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RESUMO

COSTA, Gisele dos Santos. Aplicagdo de Biossensor microbiano
Bioluminescente na Deteccdo de Hg (Il). Rio de Janeiro, 2010. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, 2010.

No inicio da civilizacdo, o homem desempenhava uma influéncia menor sobre o
ambiente, mas ao dominar novas tecnologias, proporcionou melhoria na qualidade
de vida, e também gerou diversos impactos ao ambiente, como o lancamento de
diversos contaminantes no meio. O reconhecimento do perigo destes contaminantes
faz com que as nacdes do mundo busquem por legislacbes mais rigidas e
substituicdes nos processos tecnoldgicos. O metal pode se apresentar nas formas:
soluvel, trocavel, ocluso ou fixado aos minerais, precipitados com outros compostos,
na biomassa e complexado na matéria organica. Devido a sua dispersao na
atmosfera, o mercuario é considerado um poluente global, sendo depositado até
mesmo em regibes remotas. A contaminagcdo com algumas de suas espécies
quimicas, metilmercurio, por exemplo, tem causado um numero significativo de
mortes humanas em acidentes de varias partes do mundo. Em virtude das diversas
espécies do mercurio apresentar comportamentos diferenciados, observou-se a
necessidade de buscar métodos que fossem além da determinacdo quantitativa
total. Neste contexto procuramos utilizar a técnica de sensores especificos, 0s
biossensores, na qual procuramos identificar a espécie de mercurio biodisponivel,
uma vez que a biodisponibilidade é critica na questdo da toxicidade do metal. A
bactéria Escherichia coli MC1061 foi selecionada como detector de mercurio
biodisponivel, por ser uma cepa capaz de emitir luz suficiente para servir como um
biossensor. No presente trabalho, a cepa MC1061 foi aplicada na deteccdo da
fracdo biodisponivel do mercurio presente em amostras de chorume provenientes de
trés localidades distintas: aterro sanitario, aterro semi-controlado e lixdo. Os meses
amostrados foram setembro e outubro de 2009. Atravées de planejamento
experimental conseguimos determinar as variaveis mais relevantes para o cultivo
celular e para os ensaios luminométricos (melhor meio MONQO;3, fator de diluicdo
1:33,3 e 45 minutos como melhor tempo de incubac¢do). A melhor curva de
calibracdo para o instrumento biossensor, aplicado a deteccdo de chorume em
matrizes complexas, foi definida partindo das curvas de adicdo padrdo de cada
localidade, diretamente contaminadas com o analito em questdo. Uma vez que a
curva de calibracdo obtida das solucbes aquosas do mercurio mostrou-se com
valores de emissdo de Iluminescéncia mais altos (por ndo haver nenhum
complexante. Os resultados obtidos pelo instrumento biossensor apresentou alta
especificidade para Hg (ll) e boa repetibilidade. Das localidades amostradas, o lixdo
foi a que apresentou maior fracdo de mercurio biodisponivel no método testado, as
outras duas localidades apresentaram valores menores de concentracdo de
mercurio biodisponivel. As andlises relacionadas as caracteristicas fisico- quimicas
das amostras nos evidenciou que se tratavam de localidades onde o aterro ja havia
passado da fase &cida, ou seja, se tratava de um chorume velho. Deste modo, a
bioluminescéncia mostrou ser uma técnica sensivel com potencial de aplicacdo para
deteccdo de mercurio biodisponivel o que é comprovado nos resultados obtidos
nesse trabalho.



ABSTRACT

COSTA, Gisele dos Santos. Application of Bioluminescent Microbian Biosensor
in the detection of Hg (Il) Rio de Janeiro, 2010. Disertation (Master in Science) —
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2010.

In the beginning of civilization, the man had a smaller influence on the environment,
but when conquered new technologies, he increased the quality of life and also
produced many impacts on the environment. The recognition of the danger of these
contaminants makes the nations from all over the world to search for tougher law and
replacements in the technological processes. The metal can be presented in these
forms: soluble, exchangeable, occluded or attached to the minerals, precipitated with
other compounds, in the biomass and complex organic matter. Due to its dispersal in
the atmosphere, mercury is considered a global pollutant, deposited even in remote
regions. The contamination with some of its chemical species, for example, methyl
mercury, has been causing a significant number of human deaths in accidents in
several parts of the world. Because the many Mercury species have distinguished
behaviors, there was a need to seek methods that go beyond the total quantitative
determination. In this context, we try to use specific sensors techniques, the
biosensors, in which we try to identify the bioavailable Mercury species, once the
bioavailability is critical in the metal toxicity. The bacteria Escherichia coli MC1061
was selected as a detector of bioavailable Mercury in environmental samples of
leachate because it produces a strain that emits enough light to serve as a biosensor
and as a reporter of the biodegradation activity of this metal. In this work, the strain
MC1061 was applied in the detection of the bioavailable Mercury presents in the
leachate samples from three distinctive places: landfill, semi-controlled landfill and
dump. The samples were collected in September and October of 2009. By
experimental planning we were able to determine the more relevant variables for the
cellular growth and for luminometric tests (best environment MONO3, cellular dilution
factor 1:33 and 3 and 45 minutes as the best incubation time in the luminometer).
The best calibration curve for the instrument biosensor applied for the detection of
leachate in complex matrix, was defined by the standard addition curves of each spot
contaminated directly with the analyte in question. The calibration curve resulted from
the aqueous solution of mercury showed higher emission values of luminescence (by
not presenting any complexing). The results presented by the biosensor instrument
had a high specificity for Hg (II) and a good repeatability. Among the localities
sampled, the dump showed the highest fraction of bioavailable mercury in the tested
method, the other two places showed lower values of bioavailable mercury. The
analysis related to physical-chemical features of the samples showed that the spots
are places where the landfill had already got through the acid phase, in other words,
it was an old leachate. Therefore, the bioluminescence showed to be a sensitive
technique with application potential which is proved from the results of this research.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

No inicio da civilizacdo, o homem desempenhava pequena influéncia sobre seu
ambiente. Entretanto com o dominio das técnicas de agricultura e de outras
tecnologias para producdo em escala industrial, ocorreram simultaneamente a
melhoria da qualidade de vida, e aumento dos impactos antropogénicos no

ambiente.

Dias-Junior e colaboradores (1998) abordam que estudos em locais proximos a
complexos industriais mostram concentracdes elevadas de metais pesados no solo,
0S quais podem afetar a produtividade, biodiversidade e sustentabilidade dos

ecossistemas, distorcendo o equilibrio biologico, quimico e fisico do solo.

Portanto, a poluicdo ambiental mundial € uma conseqiéncia indesejavel, da
crescente busca por recursos naturais, do uso intensificado, e por vezes
inadequado, das tecnologias, aliado ao avanco das atividades industriais (ex:
extracdo e mineracao). Estes tém sido apontados como 0s principais responsaveis
pela contaminacdo dos diferentes sistemas: atmosféricos, aquaticos e terrestres.
Tais impactos podem ser imediatos, quando liberados em grande quantidade no
ambiente, e a recuperacdo pode ser lenta e gradual, sendo um tema preocupante
durante anos ou décadas. Os riscos dos processos produtivos, principalmente
agueles causados pelos agentes quimicos, geralmente ultrapassam os limites da
area fisica dos locais de trabalho (Accioly & Siqueira, 2000). Mesmo areas remotas,

como a Antértida, podem apresentar concentracdes de contaminantes tais como



mercurio e chumbo, distribuidos em uma escala global, na atmosfera, em
concentracfes superiores aos niveis naturais (Lacerda & Malm, 2008).

Considerar a manutencdo da qualidade ambiental € questdo decisiva para a
sociedade atual e para as geracOes futuras. Segundo Lacerda & Malm (2008) a
principal questdo agora, abordada pelas agéncias ambientais, ndo € se um ambiente

esta contaminado, mas o quao grave € a contaminacao.

Alguns tipos de poluicdo (ecossistemas aquaticos, por exemplo) podem estar
associados a ineficacia no tratamento dos efluentes domeésticos e industriais, e ainda
a inexisténcia em muitas regibes de saneamento basico. Esta situacdo pode ser
observada ao redor da Baia de Guanabara, onde um complexo estuarino de
aproximadamente 400 km?, localizado no estado do Rio de Janeiro, na regido
sudeste do Brasil, tem atividade industrial e atividade portuaria intensas, agregadas
ainda a um complexo pélo petroquimico. E uma area importante com relacdo a
producdo pesqueira, que recebe efluentes domésticos e industriais ndo tratados,
sendo a regido impactada por matéria organica, 6leo e um grande nimero de outros
compostos, incluindo os metais pesados (Seixas et al., 2007). A biota esta
constantemente exposta a uma infinidade de substéncias tdxicas langadas no
ambiente, oriundas de diversas fontes de emissdo. Estes contaminantes s&o
capazes de interagir com o organismo vivo causando mdultiplas alteracbes, que
podem gerar consequéncias em populagdes, comunidades ou ecossistemas,

dependendo do grau de contaminacéo e do tempo de exposicéo (Canela, 1995).

Ainda sdo poucas as investigacbfes a respeito de como 0s ecossistemas

respondem a exposicdo cronica a estes contaminantes, muitos dos quais, como 0s



metais pesados, ndo sdo degradados, podendo afetar o funcionamento do
ecossistema ao longo de décadas ou até mesmo séculos (Lacerda & Malm, 2008).
Do ponto de vista dos compartimentos ambientais, sdo nos solos e sedimentos onde
ocorre a maior acumulacdo dos metais. Em virtude do reconhecimento do perigo
destes contaminantes as nacdes do mundo buscam por legislagcbes mais rigidas e

substituicGes nos processos tecnoldgicos por tecnologias mais limpas.

Os metais sdo elementos que ocorrem naturalmente no ambiente, constituindo
menos de 1% das rochas, e podem ser definidos como elementos com densidade
atémica maior do que 6 gcm™. Quanto a origem, podem ser litogénicos, quando
provenientes de fontes geologicas, como residuos de rocha liberados por
intemperismo, ou antropogénicos, quando adicionados ao solo pela atividade
humana. Alguns destes metais exercem func¢des fisioldgicas nas plantas, animais,
microrganismos, sendo, portanto considerados como essenciais. Outros nao
possuem funcdo biolégica conhecida. No entanto, mesmo o0s elementos
considerados essenciais podem causar danos ao ambiente, se as suas

concentracOes forem elevadas (Costa et al., 2004).

A contaminacdo do solo por metais pesados pode acarretar sérias
consequéncias sobre componentes funcionais dos ecossistemas. Através da
absorcdo destes pelas plantas, os metais podem entrar na cadeia trofica,

contaminando o homem e animais (Accioly & Siqueira, 2000).



O metal pesado em destaque € o mercurio, pois embora ocorra naturalmente
no ambiente, o seu uso indiscriminado vem trazendo o aumento das suas
concentracfes no meio ambiente e prejudicando a biota. Além disso, existem ainda
guestdes relevantes do ponto de vista de contaminacéo, potencial de bioacumulacao
e biomagnificacdo pelos organismos.

E ainda, interesse na determinacdo dos seus compostos toxicos, ja que O
estudo da espécie quimica é importante para compreensao da sua toxicologia, que
trata-se de uma questdo de salude publica, quando consideramos os acidentes que
ja envolveram este metal pesado. A biodisponibilidade é critica na determinacdo da

toxicidade do metal.

Na presente dissertacdo, foi usada a bactéria Escherichia coli MC1061 (Virta et
al.,1995) para compor um biossensor luminescente capaz de detectar mercurio
biodisponivel. Esta bactéria foi usada como componente biolégico, por ter sido
geneticamente modificada para produzir luciferase do vaga-lume (Firefly luciferase),
quando exposta ao mercurio, respondendo quantitativamente a este metal na forma

biodisponivel através da bioluminescéncia.

Esta € uma abordagem alternativa aos métodos tradicionais de investigacao de
contaminacdo por mercurio. Os métodos tradicionais de deteccdo ndo permitem
distinguir poluentes que estao disponiveis para os sistemas biolégicos dos que estao
inertes ou indisponiveis, uma questdo especial em relacdo aos metais toxicos. Os
biossensores surgem como alternativa de deteccdo de poluentes, apresentando-se

como novas ferramentas analiticas a serem aplicadas no diagnostico das condi¢des



do meio ambiente (Tecon & Meer, 2008), sendo promissores gracas a seletividade, a

rapidez e ao baixo custo deste tipo de tecnologia.

Na area ambiental tém sido desenvolvidos biossensores que utilizam genes
especificos de resisténcia bacteriana para anadlise de metais. Este mecanismo de
resisténcia foi sendo desenvolvido ao longo da evolucédo, e permite a sobrevivéncia
dos microrganismos na presenca destes metais. Os novos sistemas de deteccéao,
baseados em sensores microbianos, na sua grande maioria, utilizam a resposta
luminescente a um composto toxico presente no meio poluido (Karube & Nakanishi,
1994). A tecnologia de DNA recombinante (com uso de genes reporteres) € usada
para projetar e otimizar tais sensores microbianos, pois estes genes produzem
respostas fluorescentes ou luminescentes, um método de deteccdo mais sensivel a

atividade metabdlica, se tornando bem atrativo.

Este trabalho visa dar continuidade aquele desenvolvido por Barrocas (2004),
no qual vislumbrou os aspectos mais importantes para a utilizacdo do biossensor em

questéao.



CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral de pesquisa investigar e aplicar
como elemento biolégico de um biossensor o0 microrganismo geneticamente
modificado Escherichia coli MC1061 (Virta et al., 1995) utilizando um luminémetro
como transdutor, para a deteccdo do mercurio biodisponivel em amostras

ambientais.

As etapas descritas abaixo foram desenvolvidas para atingir o objetivo geral

da presente dissertacdo, a saber:

v Desenvolvimento e otimizacdo do cultivo do microrganismo E. coli MC1061,
para melhoria da resposta luminescente.

v’ Utilizacdo da ferramenta, planejamento experimental, para otimizacdo do
cultivo celular (fator de diluicdo celular) e o tempo de incubacdo na céamara
luminométrica nos ensaios bioluminescentes.

v Construcado de uma curva de calibracdo (agua deionizada) e uma curva de
adicao padrao (com as amostras reais) para o instrumento biossensor;

v Desenvolvimento e otimizacdo dos procedimentos de analise, utilizando
biossensor baseado no principio da bioluminescéncia, para deteccdo de mercurio
em amostras reais contaminadas (chorume proveniente de lixdo, aterro semi-

controlado e aterro sanitario);



CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MERCURIO

O mercurio pode ocorrer naturalmente no meio ambiente, na crosta terrestre,
na agua, na biota e na atmosfera. Pode se apresentar sob formas inorganicas e/ou
organicas, ou ainda, associado a outros elementos. A distribuicdo das diversas
espécies de mercurio é regulada por processos fisicos, quimicos e biolégicos, e a
conversdo das mesmas leva a um ciclo de distribuicdo que pode ser local ou global,
podendo este metal pesado se alojar nos compartimentos ambientais mais diversos

(Canela, 1995).

3.2 FONTES DE MERCURIO

As principais fontes naturais de mercurio sdo oriundas do desgaste natural da
crosta terrestre, podendo estar associado a outros elementos, onde o enxofre € o
mais comum. Esta associacao leva a formacao do minério cinabrio (HgS), composto
de cor vermelha ou preta, cujas maiores reservas encontram-se na Espanha, Italia,
China, EUA e RdUssia (Canela, 1995). Outras fontes do metal sdo as erupcfes
vulcanicas e desgaseificacdo de compartimentos ambientais (ex: solos, oceanos,
etc.).

O aporte antropico deste metal ocorre através de industrias que queimam
combustiveis fésseis, da producdo eletrolitica de cloro-soda, responsavel pela
principal importagdo de mercurio no pais, e pelas principais emissdes até a década

de 80, localizadas na regido sul-sudeste (Lacerda, 1997). Destacam-se ainda a



producdo de acetaldeido, incineradores de lixo, polpa de papel, tintas, pesticidas,
fungicidas, lampadas de vapor de mercurio, baterias, produtos odontologicos,
amalgamacéao de mercuario em extracao de ouro, entre outros.

No Brasil, as fontes industriais foram as responsaveis pela totalidade das
emissOes até 1970, quando se percebeu uma mudanca no controle das emissdes
industriais conhecidas e a substituicdo de tecnologias “sujas” (Lacerda, 1997). A
principal carga de mercurio passou a ser oriunda dos garimpos de ouro, pela
explosdo do garimpo de ouro na Amazobnia, enquanto as fontes industriais de
mercurio ficaram com menos que 30% da emissdo total. A emissdo de fontes
difusas, associado a um crescimento acelerado dos grandes centros urbanos, tem
substituido em importancia as fontes industriais classicas, como a disposi¢cdo de
residuos solidos. As emissfes de mercurio com geracao de energia elétrica hoje séao
cerca de 300 t ano™ e outra fonte antrépica importante é a queima de combustiveis

fésseis aproximadamente 1.500 t ano™, em nivel global (Lacerda et al., 2007).

3.3 CICLOS BIOGEOQUIMICOS

O mercurio e seus compostos podem ser biotransformados da forma inorganica
para a forma orgéanica, forma pela qual podem ser biomagnificados ao longo da
cadeia alimentar. Os aspectos relacionados a toxicidade e também ao ciclo
biogeoquimico, envolvendo distribuicdo, bioacumulacdo, transformacéo e transporte
no ambiente tem chamado atencdo da comunidade cientifica desde o acidente em
Minamata. As diversas espécies quimicas possuem toxicidade elevada e podem

causar danos aos seres humanos dependendo da forma quimica e dos fatores de

exposicao.



3.3.1 FORMAS INORGANICAS

v" Hg elementar (Hg®) - principalmente na forma de gas;
v fon mercuroso (Hg, %) - pouco estavel em sistemas naturais;

2+) )

v fon mercarico (Hg Principal forma dissolvida (como sais ou

complexos soluveis) nos sistemas aquaticos.

3.3.2 FORMA ORGANICA - quando ligado covalentemente a um radical organico.

As duas formas mais comuns:
v' Metilmercdrio (CHsHg");

v Dimetilmercurio ((CHs)-Hg)

Segundo Bisinoti & Jardim (2004) o ciclo do mercurio é caracterizado pelas
varias rotas que este composto pode seguir no ambiente, desde sua liberacdo do
solo como residuos de rocha, até o retorno para atmosfera, seja na forma de Hg°
gasoso ou, em menor extensdo, como compostos volateis. A atmosfera
desempenha um importante papel de receptor de mercurio tanto das emissdes
naturais como das antropicas, (Marins et al.,, 2004), possuindo um tempo de
residéncia da ordem de meses e até anos (Mason et al.,1990). Esta liberacéo, e o
seu retorno, contribuem para o ciclo global do mercurio (Poissant et al., 2004). E o
alcance global envolve a evaporacdo do mercurio pela desgaseificacdo da crosta
terrestre, a circulagcdo atmosférica de seus vapores e sua precipitacdo com as
chuvas retornando ao solo e as aguas (Azevedo, 2003).

O mercurio dissolvido distribui-se nas formas de Hg°, em espécies de mercurio
divalente (Hg?* - livre ou complexada) e organicas, principalmente metilmercurio e

dimetilmerctrio (Morel et al., 1998). O Hg®>" pode se complexar com diferentes
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ligantes, dependendo das condic¢des fisico-quimicas, sendo capaz de se associar
com sulfetos, matéria organica e éxidos e hidréxidos de ferro, aluminio e manganés
(Morel et al.,1998).

O mercurio é capaz de ser emitido do solo, através de lixiviacao e erosao, para
corpos d’agua (Fostier et al., 2000). Desta maneira o solo pode ser visto como uma
interface entre atmosfera, hidrosfera, biosfera e litosfera. Quando em contato com o
solo ou sedimento, € possivel ocorrer sor¢ao do mercurio na forma insoltvel seguida
de metilacdo/desmetilacdo. Os solos possuem uma elevada capacidade de reter e
armazenar mercurio, principalmente os solos argilosos, devido a forte associacdo
deste com o carbono presente, formando um complexo com o material organico (ex:
acidos huamicos e fulvicos), podendo este acumulo persistir por muitos anos. A
guantidade de mercuario acumulada dependera da histéria de deposicéo, da idade e

das caracteristicas do solo.

O ciclo vai se completando pelas rotas de precipitagcdo, bioconversdo em
formas volateis ou solluveis, reinteracdo deste na atmosfera ou bioacumulacdo na
cadeia alimentar dos compartimentos aquaticos ou terrestres (Figura 3-1). Estudos
tém mostrado que o metilmercurio é a espécie dominante de mercurio na biota

(Bloom, 1992).

A rota atmosférica envolve a retencdo do Hg® na atmosfera por periodos
longos, sendo possivel a circulagéo através de grandes distancias. Nos sedimentos,
agua e solo o fon mercurico (Hg?") é a espécie mais abundante, esta espécie possui
tempo de resisténcia curto na atmosfera devido a sua solubilidade em agua, baixa

volatilizacéo e capacidade de reacao (Bisinoti, 2005; Environment Canadéa, 2007).
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Figura 3-1: Ciclo do mercurio em ambientes naturais (Adaptado: Barrocas, 2004).

No fundo dos oceanos o mercurio pode ser depositado na forma insoluvel
(HgS), e permanecer ativo nos sedimentos como substrato para a metilagdo por
cerca de 100 anos, mesmo quando a fonte é eliminada. No entanto, mesmo apos a
sua deposicdo como HgS, e com baixa solubilidade, uma pequena por¢édo de ions
mercurio proveniente do HgS pode sofrer redissolugdo. Nos sedimentos pode
ocorrer a distribuicdo relacionada com o conteudo de carbono organico, argila, ferro,
fosforo, potencial redox e enxofre, dentre outros. Os agentes organicos
complexantes solliveis em agua, tais como humatos e fulvatos, podem quelar as

espécies soluveis e insoluveis na agua. O pH acido favorece a absor¢cédo do mercurio
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pelo humus. No pH basico o mercario tem maior afinidade pela fracdo mineral,
desfavorecendo a formacdo do metilmercurio (Bisinoti & Jardim, 2004; Canela,
1995).

A metilacdo do mercuario constitui a etapa chave do ciclo do mercurio em
sistemas aquaticos e é de extrema importancia em ambientes remotos e
contaminados. O mercurio inorganico pode ser metilado, principalmente por dois
mecanismos: biologico (pelas vias aerdbia e anaerdbia) e quimico (Azevedo, 2003).

Assume-se que as reacdes de metilacdo e desmetilacdo ocorram em todos os
compartimentos ambientais, sendo que cada ecossistema atinge seu proprio estado
de equilibrio com respeito as espécies individuais de mercurio (Bisinoti & Jardim,
2004).

E o balanco das reacBes de metilacdo e desmetilacdo que determina se o
ambiente atuara como fonte ou sumidouro de metilmercario. Segundo Bisinoti &
Jardim (2004) o processo de metilacdo é mediado por bactérias redutoras de sulfato,
presentes na via reversa, ocorrendo preferencialmente em ambientes com alta
concentracdo de material organico e elevadas taxas de decomposi¢cdo, sendo
favorecida por aguas acidas e ricas em carbono organico dissolvido (COD).

Bisinoti & Jardim (2004) demonstraram a importancia do estudo do
comportamento do metilmercdrio no ambiente por ser este bastante complexo,
sendo fundamental o entendimento do seu ciclo, bem como da andlise dos seus
efeitos toxicos na saude humana e na biota. Cabe ressaltar que a metilacdo do
mercurio ocorre tanto em ambientes naturais quanto impactados (Cossa et al. 1994).

Alguns ambientes e condi¢cdes ambientais ajudam a maximizar 0s mecanismos

de metilacdo e complexacdo organica de mercurio, resultando em processos
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diferenciados de contaminacdo. As condi¢cOes favoraveis para metilacdo, em um
ambiente redutor sdo: anoxia e acidez. (WHO, 1990).

Acredita-se que existam ao menos duas vias diferentes na desmetilacao
oxidativa. Numa destas vias, o metilmercurio € utilizado como substrato de carbono
por bactérias redutoras de sulfato e metanogénicas, foi investigado recentemente
(Oremland et al. 1991). Esta a desmetilagéo biolégica foi associada ao operon mer,
sendo investigada e razoavelmente bem compreendida (Barkay et al., 2003).

Consideram-se ainda fatores fisicos e quimicos como pH, temperatura,
condutividade, potencial de oxireducéo, oxigénio dissolvido, presenca de ions sulfeto
e carbono organico quando se avalia a metilagcdo do Hg e sua acumulacéo na biota

aguatica.

3.4 TOXICIDADE — EFEITOS NA SAUDE

O que se conhece a respeito dos efeitos da contaminacdo com mercurio €
oriundo de estudos com a populacdo contaminada, normalmente por acidentes de
contaminacdo ambiental que afetaram os alimentos e a agua de consumo.

Acidentes com contaminacdo por mercurio ocorreram em Minamata, Iraque e
Niigata. O mais conhecido foi 0 que ocorreu na Baia de Minamata (Japdo) em 1953,
que levou ao consumo de pescado contaminado pela populacdo. Na época a
concentracdo de mercurio nos sedimentos da baia chegou até 2.010 mg /Kg peso

seco) (Harada, 1995).

A toxicidade deste metal pesado pode ocorrer com os diferentes compostos em

que se apresenta. O mercurio metalico, por exemplo, usado na fabricacdo de



14

amalgamas para o uso odontolégico, quando inalado apresenta um elevado poder
de toxicidade, pois pode ser convertido a forma metilada nos pulmdes. Na forma de
vapor, como € liberado na maior parte em garimpos de ouro, € absorvido através do
pulmdo, e em contato com o sangue é oxidado pelos eritrcitos a Hg®* e
rapidamente distribuido pelo corpo, podendo se ligar também a albumina e a
hemoglobina e se acumular no SNC (Azevedo, 2003; Canela,1995; Neathery &
Miller, 1975).

O metilmercario € a espécie mais toxica do mercurio e o interesse em seu
estudo deve-se ao potencial de bioacumulacdo e biomagnificacdo. Este composto
age como inibidor e modificador das atividades protéicas mesmo quando em baixas
concentracfes, por se ligar aos grupos sulfidrilas das proteinas (Galvdo & Corey,
1987), e rapidamente se converter em um complexo protéico de grande mobilidade
através dos tecidos. Sua distribuicdo pode levar até 6 dias, ja que séo lipossolaveis
e difundem facilmente através das membranas celulares tendo longo tempo de
retencdo biolégica. O composto pode ser absorvido pela pele, e aproximadamente
100% pelo trato gastrointestinal, sendo a dieta uma das principais vias de exposi¢ao
ao metilmercuario. No entanto, o ar e a agua, dependendo do nivel de concentracao,
podem contribuir significativamente para o aumento do nivel de mercurio total no
organismo humanao.

Canela (1995) relata acidentes por intoxicagdo com metilmercurio onde se
constatou maior suscetibilidade na vida intra-uterina, na qual o composto pode
interferir nos processos de divisdo celular, causando danos no sistema nervoso
central, onde pode ser citado o coOrtex cerebral, especialmente o cortex visual, e a
camada granulosa do cerebelo, por ser uma neurotoxina potente, levando inclusive a

ma formacéo cefalica. Canela (1995) descreve ainda que em pesquisas realizadas
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em ratos comprovou-se que o metilmercurio exerce acdo cancerigena. Nos seres
humanos, o metilmercurio tem um tempo de meia-vida biolégico relativamente longo,
de 44 a 80 dias (Neathery & Miller, 1975), e sua excrecdo ocorre via fezes, leite
materno e urina. Os principais sintomas associados a toxicidade incluem tremor,
vertigem, entorpecimento, dor de cabeca, céibra, fraqueza, depressao, distarbios
visuais, dispnéia, tosse, inflamacdes gastrointestinais, queda de cabelo, nauseas e

vOmitos.

3.5 ESPECIACAO

Em virtude das diversas espécies de um mesmo elemento apresentar
comportamentos diferenciados como, solubilidade, volatilidade e toxicidade distintas,
entre as espécies, observou-se a necessidade de buscar métodos que fossem além
da determinagédo quantitativa dos elementos presentes, ou seja, a identificacdo de
cada espécie. Muitos estudos tratam da necessidade de técnicas mais sensiveis e
precisas para a determinacdo das espécies em diferentes matrizes amostrais
(Canela,1995).

As principais areas de interesse da especiacdo envolvem o monitoramento de
locais poluidos por espécies organometalicas e inorganicas téxicas. Muitos estudos
relacionados a biometilacdo de metais (especialmente mercurio) e semi-metais
(arsénio e selénio) tém sido feitos, uma vez que estes elementos podem apresentar
um alto nivel de toxidez, dependendo do estado de oxidacdo em que se encontram
(Gervasio et al. 2003).

Segundo Canela (1995) os passos para a determinacao de mercurio em geral

sdo: coleta de amostra, pré-tratamento/preservagcao/estocagem da amostra,
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liberacdo do mercurio da matriz, extracao/purificacdo/ pré-concentracdo, separacao

das espécies de mercurio de interesse e quantificacdo. As técnicas tradicionais de

meétodos especificos em quimica analitica mostram - se altamente sensiveis.

Os métodos mais frequientemente utilizados para a quantificacdo de mercurio e

seus respectivos limites de deteccdo sdo encontrados na tabela 3-1. No entanto

estes possuem limites de deteccdo bastante dependentes do procedimento analitico

global, incluindo coleta e preparacéo da amostra antes da quantificacao.

Tabela 3-1: Métodos usados na quantificacdo de mercurio (adaptado de Miraconi et al

2000).

Método colorimétrico 0,01-0,1 pg/g
Espectrometria de Absor¢do Atémica - Forno de grafite (GF AAS) 1 ngl/g
Vapor Frio (CVAAS) 0,01-1 ng/g
Espectrometria de Fluorescéncia Atbmica - Vapor Frio (CVAFS) 0,001-0,01 ng/g
Andlise por Ativacdo com Néutrons - Instrumental (INAA) 1-10 ng/g
Radioguimica (RNAA) 0,01-1 ng/g
Cromatografia Gasosa Detector de Captura Eletrdnica 0,01-0,05ng/g
Detector de Emisséo Atdmica ~0,05ng/g
Espectrometria de massa 0,1ng/g
CVAAS/CVAFS 0,01-0,05ng/g
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Detector de Ultra- violeta 1 ng/mL
CVAAS 0,5 ng/mL
CVAFS 0,08 ng/mL
Eletroguimico 0,1-1 ng/mL
Espectrometria de massa (ICP
Plasma Acoplado Indutivamente MS) 0,01 ng/mL
Espectrometria de Emissédo
Atdmica (ICP AES) 2 ng/mL
Espectrometria Foto- Acustica 0,05 ng
Fluorescéncia de Raio — X 5ng/g - 1 ug/g
Métodos Eletroquimicos 0,1-1 pg/g
Analisador de Filme de Ouro 0,05 pg/g

Tais métodos tradicionais ndo permitem distinguir poluentes que estédo

disponiveis para os sistemas bioldgicos dos que estéo inertes ou indisponiveis, uma

questdao especial em

relacdo aos metais toxicos.

O conhecimento da
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biodisponibilidade é essencial na determinacdo da toxicidade e do potencial de
bioacumulacdo do metal, bem como na busca por métodos eficientes de
remediacdo. Novas tecnologias analiticas vém sendo desenvolvidas para serem
aplicadas no diagnéstico do meio ambiente. Neste contexto, surgem sensores
especificos, 0s biossensores, como alternativa aos métodos tradicionais, pois
permitem determinar diretamente a biodisponibilidade das substancias quimicas e
seus efeitos bioldgicos, e ainda, complementar os métodos tradicionais, gerando
novas informagcbes que sdo fundamentais na avaliagdo do risco de poluentes
(Selifonova et al., 1993).

Tais sensores apresentam caracteristicas Unicas: seletividade, relativo baixo
custo de construcdo e estocagem, potencial para miniaturizacdo, facilidade de
automacao e construcdo de equipamentos simples e portateis. A utilizacdo de um
biossensor, na maioria dos casos, ndo necessita de técnicos ou especialistas,
podendo em alguns casos dispensar 0 uso de reagentes, e atuar tanto como

aparelhos de uso continuo ou como descartaveis (Silva, 2009).

3.6 BIOSSENSOR CELULAR COMO ELEMENTO DE DETECCAO

Os biossensores pertencem a uma area multidisciplinar para a qual nao existe
uma definicAo que contemple todas as suas possiveis configuracdes, por isso
podemos encontrar varias formas de definicdo para estes na literatura.

Em geral trata-se de uma ferramenta analitica, um sensor quimico que usa
propriedades de reconhecimento de componentes bioldgicos com atividade catalitica
ou reacdes de afinidade em contato intimo, camada sensivel, com um transdutor de

sinal. O potencial para aplicagdo de um biossensor estd na habilidade deste em
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medir a interacdo de contaminantes com sistemas bioldgicos através da capacidade
de reconhecimento biomolecular (Arya et al.,, 2008). De acordo com a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry, 2001 apud Salgado, 2001)
biossensor € “um instrumento integrado que é capaz de fornecer uma informagao
analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa, através do uso de um
elemento de reconhecimento biolégico (receptor bioquimico) que esta em contato

direto com o elemento de transducao”.

De um modo geral, como componentes usados no desenvolvimento de um
biossensor, incluem-se:
v' Componente bioldgico;
v'  Sistema de transducao;

v' Sistema de processamento de dados e registro.

O transdutor é usado para converter o sinal quimico em um sinal elétrico, que
podera ser processado e reproduzido. Este sinal € proporcional a concentracdo do
analito, permitindo medi¢cbes quantitativas em tempo real (o sinal pode ser
transformado em um formato analégico ou digital). A Figura 3-2 resume de forma

clara o que foi supracitado.

O sinal pode ser eletroguimico (mudancas de corrente, voltagem ou
condutancia), otico (medidas de absorbancia, reflectancia, emissao de fluorescéncia

ou luminescéncia,) piezoelétrico (variagdes de massa) ou acustico (Valdman, 2004).
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Figura 3-2: Esquema geral de funcionamento de um biossensor (Melo, 2008).

A funcdo de um biossensor vai depender da especificidade bioquimica do
material biologicamente ativo. A escolha do componente bioldgico esta sujeita a uma
série de fatores visando especificidade, estocagem e estabilidade operacional e
ambiental. A selecao também depende do analito a ser detectado. Alguns requisitos
bésicos séo exigidos na escolha de um biocomposto para atuar como elemento de

reconhecimento biologico, dentre eles (Salgado, 2001):

v" Disponibilidade de um sitio reativo que posso reagir/interagir com o analito;
v’ Estabilidade face ao meio e as condi¢des de medicao;
v Possibilidade de modificacdo/imobilizacdo sobre suporte por métodos

quimicos sem afetar o seu desempenho.

Entre os compostos adequados para a composi¢cdo dos biossensores temos:
enzimas, cofatores, receptores, anticorpos, células de microrganismos, tecidos de
plantas e animais e organelas. De acordo com o elemento biolégico utilizado para a
sua construcao, os biossensores podem ser divididos em varias classes (Figura 3-3).
Dentre elas, as classes mais desenvolvidas séo: biossensores enzimaticos,

microbioldgicos, os quimioreceptores e os imunossensores (Melo, 2008).
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Figura 3-3: Classificacdo dos biossensores de acordo com o elemento
biolégico sensivel (Melo, 2008).

Algumas consideracdes devem ser feitas ao se buscar o desenvolvimento
destes sensores como: conhecimento de bioquimica e biologia do elemento
biolégico, a selecdo do método de imobilizacdo (conhecimento de quimica), a
selecdo do transdutor adequado (conhecimento de eletroquimica e fisica),
considerar a faixa de medigdo, linearidade e minimizagcdo de interferéncia
(conhecimento em cinética e transferéncia de massa) e o empacotamento do
biossensor (Luong et al., 1988; Barker, 1989; Turner, 2000).

Tais instrumentos biossensores apresentam ainda alguns problemas
relacionados a estabilidade e a falta de credibilidade em algumas éareas de
aplicacdo. Estes desafios contribuem para a escassez de instrumentos no mercado.

O fundamental é almejar a melhoria na confianca e robustez destes sensores de
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modo a se obter um biossensor com a performance desejada em termos de

sensibilidade, alcance dinamico e reprodutibilidade (Silva, 2009).

3.6.1 BIOSSENSORES MICROBIANOS

Dentre os biossensores utilizados, os microbianos possuem muitas vantagens
sobre aqueles que utilizam componentes biolégicos isolados, como enzimas e
anticorpos: sdo menos sensiveis a inibicdo por solutos e mais tolerantes a valores
sub-6timos de pH e temperatura; possuem uma vida util mais longa; sdo mais
baratos, pois geralmente, as células s&o produzidas facilmente, em grandes
guantidades e ndo é necessario o isolamento dos componentes celulares
receptores. No entanto, apresentam a desvantagem devido ao longo tempo de
resposta quando comparado aos enzimaticos e por serem menos seletivos, ja que
um microorganismo contém inimeras enzimas (Selifonova et al., 1993; Silva, 2009;
Ramanathan et al., 1997).

A utilizagdo de microrganismos preserva as proteinas em seu ambiente natural,
protegendo-as da inativacdo por agentes toxicos externos, tais como, metais
pesados e ainda evita etapas de purificacdo. Este tipo de biossensor permite obter
informacdes do funcionamento do analito dentro da célula, relacionando-0s aos seus
efeitos (ex: téxico, estimulante ou inibidor). Dependendo do objetivo do estudo, estas
informagdes podem ser muito valiosas.

A chave da utilizacdo de bactérias como biossensores reside no fato de que os
genes que determinam as proteinas envolvidas se transcrevem, quando um
composto contaminante esta presente no meio. Desta forma, na presenca ou

auséncia do contaminante no meio, uma propriedade podera ser medida. A
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tecnologia molecular disponivel atualmente permite também aumentar a
sensibilidade do sistema sinalisador frente a um determinado contaminante,
mediante o desenho de cascatas reguladoras que multiplicam ou desfazem a
expressdo do gene empregado como indicador. Além disso, a atividade reguladora
pode ser manipulada na direcdo de ampliar sua resposta frente a variedades
estruturais do contaminante, em diferentes espécies (Lee et al., 1992).

Biossensores baseados neste tipo de elemento biolégico sdo amplamente
utilizados no monitoramento de contaminantes quimicos no meio ambiente, como é
0 caso de metais pesados (Selifonova et al., 1993; Ramanathan et al., 1997).

Assim, 0 uso da engenharia genética tem facilitado, por exemplo, a utilizacédo
de microrganismos geneticamente modificados, com genes sinalizadores ou
auséncia de certas enzimas. A utilizacdo destes genes favorece a sensibilidade,
ampliando a faixa dinamica, a seletividade e especificidade destes biossensores.
Além disso, sdo de facil manipulacdo e alguns estudos ja comprovaram ser
ambientalmente seguros. O gene sinalizador é colocado sob o controle de um
promotor, muitas vezes proveniente de um gene de resisténcia a substancia que se
deseja estudar, o qual é induzido apenas pela presenca intracelular desta
substancia. A sensibilidade é definida pela efetividade da expressdo do gene
sinalizador (Lee et al., 1992; Barrocas, 2004; Barrocas, 2008).

Na construcdo de biossensores poucos genes sinalizadores sédo disponiveis, a
maioria deles codifica proteinas repérteres facilmente detectaveis. As proteinas
repérteres mais comuns incluem as luciferases procariota (lux) e eucariota (luc) e
ainda a proteina verde fluorescente (GFP). Assim, o promotor reage na presenca do
contaminante e ativa a expressdao deste componente, possibilitando sua

quantificacdo. Tais genes sinalizadores e/ou reguladores podem ser nativos de uma
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célula ou adquiridos por transformacédo genética. E comum o sistema de regulacéo
transcricional consistir de um gene regulador, que expressa a sua proteina
reguladora e a sequéncia de DNA promotora, que controla a sua expressdo, a
jusante do gene (Nivens et al. 2004). A figura 3-4 resume o funcionamento do
sistema reporter.

Estes sistemas de regulacdo sao elementos que trabalham em conjunto para
responder a alteracbes ambientais e controlar a expressdo de um gene ou um

operon, refor¢cando a fisiologia celular.
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Figura 3-4: Sistema de gene reporter (Adaptado: Nivens et al, 2004)
(Abreviacdes: A- analito; R- proteina reguladora; S- proteina sinalizadora; D-
enzima degradativa).

Os genes reporteres que geram respostas fluorescentes ou luminescentes sao
mais atrativos devido a quantificacdo da emissédo de luz por um microrganismo ser
medida por um simples lumindmetro. Entretanto, recentemente, tém surgido novos
sistemas de informac&o que na presenca do contaminante a resposta é traduzida

em um sinal imunologico (como as proteinas verdes fluorescentes - GFP).
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Para analise de metais foram desenvolvidos muitos biossensores que utilizam
genes especificos de resisténcia bacteriana a estes elementos (exemplo operon
mer), como elementos receptores. Ao longo da evolucdo, 0os microorganismos
desenvolveram mecanismos que permitem sua sobrevivéncia na presenca de
metais.

O presente trabalho se encontra inserido na categoria dos sensores
microbianos bioluminescentes, visto que a classificacdo se baseia no material
bioldgico, e que utilizamos como biocomponente, 0 microrganismo geneticamente

modificado Escherichia coli MC1061 para detec¢cdo de mercurio biodisponivel.

3.6.1.1 MECANISMO DA REACAO LUCIFERASE DE VAGA-LUME

Na deteccdo bioluminescente ndo se faz necessario uma fonte externa de
radiacdo, uma vez que a luz € produzida pelas reacbes quimicas. A
bioluminescéncia requer energia na forma de biomoléculas altamente energéticas.
As luciferases ndo necessitam de luz de excitacdo e a diferenca entre a luciferase
procariota e a eucariota esta na sua estrutura e na reacdo de emisséo de luz (Lewis
et a.l, 1998). O substrato luciferina da luciferase de vaga-lume (luc) sé permeia a
membrana eucariota em baixos valores de pH e requer a adicdo de luciferina
exdgena para a geracao de luz.

A reacao da luciferase de vaga-lume, Photinus pyralis, apresenta algumas
caracteristicas Unicas, quando comparada a outros ensaios. As reagdes enzimaticas
em sua maioria sdo medidas tanto pelo consumo de um substrato, quanto pela

geracdo de um produto, geralmente um composto estavel que pode ser determinado
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apos um tempo especifico. A reacdo da luciferase de vaga-lume é representada na

figura 3-4.

HO S 8 Luciferase. I'u'g2+ HO 5 8
Uz}—{\l taw+o, — > ? <‘~l + AMP 4+ PP+ CO, * hu (560 nm)
N N"“cooH MoONTo

Luciterin Ouyluciferin
Figura 3-5: Esquema da reacao redox luciferase de vaga-lume (Virta et al., 1995).
Nesta reacdo, os produtos tipicos que se acumulam, ou seja, AMP, PPi e CO,,
nao sdo medidos, e sim a luz produzida pela reacdo durante um determinado
periodo de tempo (Ford & Leach, 1998). Cabe ressaltar que a emissédo de luz é

funcdo da quantidade de ATP presente no meio, um dos cofatores da reacéo.

3.6.1.2 Escherichia coli MC1061 E SUA APLICACAO COMO COMPONENTE

BIOLOGICO DO BIOSSENSOR

O microrganismo utilizado no presente estudo foi desenvolvido por um grupo
de pesquisa finlandesa (Virta et al., 1995) utilizando tecnologia de DNA
recombinante e vém sendo utilizado como ferramenta para pesquisar a

biodisponibilidade do mercurio em amostras ambientais.

Em relagdo ao mecanismo de funcionamento da Escherichia coli MC1061,
usada no presente trabalho, esta tem o gene reporter sob o controle de um promotor
que é induzido pela presenca intracelular de um metal especifico, o mercurio. Utiliza
o0 gene LucFF da luciferase do vaga-lume como gene reporter inserido no
transposon 21. O plasmideo (pT0011), responsavel pela detec¢do do Hg (Il), contém
0 gene reporter sob o controle do promotor mer (mer + R + gene promotor), que €

induzido por Hg (1) dentro da célula, ver Figura 3-6 (Barrocas, 2004).
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Figura 3-6: Esquema da inser¢cdo do promotor o transposon Tn 21.(Barrocas,
2004.

A E.coli (MC1061) possui ainda dois outros genes (Figura 3-7), que conferem
resisténcia aos antibioticos kan = Canamicina e Cat = cloranfenicol. O gene de
resisténcia a cloranfenicol esta localizado a jusante do gene da luciferase do vaga-
lume e também esta sob o controle do promotor mer. A resisténcia a canamicina é
peculiaridade para esta estirpe em particular, uma vez que o0 gene que confere a

resisténcia esta ativo o tempo todo (Barrocas, 2004).
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Figura 3-7: Desenho do plasmideo modificado geneticamente (Barrocas, 2004).
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3.7 TIPOS DE RESIDUOS ORIUNDOS DE AMOSTRAS AMBIENTAIS SOLIDAS -

CHORUME

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) saneamento pode ser
definido como, “o controle de fatores que atuam sobre o meio ambiente e que
exercem, ou podem exercer, efeitos prejudiciais ao bem-estar fisico, mental ou social
do homem”. A partir desta definicAo pode ser inserido também o conceito de
limpeza urbana, que engloba, além de outros servicos, a coleta, o tratamento e a
destinacéo final do lixo ou residuos solidos (Celere et al., 2007).

A disposicdo e o gerenciamento de residuos urbanos e industriais constituem
hoje um dos grandes desafios do gerenciamento ambiental no Brasil. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no Brasil, 64% dos residuos
dos municipios vao para os lixdes a céu aberto, que degradam o meio ambiente e
comprometem a salde publica.

A maior parte do lixo do planeta acaba sendo disposta em lixdes, sem controle
(depdsitos a céu aberto, oficiais ou clandestinos) ou jogada nos cursos d'agua, para
que desapareca do alcance de nossas vistas. O mais correto seria depositar em
local seguro, cujo destino idealmente, seria 0 aterro sanitario. Este acaba sendo
rejeitado em todos os lugares planejados para seu funcionamento, uma vez que
ninguém quer ficar proximo a um empreendimento desta natureza.

Um dos desafios nos projetos de aterros sanitarios é o tratamento do lixiviado
uma vez que sua qualidade é alterada em funcédo das caracteristicas dos residuos
dispostos no aterro, de fatores relativos a area, de fatores climaticos e, sobretudo,

da idade do aterro (Mannarino et al., 2006).
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A maior parte dos aterros sanitarios hoje disponiveis estd com sua vida util
limitada, muitos ndo possuem nenhum tipo de tratamento para o lixiviado, ou o
tratamento nem sempre acontece da maneira adequada. O uso inadequado dos
locais para disposicdo final dos residuos sélidos vem acarretando sérias
consequUéncias para o ecossistema natural e para a saude humana, principalmente a
poluicdo dos solos e aguas subterraneas pela infiltracdo de liquidos e percolados, e
das aguas superficiais pelo escoamento de liquidos percolados ou carreamento de
residuos das aguas da chuva (Lima, 2005).

Além disso, as areas de despejo dos residuos (lixdes, aterros semi-
controlados e aterros sanitarios) ndo se tratam de um ponto final, devido ao residuo
liquido, chorume. Este é produzido pelo lixo, principalmente apds as chuvas, quando
varias das substancias organicas e inorganicas dos residuos sdo carreadas pela
agua.

A composicdo fisico-quimica do chorume € extremamente variavel,
dependendo de fatores que vao desde as condi¢des pluviométricas locais até tempo
de disposicdo e caracteristicas do préprio lixo, dos quais podemos enumerar:
dindmica de decomposicéo ao longo do tempo, variagdes na forma de operacao do
aterro sanitario, na composicdo dos residuos depositados, no volume de chuvas
entre outras alterac6es climéaticas (Mannarino et al., 2006; Celere et al., 2007).

O chorume se caracteriza por ser um liquido malcheiroso, constituido de
acidos organicos, produto da acdo enzimatica dos microrganismos, de substancias
solubilizadas através das aguas da chuva, que incidem sobre a massa de lixo e,
ainda, de substancias formadas a partir de reacfes quimicas que ocorrem entre 0s
constituintes do residuo. Sua composicdo esta relacionada ainda a alta

concentracdo de matéria organica, reduzida biodegradabilidade (em aterros
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antigos), presenca de metais pesados, solidos suspensos, compostos organicos
originados da degradacdo de substancias que sao metabolizadas, como
carboidratos, proteinas e gorduras e de substancias recalcitrantes (Celere et al.,
2007).

Este residuo pode contaminar por centenas de anos um lencol freatico, caso
nao seja tratado. Por apresentar substancias altamente sollveis, pode escoar e
alcancar as colecdes hidricas superficiais ou até mesmo infiltrar- se no solo e atingir
as aguas subterraneas (Figura 3-8), comprometendo sua qualidade e potenciais

usos (Celere et al., 2007).

Figura 3-8: Esquema de como ocorre a contaminagdo do meio ambiente pelo
chorume (Fonte: ducana.zip.net/images/lis-08a.jpg acessado em 22 de janeiro de
2010).

A decomposicao dos residuos sélidos € um processo dindmico comandado por
organismos decompositores de matéria organica, sendo em sua maioria bactérias

heterotréficas, anaerdbias e facultativas. Esta decomposicdo pode ser descrita pelas

fases aerdbia e anaerdbia (Augenstein e Pacey, 1991).
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A fase aerObia ocorre durante as primeiras semanas de deposicdo e
recobrimento do lixo no local de despejo. A acdo de decomposicao é realizada pelas
bactérias aerdbias que utilizam o oxigénio presente no interior do aterro. E mais
intensa no inicio, e & medida que o oxigénio vai ficando escasso, a decomposi¢cao
torna-se mais lenta. O pH inicial do lixo na decomposicdo aerébia é quase neutro
(aproximadamente 7), decrescendo a medida que a decomposicédo anaerdbia acida
se estabelece. A presenca de aguas pluviais exerce grande influéncia sobre esta
fase, pois facilita a redistribuicdo de nutrientes e microrganismos ao longo do aterro
(Schalch, 1984).

Apods o periodo de consumo do O, ou da predominancia de espécies aerobias,
inicia-se a fase anaerobia, onde a decomposicdo ocorre através dos organismos
anaerobios e/ou facultativos (inicialmente por bactérias acetogénicas, o que da um
carater acido ao chorume produzido). Esta fase € caracterizada, inicialmente, pela
“‘quebra” de polimeros complexos em mondémeros na presenga de agua (hidrolise) e
baixa producao de &cidos. O término desta fase ocorre quando 0s mondémeros sao
transformados em diferentes &cidos (carboxilicos, graxos volateis, acéticos) por

processos acidogénicos e/ou acetogénicos (Lin & Chang, 2000; Schalch, 1984).

Apés a fase 4cida, inicia-se a fase metanogénica instavel com a presenca das
bactérias acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas simultaneamente. Em
seguida inicia-se a metanogénica estavel, a fase mais longa do processo. A
presenca de acidos decresce com a queda da populacdo de bactérias acidogénicas
e 0 pH tende a voltar a neutralidade e ha formacdo do biogas nesta fase. A matéria

organica facilmente e medianamente degradavel ja foi praticamente consumida e os
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residuos encontram-se em processo de bioestabilizacdo e o pH tende a ser maior
que 7 (Lin & Chang, 2000; Celere et al., 2007).

O estudo dos metais pesados no chorume e em outras matrizes ambientais
vem sendo considerado prioritario nos programas de promocao da saude em escala
mundial, pois todas as formas de vida podem ser afetadas direta ou indiretamente

pela presenca de metais pesados (Segura-Mufioz, 2003).

3.7.1 CARACTERISTICAS DOS ATERROS SANITARIOS, ATERROS SEMI

CONTROLADOS E LIXOES

Os residuos sdlidos sdo o tema principal de diversas reunides cientificas,
devido a um aumento considerdvel na producdo e na importancia do seu
gerenciamento. Gerenciar os residuos de forma adequada, em aterros sanitarios, é
necessario para que se possa estabelecer um controle dos aspectos sanitarios,
ambientais e sociais, tais como a disseminacéo de doencas, a contaminacéo do solo
e das aguas subterraneas e superficiais, a poluicdo do ar pelo gas metano, e o
favorecimento da presenca de catadores. Os locais de despejo que ndo recebem
nenhum tipo de controle ou tratamento sdo denominados de lixdes (lixo a céu
aberto), como na figura 3-9. Existe ainda outro tipo de local de despejo que pode ser
considerado como aterro semi- controlado, que periodicamente pode ser coberto por

terra.
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Figura 3-9: Esquema de um lixdo. (Fonte: http://www.lixo.com.br, acessado dia 09
de fevereiro de 2010).

Lencol freatico

O chorume gerado por um lixo recém-disposto no aterro apresenta elevada
carga organica, pH &cido e diversos compostos potencialmente toxicos,
diferentemente do chorume resultante de residuos dispostos ha muito tempo, que
apresenta pH alcalino e a carga organica drasticamente reduzida em relacdo ao

primeiro (Bidone & Povinelli, 1999; Bisordi, 1999).

Os aterros denominados como controlados, geralmente sao antigos lixdes que
passam por um processo de "remediacao” da area do aterro, ou seja, isolamento do
entorno para minimizar os efeitos da contaminacdo ambiental, por um processo de
gerenciamento, para posterior recebimento e tratamento adequado a novos residuos

recebidos.

O local de despejo denominado aterro sanitario (Figura 3-10) serve para lixo
residencial urbano e possui pré-requisitos de ordem sanitaria e ambiental. Deve

ser construido de acordo com técnicas definidas, como: impermeabilizacédo do solo
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para que o chorume nao atinja os lencdis freaticos, contaminando as aguas;
sistema de drenagem para chorume, que deve ser retirado do aterro sanitario e
depositado em lagoa préxima que tenha essa finalidade especifica, vedada ao
publico; sistema de drenagem de tubos para os gases, principalmente o gas
carbbnico, o0 gas metano e o gas sulfidrico, pois, se isso nao for feito, o terreno fica
sujeito a explosfes e deslizamentos (CETESB, 2001). O objetivo essencial deste

aterro € minimizar os impactos ao meio ambiente.

Dreno para aguas pluviais

Material de recobrimento com espessura minima (0,15 a 0,20m)

// Lixo compactado

Altura
da
camada

Aterro de
impermeabilizagao

N T

RN R

Inclinacdes ,

Figura 3-10: Esquema de funcionamento de um aterro sanitario. (Fonte: Adaptado
de http://www.infoescola.com/ecologia/aterro-sanitario-e-mdl/, acessado dia 09 de
fevereiro de 2010).

No presente estudo as amostras ambientais a serem testadas e monitoradas
quanto a presenca de mercurio biodisponivel, serdo provenientes de trés localidades
diferentes que podem ser tratadas como: lixdo, aterro semi-controlado e aterro

sanitario.
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Durante o presente trabalho, foram utilizados os seguintes equipamentos:
Estufa de secagem (QUIMIS); Placa de aquecimento e agitacdo (QUIMIS); agitador
de tubos vortex (QUIMIS); Espectrofotbmetro UV-visivel (Q798DRM — QUIMIS) e
Espectrofotbmetro Hach DR 2000; Balanca AG 200- V2000 - Analisador de
Umidade por Infra-vermelho, (GEHAKA); Centrifuga (QUIMIS); Luminémetro
(Luminoskan Ascent 2.4); Oximetro (DM — 4P Digimed — Digicrom Analytical 41814)
e Medidor de pH (Q400MT — QUIMIS). Os reagentes utilizados foram adquiridos da

VETEC e SIGMA de grau P.A.

4.1.1 DESCONTAMINACAO QUIMICA DOS MATERIAIS

Os materiais de vidro e plastico do laboratorio foram descontaminados
utilizando procedimentos de lavagem, ajustado para a sua resisténcia quimica
especifica. Em geral, eles foram colocados em um banho de HCI 3M por 2 dias,
seguido por um banho de HCI 0.5M por 2 dias. Depois da lavagem com agua
deionizada, eles foram entdo colocados em sacos plasticos duplos e armazenados
até serem utilizados. A descontaminacdo se fez obrigatéria para minimizar a
contaminagao (pelo metal mercurio) nos materiais a serem utilizados nos testes

bioluminescentes.
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4.1.2 EQUIPAMENTO LUMINOSKAN ASCENT (Labsystems, Inc.)

O lumindmetro, figura 4-1, é capaz de medir emissGes de luminescéncias em
uma variedade de poc¢os presentes nas placas onde as amostras sao condicionadas,
e podem atuar em pequenos valores de concentracdes. Este equipamento foi
utilizado para todos os bioensaios luminométricos e a unidade de deteccao de luz é

medida em unidades relativas de luz (URL).

Foto: Gabriela Jacoby

http:/imwww thermo.com

Figura 4-1: Equipamento Luminoskan Ascent utilizado para medig&o da
luminescéncia. (Fonte: www.thermo.com)

O principio de funcionamento do lumindmetro é baseado no plano onde a
bioluminescéncia € captada de cada poco da placa a ser lido, sendo esta refletida
pela lente, passada pelo filtro de emisséo até atingir o tubo fotomultiplicador. A figura
4-2 ilustra a forma de funcionamento do lumindbmetro. No equipamento ha também
um sistema de protecdo denominado ligth shield, que serve para evitar interferéncia

na captacao de luz dos pocos vizinhos.


http://www.thermo.com/

36

http:fiwww thermo.com

Figura 4-2: Esquema funcionamento do luminédmetro (fotodeteccéo). (Fonte:
www.thermo.com)

4.2 BIOSSENSOR MICROBIANO - COMPONENTE BIOLOGICO: E. coli MC1061

4.2.1 PREPARO DE MEIOS E SOLUCOES

A primeira tarefa de qualquer estudo microbiologico é o preparo dos meios de
cultura que serdo utilizados para cultivar os microrganismos a serem estudados.
Neste estudo foram usados dois meios de cultura: LB e M9 sais minimos (Barrocas,
2004). Todas as solugdes utilizadas diretamente nos experimentos com o biossensor
de mercuario foram biologicamente descontaminadas. A maioria dos materiais e
solucdes foram esterilizados em autoclave e guardados em local limpo e a
manipulagéo foi cuidadosa utilizando técnicas assépticas rigorosas. O protocolo de
esterilizagdo da autoclave envolve aquecimento a 121°C por 25 minutos a 1 atm.
Neste item estdo descritas as composi¢cdes dos meios e solug¢des utilizados tanto
para o0 crescimento celular (LB e M9), quanto para 0s experimentos de
bioluminescéncia (M9), assim como o meio sélido de manutencdo do microrganismo

(LB agar).
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4.2.2 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE CANAMICINA (10mg/mL)

A conservacao da solucdo estoque foi realizada em frasco escuro, sem troca
de oxigénio, e sob refrigeracdo, a fim de se evitar a decomposi¢do do antibidtico,

sendo a mesma mantida em congelador (- 5° C).

4.2.3 MEIO LB (LURIA-BERTANI)

O meio LB é considerado um meio quimicamente indefinido devido a sua
complexa composicdo e é wusado principalmente para manutencdo do
microrganismo. O meio LB é utlizado para a reconstituicdo das unidades
populacionais ou bactérias liofilizadas e o meio LB agar utilizado para crescimento
em placas, a partir de colénias congeladas do microrganismo.

Os tipos de meios LB usados no presente trabalho foram: LB Broth, Miller
(Sigma - cat # BP1426-500); LB Agar, Miller (Sigma - cat # BP1425-500), cujos

procedimentos de preparo sao descritos a seguir.

4.2.3.1 PREPARO DOS MEIOS LB E LB AGAR:

v 400 mL de agua deionizada no erlenmeyer;

v/ 10g de LB ou 16g de LB agar, sendo estes transferidos para os respectivos
erlenmeyers. Em cada erlenmeyer foi colocada uma barra de agitagdo magnética,
e estes colocados em placas magnéticas de agitacdo, até que 0s reagentes
fossem dissolvidos.

v' Os erlenmeyers foram devidamente vedados e levados a autoclave.



38

v’ Ap6s a esterilizagdo completa, e o devido resfriamento a temperatura
ambiente, foram acrescentados 1,2 mL da solucédo estoque de monossulfato de
canamicina para uma concentracdo de 30 mg/mL. Os meios foram conservados

sob refrigeracao.

4.2.4 MEIO MINIMO DE SAIS

O meio minimo de sais M9 € o principal meio utilizado nos experimentos com o
microrganismo em questdo. Este foi usado no crescimento prévio e nos ensaios
luminométricos com o biossensor. O meio M9 consiste basicamente de uma mistura
de sais inorganicos acrescidos de fatores de crescimento (glicose e casamino
acidos) preparados em tampao de pH 7 elaborado com sais de fosfato. Duas
alternativas de M9 sédo utilizadas nos experimentos M9 Cl e M9 NOs. A diferenca
entre as duas formulacdes é a eliminacdo de sais cloreto, a partir da receita original,

e da substituicdo dos respectivos sais de nitrato (Atlas, 1997).

Tabela 4-1: Composi¢cdo do meio minimo de sais M9.

Componentes M9 ClI Componentes M9 NO3
Agua deionizada Agua deionizada
Na,HPO, Na,HPO,
KH,PO, KH,PO,
MgSO, MgSO,
Ca(NO3), Ca(NO3),
glicose glicose
Casamino &cidos Casamino &cidos
NH,CI NH;NO;

NaCl NaNO;

4.2.4.1 SOLUCAO DE SAIS M9 (M9CI E MONO3):

v/ 987 mL de agua deionizada em balédo de 1L, para os meios M9Cl e MONO3,

respectivamente. Adicdo de 11,37g de Na,HPO, e 3,00g de KH,PO, a cada um dos

frascos.
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v Adicao de 1,50g de NH;NO3 e 0,73g de NaNO3 ao baldao de solucéo de sais
MONO3; e de 1,00g de NH4CI e 0,50g de NaCl ao baldo de solucéo de sais M9CI,

misturando bem as solucdes de sais que foram em seguida autoclavadas.

4.2.4.2 SOLUCAQO ESTOQUE DE MgS0,0,1 M:

Para o preparo da solucdo estoque de MgSO, 0,1 M foram adicionados
100mL de agua deionizada em um erlenmeyer de 125 mL, e em seguida
adicionados 2,46g de MgS0O,47H,0O misturando bem a solucdo que foi em seguida

levada a autoclave.

4.2.4.3 SOLUCAO ESTOQUE DE Ca(NOs) , 0,01 M:

Para o preparo da solucao estoque de Ca(NO3), 0,01 M foram adicionados
100mL de agua deionizada em um erlenmeyer de 125 mL, e em seguida
adicionados 0,24g de Ca(NOs3),.4H,0 misturando bem a solucéo que foi em seguida

levada a autoclave.

4.2.4.4 SOLUCAO ESTOQUE DE GLICOSE 200g/L:

Para o preparo da solucao estoque de glicose de 200g/L foram adicionados
10mL de agua deionizada em um erlenmeyer de 50 mL, e em seguida adicionados

2,00g de glicose, misturando bem a solugdo que em seguida foi levada a autoclave.

4.2.4.5 SOLUCAO ESTOQUE DE CASAMINO ACIDOS 100 g/L:

Para o preparo da solucdo estoque de casamino acidos 100g/L foram

adicionadas 10 mL de agua deionizada em um erlenmeyer de 50 mL, e em seguida,
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adicionados 1,00g de casamino acidos misturando bem a solucdo, sendo em
seguida levada a autoclave.
O meio minimo de sais utilizado foi preparado com a solucéo de sais M9 (M9CI
e M9NO3) e as outras solucdes individuais, que sdo combinadas, imediatamente
antes da utlizacdo. No qual se transfere 500uL de solugbes previamente
preparadas (solugcéo 0,1M MgS0O,.7H,0; solucdo 0,01M Ca(NOs3)..4H,0; 200 g/L de
solucéo glicosada, solucdo 100 g/L casamino acidos) para erlenmeyers de 250 mL,
nos quais ja haviam sido adicionados 48 mL de solucao de sais M9 (quer M9CI ou
MONO3). O volume total foi de 50 mL em cada meio de cultivo, no crescimento prévio
e nos experimentos luminométricos.
O antibidtico canamicina foi adicionado (150uL) em uma concentracao final de
30mg/L para selecao positiva do transposon luc presente no plasmidio, garantindo o

crescimento s6 de células capazes de emitirem luz em contato com mercurio.

4.2.5 CRESCIMENTO E CARACTERIZACAO ESCHERICHIA COLI MC1061

O microrganismo bioluminescente repoérter, Escherichia coli MC1061, foi
gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa da Finlandia (Virta et al, 1995).

Apods o crescimento celular, fez-se a leitura da densidade 6tica no comprimento
de onda de 600nm (DOggo) em espectrofotdmetro UV-visivel (Q798DRM - QUIMIS).
Calculou-se entdo a quantidade (mL) necessaria do pré-indculo para se obter uma
DOgqo inicial de aproximadamente 0,2 em 50 mL de meio M9 (M9CIl ou MONO3).

Para iniciar o acompanhamento do perfil de crescimento da cepa MC1061,
adicionou-se a quantidade calculada anteriormente a um erlenmeyer de 125 mL

contendo 50 mL do meio M9 (M9CI ou MINQO3) sendo retirada a primeira aliquota
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para leitura da DOggo no tempo inicial (O h). O cultivo foi mantido entdo a 30°C em
shaker a 150 rpm e o crescimento celular foi monitorado em intervalos de 1 hora,
pela retirada de aliquotas e medida da absorbancia destas a 600 nm, até que fosse
alcancado um valor maximo estavel, sendo neste caso atingida a fase estacionaria

do crescimento microbiano.

4.2.5.1 DETERMINACAO DO PESO SECO

ApoOs crescimento celular em meio minimo de sais, conforme descrito no item
4.2.4, a cultura foi incubada de 10 a 16 horas a 30°C em shaker a 150 rpm, as
células de Escherichia coli MC1061 obtidas em estado estacionario, foram
centrifugadas por 25 minutos a 3500 rpm e o precipitado obtido foi ressuspenso em
um minimo de agua deionizada (cerca de 5 mL). As células foram novamente
centrifugadas nas mesmas condi¢cdes anteriores e lavadas com agua destilada
novamente. A biomassa foi ressuspenso em 10 mL de &gua deionizada para se
obter uma suspensao concentrada de células.

Sete mililitros dessa suspensao celular foram filtrados a vacuo em uma
membrana Millipore, a biomassa foi entdo pesada em uma balanca que elimina toda
a umidade da amostra (Balanca AG 200, 1V2000), calculando-se em seguida a
concentracéo (g/L) da suspensdao celular, dividindo a massa celular (g) obtida, pelo
volume conhecido (0,007L). Este procedimento foi feito em duplicata. Desta mesma
suspensao utilizada para o calculo da concentracdo celular, utilizando os trés
mililitros restantes, varias diluicbes foram feitas para obter cerca de oito leituras de
absorbéancia a 600nm, entre 0,08 e 0,7, correspondendo cada leitura a sua

respectiva concentracao celular.
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4.2.5.2 MANUTENCAO E ARMAZENAMENTO DAS CELULAS

As células foram mantidas em placas de Petri com meio so6lido LB agar,
descrito no item 4.2.3.1, armazenadas a 5 °C (geladeira). Foram realizados repiques
mensais para manutencdo da viabilidade celular. Para estocagem por periodos

maiores, as células foram mantidas em solucéo de glicerol.

4.2.5.2.1 MANUTENCAO EM SOLUCAO DE GLICEROL

Outra forma conveniente para armazenar bactérias € a manutencdo em
glicerol. As culturas podem ser armazenadas por tempo indeterminado sem perder a
sua viabilidade ou evitando a contaminacdo com outras cepas, assim é definida
como uma técnica de armazenamento a longo prazo. Variagdes do mesmo podem
ser encontradas na literatura (Perry & Staley, 1997). Neste procedimento
microrganismos foram inoculados em um tudo de ensaio contendo 5 mL de meio LB
com canamicina (conforme descrito no item 4.2.3.1), partindo de uma coldnia isolada
recém crescida. A cultura foi incubada, de 10 a 16 horas a 30° C até atingir a fase
estacionaria de crescimento.

O estoque a -5° C foi feito adicionando 1,5 mL do cultivo bacteriano a um tubo
de polipropileno com tampa rosqueada (criotubo) contendo 0,5 mL de glicerol 80%
estéril, foi feita uma mistura vigorosa, com uso do vortex, para assegurar que 0
glicerol era uniformemente disperso, evitando a formacao de cristais de gelo, o que
poderia diminuir a viabilidade celular. Os tubos foram entdo guardados no

congelador.
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4.2.5.3 EXPERIMENTOS DE BIOLUMINESCENCIA

Para os procedimentos de determinacdo da bioluminescéncia foram utilizadas
placas brancas opacas de 96 pocos, sendo possivel a realizacdo de desenhos
experimentais, de acordo com a ordem de leitura do aparelho.

Para tais ensaios, definidos como processo tradicional segundo Barrocas
(2004), porque envolve a adicdo das amostras diretamente nos pocos das
microplacas, as solucdes de mercurio (10 uL) foram adicionadas aos poc¢os da placa
luminométrica de acordo com o desenho experimental previamente estabelecido
(baseado na ordem de leitura de cada amostra), antes das aliquotas das amostras
celulares (50 uL), com densidade celular conhecida. Apos serem adicionadas as
solucdes, as placas foram incubadas a temperatura ambiente no interior da camara
do luminémetro por 60 minutos (Barrocas, 2004), para a producéo da luciferase, que
por sua vez, deve ser proporcional ao mercurio incorporado pelos microrganismos.
Apés a etapa de incubacdo, o processo de medicdo se iniciou com o aparelho
dispensando 100uL de substrato da luciferase em cada po¢o da placa, luciferina
1mM, e monitorando em seguida cada poc¢o por 12 segundos. O volume total
utilizado em cada pogo foi de 160uL. A suspensédo celular utilizada foi diluida 5
vezes, visando atingir a concentragao celular de trabalho desejada.

Os resultados dos experimentos bioluminescentes sdo apresentados nesta

dissertacdo como o somatorio de luz emitida (URL) em cada condicédo testada.
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4.2.5.3.1 PREPARO DAS CELULAS

O preparo da suspensao celular usada nos ensaios bioluminescentes foi
realizado a partir de uma cultura nova, figura 4-3, obtida de inoculo crescido em
50mL de meio M9 (Cl ou NO3), incubados de 10 a 16 horas, a 150 rpm e 30°C ,
centrifugada por 6 minutos a 3200 rpm, sendo o sobrenadante adicionado de 10 mL
de agua deionizada (para o processo de lavagem), centrifugado por mais 6 minutos,
retirando o sobrenadante e adicionando a cultura 10 mL de meio fresco (M9 CI ou
M9 NO3). Este ultimo passo foi repetido, estando entdo as células prontas para os
ensaios, sendo mantidas no gelo até o inicio dos testes. As diluicbes que foram

utilizadas para os ensaios luminomeétricos partiram das obtidas a partir da curva de

pPeSso seco.
Agua | oo ;
 deionizada | i MocCl |
| vortex ' j ou ;
| MONO, |
Centrifuga |t e i
Inoculagéo UU 6 minutos , ?Eéﬁ&ﬁﬁgé ,,,,,
Lo i
i Shaker ;
'L(ovcrnigth) l

______

Gelo
Figura 4-3: Esquema de preparo das células para os ensaios luminométricos.
4.2.5.3.2 PREPARO DA SOLUCAO DE LUCIFERINA (1mM)
A luciferina, o substrato para a reagdo, atravessa as membranas celulares

bacterianas apenas em pH acido. Assim, apenas a forma protonada de luciferina é
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facilmente permeavel a membrana celular. Por conseguinte, para um ensaio bem
sucedido da reacdo da luciferase do vaga-lume in vivo, o pH extracelular do meio
deve ser ligeiramente acido. Se esta condi¢cao nao for atingida, a membrana celular
funciona como uma barreira ao transporte da luciferina, e a medida de
luminescéncia serda mais dependente da taxa de difusdo da luciferina que sobre o
montante da luciferase intracelular (Ford e Leach, 1998; Tauriainen et al., 1999).

O sinal de emissdo da luz medida por biossensores de células inteiras €
dependente ndo s6 da concentracdo do substrato indutor, como da estabilidade da
enzima luciferase em uma cepa particular, do seu estado fisiolégico e também da
presenca de outras substancias estimulantes ou inibitérias na amostra a ser medida

(Sticher et al.,1997).

4.2.5.3.2.1 SOLUCAQO ESTOQUE DE D-LUCIFERINA 1 mM (pH = 5,0):

Em um frasco contendo 25mg de luciferina (sal de sédio) foi adicionado 1 ml de
solucdo tampéao de citrato 100mM que foi colocado sob agitacdo em vortex para
dissolver ao maximo a luciferina. Em seguida, esta foi transferida para um baldo
volumétrico contendo 79 mL de solucdo tampdo citrato 100 mM, previamente
adicionados. Aliquotas da solucdo estoque de luciferina foram transferidas para tubo
de polipropileno com tampa rosqueada, previamente marcado, usando volumes
adequados para 0s ensaios.

Os tubos foram conservados em congelador (-5° C) envoltos por papel
aluminio, pois a luciferina é sensivel ao oxigénio e luz, por isso € importante
minimizar sua exposi¢cao a estes agentes durante a preparacdo e o0 armazenamento

da solucéo.



46

4.2.5.3.2.2 SOLUCAO TAMPAO CITRATO 100 mM (pH = 5.0)

Para o preparo da solucédo tampao citrato 100 mM foram pesados 14,71 g de
citrato de sédio, que estes foram transferidos para um baldo de 500 mL sendo em
seguida adicionados 400 mL de agua deionizada. O pH foi controlado através da

adicdo de HCI 1M em quantidade necessaria para ajustar o pH para 5,0.

4.2.5.3.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE MERCURIO

As amostras de mercurio foram preparadas a partir de uma solucdo padrao de
mercurio (1g/L). Todas as solucdes foram preparadas, no dia de cada experimento,
utilizando solucdo de HNO3; 0,0045 M. Na tabela 4-2 estdo descritas as
concentracbes de mercario utilizadas durante todo o trabalho, em cada
procedimento, ou seja, no planejamento experimental e na elaboracdo da curva de
calibracao.
Tabela 4-2: Solucbes de mercurio utilizadas no presente estudo.

Solucgbes de mercdario Concentracao das amostras de mercurio (mg/L)
utilizadas relativas a
cada procedimento

Planejamento 0,0001; 0,00299; 0,01005; 0,0171 e 0,02
experimental

Curvade calibracdoe [1x 107 1x 107; 1x 10 2x 10°; 4x 10°®; 6x 10°;
adicdo padréo 8x 10 10x 10°®

4.2.6 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

A otimizac&o das condicdes experimentais, selecdo do melhor meio de cultura
e do melhor tempo de incubacdo no lumindmetro, foi utilizada para maximizar a
variavel de resposta (URL), através de um planejamento delineamento composto
central rotacional (DCCR). A andlise dos resultados foi realizada através dos

calculos do efeito estimado, do erro padrdo e da distribuicdo de Student de cada
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variavel controle sobre a variavel resposta empregando o programa Statistica
(versao 6.0).

Para estimativa do erro experimental foram feitas trés replicatas do
experimento, correspondendo aos pontos centrais, e quatro (4) pontos axiais (alfa)
foram adicionados ao planejamento experimental elaborado. As variaveis
independentes estudadas, concentracdo celular (fator de diluicdo) e concentracéo de
mercurio variaram de acordo com a tabela 4-3. Todos os experimentos foram
executados de forma randémica.

Tabela 4-3: CondicGes preestabelecidas das variaveis independentes como

nivel superior (+), nivel inferior (-) e ponto central (0).
Niveis de Variaveis

Parametros -1,41 -1 0 1 1,41
A - Concentracao celular (fdil) 01:33,3/01:30,4 |01:23,3 |01:16,2|01:13,3

B - Concentracao de Hg (mg/L) 0,0001 |{0,00299|0,01005(0,0171 | 0,02

O preparo das células nesta etapa foi feito conforme descrito no item 4.2.5.3.1
e as diluicbes utilizadas neste planejamento experimental partiram da curva de peso
seco. Sendo assim, foram utilizadas as seguintes diluicbes: 1:33,3 e 1:13,3 como
pontos axiais do planejamento, sendo as restantes calculadas por interpolagdo. As
respectivas concentragdes celulares foram entdo calculadas a partir da curva de
peso seco (Tabela 4-4). O processo de adicdo de amostras na placa se deu
conforme descrito no item 4.2.5.3.

Para a avaliacdo do tempo de incubacdo os ensaios foram realizados em
separado (20, 45 e 60 minutos). Para cada ensaio foram realizados um total de 11
experimentos, ou seja, 11 poc¢os para cada meio M9 testado (M9CI e M9NO3;),
conforme pode ser observado na tabela 4-4, resultando em 6 planejamentos
experimentais: M9 Cl_20 minutos; M9 CIl_45 minutos; M9 Cl_60 minutos; M9

NO3_ 20 minutos; M9 NO3_45 minutos e M9 NO3_60 minutos.



Tabela 4-4: Esquema do planejamento experimental para cada meio M9 Cl e M9
NO;z e para cada tempo.
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NUumero
de Niveis de Variaveis
Amostra Fator de Concentracao de
Ensaios celular Amostra de Hg diluicao mercurio
1 -1,00 -1,00 01: 30,4 0,00299 mg/L
2 -1,00 1,00 01: 30,4 0,0171 mg/L
3 1,00 -1,00 01: 16 0,00299 mg/L
4 1,00 1,00 01: 16 0,0171 mg/L
5 -1,41 0,00 01: 33,3 0,01005 mg/L
6 1,41 0,00 01: 13,3 0,01005 mg/L
7 0,00 -1,41 01: 23,3 0,0001 mg/L
8 0,00 1,41 01: 23,3 0,02 mg/L
9 0,00 0,00 01: 23,3 0,01005 mg/L
10 0,00 0,00 01: 23,3 0,01005 mg/L
11 0,00 0,00 01: 23,3 0,01005 mg/L

4.2.7 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA REAL - CHORUME

4.2.7.1 LOCALIDADES

As amostras de chorume utilizadas nesta dissertagdo ja vinham sendo

empregadas em outros estudos tratando da contaminacdo por mercurio no

Laboratorio de Analises Semiquantitativas - CETEM. Em virtude da impossibilidade

da divulgacdo dos nomes das localidades de onde foram recolhidas, as amostras

(coletadas entre os meses de setembro e outubro de 2009), foran denominadas de

acordo com o descrito na tabela 4-5.

Tabela 4-5: Amostras de chorume utilizadas nos ensaios e as datas de coleta.

Amostra Data da Amostra Data da Amostra Data da

(Aterro (Semi-

sanitario) coleta (Lixao) coleta controlado) coleta

Al1l 24/9/2009 B11 25/9/2009 cC1l1 25/9/2009
Al?2 1/10/2009 B12 1/10/2009 Cc12 28/9/2009
A1l3 8/10/2009 B 13 8/10/2009 cC13 6/10/2009
AlA4 16/10/2009 B 14 16/10/2009 C1l14 13/10/2009
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As amostras de chorume foram estudadas conforme os experimentos descritos
no item 4.2.5.3, por ensaios de bioluminescéncia para deteccdo do mercurio
biodisponivel, por meio das curvas de calibracdo (agua deionizada e adicdo de
padrdao nas amostras de chorume). Determinou-se ainda fatores fisico-quimicos
como pH, demanda bioquimica de oxigénio - DBO e a demanda quimica de oxigénio
- DQO. Todos os parametros foram analisados utilizando-se o software Excel, por

meio da média, variancia e desvio padréao.

4.2.7.2 CURVA DE CALIBRACAO

Ensaios de deteccdo da bioluminescéncia, para diferentes faixas de
concentracdo de mercurio em solucdes aquosas (descrito no 4.2.5.3.3 na tabela 4-
2), assim como, com amostras de chorume diretamente com Hg (llI) adicionado,
foram realizados para estudo da sensibilidade de medicdo, alcance de limites
maximos e minimos de concentracdo e linearidade das curvas de calibracdo. A
obtencado da curva de calibracdo para o sistema proposto é essencial, pois permitira
correlacionar o sinal bioluminescente lido com a concentracdo de mercurio presente

nas amostras.

4.2.7.2.1 CURVA DE CALIBRACAO DE MERCURIO EM SOLUCOES AQUOSAS

Apds obter a suspensdo celular concentrada descrita anteriormente (item
4.2.5.3.1), a mesma foi mantida em gelo a fim de reduzir a atividade microbiana.
Para os ensaios luminescentes, conforme descrito no item 4.2.5.3, utilizou-se

placas brancas opacas, sendo possivel a realizacdo de desenhos experimentais, de
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acordo com a ordem de leitura do aparelho. A adicdo de 10uL das amostras de
mercurio em soluc¢des aquosas utilizando agua deionizada (concentracdes definidas
como mostra tabela 4-2, para construcdo da curva de calibracdo) foi feita
diretamente nos pocos das microplacas, de acordo com o desenho experimental
previamente estabelecido (baseado na ordem de leitura), antes das aliquotas das
amostras celulares (50 pL).

ApOs serem adicionadas as solucdes, as placas foram incubadas a
temperatura ambiente no interior da camara do lumindmetro pelo melhor tempo
definido apds planejamento experimental (45 minutos).

Em seguida, o processo de medicdo se iniciou com o aparelho dispensando
100uL de substrato da luciferase em cada poco da placa, monitorando cada poco
por 12 segundos. O volume total utilizado em cada poco foi de 160uL. Todas as
condicbes foram feitas em triplicata, os resultados da curva de calibracdo sao

apresentados em somatério de luz emitida (URL) em cada condicédo testada.

4.2.7.2.2 CURVA DE CALIBRACAO DE MERCURIO UTILIZANDO AMOSTRAS

REAIS

No presente estudo trabalhou-se com amostras complexas, como o chorume.
Portanto, foi planejada uma curva de adi¢cdo padrao na qual diferentes aliquotas do
padrdo de mercurio foram adicionadas nas préprias amostras reais analisadas,
segundo diferentes faixas de concentracdo de mercurio (descrito no 4.2.5.3.3 na
tabela 4-2). Todas as condi¢des foram feitas em triplicata e os resultados da curva
de calibragdo s&o apresentados em somatorio de luz emitida (URL) em cada

condicao testada.
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4.2.7.3 DETERMINACAO DA DQO, DBO E pH DAS AMOSTRAS REAIS

4.2.7.3.1 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO - DQO

A Demanda Quimica de Oxigénio das amostras de chorume foi determinada
pelo método padréo colorimétrico de refluxo fechado (Hach), com K,Cr,O; em meio
acido, contendo Ag,SO, como catalisador e HgSO, para eliminar a interferéncia de
cloretos presentes na amostra. Primeiramente, as amostras foram centrifugadas a
3000 rpm durante 15 minutos, e entdo diluidas. As amostras foram acrescentados os
reagentes e estas foram digeridas a 150°C, durante 2 horas. Apos resfriamento, a
absorbancia a 600nm era lida em espectrofotdmetro Hach DR 2000. As analises
foram realizadas em triplicata e o branco reacional foi preparado pela adicdo de
agua em substituicdo a amostra. Uma curva padrdo foi preparada previamente
empregando-se biftalato de potassio como substancia padrdo, sendo utilizada para

converter a absorbancia (600nm) das amostras em DQO (APHA, 1992).

4.2.7.3.2 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENIO - DBO

A Demanda Bioquimica de Oxigénio das amostras de chorume foi determinada
através do método da incubacdo (com diluicdo), com medicdo da quantidade de
oxigénio consumida durante a incubagdo. Geralmente a DBO da amostra excede a
quantidade de oxigénio dissolvido disponivel no frasco, sendo necessario diluir a
amostra. Como o crescimento microbiano requer nutrientes (nitrogénio, fésforo,
metais tracos), estes sdo adicionados a agua de diluicdo, que é tamponada para
assegurar que o pH permaneca em faixa adequada aos microrganismos. A agua de

diluicdo utilizada nos testes deve ser de boa qualidade, ndo havendo restrices
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guanto a fonte, desde que esta ndo contenha compostos organicos biodegradaveis e
substancias bioinibitorias.

Algumas amostras ndo contém uma populacdo microbiana suficiente. Neste
caso, a adicdo de uma populacdo de microrganismos (ou semente) se faz
necessaria. Neste estudo usou-se uma semente comercial contendo microrganismos

liofilizados na determinacdo da DBO.

As amostras foram colocadas em frascos especificos para as analises de DBO
completamente selados e mantidos em incubadora a 20° C por 05 dias (Figura 4-4).
O oxigénio foi medido através do Método Analitico Digital (Oximetro DM — 4P
Digimed — Digicrom Analytical 41814), antes e ap0s a incubacdo (descontando o
valor medido para semente comercial) sendo a diferenca da concentracdo de

oxigénio determinada, o valor de DBO (APHA, 2005).

Figura 4-4: llustracdo das amostras incubadas para analises da DBO.
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4.2.7.3.3 DETERMINACAO DE pH

A medida do pH é uma das determinacfes mais importantes e freqientes no
controle do tratamento da agua para abastecimento publico e de efluentes
industriais. O pH das amostras das trés localidades foi medido em um medidor de
pH (Q400MT — QUIMIS). As medidas foram feitas em triplicatas e entao foi feita uma

média destes valores.

O pH representa a concentracéao dos ions hidrogénio (em escala antilogaritima)
e expressa a acidez, (pH < 7,0), ou neutralidade (pH=7) da agua. A presenca de
acidos humicos ou atividade fotossintética intensa, podem contribuir para a elevacéo
ou reducédo do pH. O pH influencia na solubilidade de diversas substancias, na forma

em que estas se apresentam na agua e em sua toxicidade.
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no desenvolvimento do biossensor microbiano proposto

estdo apresentados no decorrer deste capitulo, sendo todos obtidos em triplicata.

5.1 CARACTERIZACAO DA BACTERIA

5.1.1 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

O perfil de crescimento do microrganismo Escherichia coli MC1061 é
apresentado abaixo, na figura 5.1. A partir da curva de crescimento obtida, pode ser
observado que as células entram em fase exponencial apos aproximadamente sete

horas, enquanto que para atingir a fase estacionaria foram necessarias em torno de

onze horas.
1,8
1,6 =
: A

1,4 - =

1,2 4 A
— | |
S A
S 08
_3: | |

0,6 - A

1
0,4 -
y 1
0,2 1 ]
1 1
0 T T
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)
|A meio C| @ meio NO3 |

Figura 5-1: Curva de crescimento para meio M9 Cl e M9 NO3 de E. coli MC1061
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O teste da curva de crescimento foi considerado para a obtencdo da
densidade celular e determinacdo do estado fisioldgico das células utilizadas nos
experimentos posteriores de bioluminescéncia. A curva referente a fase exponencial

esta apresentada a seguir (figura 5-2).
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Figura 5-2: Fase exponencial do crescimento da E. coli MC1061

5.1.2 CORRELACAO ENTRE ABSORBANCIA E PESO SECO

Duas curvas de peso seco foram obtidas (meios M9CI e M9 NO3), a partir das
quais relacionou-se a densidade 6tica com a concentracdo celular apresentadas nas
figuras 5.3 e 5.4 respectivamente. Sendo possivel gerar as seguintes equacdes da
reta: Concentracdo celular [g/L] = (AbSeoonm — 0,0218)/ 1,7673) e Concentracao
celular [g/L] = (Absgoonm — 0,0336)/ 1,7923), correlacionando a leitura da absorbancia
a 600nm com a concentracdo (g/L) da suspenséo celular, para os meios M9Cl e
MONO3 respectivamente.

As equacdes descritas acima foram utilizadas em todos o0s experimentos

posteriores para determinagcdo da concentracao celular, na etapa de otimizagao
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(planejamento experimental) e nos ensaios luminométricos com as curvas de

calibracdo com amostras padrdes e reais.
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Figura 5-3: Correlagéo entre absorbancia e peso seco M9 ClI.
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Figura 5-4: Correlagcéo entre absorbancia e peso seco M9 NOs.
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5.2 PERFIL CINETICO DA RESPOSTA BIOLUMINESCENTE

Ensaios preliminares com microrganismo foram realizados a fim de se
estabelecer os parametros de monitoramento a serem aplicados ao equipamento de
fotodeteccdo, como o tempo de deteccao, utilizado no presente estudo e conhecer o
perfil cinético da resposta bioluminescente do microrganismo E. coli MC1061 (Figura
5-5). Além disso, foi possivel identificar que a interferéncia de “ruido” era minima, ou
seja, 0 ensaio realizado com amostra sem mercurio (branco) ndo apresentou
emissao luminescente sigfinicativa.

No estudo desenvolvido por Barrocas (2004) um perfil preliminar foi iniciado
através do monitoramento do sinal por um periodo longo (25 minutos) para ter
certeza de que toda a luz emitida era integrada. No entanto, os dados obtidos no
presente trabalho demonstraram uma reducéo significativa na emissao de luz depois
de alguns minutos, e 0 monitoramento passou a ser até 1 minuto para obter um perfil

mais detalhado da reacdo e assim otimizar a analise global.
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Figura 5-5: Perfil cinético da resposta bioluminescente do microrganismo E.
coli MC1061 (0,2 g/L do microrganismo) ap0s exposicdo ao mercurio (0,0001
mg/mL)



58

O perfil cinético da resposta bioluminescente foi continuamente monitorado até
alcancar a emissdo maxima de luz na condicéo testada, cada condicdo experimental
foi avaliada em triplicata, sendo apresentado na figura 5.5 a média de cada triplicata.

A condicdo de monitoramento apos a adicdo da luciferina nos pocos foi de 12
segundos, o mesmo definido por Barrocas (2004), apds analises preliminares. No
presente estudo o tempo de 12 de monitoramento foi utilizada em todos os testes de
medida da emissédo da bioluminescéncia apresentados e as curvas cinéticas foram
continuamente monitoradas até alcancarem a emissdo maxima de luz. Neste teste
preliminar foi utilizado o tempo de incubacdo 20 minutos na camara luminomeétrica
até o inicio da monitoracdo pelo equipamento. Foram monitorados 6 pocos, cada um
foi medido 12 vezes, sendo realizadas 72 leituras no total até o fim do experimento,

completando 22 minutos de teste.

5.3 PARAMETROS DE INFLUENCIA NA RESPOSTA BIOLUMINESCENTE

Alguns parémetros que poderiam influenciar a bioluminescéncia foram
selecionados para serem avaliados atravées da ferramenta planejamento
experimental, como: a concentracdo celular (variada utilizando diferentes fatores de
diluicho na amostra de microrganismo original), e tempo de incubac&o na camara

luminométrica (20; 45 e 60 minutos).

5.3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A matriz do delineamento pode ser vista nas tabelas 5-1 e 5-4, com suas

variaveis na forma codificada e com seus respectivos valores reais. Apresentam
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ainda os resultados da variavel resposta em cada meio M9 Cl e M9 NO3 nos tempos

testados.

Tabela 5-1: Planejamento Composto Central em valor codificado e real e suas
respectivas respostas para o meio de M9 C|_20 minutos, M9 Cl_45 minutos e M9
Cl_60 min.

Valores experimentais

Ensaios Escalonados N&o-escalonados
Concentracao Concentracao Hg URL URL URL
celular Hg celular (g/L) (mg/mL) CI _20min CI_ 45 min CI 60 min
1 -1 -1 0,08603 0,00299 11,5026 9,0735 8,0382
2 -1 1 0,08603 0,0171 11,3432 10,8923 9,3604
3 1 -1 0,13458 0,00299 15,4214 27,9189 18,5894
4 1 1 0,13458 0,0171 14,6955 37,2655 23,7528
5 -1,41 0 0,07209 0,01005 10,9826 30,0729 34,9201
6 1,41 0 0,16359 0,01005 12,87 44,3473 58,4838
7 0 -1,41 0,07934 0,0001 8,3184 30,3318 28,5819
8 0 1,41 0,07934 0,02 9,9357 30,7952 31,0912
9 0 0 0,07934 0,01005 10,8125 31,7195 4,1689
10 0 0 0,07934 0,01005 6,9395 33,5628 31,4362
11 0 0 0,07934 0,01005 10,4836 28,202 31,1115

Na condicdo M9 Cl com 20 minutos de incubacgé&o pode-se observar que o
maior valor de emisséo de luz em URL foi 15,4214, no nivel +1 para concentracao
celular e no nivel -1 para concentracdo de mercurio. Pode-se destacar que a
diferenga entre os pontos de maximo e minimo (A= 7,103) se mostrou maior que o
erro puro encontrado, indicando que as variacbes observadas para os diferentes
ensaios neste planejamento foram decorrentes das diferentes condi¢cdes das

variaveis independentes.

Nos ensaios M9 Cl com 45 minutos e 60 minutos foi observado que os maiores
valores obtidos em URL foram 44,3473 e 58,4838, respectivamente, no nivel +1,41
para concentracdo celular e no nivel 0 para concentracdo de mercurio. Destaca-se

ainda a diferencga entre os pontos de maximo e minimo (A=35,2738 e A=50,4456



60

respectivamente). No ensaio com 45 minutos onde foi encontrado o delta maior que
0 erro puro, enquanto que no planejamento M9 ClI com 60 minutos o delta se
apresentou menor que o erro puro (244,9191). A decisédo foi excluir o planejamento
com 60 minutos das andlises subsequentes, por ndo ser possivel afirmar se a
variacdo decorreu das variaveis independentes ou ainda de problemas com o erro
puro.

Na analise experimental do meio M9 CI (usando programa Statistica versao
6.0) no tempo de incubacdo de 20 minutos, o valor ndo se mostrou significativo (p<
0,05). No tempo de 45 minutos, apenas o termo linear da variavel independente,

concentracdo celular, mostrou-se significativa (tabelas 5-2 e 5-3).

Tabela 5-2: ANOVA do meio M9CI com 20 minutos de incubac¢do na camara.

Fator SS dF MS F p

(1) Concentragéo celular (L) 12,35116 1 12,35116 2,678344 0,243364
Concentragéo celular (Q) 21,15952 1 21,15952 4,588434 0,165472
Concentracdo de Hg (L) 0,24567 1 0,24567 0,053273 0,838924
(2)Concentracéo de Hg (Q) 1,62293 1 1,62293 0,351932 0,613173
1L by2L 0,08023 1 0,08023 0,017398 0,907135
Lack of fit 18,63689 3 6,21230 1,347134 0,452869
Erro Puro 9,22298 2 4,61149

Total SS 61,70329 10

Tabela 5-3: ANOVA do meio M9CI com 45 minutos de incubacdo na camara.

Fator SS dF MS F p

(1) Concentracéo celular (L) 534,737 1 534,7374 72,08527 0,013590
Concentracéo celular (Q) 0,089 1 0,0889 0,01199 0,922817
Concentracdo de Hg (L) 17,466 1 17,4663 2,35454  0,264671
(2)Concentracéo de Hg (Q) 67,167 1 67,1666 9,05439  0,094972
1L by2L 14,167 1 14,1669 1,90977 0,301100
Lack of fit 409,612 3 136,5374 18,40592 0,051970
Erro Puro 14,836 2 7,4181

Total SS 1062,870 10

O diagrama de pareto, conforme apresentado na figura 5-6 evidencia de forma
rapida e clara os efeitos padrozinados que sao significativamente importantes.

Quando ultrapassam a linha divisoria, a hipotese nula é rejeitada (p< 0,05).
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Figura 5-6: Diagrama de Pareto — meio M9 CI nos tempos de 20 e 45 minutos na
camara luminométrica.
A matriz do delineamento para o meio MINO3; pode ser vista na tabela 5-4,
com suas variaveis na forma codificada e com seus respectivos valores reais, e
ainda os resultados da variavel resposta nos tempos testados.
Tabela 5-4: Planejamento Composto Central em valor codificado e real e suas

respectivas respostas para o meio de M9 NO3;_20 minutos, M9 NO3;_45 minutos e M9
NO3_60 minutos.

Valores experimentais

Ensaios Escalonados N&o-escalonados
Concentracéo Concentragéo URL URL URL

celular Hg celular (g/L) Hg (mg/ml) NOz; 20min NOjz_45min NO3; 60min
1 -1 -1 0,06473 0,00299 11,6586 18,1855 20,0524
2 -1 1 0,06473 0,0171 74,4607 142,569 207,6073
3 1 -1 0,14791 0,00299 26,9451 16,881 17,2776
4 1 1 0,14791 0,0171 74,2226 70,4758 78,6795
5 -1,41 0 0,06643 0,01005 38,2126 59,5338 46,9837
6 1,41 0 0,19487 0,01005 32,3132 36,9677 90,3306
7 0 -1,41 0,10151 0,0001 10,362 16,7806 33,1695
8 0 1,41 0,10151 0,02 41,4743 179,6632 211,8178
9 0 0 0,10151 0,01005 24,8592 52,2264 15,4428
10 0 0 0,10151 0,01005 25,5763 53,5218 133,5535
11 0 0 0,10151 0,01005 23,4343 47,859 168,5995

No ensaio do meio M9 NO3; com 20 minutos de incubacdo pode ser observado

que o maior valor em URL foi 74,4607, no nivel -1 para concentracdo celular e no
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nivel +1 para concentracdo de mercurio. Na andlise dos efeitos (contrastes) das
variaveis independentes, pode ser observado que o efeito de a contribui
positivamente (15,05), o que significa que o efeito leva a um acréscimo na média da
variavel resposta, quando passa do nivel baixo (-1) para nivel alto (+1), assim como
o efeito da variavel b (110,0796). Pode-se ressaltar ainda que a diferenca entre os

pontos de maximo e minimo (A=64,0987) foi maior que o erro puro encontrado.

Na condicdo M9 NO3; com 45 minutos de incubacao foi observado que o maior
valor em URL foi 179,6632, no nivel O para concentracdo celular e no nivel +1,41
para concentracdo de mercurio. Analisando os efeitos das variaveis independentes,
observa-se o efeito de a contribuindo negativamente (-79,3977) e o efeito da variavel
b positivamente (177,9783). Ressalta-se que a diferenca entre os pontos de maximo
e minimo (A=162,8826), foi maior que o erro puro encontrado, assim como no ensaio
M9 NO3z com 20 minutos, sugerindo que nestes dois ensaios as variagdes
observadas foram decorrentes das diferentes condicdes das variaveis

independentes.

No ensaio M9 NO3 com 60 minutos de incubacdo observa-se que o maior valor
de emissdo de luz foi 211,8178, no nivel O para concentracdo celular e no nivel
+1,41 para concentracdo de mercurio. Neste ensaio o delta (A=194,5402) se
apresentou menor que o0 erro puro (6439,22), assim decidiu-se excluir este
planejamento das analises subsequentes, pelo mesmo motivo que no ensaio MOCI
60 minutos.

Para a analise experimental do meio M9 NOj3; (usando programa Statistica

versdao 6.0) nos tempos de incubacdo de 20 e 45 minutos, os valores se
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apresentaram significativos com excec¢ao do termo linear da concentracéo celular e

do quadrético, no primeiro e no segundo caso, respectivamente (tabela 5-5 e tabela

5-6). Contudo, estes valores sdo marginalmente significativos (0,05 < p < 0,1).
Tabela 5-5: Estimativa dos efeitos, erro puro e significancia dos efeitos,

(p) e t de student; Meio M9 NO3-20 minutos (Confianca de 5% t de
student; p-significancia).

Média 24,62327 0,629494 | 39,11595 | 0,000653
(1) Concentragéo celular (L) 1,67635 0,770970 | 2,17434 | 0,161714
Concentracdo celular (Q) 18,75525 0,917638 | 20,43861 | 0,002385
Concentragdo de Hg (L) 38,51976 0,770970 | 49,96272 | 0,000400
(2) Concentragéo de Hg (Q) 9,41050 0,917638 | 10,25513 | 0,009375
1Lby2L -7,76230 1,090316 | -7,11931 | 0,019165

Tabela 5-6: Estimativa dos efeitos, erro puro e significancia dos efeitos,
(p) e t de student; Meio M9 NO3-45 minutos (Confianca de 5% t de
student; p-significancia)

Média 51,2024 1,713015 29,8902 0,001117
(1) Concentracao celular (L) -26,3277 2,098006 | -12,5489 0,006290
Concentracéo celular (Q) -8,5559 2,497127 -3,4263 0,075644
Concentragao de Hg (L) 102,0823 2,098006 48,6568 0,000422
(2) Concentracao de Hg (Q) 41,4153 2,497127 16,5852 0,003616
1Lby2L -35,3944 2,967028 | -11,9292 0,006954

Analisando o meio M9 NOs, verificou-se que os efeitos estipulados nas tabelas
5-5 e 5-6 sdo estatisticamente significativos, visto os valores de (p) e t de student
para o experimento. O fator de maior significancia para o modelo foi a concentragéao
de mercurio (termo linear) nos dois tempos: 20 e 45 minutos. Na andlise da
interacdo dos termos lineares percebe-se que a medida que esses valores
aumentam, a variavel resposta (emissdo de luz obtida em URL) diminui, ou seja,

estes fatores contribuirdo negativamente para a resposta (Y) do modelo.
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As tabelas 5-7 e 5-8 apresentam os valores dos coeficientes de determinacao
(R?). O R? é uma medida da quantidade de reducao na variabilidade de y, obtida pelo
uso dos regressores Xi, Xo .., X . Entretanto, um valor de R? ndo implica
necessariamente que o modelo de regressao € bom. A adicdo de uma variavel ao
modelo sempre aumentard o R? independente da variavel adicional ser ou n&do
estatisticamente significativa. Assim, modelos que tenham valores grandes de R?
podem resultar em “previsdes pobres” de novas observacdes ou estimativas da
resposta média (Montgomery & Runger, 2003; Calado & Montgomery, 2003). Por
estas razoes, o R adj. (valor de R ajustado) € que tem de ser avaliado na validagcédo

do modelo.

Tabela 5-7: ANOVA NO; com 20 minutos de incubacgéo R?*=0,75654; R ajustado=0,51309.

(1) Concentragéo celular (L) 5,620 1 5,620 4,728 |0,161714
Concentracdo celular (Q) 496,601 1 496,601 | 417,737 |0,002385
Concentracgéo de Hg (L) 2967,544 1 2967,544 | 2496,274 | 0,000400
(2)Concentracio de Hg (Q) 125,022 1 125,022 | 105,168 |0,009375
1Lby2L 60,253 1 60,253 50,685 |0,019165
Lack of fit 1141,124 3 380,375 | 319,968 |0,003117
Erro Puro 2,378 2 1,189

Total SS 4696,957 10

Tabela 5-8: ANOVA NO; com 45 minutos de incubacdo R?=0,96982; R ajustado=0,93963.

(1) Concentrac&o celular (L) 1386,30 1 1386,30 | 157,476 |0,006290
Concentracéo celular (Q) 103,35 1 103,35 | 11,740 |0,075644
Concentracéo de Hg (L) 20841,58 1 20841,58 | 2367,485 | 0,000422
(2)Concentracéo de Hg (Q) 2421,49 1 2421,49 | 275,068 |0,003616
1L by2L 1252,76 1 1252,76 | 142,306 |0,006954
Lack of fit 809,24 3 269,75 | 30,642 |0,031770
Erro Puro 17,61 2 8,80

Total SS 27393,55 10

O coeficiente de determinacéo (R?) ajustado para o meio de NO3 20 minutos foi

de 51,30% enquanto no tempo de 45 minutos este foi 93,96% (tabelas 5-7 e 5-8). E
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importante perceber que o tempo de incubacdo (20 minutos) pode néo ter sido

suficiente na producdo de luciferase, ndo refletindo completamente os niveis

intracelulares de Hg (II).

Por esta razdo, o meio M9 NO3 no tempo de 45 minutos de incubacdo na

camara luminométrica se ajusta melhor ao modelo matematico. O diagrama de

pareto para os tempos de 20 e 45 minutos de incubacdo podem ser observados na

figura 5-7.

(2)concentragdo de mercdrio (L)

concentragdo de mercdrio  (Q)

concentragéo celular  (Q) 1 10,25513
i

'
1lby2L i [-7.11931
'

(1)concentragéo celular (L) 2,174335

20,43861

49,9¢

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

@FOL)

FQ

WFL)

1Lby2L

FQ

Figura 5-7: Diagramas de Pareto do meio

incubacéo.

48,65681

16,58516

-12,5489

11,9292

-3,4263

.
p=,05
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MONOz com 20 e 45

minutos de

Avaliando os valores do teste F, sabe-se que quanto maior o valor de F maior é

a significancia do fator, devendo assim ser considerados significativos os termos que

apresentem um valor do teste F maior do que o F tabelado. A tabela 5-9 de analise

de variancia (ANOVA) mostra a validade do modelo pelo teste F e o residuo que

mostra a magnitude do erro experimental. O F-tabelado foi menor que o F calculado,

validando o modelo experimental (tabela 5-9).
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Tabela 5-9: Andlise de variancia para o desenvolvimento experimental (Limite de

confiania de 95%i.

Regresséo 184,49 5 36,8982 | 32,1301 1,95 0,00083
Residuos 5,74 5 1,1484

Falta de ajuste 5,6197 3

Erro puro 0,1223 2

TOTAL 190,233 10

5.3.2 ANALISE DOS RESIDUOS NO TEMPO DE 45 MINUTOS PARA O MEIO M9
NO;

Ainda, para a verificagdo da adequacdo do modelo, foi feito o teste da
normalidade dos residuos (figura 5.8). Este é um teste exato de hipoteses de

nenhuma diferenca nas médias dos tratamentos.

5.3.2.1 TESTE DA NORMALIDADE:

3,0

Valor Normal Experado

-3,0 . s s : : : . :
25 20 15 10 5 0 5 10 15 20

Residuos

Figura 5-8: Grafico da probabilidade normal dos residuos.

Pode-se concluir que é valida a normalidade dos residuos pela proximidade

dos pontos experimentais da linha continua. Diante do exposto, o modelo para
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descrever o efeito da atividade de resposta, URL, no meio de M9 NO3 — 45 minutos

€ representado abaixo através da equacéo (1):
Y = 51,20 — 13,16 X3-4,27 X1? +51,04 X5 +20,70 Xo% - 17,69 X1 X5 (1)

Sendo X1-Concentragdo celular - termo linear; Xf-Concentragéo celular - termo quadréatico; X,-
Concentracao de Hg (mercurio) — termo linear; Xf-Concentragéo de Hg (mercdurio) - termo quadratico;

X1 X, — Interacdo entre os termos lineares da concentragéo celular e de Hg.

Pode ser observado nas figuras 5-9 e 5-10 que quanto mais proximo da regido
vermelha, maior o valor da emissao de luz em URL. Logo no meio M9 NO3; com 45
minutos de incubacdo, a resposta é mais significativa conforme se tem uma
diminuicdo da diluicdo da concentragéao celular, mostrando, por consequéncia, uma
maior quantidade de mercurio no interior da célula (teste 5 do planejamento

experimental).

N

Bl 300
250
[ 200
[]150
[ 100
Il 50
o

Figura 5-9: Gréfico de superficie de resposta do meio M9 NO3; com 45 minutos de
incubacéo
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Figura 5-10: Gréfico de contorno do meio de M9 NO3; com 45 minutos de incubacéo

Ao se realizar uma comparacdo da estimativa de efeitos e o ANOVA entre os
meios M9Cl e MONO3; pode ser observado que o ultimo foi bem mais significativo.
Barrocas (2004) através de experimentos de especiagdo demonstrou que o M9CI
pode ter a especiacdo do mercurio afetada. Em virtude disso, se fez necessario a
comparacdo dos meios M9Cl e MONO3, uma vez que 0 meio com nitrato possui a
mesma forga ibnica, além das outras caracteristicas das substéncias quimicas do
MOCI. Deve ser ressaltado que o mais importante € manter um meio que atenda as
exigéncias nutricionais do biossensor em questéao.

Farrell et al. (1990) fez a mesma substituicAo na composi¢cdo do meio de
cultura para estudar os efeitos sobre especiacdo do Hg (Il) e biotoxicidade. Por
também acreditar que o meio com cloreto afeta na especiacdo do mercurio, o autor

estudou a sua influéncia sobre a biodisponibilidade de Hg (Il) e as formas
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alternativas para os meios de cultura, como M9NOg, utilizando sais de nitrato para

substituir sais de cloreto analogos.

Dos meios de cultura avaliados, o0 M9 NO; foi o0 estatisticamente significativo
nos tempos: 20 e 45 minutos. Com base nos resultados do planejamento e na
experiéncia laboratorial pode-se dizer que 0 meio mais estatisticamente significativo
para dar prosseguimento aos experimentos com biossensor bacteriano
bioluminescente, Escherichia coli MC1061, utilizando as melhores condi¢cbes de
crescimento encontradas, e o melhor tempo de incubacédo na camara luminométrica
foi 0 meio M9 NO3; e com 45 minutos de incubacdo. Diferentemente do tempo
encontrado por Barrocas (2004), que foi o de 60 minutos de incubac&o. No presente
estudo foram encontrados valores para erro puro bem maiores que os valores delta
nos planejamentos com tempo de 60 minutos e por ndo se poder afirmar se a
variacdo observada decorreu das variaveis independentes ou ainda de problemas

com o erro puro, os ensaios foram excluidos.

5.4 AMOSTRAS REAIS

Apés andlises dos resultados do planejamento de experimentos, 0s ensaios
luminométricos com as amostras reais foram conduzidos utilizando a concentracédo
celular apontada pelo planejamento (item 5.3): a melhor concentracdo celular de
0,06g/L, um fator de diluicdo 1:33,3, e o melhor tempo de incubacdo na camara

luminométrica com o meio M9 NO3 de 45 minutos.
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5.4.1 CURVA DE CALIBRACAO

Ensaios de deteccdo da bioluminescéncia, conforme descrito no item 4.2.5.3,
para diferentes faixas de concentracdo de mercurio foram realizados para estudo da
sensibilidade da medicdo, alcance dos limites maximo e minimo de concentracao e

linearidade das curvas de calibracéo.

A sensibilidade € um parametro muito importante na validacdo do método.
Alguns requisitos sdo necessarios, como por exemplo, obtencédo de baixos niveis de
resposta do biossensor para o0 que € considerado como branco reacional (amostra
onde o mercurio ndo foi adicionado as solucdes sintéticas). Esta resposta residual
pode ser proveniente de niveis traco de mercurio (lI) nos reagentes ou nos meios
utilizados nos ensaios. Portanto, cabe ressaltar que os valores das leituras dos
brancos iniciais foram descontados dos valores finais em todos 0s ensaios
realizados neste estudo (o valor maximo encontrado em URL como branco foi

0,0006).

Outro aspecto relevante na caracterizacdo dos ensaios bioluminescentes é a
repetibilidade, que inclui a variabilidade dentro de um experimento. (Durand et al.,

2003).

Neste caso inclui-se a precisao de medi¢do do equipamento, luminémetro, e a
preparacdo da amostra incluindo a reprodutibilidade de manipulagéo (por exemplo,
pipetagem de solugdes e in6culo usados nas andlises do biossensor, centrifugagéao

e decantagdo de amostras, etc.).
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A precisao no experimento foi avaliada pela variabilidade de amostras idénticas
analisadas repetidamente, tendo as triplicatas suas variancias calculadas. Tal
variancia € definida como uma medida da dispersdo dos valores de uma amostra em
relacdo a sua meédia. Para uma medida mais significativa da dispersédo dos dados foi
utilizada a medida do desvio padréo e o coeficiente de variacao (calculado dividindo

o desvio padréo pela média).

5.4.1.1 CURVA DE CALIBRACAO DO MERCURIO EM SOLUCOES AQUOSAS

Inicialmente, tentou-se estabelecer uma curva padréao de calibracéo a partir da
exposicdo do microrganismo Escherichia coli MC1061 as solugbes aquosas
contendo mercurio nas seguintes concentragdes finais (mg/L): 1x 10 1x 107; 1x 10°
6. 2x 107° 4x 10° 6x 10° 8x 10° 10x 10° (tabela 4-2). Entretanto, ap6s 0s
primeiros ensaios para determinacdo da curva de calibragdo, a faixa selecionada

onde se obteve uma regido linear nos dados foi 1,00E-7 a 4,00E-6 mg/L (figura 5-

11).
0.7 y = 70778x + 0,3431
0,65 R2=10,9228
—~ 06 - y=71343x + 0,3497
= R2=0,9257
S 0551 A y = 70550x + 0,3438
g 05 R2=10,9295
§ 0,45 -
@ 04
E 0,35 -
3 0,3 1‘ Acurva calibragéo 1
g 0257 ' ' ' ' B Curva de calibracéo 2
H 0,00E+00 1,00E-06 2,00E-06 3,00E-06 4,00E-06 5,00E-06 ) }
= ®Curva de calibracdo 3
T}
N Concentragao de mercurio (mg/L)

Figura 5-11: Grafico da curva de calibragdo de amostras de solu¢gdes de mercurio
em diferentes concentracdes preparadas em agua deionizada.
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Nos ensaios para elaboracéo da curva de calibracdo com agua deionizada trés
experimentos independentes foram realizados em triplicata, e seus desvios foram
calculados e um valor médio de URL obtido, em emissédo luminescente, para cada
concentracdo de mercurio na curva em questdo (tabela 5-10). Os valores
encontrados para os desvios padrfes indicaram que o teste foi realizado com boa
repetibilidade. E isso ocorre mesmo encontrando valores maiores de coeficiente de

variacdo (1,35 e 3,60) na faixa de 1x10” a 1x10°mg/L de mercurio, respectivamente.

Tabela 5-10: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de calibracdo com
solucdes de mercurio de diferentes concentracdes; CV= coeficiente de variacao.

Concentragdo de mercurio (mg/L) Média Desvio Padrao CV (%)
1,00 x10” 0,325 0,0044 1,352
1,00 x10° 0,423 0,0153 3,608
2,00 x10° 0,531 0,0011 0,212
4,00 x10° 0,606 0,0054 0,886

A equacdo da reta obtida dos valores médios de emissdo de luminescéncia
para curva de calibracdo de mercurio em solu¢cdes aquosas € descrita como: y =

70890x + 0,3456 e 0 R? = 0,9288 (figura 5-11),

Entretanto, sabe-se que as medi¢cbes quantitativas em amostras de campo sao
muito mais complexas que a analise de solugdes sintéticas preparadas em

laboratério, onde as condi¢cfes sao controladas.

Além disso, o ciclo biogeoquimico natural do mercurio € bem complicado
devido as suas caracteristicas quimicas (ou seja, de alta reatividade, interconversao
de espécies quimicas diferentes, etc.) Assim, o mercurio pode estar presente em

amostras naturais como varias espécies quimicas diferentes, geralmente em
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concentracfes muito baixas. Deve ser ressaltado que o microrganismo em questao
s6 detecta a fragcdo de mercurio biodisponivel, possivelmente uma pequena parte de

todas as espécies de mercurio presentes.

Nas analises do conteudo de mercurio biodisponivel nas amostras reais de
chorume, uma amostra complexa, foram levados em consideracdo 0s possiveis
efeitos de matriz que estas amostras ambientais poderiam causar, principalmente
em funcdo dos ligantes naturais presentes. Desta forma foram feitas curvas de
adicdo padrdo para cada chorume, com o intuito de obter uma curva de calibracéo
gue pudesse ser melhor comparavel ao sistema. Os resultados em URL dos
ensaios luminométricos das curvas de adicdo padrdo podem ser visualizados na
tabela 5-11. Cabe ressaltar também que os desvios padrdo obtidos nas analises das
triplicatas foram pequenos, na faixa de 0,001 a 0,003, indicando boa repetibilidade

dos testes.

Tabela 5-11: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adicdo padréo.

chorume A URL chorume B URL chorume C URL
amostra 0,2282 amostra 0,3335 amostra 0,3041
amostra + 10~ 0,2497 |amostra + 10" 0,5873 |amostra 107 0,3552

amostra + 1*10° | 0,2659 |amostra + 1*10° | 0,6013 |amostra + 1*10° | 0,3572
amostra + 2*10° | 0,2847 |amostra + 2*10° | 0,6568 |amostra + 2*10° | 10,3607
amostra + 4*10° | 0,3249 |amostra + 4*10° | 0,6857 |amostra + 4*10° | 0,3691

Na figura 5-12 podemos visualizar as curvas de adicdo padrdao (e suas
respectivas equacdes da reta) e comparar com a curva de calibracdo obtida com

valores médios de URL, provenientes da tabela 5-10.
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y = 70844x + 0,3455
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Figura 5-12: Grafico da curva de calibracéo e curvas de adicdo padrdo para
mercurio em diferentes concentracdes.

5.4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MERCURIO BIODISPONIVEL

A partir da figura 5-12, pode-se perceber como as curvas de adi¢cdo padrao
foram importantes para as analises de quantificacdo do mercurio biodisponivel nas
amostras. Ao se utilizar apenas a curva de calibracdo elaborada com &agua
deionizada obtém valores de URL maiores. Pode se observado que o valor do
coeficiente angular desta curva foi 70890, visto na figura 5-12 (uma vez que né&o
existe nenhum agente complexante na &gua para atenuar a emissdo da
luminescéncia, todo mercurio biodisponivel € enxergado pelo microrganismo), o
mesmo ndo € observado nas curvas de adi¢do padrdo, realizadas diretamente com
as amostras de chorume. Onde pode ser observado o efeito de matriz, devido aos
agentes organicos (possiveis ligantes presentes nos chorumes que complexam o

mercurio biodisponivel).
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Analisando as curvas de adicao padréo, figura 5-12, pode-se perceber que a
curva da amostra B, o lixdo, apresentou a maior inclinacdo da reta (26610) quando
comparada as outras curvas de adicdo padréo, indicando ser a amostra que
apresenta menor efeito de matriz, inferindo que as amostras desta localidade
possuem menos agentes complexantes. Enquanto na amostra de chorume C, o
aterro semi-controlado, percebeu-se a menor inclinacao da reta (3641,4) quase néo
ha inclinacéo, sustentando a idéia de que esta amostra possui 0 maior efeito de
matriz. A amostra de chorume A, aterro controlado foi intermediaria entre as outras
duas curvas de adicdo padrdo, esta curva ainda apresentou melhor valor de
R? (0,9994) e menor valor de residuo na equacéo da reta (0,247), significando que
os valores experimentais foram mais precisos no teste com amostra A.

Entretanto pode-se ver que todas as curvas de adicdo padrdo apresentaram
um R?>0,9 e, partindo destes resultados, foram consideradas as equacdes da reta
das curvas ao realizarmos os célculos de determinacdo de mercurio das respectivas

amostras de chorume. As equacdes estdo resumidas na tabela 5-12.

Tabela 5-12:Equacdes das curvas de calibracdo e adicdo padréo obtidas.

Curva de Calibracao (agua deionizada) y = 70890x + 0,3456
Curva de adi¢do padrdo chorume A y = 19345x + 0,247

Curva de adi¢do padrédo chorume B y = 26610x + 0,5855
Curva de adi¢do padrdo chorume C y = 3641,4x + 0,3541

Com base nas curvas de adicdo padrdo podemos calcular a concentragao de
mercurio biodisponivel nas amostras das trés localidades, utilizando as equacdes da

reta e os valores de emissao de luminescéncia encontrados para cada localidade.
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Para cada local amostrado foram realizados ensaios em triplicata e calculadas
a média, desvio padrao e variancia dos valores de luminescéncia (URL) do aterro

sanitario, lixado e aterro semi-controlado, que podem ser visualizados na tabela 5-13.

Com os resultados das analises do aterro sanitario pode-se considerar que
entre as triplicatas os desvios encontrados foram baixos (tabela 5-13), mesmo com a
amostra A_1 4 apresentando um desvio maior que as outras amostras (0,02369). O
mesmo ocorre quando € observado o coeficiente de variacdo (9,72% em torno do
valor da média), indicando baixa dispersao, valores homogéneos. Entretanto, tais
resultados podem ser considerados com boa repetibilidade entre as réplicas. A
variancia entre as semanas coletadas foi calculada e observou-se um valor de
variancia igual a 0,00163, ou seja, ha diferenca entre as semanas amostradas,

mesmo ndo sendo um valor alto.

Nos resultados das andlises do lixdo pode-se considerar, assim como a
amostra de aterro sanitario, que entre as triplicatas dos ensaios ndo obteve-se
desvios altos (tabela 5-13), mesmo com a amostra B_1 3 apresentando um desvio
maior que as outras amostras (0,11512) e também uma variancia maior (0,01325). A
amostra B_1 4 apresentou coeficiente de variagdo maior que as outras semanas
(7,15%, em torno do valor da média), indicando baixa dispersdo, valores
homogéneos. Os resultados foram considerados com boa repetibilidade por serem
baixos. Ao calcular a variancia entre as semanas coletadas, observou-se um valor

de variancia alto (0,38580), havendo uma diferenca entre as semanas amostradas.

Com os resultados das anélises do aterro semi-controlado (tabela 5-13) pode-

se considerar os desvios entre as triplicatas baixo. A amostra C_1_4 apresentou um



77

desvio maior que as outras amostras (0,12949), e coeficiente de variacdo alto
(36,47% em torno da média), indicando alta disperséo, valores heterogéneos para
C_1 4. Os resultados foram considerados com boa repetibilidade nas réplicas das
amostras C_1 1, C 1 2 e C_1 3, por serem baixos. Ao analisar a variancia entre
as semanas coletadas obteve-se um valor baixo, igual a 0,00246, ou seja, ha

diferenca entre as semanas amostradas, mesmo nao sendo um valor alto.

Tabela 5-13: Resultados dos ensaios luminométricos, valores de URL médio, desvio
padréo, variancia e coeficiente de variacao entre as réplicas.
Amostras do aterro sanitario

A1l1l Al?2 Al3 AlA4
Média 0,315025 0,2452 0,31405 0,24385
Desvio padréao 0,01304 0,01283 0,01164 0,02369
Variancia 0,00017 0,000165 0,000136 0,000561
CV (%) 4,14 5,23 3,71 9,72
Amostras do lix&o
B 11 B 12 B 13 B 14
Média 1,526825 0,556125 1,93475 0,885675
Desvio padrdo | 0,0286218 | 0,0386107 0,11512 0,063292
Variancia 0,0008192 | 0,0014908 | 0,0132524 | 0,0040059
CV (%) 1,87 6,94 5,95 7,15
Amostras do aterro semi-controlado
C1l1 cC1l2 CcC13 C1l4
Média 0,44155 0,37035 0,324325 0,35505
Desvio padrédo | 0,0067194 | 0,0438492 | 0,0169108 0,12949
Variancia 4,52E-05 0,0019228 0,000286 0,0167673
CV (%) 1,52 11,84 5,21 36,47

As concentracdes de mercurio biodisponivel calculadas a partir das equacdes
da reta das curvas de adigcdo padrdo, do aterro sanitario, lixdo e aterro semi-

controlado sdo encontradas nas tabelas 5-14.
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Tabela 5-14:Concentracdes de mercurio biodisponivel nos locais amostrados.

URL médio Concentracao de mercurio biodisponivel (mg/L)
A1l1l 0,315025 172,29 x10”'
A1l?2 0,2452 12,624 x10°”
A 13 0,31405 170,66 x10”’
A1l4 0,24385 9,5257 x10°”
URL médio Concentracdo de mercurio biodisponivel (mg/L)
B 11 1,526825 1768,74 x10°'
B_12 0,556125 551,95 x10™
B 13 1,93475 2535,23 x10”’
B_14 0,885675 5640,27 x10”
URL médio Concentracdo de mercurio biodisponivel (mg/L)
c11 0,44155 120077 x10™
cC12 0,37035 2231,28 x10”’
cC13 0,324325 4088,4 x10”
C14 0,35505 130,44 x10°’

A figura 5-13 ilustra as trés localidades e as concentracdes de mercurio ao

longo das semanas amostradas, sendo uma forma mais rapida e clara de visualizar

o comportamento do mercurio nas diferentes localidades.

Pode ser observado que dentre as localidades amostradas no estudo, a

localidade B, lixao, foi a que apresentou valores maiores de mercurio biodisponivel,
sendo a amostra B_1 4 com maior valor 5640,27 x10" mg/L. Observa-se ainda
valores de URL mais altos que a localidade A e C.

O aterro sanitario mostrou valores bem menores e a amostra C, aterro semi-
controlado, com valores médios, sendo que a C_1 3 apresentou valor alto 4088,4

x10"" mg/L na terceira semana amostrada, bem préxima da amostra B_1_4.

Uma série de questdes pode ser levantada para tratar dos valores encontrados
para estas localidades (todos os valores ficaram abaixo dos valores permitidos pela
Resolucdo CONAMA n° 357). Os locais amostrados podem apresentar em sua

matriz agentes complexantes, sendo assim o microrganismo nao estaria enxergando
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todo o mercurio biodisponivel (amostra C apresentou maior efeito de matriz dentre
as trés curvas de adicado padrdo). Pode ser ainda que estes locais ndo recebam
residuos potencialmente toxicos (como metais pesados, por exemplo), ou séo locais
gue se utilizam da separacao dos residuos possivelmente toxicos (o que deveria ser

feito a0 menos nos aterros sanitarios).

A partir destes resultados e das determinacbes de DQO, DBO e pH das
amostras sera possivel obter conclusbes a respeito dos valores de mercurio

encontrados.
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Figura 5-13: Concentracdo de mercurio biodisponivel (mg/L) no aterro sanitario (A),
lixdo (B) e aterro semi-controlado (C).



80

5.4.3 COMPLEMENTACAO DAS ANALISES - DQO, DBO e pH

A biodisponibilidade, dinamica e toxicidade do mercurio pode ser afetada por
alguns fatores como oxigénio dissolvido, potencial redox, pH e temperatura (Forstner
et al., 1993).

Sabe-se que a composi¢do quimica do chorume varia de acordo com a idade
do aterro, e dos eventos que ocorreram antes da amostragem. Em termos gerais 0s
processos de bioquimicos que ocorrem podem ser aerébios e anaerébios.

A cobertura diaria promove processos biolégicos aerdbios, que possuem
duracdo de um dia a varias semanas, até que seja consumido todo o oxigénio que a
carga contenha. ApOGs esta fase, da-se inicio a degradacdo anaerdbia. Assim se o
chorume for coletado na fase &cida, quando o aterro € jovem e ndo atingiu a fase
estavel de fermentacdo anaerdbia tem como caracteristicas pH baixo (deve-se a
oxidacdo de carboidratos e gorduras e formacao de acidos organicos) e DQO e DBO
em altas concentracdes (Arruda, 1995; Clareto, 1997; Held, 1996). O pH do chorume
esta diretamente relacionado a matéria organica presente no solo do aterro, e o pH
tende a ser acido (por causa da formacéo de &acidos organicos por biodegradacao)
na presenca de alto teor de matéria organica (Maia, 2004).

Tais determinacdes foram realizadas com intuito de complementar os
resultados obtidos com mercurio. No entanto, ndo foi possivel a realizacdo destes
testes complementares com todas as amostras, devido a problemas com
armazenamento durante a semana em que nao houve fornecimento de energia
elétrica adequada. Entretanto, nas amostras em que se realizou os testes foi

possivel observar algumas caracteristicas das localidades acerca do pH e da
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demanda quimica de oxigénio (DQO) e da demanda bioquimica de oxigénio (DBO)

(tabela 5-15).

Tabela 5-15: Resultados dos testes de DQO, pH e DBO nas amostras reais
obtidas das trés localidades.

Amostra DQO Desvio Amostra DQO Desvio Amostra DQO Desvio
(Aterro (Semi-

sanitario) meédia Padrdo (Lixdo) média Padrdo controlado) média Padréo
Al1 - - B11 - - c11 - -
Al2 2075 125 B12 1225 9014 C.12 1133 52,04
A1l3 2025 18028 B.13 300 0 C 13 4058 128,29
Al4 1541 12332 B14 737 1768 C14 2350 50
Amostra pH Desvio Amostra pH Desvio Amostra pH Desvio
(Aterro (Semi-

sanitario) média Padrdo (Lixdo) média Padrdo controlado) média Padréo
Al1l 7 01762 B.1.1 7 00289 C.11 7 01762
Al2 7 03153 B12 7 05221 C.1.2 70,4637
A_13 7 05583 B 13 7 04842 C 1.3 70,4597
Al 4 7 034 B14 7 02593 C 14 70,3932
Amostra DBO Desvio Amostra DBO Desvio Amostra DBO Desvio
(Aterro (Semi-

sanitario) meédia Padrdo (Lixdo) média Padrdo controlado) média Padréo
Al1 - - B11 - - c11 - -
Al2 979 1756 B._1 2 861 95 C12 1037 87,8
A13 367 5968 B_13 344 6,928 C13 415 19,01
Al 4 441 3535 B 14 410 9,018 C 14 426 9,165

7

Segundo Segato & Silva (2000) a DQO do chorume é uma caracteristica

importante, pois através desta pode-se identificar a idade de um aterro, uma vez que

o chorume possui elevada concentracdo de DQO quando é jovem. E ao analisarmos

os valores de DQO encontrados neste estudo comparar com valores encontrados na

literatura (chorume “novo” DQO na faixa de 21.000-78.000 mg/L) (Segato & Silva,

2000), chegou-se a concluséo que as amostras das trés localidades testadas foram

provenientes de aterros antigos. A mesma analise pode ser feita para os valores de

pH obtidos, onde todos os valores estdo proximos da neutralidade (pH na faixa de

7,0a7)5).
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A partir destes dados pode ser inferido que as amostras sdo oriundas de um
chorume que ja passou pela fase acida, onde as concentracfes da DQO seriam
altas e o pH acido. Esta fase € caracterizada pela acédo de bactérias metanogénicas
e é a fase mais ativa biologicamente, onde é possivel estabelecer um equilibrio
dindmico entre a populacdo de bactérias acetogénicas e metanogénicas. Nesta fase,
ocorre também a producdo em grande quantidade de sulfetos, pela reducdo das
mais diversas formas de enxofre, causando a precipitacdo de cations inorganicos,
principalmente os metais pesados (Pacheco Jr., 2004; Ezakl & Hypolito, 2006). Este
altimo fato poderia também explicar os valores encontrados para concentracdo de
mercurio no presente estudo, uma vez que o mercurio tende a formar compostos
insollveis quando associado a sulfetos (Badarudeen et al.,1996; Harbison, 1986).

O Hg (Il) pode se complexar com diferentes ligantes, dependendo das
condi¢cBes fisico-quimicas, sendo capaz de se associar com sulfetos, matéria

organica e oxidos e hidréxidos de ferro, aluminio e manganés (Morel et al.,1998).

Considerando-se a afinidade que o mercario possui com a matéria organica, a
DBO e a DQO sédo analises que permitem avaliar a interferéncia destes suportes

geoquimicos na fracdo do mercurio biodisponivel.

Observa-se na literatura que a determinacdo de DBO é fundamental para
tomada de decisdo de qual tratamento € mais adequado para o chorume antes de
ser descartado dentro dos limites da legislacdo vigente. Os valores de DBO
encontrados para as localidades com chorume de aterro novo estdo na faixa
del15.000 — 50.000 mg/L (Segato & Silva, 2000). Desta forma, pode-se dizer que os

valores encontrados no presente estudo sdo relativamente baixos, podendo inferir
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que a influéncia da matéria organica ndo foi muito acentuada, mesmo sendo
observado um efeito de matriz na amostra de chorume C.

Entretanto para confirmar todas estas questbes, outras analises seriam
necessarias. Que viessem a considerar mais aspectos, como a possibilidade do
retorno do mercurio para a atmosfera; que abordasse a ligacdo do metal com
agentes organicos ou inorganicos, tratasse dos fatores como: tipo do solo do aterro -
dependendo do solo pode se ligar a superficie da particula do sedimento
(Badarudeen et al.,1996; Harbison, 1986), e ainda os climatolégicos, como chuva,
(para avaliacdo do liquido percolado). Isso porque os metais pesados podem ser
carreados para meio do chorume. O chorume mistura-se com a agua da chuva e
outros liquidos, originalmente existentes no lixo, infiltrando-se no solo e podendo

alcancar o lencol freatico (Chen et al., 2004).

Ao observar a figura 5-13 pode se perceber que dentro de uma mesma
localidade, ha concentracdes de mercurio bem menores que as outras. Na
localidade A, por exemplo, as amostras da segunda e quarta semana apresentam
valores bem menores quando comparados com as outras duas semanas. Na

localidade B pode ser percebido a mesma coisa, na segunda semana amostrada.

Nas duas localidades a segunda amostragem foi realizada no mesmo dia.
Sendo assim, poderia se atribuir a fatores como a chuva, que poderia ter
influenciado na quantidade de mercurio na amostra, uma vez que o metal pode ter
sido carreado através da chuva. No entanto, ndo se pode afirmar que isto ocorreu
por ndo haverem dados pluviométricos das regides amostradas. Na localidade C
percebe-se um valor de concentragdo menor na quarta semana amostrada, tal
coleta foi realizada em uma data proxima da amostragem das outras duas

localidades.
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O monitoramento dos niveis de metais no chorume constitui um importante
instrumento de gestdo ambiental. Visando a manutencdo ou a melhoria da qualidade
de vida da populacédo. A falta de controle e tratamento do chorume gerado em
sistemas de disposicao de residuos sélidos promove a contaminacdo do solo, do ar
e das aguas superficiais e subterraneas, além de propiciar a proliferacdo de vetores

de doencas, em detrimento da qualidade do meio ambiente e da saude publica.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

v

v

v

A partir dos dados obtidos neste trabalho pode se concluir que:

A bioluminescéncia produzida por Escherichia coli MC1061 tem sido descrita
como uma técnica analitica sensivel com potencial de aplicacdo para
deteccdo de mercurio biodisponivel o que € comprovado nos resultados

obtidos nesse trabalho.

A concentracdo celular influenciou na resposta bioluminescente da cepa
MC1061 durante os testes do planejamento experimental, estabelecendo-se o
fator de diluicdo 1:33,3 como ideal para detectar baixas concentracbes de
mercurio biodisponivel. Esta ferramenta experimental ainda possibilitou a
execucao do procedimento em menor tempo (45 minutos) que aquele

utilizado em Barrocas (2004);

A melhor curva de calibracdo para o instrumento biossensor, aplicado a
deteccdo de chorume em matrizes complexas, foi definida partindo das curvas
de adicdo padrdao de cada localidade, diretamente contaminadas com o
analito em questdo. Uma vez que a curva de calibracdo obtida das solucdes
aquosas do mercuario mostrou-se com valores de emissao de luminescéncia
mais altos (por ndo haver nenhum complexante), o que poderia dificultar a
correlacdo entre os valores de concentracdo de Hg (ll) e o valor encontrado

nos ensaios luminescentes das amostras;
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Dentre as localidades amostradas no estudo, a localidade B, lixdo, foi a que
apresentou maior fracdo de mercurio biodisponivel no método testado, as
outras duas localidades (aterro semi-controlado e aterro sanitario)
apresentaram valores menores de concentracdo de mercurio biodisponivel. O
gue nao quer dizer que ndo haja mercurio ali presente, ele s6 nao foi

detectado por ndo estar na forma disponivel.

O aterro sanitario (amostra A) poderia ainda apresentar mais controle sobre
0s residuos, separando os potencialmente toxicos (como metais pesados) do
restante do residuo sélido, o que proporcionaria uma menor quantidade de

mercurio na amostra coletada;

As analises relacionadas as caracteristicas fisico- quimicas das amostras nos
evidenciou que se tratavam de localidades onde o aterro ja havia passado da

fase acida, ou seja, se tratava de um chorume velho;

O sistema aplicado na detec¢do de mercurio biodisponivel se mostrou como
uma ferramenta biol6gica sensivel nas amostras provenientes de residuos
sélidos, fornecendo uma excelente resposta qualitativa da presenca deste

mercurio em amostras ambientais.
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6.2 SUGESTOES

v’ Creditar a confiabilidade do sistema biossensor como método também de
quantificacdo do mercurio biodisponivel em outras amostras ambientais como
também em amostras de efluentes industriais, através do confronto dos valores
obtidos por este instrumento sensor com metodologias tradicionais de andlise,
como Espectrometria de Absor¢gdo Atdbmica e Forno de grafite; Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia.

v Uma vez que o0s biossensores ndao devem ser encarados como uma
substituicdo das técnicas analiticas classicas, mas sim como um complemento
a estas, emprega-lo na avaliacdo da qualidade ambiental de efluentes
industriais e amostras ambientais potencialmente contaminados com mercurio

de maneira integrada com aspectos quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos.
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