo de exposi-
50 ou sobre o pér iodo de observagio, ce ambos diferirem. O dois
mals utilirados compreendem a eqposigdD cronica e a HpoOSsigac
aguda.

A toxicidade aguda de uma substancia num ambiente aguatico £

normalmente eupressa como a concentraedo da substancia na agua a
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‘qual produz um efeito nocivo em 0% dos organismos num curtoc pe—
riodo de exposigiio.

Toxicidade cronica & aguela resultante dé eXpPosigdEo por  um
per iodo de tempo muito longo, pelo menos algumas semanas de dura—
£d0: geralmente numa significativa proporg3o do tempo de vida do
organis=mo,

fAs bactérias estic envolvidas primariamente na mineral izaglo
de substratos organicos e na réticlagam de nuitrientes minerais.
Suas atividades sio essenciais no processg de autmpﬁri%iaagau nos
ambientes agquaticos. Elas tem um cicle de vida relativaments cur-
to e respondem rapidamente & mudangas no meio ambiente.

'DEﬁtFE os testes de toxicidade nos guais =3o uvtil irzradas béc~
teérias  como organismo teste, o Microtox tem sido o mais empreca-
do. Este teste fol desenvolvido pela Beckmarn Instruments  Inc.
(1978} para avaliar a toxicidade aguds em amostras aguaticas. 0O
teste & baseado na medida da atividade da bactéria marinhas biolu-—
minescents Fhotobacterium phosphorum: 5 gual emite lur soh condi-
slies metabélicaa normais. Alguma estimulagdo cu inibig¥o do meta-—
holismo afetam a inténsiﬂad@ da luz. Medindo-ze a diferenga desta
de intensidade de luz no controle 2 nas amostras tratadas C o
substdncias toticas, pudEWSEIdeterminar o valor de Elgq, tue & &
conceﬁtraﬁﬁo da substancia tovica gue causa a2 redusdc da emissio
de luz em T0% (Bitton e Dutka, 1984).

Finalmente, os teste de toxicidade fornecem informacles so~
bre oz diversos efeitos de agentes téxicos sobre o ecossistema
‘natural ou modificado pelo homem. Consequentemente. pode—se,

através dos resultados desses ensaios., realizar um controle maior
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de efluentes, de residuos industriais e compatibilizar seus des—
tiros finais com caracter isticas deseidveis do corpo receptor de
forma gque ndo = cologue em risco a saltde  humana (Goldstein,

1788).

I.C.3 — SEDIMENTDS:

bBs sedimentos de corpos d agua préximos & Areas  densamente
pavoadas vem se tornando cada ver mais poluidos como resultado do

aumento na atividade municipal e industrizl, resultantes do cres—

cimentoc populacional. Canais de navegasdo e portos recebem  uma
qarande  variedade de lixo municipal e industrial devido & sua lo—
calizagio prédima a grandes centros urbanos. Grande parte deste

live tem zew destino fimal ros sedimentos. e frequentements cor-

rem o risco de serem resuspendidos durante dragagem de canals

n;

de navegasdo e ampliagdo de portos (Rochon, 1985).

Dentre os compostos orgdnicos e inorginicos, de origens na-
turais ou  antropog@nicas, que viem sendo  langados  em CONROS
d '8guas os metais requerem uma atenco especial devido ag seu al-
to potencial  toxico e sua persisténcia no ambiente (Jardims
1983) ., Existem varias formas de compostos nas guais os metais -
dem estar presentes no sedimento. Fstas tormas fisicas & guimicas
5&0 aguelas que ir3o determinar o equilibrio de partig¥o do metal
na interface Agua/sedimento.

Os principais fatores para que compostos org&nicos. inorgd-

nicos & principalmente metais sejam 1iberadoz do sedimento para a

coluna d’dgua s¥a o pH, o potencial de oxidag¥o-redug3o (poten-—
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cial redox ou Eh) & a salinidade.

Estudos de substincias tdxicas presentes em sedimerntos  teém
mostrado  gue um contaminante raramente existe iscol adamente. Com—
binaglies de contaminantes, com efeitos sindrgicos ou antagdnicos.
provocam reagles Unicas no comportaments dos  organismos  rnesse
meios, dependendo da susceptibil idade ou tolerd@ncia do oroganismo
aquat icao. Infelizmente, os procedimentos utilizados wsualmente
3= (n] para.quantificar contaminantes saparadameﬁte. Uzando testes
de toxicidade, pode ser possivel determinar o impacto mais geral
dos sedimentes sobre os organismos agquaticos. computando-se assim
efeitos sindrogicos bem como antagtnicos.

As  caracteristicas fisicas do sedimento s3o definidas de
acordo com o tamanho & tipo das particulas que s compiem. Farti-
culas peguenas podem adsorver mais metzis do gue as particulas
grandes devido a sua maior area superficial. Também essas parti-
culas  possuem uma maior probabil idade de serem ingeridas por or-—
ganismos benticos.

A agua intersticial do éeﬂimamta & a porgdo da solusgiic gue
estd em contato diréta-com o sedimento. Nessa interface coorre tiem
equil ibric entre os compostos orginicos e inorgdnicos e o sedi-
mento. 0 estudo dessa solugdo € fundamentzl para uma melhor com-
preensoc da guimica dos sedimentoss além de elueidar qual, ol
quais das fragbes das subst@ncias {(orogfinica e/ou inorginica) que
migram do sedimento para a coluna d“égué s30 toxicas.

0 desenvolvimento de testes com a &gua intersticial dos se—
dimentos, também chamadaz de eluriato, foil um dos mais aignifi—

cantes avangos na determinagdo do efeito do potencial téxico de
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sedimentos. Os testes d¥3o informagdo sobre contaminantes que po-
dems num curto periodo de tempo. ser lixiviados do sedimento du—
rante uma dragagems ou sejas, quando ressuspendides. 0O meétodo foi
desenvolvido pelo Corpo de Engenharia do Exercito e pela Aggncia
de  FProtegfo Ambiental dos Estados Unidos da Amér ica (EFA. 1977)
apos  democstrarem que a anal ise guimica direta do sedimento nXo
mostrava claramente o potencial de impacto do saedimentc ressus-—
pendido (Forstner e Solomons, 15807 Internatipnal Joint
Commission, 19 E;~Prater g Hoke, 19803,

Recentemente, Munawar e Munawar (1987) utilizaram esse méto—
dos com madif icaebes, em testes de towicidade utilirando planc-—
tons como organismos teste. 0 ensaic consiste am =2 agitsr  uma
parte de sedimento com 4 partes de dgua do local de dragagem por
trinta minutos. Apds a decantaglc Por uma hora, filﬁka~ae.m = a s
brenadante numa meEmbrana de 0, 4% Hme A figura 1.6 mpstra o ssgile—
ma completa de procedimento,

Us testes com a agua intersticial leluriato) sio importantes
Para  se aval iar opefes sobre =z disposig3o final do sedimento sem
aumentar substancial mente oe pfeitns tdxicné fa coluna d dqua. Se
& sobrevivéncia dos organismos testes no eluriato @ a MESMa. o
melhor do que aquela do corpo aquatico receptor, entig considera—
S8 gue a disposigi3o do sedimento n&o tem nenhum efeito téuico pa-
Ya a biota.

Finalmente, & util idade e & necessidade de testes tanto de
toricidade como de tratabil idade em sedimentos & muito importante
‘Para  uma aval iag3o do potencial toxico desses. Us sedimentos s3o

0s maiores depdsitos de contaminantes aguaticos, os quais podem
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- ser toxico para argani%mds vivos que ali residem, tal como os
bénticos., Podem também ser 1iberados de volta para a coluna
d agua afetando organismos tais como os pelives. Testes de tosici-
datie com sedimentos fornecem tambeém informaghes adicionais sobre
a toxicidade de sedimentos contaminados gue niEo podem ser obtidas
apehas por andl ises quimicas nem por um estudeo limnoldgico de di-

versidade de espécies,

AGUA 80°% 20 % SEDIMENTO
MY //
AGITAGAO
L 30
[ FiLTro] % minSros
ANALISE DECANTAGAO ANALISE
QuimMicAa 1 hora QUIMICA
] FILTRO [
i
ELURIATO
ANALISE TESTE OE
QUIMICA TOXICIDADE
\l RESULTADOS |
| AR |
Figura I.6 - Procedimento para obteneo do eluriato, proposto por

Munawar e Munawar (19873,



I.D — METAS DO TRARALHO:

A principal meta deste trabalhoe foi o desenvolvimerto de wm
sistema FIA (do inglés Flow Injection Analysisﬁ para a determina-—
g0 da concentracgdo do didxido de carbono {(C02) em amostras  de
aguas naturais. 0 principio do método baseiza—se na difusic do G0

por uma membrana semi-permedvel e posterior detecg3o  condutomé—

trica.
Uma ver desenvolvido este sistems rapido & sensivel para de-

terminag®c do COoy foi entdo investigada a sua possivel apl icaeXo

em teste de toxicidade aguda. Estes ensaios foram real izados mo-—
nitorando-se & inibiflo do processo de respirag¥o da bactéria
Escherichisa «¢oli. em meio de cultura AQUOSG: gquando na  presenga
de substéncias potencialmente taxicas. Dentre estas, foram testa-
dos alguns tipos de sedimentos, o metais cobre. cadmicos niguel e
mercﬁ#im, alem de efluentes industrias, e o lodo da éﬁtagéa de
tratamente eletrol ftico de esgoto hospitalar.

O resultados obtidos fog testes de toaxicidaede 4o am

205 na forma de FOCEO wonoentragio de substanc iz

& gual
inike 90% da taxa de Fespiragio referente 2o controle. oo ermpi

gual guer pré-determinado) e comparatdos con oubros tipos de

de toxicidads aguda descritos na iiteratura



CAPITULD II

FARTE EXFERIMENTAL



II.A - REAGENTES E SOLUsBES:
IT.A.1 - TAMPOES DE pH:

- Ftalato:
concentragdno: 0,05 M MHCBH484 (Merck) .

pH: 4,008 (2200),

- Fosfato:
concentragdor 0,025 M EHsFOs (Merchk) e

0, 028 M Na~HPOz (Oussl).
2 4

pHI &, 865 (2500) .,

Os  tamplies foram preparados de acordo com o procvedimento do

US Natianal Bureau of Standarts (NES) .
IT.A.2 ~ SOLUEBES ESTOQUE UTILIZADAS:

- Cloreto de Cadmio, CdClZ.EHED (Merch) . na concentragdo de

oy e - .
38 1072 My n¥%o padronirada.

— Nitrato de Cadmio, £d (NO3) 2. 4H=0 (Vetec), na concentragio

de 9,5 x 1073 M, nao padronizada.

— Cloreto de Niguel, NiClo.6H=0 (Merck), na concentrag3o de

S.0 x 1072 My n3o padronizada.
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Cloreto de Mercirio, HgClo {(Buimibras). na concentragia de

1+0 » 1072 M, no padronizada.

Sulfato Caprico. CuS04.5H20 (Guimica Moderna)s. na concen—

tragdc de 146 % 107F M, nic padronizada.

Clorete de CetiltrimetilamGnio, CHz (CH5) j5NICHz) 301 (Ve-—

tec): na concentragdo de 3.0 « 107 M.

Carbonato de Sodios NazGOx (Fisher). na concentragio de

1,0 % 1ol M: padrio primario.

Acido Sulfarico, Ho504 (Merck)s corncentragio aprosimada de

2.0 s 1071 p,

Hidrdxido de Sadio. MalH (Merck!). concentrag3o aproximada

der4,Q M.

- QUTROS REAGENTES:

Hidrogeno Fosfato de Fotdssio, HoHPOg (Merchk).
Dihidrogeno Fosfato de Potéssio. MHoFOz (Carlo Erba).

Cloreto de Sadioc, Nall (Synth).

Sulfato de Amtnio, (MH4) 2804 (Ecibra).
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=~ Bulfato de Magneésin, MuS0g (Fisher).

- Acido Citrico, HGEGCHEC(DH)iCOEH}CHEQGQH, (Merck) .

- D(+)~Blucose Anidra F.h. (Dextrose), CaHiz0g (Vetec),
~ Mitrato cie_Sr:,')dim, MaMOx (Ecibra).

IT.A.4 - AMDSTRAS:

- Sedimentos:

U sedimerntos  foram coletzdos de camadas superticiais dos
lagos ou rics (5 cm) homogenizados usando uwma penelra de nivlon
de 5 mm e sstocados en geladeria a 490 o presenga de sua dgua

intersticial.
- Eflusntes industrisaic:

Foram coletadas amostras do efluente liguido de uma indis-—

tria quimica de defensivos agricola. Esse efluente comtinha w
composto cléfeta de 1,1“mdimetil—4;4“—diﬁiridilag conhecido co—
mercialmente como  FARAOUAT. 0 efluente sofreu um pretratamento
para & remogdo de cianeto. Esca remoeHc foi feita ajustando-zs o
pH da amostra em 3,0 pela adigdo de HC1 4 M e =ob agitagdo maoné-

tica por 15 minutos. Em seguiday, o pH foi ajustado novamente apo

seu valor original (4,%4) com NaOH 4 M,
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Un  outro tipo de efluente contendo dleos & graxas e or iundo
do processo de usinagem foi coletade em uma inddstria metalirgi-

ca.
- lLodo de esgoto sanitdrio (doméstico):

A coleta do lodo foi realirada na estae3o de tratamento ele-—
trolitico do esgoto do Huspitai gas Clinicas da UNICAMP, apds 24
horas de decantag3o. Esse lodo foi previamente esteril irado numa

avtoclave (12090 por 30 minutos) antes do ensaio. uma ves gue es—

s material possuia microorganismos patpo®nicos.
- Antibidgtico:

€ antihistico Bactrin {Moche) foi adguirido comercialmente.
Este antibidtico & uma mistura contendo 16,74 de 2:4-diamina~S-
(3,4,5,mtrimetoxibenzil}—pirimidina e BZ,3% de S-metil-sulfanila-—

mida-isoral.
- Acuass

Az amostras de Agua doce foram coletadas no Riog Atibaia no
distrito de Sousas (municipic de Campinas-5.P.). Essas amostras
foram anal isadas imediatamente apds a sua coleta. |

As  dguas de origem marinha foram coletadas na cidade de SNo
'Sebastiaa (§.F.). Elas fcfam armazenadas a —18°C e descongeladas

imediatamente antes de serem submetidas a anal ise.
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Tambeém foram utilizadas amostras de &gua mineral para consu-—
mo humano. As amostras em seu recipiente original {garrafa ou co-

po) foram anal isadas imediatamente apés o rompimento do lacre.

Todas as amostras foram armazenadas em frascos de polietile~
no para minimizar a possivel retengXo de metais na parede do
frasco. Estes frascos foram previamente mantidos em 5D1ug§a‘ ches
HNO=  10% durante 24 horas para evitar a contaminaeXo por metais,
e posteriormente lavados com agua destilada. As amostras de sedi—
merto. de efluente & de lodo foram mant idas resfriadas & 490, em

aeladeira.
II.B — EQUIPAMENTUS E ACESSORIOS:

IT.B.1 —~ SISTEMA DE INJECA0 EM FLUXO:

- Emﬁba Perist&ltica ISMATED: modelo 1PS—-17.

- Condutivimetrﬁ DIGIMED, modelgo CD—EQ.

- Registrador ECE, modelo RE-201.

- Comutador.

— Cela de condutividade.,

- Cela de difusio.



IT.B.2 — POTENCIOMETRIA:

~ Potencitmetro DIGIMED, modelc DMEH-,

= Eletrodo combinado de pH ROSE ORION, modelo 8i-04,

— Eletroda de referencia {dupla jung3o) ANALION,

modelp R&RB4 E742.

— Eletrodo seletivo de Cd{(II) ORIDON., modeln F4-43,

-~ Elgtroda seletivpo de CudIl) ORIGHN. modelc 94-79,

I1.B.3 ~ BANHO TERMOSTATICO:

= Banho Maria FANEM, modelo 1¢€30,

I1.B.4 - PIFETAB E BURETAS:

=~ Fipeta (200 - 1000 M1 PIPETHMAN GILBON, modelo B 1000,

= Pipeta (10 - 100 K1) EPPENMDORF, modelao M 4710,

= Micro bBureta (2 mi) GILMONT, modela S-1200 .



Eé

I1.C — ORGANISMD TESTE:

A bactérias Escherichis gpli foram cedidas pelo Instituto de
Biologia e Faculdade de Engenharia de Al imentos da UNICAME (ori—
ginalmente obtido da colecdio do Instituto Fasteur. Franca
(534.87). Esta bactéria foi escolhida como organismo teste devido
&  alto rendimento de sintese (pode duplicar a sua populag3o  em
30 minutos), além de ser bastante utilizada por outros laboratd-

rios com o mesms fim (Durand e Favard, 19772).

I1.D - DETERMINACAO DO DIGXIDO DE CAREOND TOTAL FELO SISTEMA

DE ANALISE FOR INJECRO EM FLUXO CONTfNUG:

0 procedimento experimental utilizado na determinagioc de SDE
foi baseado no trabalho de Fasgquini & Faria ({987), com

slgumas

modificagtes. O esguema de funcionamente do sistema FIa conduto-

metrico & mostrado na figura IT.1.

Nesté procedimentos,  wn volume determinade dsa amostra {200
K1} contendo as EEpéCiES carbénicas (CDEE'Hﬁﬁg“ e COz57) & inje-
tado num  fluxo carregador (agua deionizada) o qual corflui  com
outro fluro de dcido sulfdrico diluido (D2 M. 0 meic &cido fa—
varecé o equilibrie no sentido da formeed3c do Lo {(eguagdo TI.1}.

0 gas formado (€02)y no meic dcidos aoc passar pela cela de
difusdo. permeia por uma membrana de‘TE¥1cn g2 atinge um {iuxo de
ggua deionirada, deslocando o equil tbrio para a formeaeXo dos ions

 bicarbonato e carbonato. A condutividade deste +luido que  vinha

sendo monitorado constantemsnte, & ent#o alterada devido ao C0x



Condutivime tro » Registrador
mt.min~} I
R c
HeO T 3,2 B <
200Ccm
Hy S04 1,6 BL
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v N -
Carregodar 6 ﬂ ~
d ' 45cm
H
(o -
Fef- =~=t = i :
L}
300!
: aBp Amostrg H E
e e e e e ——— e 4 £
I\ 8
A \J
’
’
Corregador __ ——
Amostra
Figura 1I.1 - Esquema de funcionamento do sistema FIA condutomg—

trico

T: tubos de polietileno: KP: bomba  peristaltica:; E: descartes;
Vi vélvula de injesl3c da amostra (eitusgdo A coleta da amustira,
situsgdc B! injeg3o da amostrali R: resina mista de troca idnicas
BEI: barho de dqua isolados BRI bhobina de reagio: Ch: celas de di-

fussioy CC: cela de condutfncia.

- H20 + COz === HiCOz s=== H* + HCOx™

(IT.13

HY +  po=2—
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presente na  amostra (Faria. 1987; Campos: 19BB)}. & mudanga na
conduténcia € proporcional a concentragie total de Clln presente

na amostra.
I1.D.1 — FADRBES DE CARBOMATO:

Oz padriies para COz foram obtidos a partir da diluigdo de
uma solugdo estogue de NMaoCl=z (1.0 n 107 My, o carbonate de so6-—
dio foi previamente aguecido a 27000 por 1 hora . Em seguida, co-

locado num dessecador para resfriar ateé a temperatura ambiente.

Fesou-se uma quantidade suficiente do s&l para‘a concentragsn de-
sejada & diluiu-se com dgqux deatiléda, deionizada e degaseificada
em ballo volumétr ico previamente cal ibrado.

A socluglo foi transferida para um frasco de polietileno e
fechado imediatamente, para evitar absorglo do COz do ar. A& reti-
rada de aliquotas para Ppreparag¥o de padries foi feita sem o con-
tato com o ar.

& figura I7.2 muﬁtré o5 zinais de cal ibragio tipicos mbtidé%
pela metodologia proposta fnume faixa de concentragio de S ate
1000 uM.  As determinagdes dag concentraghs de DGE em amcstras

desconhecidas foram feitas por interpolag3o grafica.,
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1000 4 M
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®
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thLb\uUh“kk\\\iu _
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Figura I1.2 - Sinais de calibrag3c tipicos do sistema FIA para

502.-
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CONDUTANCIA, UNIDADES ARBITRARIAS
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Uma curva de calibrag3o tipica encuntra;se na figura I1I.3.

Ha Afaixa de concentrag3o entre 100 & 2000 MM a2 equagio gue me-
lhor descreve a curva & ¥ = QXB, onde Y & a altura do sinal, X &
a concentragdo do CO- (pM)y A & B sMo parametros ajustaveis. Os
coeficientes de correl agdo das vAarias curvas de cal ibragXo foram

D 990 ou melhores.

100 -
50
| { ! |
500 1000 1500 2000
HM
Figura I1.3 -« Curva de calibragdo tipica do sistema FIA& na faiva

de cencentragiio do COs entre 100 e 2000 M.
2 3
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II.E — TESTE DE TOXICIDADE:

1I.E.1 — MEIO DE CULTURA FARA CRESCIMENTD DE BACTERIAS:

0 meio de cultura para a bactéria E. coli foi preparado pela
adigdo de 1.:é& g de EEHPD45 1.6 g de EHoFOa. 1.0 o de Mall, 4,0 o
de (MHg) -804, 047 g de MyS0a & 0.3 g de &cido citrico em i 1litro
de agua destilada (Dorward e Rarisas, 1984). 0O pH final foi ajus-
tado em 7,00 usando uma sclusdo de MalH 4 M, C meio de cultura

foi colocado num forrno de microondas, levado ate a fervura & fe~

chado com tamp¥%o de algod¥e. Apds o resfriamento ate aprox imada—
mente  200C, 2,5 g de glucose foram adiciomados fa solugdo e dei-

®ado em repouso até atingir a temperatura ambiente.
IT.E.2 — PROCEDIMENTO DO TESTE DE TOXICIDADE:

8 meio de cuitﬁra‘(i litro) era contaminado com E.. Lgli
{imebilizado em agar) & deivado a temperatura ambiente ate que a
SUSPENSiHD bamteriaﬁa &omegaese a turvar. Em seaurida,. colocava—se
num  banho de dgua & 37°C e faria-se um monitoramento do L= ate
gque  sua concentracio atingissze 0% oM de L0, Cuidadosamente.
al fquotas de 100 ml éram transferidas da solugXo estogue {(suspen-
530 de bactéria) para Erlenmevers de 150 mls também mantidos no
banha & 3I79C. A cultura era ent3o contaminada com agente tonico.
U frasco que n3o recebia nenhuma adiglio atuava como controle. Um
meio de cultura sem bactéria atuava como prova em branco. 0 M -

toramento de CO- era feito a cada 15 ou 20 minutos da seouinte
4 . ‘



43
maneira, Primeiramente injetava~se o controle. Em sequida as cul-—
turas contaminadas e finalmente o branco. Apds a determinag¥o do
CO2 nesta série de frascos. o controle era novamente injetado. A
concentragdo de CO0p nos diversos frascos era obtida por interpo-
lagdo na curva de cal ibragio. A estimativa do desvio padriio obti-
da para T replicas de um meio de cultura contendo bactérias foi
de 4, 17%, para uma concentragio de L0x de 480 pM e 4,12% para uma

e fa

solugdo 1940 uM de COs.
11.F - ESPECIAGAD DE CADMIO NO MEIO DE CULTURA:

A  especiaglio de cadmio no meio de cultura foi feits utili-
zando-se uwm eletrodo seletivo. Para obter & curva de cal ibragdo,
adighes sucessivas da solugdo estoque de Cd(II) foram feitas numsa

solugdio de NaNOz OS5 M em bégueres de polistileno de 109 mi

Ma figura I1.4 & mostrada uma curva de calibrag3c tipica,

onde & langado potencial (mVY) 1ido em funele do log apg- A curva

{a) & obtida diretamente pelos dados forneeido pelo aparelho =em

nenhuma corregdo nos valores da concentragio de cddmic. A secunda

Curva (b) & obtida apés um ajuste da primeirs. Esse ajuste & fei-—

to levando-se  em consideragdo a concentracg3n basal {ou SEida &

contaminag3on) de cédmioc na solugio Q23 M de Mahliz. Esse procedi-
mento & similar ac procedimento da adigo padr3iv & a reta corri-

gida- (y = fAx + B) apresentou os sequintes parametros estatisti-
cos: R = 0,9999, A = 20,593, B = —179,&71).,

FPara o meio de cultura, o procedimento utilizacdo foi mesmo.

Adicionou-se o eletrdlito suporte (NaNC=) em quant idade suficien-—
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te para que a forea ifBnica final fosse G5 M. Em seguiday, fez-se
as adiglies de Cd(IIl) similares aquelas utilirzadas nos bioensaios.
Os potenciais obtidos (mV) foram interpolados na curva de cal i—

bragio. Fara o cobre seguiu-se o mesmo procedimento.

-160,0 |-
-180,0 |-
:-200,0 -
2200 6,50 wie,'oo -?,éo 109 aggt_- 5.00 5 :4,'50
-1,50 1,00 20,50 oo Py

log Acg (ppm)
Figura II.4 — Curva de calibras3o para Cd(II}y onde & maostrado
& Curva sem nenhuma correg3o nos valores da con-

centragMo de cadmic (A) e apos uma correg3o (B).



CAPTTULO III

RESULTADOS E DISCUSSMO
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III.A - DETERMINALHD DO Cl-» FOR FIA:

N¥o obstante a variedade de téchicas anal fticas disponiveis,
& quantificagdo de didnido de carbono total em dguas naturais
ainda & um procedimento coemplexo. Técnicas sensiveis tais Como &
cromatografia gasosa encontram problemas sérios, uma ve:z que de-—
mandam a remogXo do gds, alterando assim o0 eguilibrio natural. Na
cromatografia de fons, dois fatores devem ser obzervados: o custo
operacional e a possivel presenga de inter%erentea!

Ma determinaeXo da esndc i HZCDB*, as técnicas aﬁalitigas
baseadas no  arraste com 0&s inerte ou o ar livre de diéwidn te
carbono,  fornecem reaultédmg precisos guando aplicados em Aguas
onde  sais de dcido carbSnico estXo ausentes. No entanto,. na [ e
SETEs desseEs Sais, O equilibriu & deslocado: resultando assim nu—
ma perda de didwido de carbonno livre, afetando o equil ibrioc das
outras eépécieg presentes & os reguitadms podem n3o ser  confid—
veEis,

Rotineiramente; utiliza-se a titul 2o potenciométr ica ﬁé
determinagdo da alcal inidade da amostra. Com ajuda do valor do pH
medida inicialmente, infere-se o valor da coﬁc&ntraiﬁes do didgyi-
do de carbono livre total. Entretanto, por esse prmcédimentm,
pode-se titular outros protol itos presentes mna anostra fgue n¥oc as
especies carbOnicas, A matéria organica dissolvida. bem como fons
borate podemn, por exemplos contribuir para este parametro,

Motomizu et alii (1987) desenvol veram um sistema para deter-—
minagdo da canc&ntraeao total do didwido de carbono (Cy)  utili-

zando o principio da difus3o do géas atraves de membrana juntamen—
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te com o sistema FIA. Os resul tados encontrados foram concordan—
tes com agueles encontrados por cromatografia de fons. O faiva de

concentragio encontrada para agua de rio foi de 446 u 10~% M ate

104 M,

10 ] 0 ¥

| Fecentemente, Bradshaw & Brewer (19880 apontaram o esforeo
que vem sendo feito para elucidar a quimica do didxido de carbono
em  Aguas marinhas. Os autores comentam gue, mesmoe em trabalhaa
recentes, 2y istem diferergas entre oo resultados obtidos na  de—
terminag3o da concentrago do didx ido de carbono por titulaglo

potenciomsétrica = manometr icamente. Como estas diferengas se

acentuam en fung3o da profundidade. é provavel gue isto ee deva a
erros sistematicos e n3o aleatérios.

Bradehaw e Frewer (1988h) desenvolveram um sistema avtomat i—
Co para a determinag®o da alcalinidade e da cencentraglo de dis-
#ido de carbono total (Cy) em Agua de mar por tituwlag2o potencio-
metrica ® compararam com os resultados obtidos por eéte metodo
com aqueles obtidos pela determinag3o coulométrica. Ao concentra—
gles encdntradaa situaram—se em torno de 2000 pmolCO= o, Foi
wtilizado um métodalcmmputacianal para detéctar o ponto final da
titulag¥o, o gual levava gm consideragdo alguns protdl itos al ém
dagueles do sistema #Cido carb®nico. Os resultados obtidos via
alcal inidade foram sempre malores (aprodimadamente 21 pmolCOo/ kg
do que agueles obtidos pela determinasdo coulométrica. Segundo os
autﬂréﬁg igssn pode ser devido a presengs de proﬁélitmg ndo cornhe-
cidos, tais como Acidos org@nicos. Esses compostos. embora  ndio
‘afetem & alcalinidades contribuem para a quantificagidio do COs to-

tal.
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No presente trabalho foi utilirada a Andlise por InjecXo em
Fluo, FIA. O FIA & definido como um processo anal itico automs—
ticoe ou semiautomaticos tendo como furndamento a inserg3o Seguen=
cial de um volume conhecido da amostra am um-{luidm carregador
néo segmentado, o qual esta sendo monitorado continuamente por um
sensor,  onde a espécie guimica de interesse © detectada. Eete
procedimento pode ser empregado utilirando-se diferentes detecto—
res anal iticos ta@s coma o espectrofotdmetro. o potenciomentro. o
condutivimetro entre outros. de acordo com a natureéa do composto
ou elemento a ser determinado (Fariaz, 19875 Stewart. 1981,

Os sistemas FIA: em geraly, sXo simples e de facil constru-
€3o. Esses sistemas octupam um lugar de destague dentro da quimica
anal ftica por apresentarem alta velocidade analitica, grande ver-—
satilidade, baixe consumo de amostras e reagentes. bairxo custoe
cperacional,s além de apresentarem precisXo e exatiddo compardveis

as  dos métodos convencionais {Faria. 19873 Fasguini et aliis

i988) .,

ITI.A.1 ~ COMPARAERO DOS RESULTADDS DETIﬁDS FELO SISTEMA FIA

COM ARUELES OBTIDOS FOR TITULACAO POTENCIOMETRICA

A alcal inidade & definida como o numeroc de moles de ions hi-
drogenio requerido para converter um litro de uma soluelo em  um
equivalente de sclugdo de acido carb@nico (Loewenthal B Marais.

1974). Como j& mencionados. & um par&metro importante no calculo
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A fim de se comparar os resultadeos cobtidos por FIAR, foram

feitas titulagbes de amostras de aguas natuwrais,. com Hﬁl.diluidmg

para determinacdo da alcal inidade e: conseguentemente. a concen—
tracdo de Op. Os resultados est¥o na tabela IIi.i;

A determinagdo do ponto final da titulag3o foi obtido atra—

ves do método de Gram (1952): e a Cr foi calculada utilirando—se.

a eduagdio (I.235).

Tabela I1I.1 — Comparagi3o entre os resultados obtidos pelos dois
metodos utilizados nae determineagino de Cre *
Amostra pH CriFIa Ct(Fot.?
(3aM) {340)
agua Frata FES=rd 28650 + IO 2400 o+ &1
Agua de mar T &7 1950 £ 23 1870 + T0
Rio Atibaia 7:46 420 + 5 440 + 5
¥

média + estimativa do desvio padrio de triplicatas.
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Contforme j& moncionado, valores de Cr e de alcal inidade po-

dem n¥o ser idénticos dependendo da matriz em gquest3o. Fara Aquas
ricas em matéria mrgﬁﬁica dissolvida, ps valores de alcal inidads
podem ser paiores do que aqueles obtidos pelé metodo FIA. ﬁnaiif
ticamente falando, a alcalinidade ¢ operacicnalmente a Capacidade
de Neutralizagdo de Acidos (CNA) e este resultado apenas sera

coincidente com Uy se a amostra apresentar apenas alcal inidade

carbOGnica.
e ima embora  os resultados obhtidos na tabela 111,14 =E]am

bastantes coincidentes, eles ni3o devem ser encarados como Hm&

comparago estatistica de dados pareadeos, mas sim =ocb o &noulo
critico de gue as amostras anal izadas apresentam poucos protel i-

tos gue ndo as espécies carbBnicas.

ITI.A.2 - FRECISHO:

A estimativa do desvio peadrdo relativa das medidas ohtidas
na deterﬁinaaam de Ct em uma soluglo 1000 UM de COn foi de La20i
no= 22)Y. A técnicaranalitica usada mm%trnﬁ—se muito sensivel uma
ver gque o limite de detecg3o foi de = HM de COo, calcuwlado de
acordo com Long & Winefordner (1983) a uma frequémcia anal itica
de &0 amostras/hora, como pode ser visto na figura I1.2 ( sinais

de cal ibrag3o tipicos do sistema FIA).
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ITII.B — APLICALAO DO METODO EM TESTES DE TOXICIDADE AGUDA:

Os testes de toxicidade s3o uma ferramenta indigpensdvel pa-
ra & caracterizag3o do potencizsl tovico de varias subsztiancias,
incluindo sedimentos e residuos =61 idos. Embora a toxidew possa
ser  avalilada pelo monitoramento de gqualguer ciclo hioguimice tal
come a variagio da guantidade de ATR {adenosina~% —trifosfato) ou
ou mesmo do DNA (dcido desoxirribonucleicol. a inibimﬁu e algu-
mas  fungles microbianas vitais s3o geralmente pardmetros mais
simples de serem medidos. A respiraedo. por exemplos. & um parfme-—
tro confidvel para se monitorar a towider aguda em microorganis-
mas {(Jardim. 1983).

A produgic de COp pela bactéria & resultade de uma série de
reaglies bicquimicas. A inibig3o ou eestimulagio de valqusr um
destes paszsos altera a concentragic de Cl~ produzido.

Inibidores podem atuar em varios puntos no processo de rés—
piragiio. Dentre eles pode-se citar o blogueamento de absorglo de
5ub5tra£a; A competigdo pelos zsitions de ligaedo, interferindo na

atividade de transporte através da membrana das células: e dire—

[

tamente,. pela inibig2o das enzimas envolvidas na oxidagdo. dehi-

drogeragdo e fosforilacdo oxidativa (Dutka e Ritton, 1985).

0 metodo utilirado neste trabalho usa = bactéria Eaghgﬁicﬁiﬁ
Loli como o organismo teste. Esea eepécie & de fécil cultive em
laboratdrio, mostra uma alta produclo de COz & & largamenté uti—
lizada em bicensaios (Finch et alii, 1988; Bitton & Dutka. 1986).
0 €Oz produzido pelas bactérias fica retido no meio de cultura

podendo ent3o ser determinado pelo sistema de Anal ice por Injegio
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em Fluxo.- -Uma pequena inibig3o ou estimulagdo na respiraslo bac—
teriana pode ser detectada num periodo relativamente curto.

fAssim, Foram feitos testes de towicidade agude utilizaﬁdm a
bactéria £, coli como organismo teste frernte a uma série de ager—
tes possivelmente toxico, tais como os metais cddmiocs cobre e
Mer ctr 10, bem como para um tipo de antibidtico & um  =sedimento.
Bleém disso. na tentativa de uma possivel comparagi3o com oubkros

testes de toricidades os resultados foram quantificadoz na forma

de Eloq (60 minutos) para alguns contaminantes,

IIT1.B.1 ~ A RESFPOSTA MICROBIANA FRENTE A0S METAIS CADMIG, COBRE E

MERCURIO:

Como j& conhecidos grande parcela dos metais pesados possuem
um potencial téxico para a maioria dos organismos vivoes., & figura
1ITi.1 mostra o comportamento do crescimento das bacteér iazs frente
aos fons Cu{ll} e Cd(Ii). e resultados indicam que. quandao uﬁadé

a mesma concentragdo anal {tica, istoa &, 5 ppm: a bactéria E. coli

1
.

& aparentemente maiﬁ fesistente.aa cobre do gue ao caddmio. Ests
conclusdo pode ser tendenciosa uma ver que ela esta sustentada na
hipdtese de que existe uma relag3o direta entre a concentrae3o
total do metal no meio de cultura e sew efeito deleté&rio. HNo en—
tantos guando analisado sob o ponto de vista da gspeciagdo guimi-
cay -a atividade do fon Cui{lIl) no meio de cultura sem bacterias
encontra-se abaixo de 1 ppb, enguanto gue para os fons Cd(II) o

valor encontrado foi de 117 ppb. Esta diferanga pode explicar a

maior resisténcia aparente ao cobre da E. geli quando comparada



ao cadmico.

A figura I11.2 mostra a especiag®o do cobre = gdn cadmioc no
meic de cultura isento de bactérias, Fode—se observar gue para
uma  mesma concentragfo  anal itica (My), a atividade dos  fons
Culll) & bem menor do gue a atividade dos fons CE(II)., Talver is-

s0 se deva ao fato de que o cobre apresente uma maior complexaglo

e/ou hidrél ise no meio de cultura.

CO, {mM)

i 1 H 1 | i 1

1
20 40 60 80 100 120 40 160 180

TEMPO (min)

Figura III.1 - Comportamento micrebiano frente  aos fors Cud(lD)
() e Cd(II) (A), comparade com o controle que
ndc recebeu nenhum metal (0). A barra indica o
maior desvio padrdio obtido para todas as medidas

g#étQadas.
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Figuwra II1.2 —~ Especiag®0 do cadmio (O) e cobre (e} no meio de

cultura a 250C e pH = 6,85, A linha contfnua serve

como referérncia.

A toxicidade dos fons Hg(II) também foi investigada., A& figu-

ra II1.3 mostra a resposta bacteriana frente a vérias concentra-—




w0es  deste metal. Fode-se observar que nenhum efeito deletsrio
foi notado durante duas horas de superimento quando submetide a
uma concentragio de 10 ppb de mercdrio. Uma inibigXo severa na
respiragsdio bacteriana foi observada para S0 ppb do metals & na

concentragdic de 100 ppby & respirag3c foi totaleente inibida.
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Figura II1.3 — Comportamenta microbiano frente aps ions Hg{II)s

nas toncentrag&es anal iticas de 10 (@) de =0 (&)
e de 100 ppb (®), comparado com o controle (O} que
ndo recebeu nenhum metal., A& barra indica o maior

desvio padr¥o obtido para todas as medidas efetua-

das
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Nesse ensaio nio foi possivel a especiaglo do mercdrio Mo
meio de cultura pelas dificuldades analiticas inerentes a este

ﬁrmcedimentau
IIT.R.2 ~ ESPECIACAO DE Cd(II) NO MEIO DE CULTURA:

Conforme Jj& menciconado. em se tratando de metais, os testes
de toxicidade requerem. além ds concentragio analitica dos mes-
mos,  um outro parametro muito importante: a especiagio do  metal
no meio de cultura. Como j& visto, para alguns metais este proce-
dimento anal itico pode ser extremamente compleso pela falta de
sensores especificos para as espéries a serem aquant ificadazs. Ha
um& diferenga basica entre fons livres e ions gue est8o complexa—
dos. A maioria dos métodos anal fticos =&p capazes de determinar
apenas a concentragio totsl do slemento (Kalvoda, 1987).

Muitos autores tém demonatradm.que a frag3o "livre" (hidra-—
tadals do metal é a forma mais tovica para a vida aguéatica. As
fraglies Jfortemente complexadas ou associadas com particulas co-—
loidais s¥o muite mencs téxicas tHunt; 1287: Jdardim et aliis
1984:% Florence e Batley, 1980: Allen o=t alii, 1980)., Desta forma,
oz ambientes agudaticos que contém alta concentraco de émmﬁnstoa
organicos e inorglnicos podem levar o sistema & um aprecidvel
tamponamento metdl ico, podendo aszsim receber um maior aporte de
metais sem gue hajs efeitos deletérios para a biocta CTardim,
19873 Campos: 1988).

Fara elucidar.a importancia deste tépico, neste trabalho €oi

feita a especiag®o do cidmioc no meioc de cultura utilizado oS

UnNicAMP
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testes de toxicidade. Sabendo-se gue o dcido citrico & um forte
complerante de metais. foi feita_a especiaco do metal: na pre-
senga e na austncia deste composto no meic de cultursa.

Az curvas, mostradas na figura IT11.4 ¥Drém construidas lam—
gando~se em qrafico a atividade do metal (pCd = -log apg2+) em
fungdio da concentragiio total do metal adicionads no meio de cul-
tura (-log Cdy). A linha continua mostrada rneste qratico serve
oMy Fe%arén:ia,_pcis azsume a atividade do ion iggal & concen-—
traglio anal {tica do mesmo, ou seias assume a ausBncia de hidrol i-

s& e/ou complexagdo do metal.

Fode-se chservar na figura 111.4 gque as fragbes relativas a
espérip itnica Cd(II}), tanto no meio de cultura com acido citrico
como na auséncia desse composto, estio sempre abzixo da  concen-
tragdo tetal. Umna maior complexaglo foi observada ne meic de cul -
tura onde stava presente o dcido org@nico. Este comportamento
era previstos uma vezr gue o dcido citrico & um forte ﬁomﬁlEHaﬁte
de metsis (Ferrin & Dempsey, 1983).

O dadne também revelam que em concentragiies acima de 1,8
1074 M {(~log My = 3,?4}, prodimo & Soiubilidaﬁe da metal neste pH
(6:;BO)» no meio de cultura n3o ocorre mais uma variagXo brusca na

atividade do fon com o aumento da concentrag3o total de cédmio.
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‘Figura I11.4 - Especiagio do cadmic no meio de cultura contendo

adcido citrico(o) e na auséncia deste compostoie).,
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ITI.B.3 -~ TESTE DE TOXICIDADE COM SEDIMENTOD E ﬁNTIBIdTICD:

Babendo-se gue os sedimentos de alguns corpos d &gua s%o po-
tencialmente téxic;s porque acumulam grande parte dos compostog
que  aportam no siszstema aquatico. amostras de alguns  sedimentos
tambeém foram submetidas a0 teste de toxicidade aqui proposto. Na
tigura I111.5, dois tipos de respostas microbianas podem ser obi~
servadas. No primeirp Casos a estimul agXo no crescimento das bac~
térias pode ser detectada em &0 minutos, causada por  sedimentos

provemientes de COrpos altamente eutrdéf icos, Este comportamento =

esperado  desde que os sedimentos podem atuar como uma fonte adi-
cional de mivro e macronutrientes, Como visto, os sedinentos aqui
invest iqados provocam uma estimul ag®c e nio uma inibieXy ra reg-
Piragdo das bactérias,

Recentements, num trabalho semelhante: Dutka et alii {19aa)
fizeram uma aval iaglo das condigles &a dgua e do sedimento do rio
Saint John (Canada). 0 resultado foi a uma estimul ag®o na quantif
dade de ATF das algas (este foi o parametro escolhidg parafin?e—
rir toxicidade) em 23 das I8 amostras de sedimentg estudadas. (g
avtores  tambeém discuten gue a presenga relativamente baira da
bactéria E‘ coli no sedimentco poderia ser um indicador da estagio

de poluiglg alcangade pelo rio.
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Estimulagdic na respirag3o micrabiana causada
pela adigo de sedimentos secos (Za0 /100 ml do

meio de cultura) do Rioc Tigte (9 = Lago da  UNI-
CAMF (&) . comparado com o© controle (O)., A& Imibi-
£¥0 causada pelo antibidtico Bacterin (300 mg/

190 ml do meio de cultura) também & mostrada (@),
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Da mesma maneira, Munawar e Munawar (1987) mostram em seu
trabalho ques na adigdo de sedimento bruto no meio de cultuwra de
Chlorella wulgariss houve um aumnento significante na azsimil aglo
de carbono, da ordem de 1500 a 10000y, comparédm com o0 controle,
provocando assim uma estimul agdo ra tasa de crescimento dos orga-
nismos teste.
Buando se realiram testes de toricidade com sedimentos, a
inibigdio ou estimuel agdo, principalmente em testes de crescimento
da populagioc de alyas.: sd3o consideradas igualmente indeseidveis,

pois  gualguer alteragso na produtividade priméria de alcas pode

colocar  em PEFIG0 0 ecossistema aguatico como um todo (Walsh e
Merrill., 1984).

Ma. figura I1I.95 tambem pode =zer visto como o antibidtico
Bactrin imibiu totalmente a produgiio micraobiana de Cln. E%Ea iri-
bigdc foi detectada em 20 minutos, indicando que esse proced imern—
to pode zer muito dtil em antibiogramas de curta dura&éog o sge-
Ja: uma alternativa para o tradicional ensaio microbicldédgico  em

agar, o qual consome de 18 ~ 74 horas.
IT1.B.4 ~ CALCULD DE ECep:

A toxicidade & usualmente expressa em termos da concertragso
que  produz um efeito especifico numa especifica proporeio da po-
pulagdo dos organismos testes apds um determinado tempo de ensaic
(HMS0, 1983) . Nesse sentidos torna-se importante a quantificagio

"da substféincia tévica neste trabalho,
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Apesar de se dispor de varios parametros para comparar 05
resultados de testes de tovicidade aguda, tais como EC= s L=
dentre outross muitos s3o os métodos usados na estimativa ou  no
calculo de tais pardmetros a partir dos resultados obtidos expe-
rimentalmente. (Fooijman et alii, 19837 HMSO, 1987 .

Duthka et alii {1983) fizeram uma comparago entre os resul -
tados obtidos em guatro diferentes testes de toriridade: o teste
Microtox: o teste de mobilidade da bactéria Spirillum volutams. a
inibigdo na respiragiio da populsgdo microbiana pr&éante ne  lodo

ativado e & inibigd3o da TTC-dehidrogenase nesta mesma matriz. O

L

subetdncias tdwicas testadas foram o 5,5 diclorofenol: o clorebo
de cetiltrimetilamtnmio (Cetremidal), o lauril sulfatc de s8dic, o
fenol, o sulfato de cobre, o cleretn de mercdeioco e o sulfato de
zinco. Os resultados estdo apresentados na tabela 111.2.

4 interessante notar que cads procedimento {(teste! possui
seU proprio padr3o de sensibilidade frente aos diferentes  tipos
de compostos testados. Embora limitado pelo ndmero de resultados
obtidos. ég testes poderiam ser classificados. de um modo eEral s
de acordo com & sua sensibil idade como! teste Microtosx » teste
com  Spirillue xoluians » teste de respiracg3o » teste TTC~dehi-

drogenase, do mais sensivel para o menos sensivel.
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Tabela I11.2 - Comparae¥o dous resultados obtidos em guatro testes

de toxicidade frente a vérios agentes tdxicos. To-

dos os valores em mg/l.

foente tdxico

Lodo ativado

Inibigio

S. volubanse Resoirago= T4

323 Diclorofenol
Cetremidsa

Lawr il =sulfato
de s¢tdio

Fenol

Cobre

Merctrio

Zinco

48

1400

—% N
o

1- ECsn (15 minutos)i 2-

0 minutos) e 4~ TTC-dehidrogenase (60 minutos).

5,0 =
1,45 .8
4,15 1388
ZO0 740
10 =4
1.0 1.3
1146 bHa1
F0% Inibigdo (2 horasy; 3

Respirago
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Cpmm era de se esperars, a magnitude de ECgn varia de acordo

com o tempo de exposiedo do organismo teste frente &2 subesténecia
toxica. FEsses valores teﬁdem a diminuvir em fune3o do aumento do
tempo  de exposigfo. Greene et alii (198%) reaiizaram o teste Mi-
crotox  com varias substéncias potencialmente toxicas explorando

este aspecto. Os resultados encontram—se na tabela I111.3

a

Tabela I111.3 - Comparag3o de toricidade relativas ECsn (mog)a. pa-
ra diferentes periocdos de euposigin no  teste

Microtox.

Temnpo de exposiglo {(minutos)

Agente e
tEnico o 15 _ HD &0 o0
Mercurio Oy 056 Gy Q2 0,01 - _ -
Cobre 121 0,28 Oy 23 O, 12 -
Arseniato

de sodio o7 1«73 1,60 - -
Zinco ' 11.28 1.56 0,86 O 68 Qa &7
Arsenito

de sddioc 24567 18,39 16,40 : - -
Tridxido

de arsenio 73473 Jembd | 33,3 21,43 -~
ACédmiQ 102,59 259,43 13,79 F 85 2297
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A fim de avaliar a confiabilidade dos resultados obiidos sob

as mesmas condigbes. mas em laﬁmratérima distintos. Greene et
alii (1983 fizeram uma comparagido entre os resultados obtidos no
teste Microtox (ECgq .em 15 minutus) realizado em quatra laborato-
rics. Como mostra a tabela IIl.4. os valores de ECeg obtidos mos-—
traram uma grande dispers3o. Isso mostra gue o teste Microtosx
ainda n3o & um procedimento padr3c guando == tenta inferir tomxi-
Cidade de um agente qualguer,. mesmd porgue as bactérias  wsadas
nos  testes podem ser mais resistentes gue outras pela prooria’

adaptagdo & diferentes agentes tdxicos np seuw ambiente de or igemn.



Tabela II1I.4 - Comparagdo entre resultados obtidos em diferentes
lahoratdrios (A-E) para o teste HMicrotox., Resul-
tados . expressos em ECﬁQ {mg/1) para 135 minutps

de exposigdo.

Resultados obtidos

A h C D £ ] + sd
Mecdario T, 02 - 0,03 - 0,037 0,03 + 0,01
Cobre 0. 28 1y B0 F.80 0.2 - 1.29 = 1.,6%
Zinﬁa 1:548 4y 00 T30 &.08 - D77 £ 1.86
fAirsenito
de sidio 18.3% 2d. 00 - - - 22:2Z0 + .38
Cadmio 25443 20, 00 - 4i,40 140445 DhHBE + S6.51

i

A = Greense et alii, 1985%: R Beckman, 1981 © = Dutka =t  aliis
19813 D = Qureshi et alii, 1983%:; £ = De Zwart et alii. 19283,

M = média dos valores tabelados & sd = sstimativa do desvio pa-

dr o,

No presente trabalho, oz valores de ECsn foram obtidos atra-—
ves da interpolagdo grafica em curvas da porcentagem de inibig3o
da respiragido microbiana ; para um per icdo de 60 ﬁinutwe, em fun-—
%0 da concentragio da substancia téxica. No caso de cadmic. uti-

lizou—se a atividade do metal ao invés da concertragio.



A figura I11.6 mostra o comportamento bacteriano frente an

sal de amonic guaterndrios. Cetremida, um conhecido bactericida.
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Figura I1I1.6 - Comportamento microbiano frente ao Cetremida,

nas concentragles de 3,19 (), &,74 (0O, G: 30 (D)
e 10,38 ppm (0}, comparado com o controle ioen—

to deste (O).
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Da mesma maneira. também foram calculados Elepn para os fons

nigquel e cd&dmio. Oz valores obtidos neste trahalho foram COmpara~

dos com outros encontrados mna 1iteratura e mostrados na tabela

I11.5.

Tabela III.5 mrﬁmmparaaaa de Elsn {obtidos neste traballho) para
Cetremida, Mi(II) & Cd{(II) com outros valores da

literatuwra, em mgsl.

Cetremida

Este trabalho 788

Microtos {15 minutos) 1450 Yymazal, 1987.
Microtox {15 minutos) 0,84 Duthka et alii, 1943
8, volutans 1,45 Dutka et alii. 1783

Fespiragio

{lodo ativado) S 8 Dutka et alii. 1987,
TTC—dehidrogenase 18,5 Dutka et alii, 1983.
Ff ATE-TOX 0,59 Vymazal, 1987.




&HE

Niguel
Este trabalho The &7
Microtox{1l% minutos) 23,50 Vymazal. 1987.
Agaimil aglo de
olicose (30 minutos) 41,50 EHaiser, 1587.
Ff ATF-TOX 4,33 Mymazal. 1987.
Ec ATF-TOX 10,40 Vymazal. 1987,
Cadmio
Este trabalho 14,62
Microtox{ld minutocs) 18.80 Vymaral., 1%87.
Microtoxs (1% minutos) 25 4% Greerne &t alii. 1985,
Microto«: {13 minutos) 20,00 Beclkmarn, 1981

Microtos{l3S minutos) 41,40 Gluresh et aliie 1983,

Microto:{lS minutos) 140549 De Zwart et alii, 128X,

A comparagdo entre os resultados obtidos pelo método propos—
to nesse {rabalho com outros testes de toxicidade aguda & uma
questdo bastante controvertida. Embora Doward e Barisas  (1984)
compararam os valores de L.Cgn obtidos para trutag.(ﬁaimbmw Trout)
com os valores de ECsn obtidos pelo teste Microtoxr e com inibieso

de 40% na respirag¥o de Escherischia coli (eletrodo de bactéria)
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utilizando varios compostos tdsicos, os resultados obtidos mos—
traram discrepancias em até I ordens de maonitude. Fssas  var ia—
wbes sHo esperadas. pois os testes de toxicidade foram feitos com
diferentes organismos. Além disso. os pardmetros usados para in=-

ferir toxicidade (LCgqs ECme & Ig0%} s¥o entidades definidas ope-—

racionalmente que podem n¥o ser intercorrelacicnadas.

ITI.B.5 — TESTES DE TRATARILIDADE:

Na verdade., oz testes de tratabil idade =z testeys de torici-

dade nos quais o efeito principal n3o € a inibig¥o, mas sim  a
eventual estimul agZo da rezpira;%ﬁ. Isto indica gue o composte ou
a mistura de compostos conteém substancias que podem ser metabol i-
zadas pela bactéria, cu =ejas degradada dentro do espago de Tempo
fque duro o teste,

Foram feitos teztes de toxicidéda~tratabilidadﬁ com o lodo
da estagdo de tratamento de esgoto sanit&rio {Hospital das Climi-~
cas  UNICAMF) comc também de um efluente de uma indistria  meta-—
Tdrgica. Em ambos os testes n3o houve estimulaslo ou inibigdo da
respiragdo bacteriana nas condigbes do ensaio. Muito embors esses
dois tipos de leodos possuam um potencial téxico, eles mém apre-—
sentaram qualguer efeito para az bactérias. Messe sent ido, abre—
se a possibil idade destes serem tratados microbioldgicamente.

da para os resultados obtido ros testes de toricidade—trata-
bilidade com um efluente contendo o herbicida conhecido comer-—

cialmente como FARABUAT, apds uma pequena estimulagio na respira-—

30 microbiana no infcio do teste, passados 100 minutos do ensaio



TO
Jinverteu-se o efeitoy ccorrendo a partir dai uma brusca inibig&o
na respiragsdoc (figura III.8). Este comportamento foi proporcicnal
a concentragdo do efluente. Benda assim: a possibilidade desse

efluente ser tratado biologicamente & muito remota.
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Figura 111.8 - Comportamernta wmicrobiano frente an eflusnte nas

concentragles de 0,5 {®), 1,0 () e I,0% (B),
comparado com o controle gue n3o recsbeu efluen-

te (O©).
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Atualmente, gqualquer método anal itico aplicavel a determina-

g0 do COo gue combine rapidez, precisdo. exatiddo e baido custo
deve ser encarado como pricoritério dentro da guimica analitica
ambiental. Cientistas dedicados ac estudo da breservaeam'ambien—
tal necessitam de tal ferramenta para a quantificagio das espé-—
ties carbtnicas (Hzcag*, HEO=" e 6032") no sistema aguatico., na
atmosfera e na troca do COn gue ocorre nesta interface. A quan-—
tificagao destaa_ espécies & o par@metro principal na coleta de
informagles a respeito do fluxo de carbono entre ea%es reanarvats—

riosw e das possiveis consequéncias desse fendmenn para o meio am—

biente (0'Meill, 198%).

No campo da bictecnologias & fermentagdo e a respirag3c de
micrtbios & leveduras s3o dois entre os numeroscs exemplos da ne-—
cessidade de se melhorar os métodos anal iticos para monitorar
continuamente & concentragdo de CO,; (Sonnleitner & Fiechter,
19848 .

De acordo com Karube et alii (1988). devido ao alto custo de
eny Lmas» éansoreg enzimaticos estdo sendo trocados [poOr SeEnsores &
base de micrébios pa%a promover o monituraﬁents continuo dos pro-
dutos e substratos em processos de fermentagio. incluindo COs.
Muito embora sensores bicldgicos tém sido usados na determinacio
de CO> (Suzuki et alii, 1987). as sensores guimicos apresentam um
maior nivel de sequrarca. desde que eles ndo s¥o afetados pelas
cmndic&es adversas @_incontrmlévaig do meio de cultura.’

Foi demonstrado nesse trabalho que a determinag3o de CO» po-
‘de ser feita pela combinag3o do sistema FIA com W SErnsor eletrow.

quimico. Uma apliceae¥o direta deste método em testes de towicida-—
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de aguda foi demonstrado ser vidvel. £ importante tambeém mencio-
nar  que alguns ions inorganicos tais como sulfetos. cianetos e
acetatos, além de alguns gases dissolvidos, taié como S0-y podem
cauvsar interferéncia no método proposto. Cabe ressaltar Do émy
gue tais substincias nic =Xo normalments encontrados enm cond igles
nas quais o método & proposto.

0 meétodo proposto abre indmeras mp@ﬁeé o vasto campoe  da

utilizagio de técnicas analiticas em testes de toxicidade (e tra-
tabil idade) de residuos sé&lidos industrizis. aoias residudrias e

esgoto  doméstico. Fode tambeém ser utilirado como uma ferramenta

bastante util na avaliacdc do grau de poluisio de corpos  d&gua
via a andlise de sedimentos. Ouando comparado a outros procedi-
mantos rotineiros neste campo da ciéncia. o procedimento oraposto
pode fornecer as respostas procuradas num  tempo  relativamente
curto.

Finalmente, & importante salientar que & determinacio do COg
pelo método FIA com detecegXo condutométyr ica pode ser sncarado co-
mo um substituto ideal ao tradicional ensaio de toxicidade de ar—
tibiéticos para bacterias gran—-negatives e gran—-positivasz. Nesses
aﬁtibimgramagg‘a procedimento tradicional langa m3o de um meio de
cultura sdlido {agar), num procedimento que normal mente éequer U

Aminimq de 18 horas para & obteng¥o de resultados confidveis.
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