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RESUMO

Atualmente na industria séo utilizados processos bioldgicos para remogdo de nutrientes nos efluentes com alta
carga de nitrogénio, sendo a nitrificacdo e desnitrificacdo os mais conhecidos. Por serem tecnologias que
envolvem a atuacdo de bactérias, varios fatores podem interferir no processo, promovendo a diminui¢do da
atividade biol6gica e resultando na diminuicdo da eficiéncia no tratamento das aguas residuais. O cloro é
comumente utilizado para limpeza de equipamentos e instalacfes, podendo entrar na corrente do efluente e
promover toxicidade ou inibi¢do nas bactérias utilizadas no tratamento bioldgico. O cloro livre em contato com
micro-organismos difunde-se facilmente pela parede celular das bactérias inativando enzimas e
comprometendo de forma parcial ou total o metabolismo celular. Desta forma, o presente trabalho busca
avaliar o efeito do cloro livre sobre a cinética de consumo dos substratos das bactérias desnitrificantes para
obtencdo de dados referentes a toxicidade aguda do cloro sobre este grupo microbiano. Com este propésito, o
indculo de bactérias desnitrificantes foi aclimatado e enriquecido para utilizagcdo nos experimentos em batelada
de toxicidade aguda. Foi utilizado nos testes de toxicidade hipoclorito de sodio nas concentragdes de cloro
livre de 0,00 a 100,00 mg Cl,.L™% Inicialmente, a biomassa foi exposta ao cloro por 20 minutos e
posteriormente centrifugada para a retirada do cloro, dando entdo inicio aos ensaios para avaliacdo das
cinéticas de consumo dos substratos. Com este procedimento foi possivel identificar a 1C50 de 42,9 mg
Cl,.L™t, em concentragBes celulares iniciais de 1,77 g SSV.L™ e pH de 7,3. Foi realizado também um
experimento utilizando a IC50 obtida na desnitrificagdo variando a concentracdo de biomassa. POde-se
observar que o cloro livre na concentracdo da IC50 obtida teve um efeito inibitério completo até a
concentragdo de 1,0 g SSV.L™ e acima desta concentracdo a desnitrificacdo foi estabelecida através da
biomassa que ainda permanecia ativa. Desta forma, os dados obtidos neste trabalho apontam para um
mecanismo de acdo do cloro que resulta na inativacdo de uma quantidade fixa de biomassa para uma dada
concentracgdo de cloro livre, e ndo um percentual da mesma como é pressuposto no conceito de IC50.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, cloro livre, bactérias desnitrificantes.

INTRODUCAO

Algumas industrias quimicas no Brasil, como a fabricacdo de fertilizantes, apresentam em suas correntes de
efluentes quantidades significativas de sulfato de amonio, havendo necessidade de sua remocdo antes do seu
destino final. Em alguns casos, estas correntes, além do ion aménio, possuem hipoclorito e pouca matéria
organica disponivel.

Existem alguns processos para remogéo de nitrogénio em efluentes industriais. O processo convencional mais
conhecido que vem sendo aplicado em escala industrial € a nitrificagdo e a desnitrificacdo heterotréfica
(SCHMIDELL; REGINATTO, 2007). Na nitrificagdo, a amdnia é oxidada a nitrito, seguida pela oxidagao do
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nitrito a nitrato, promovido pelas bactérias do género Nitrosomonas e Nitrobacter, respectivamente. Na
desnitrificacdo, varias bactérias heterotroficas participam do processo, sendo as do género Pseudomonas as
mais frequentes, reduzindo nitrato a nitrogénio gasoso, na auséncia de oxigénio (CERVANTES, 2009;
SCHMIDELL; REGINATTO, 2007).

Além de sua importancia como um processo de tratamento de efluentes, o ciclo biogeoquimico do nitrogénio
tem importancia fundamental na natureza, sendo um bom indicador dos impactos causados pelo lancamento de
poluentes em ambientes naturais.

Por ser um processo que envolve a atuacdo de bactérias, varios fatores podem interferir no processo,
promovendo a diminuigdo da atividade bioldgica e resultando na diminuicdo da eficiéncia no tratamento das
&guas residuais, como por exemplo a presenca de cloro.

O hipoclorito de sodio (NaClO) em contato com a agua produz cloro livre, na forma de &cido hipocloroso
(HOCI) e ion hipoclorito (OCI). Segundo BITTON (2005), o cloro livre causa varios danos na célula como
perturbacdo na permeabilidade celular, danos aos acidos nucleicos e enzimas, interrupgdo no transporte de
nutrientes, inibicdo na respiracdo celular, entre outros. De acordo com GERARDI (2006), para 0s compostos
exercerem atividade citotoxica, eles devem entrar nas células bacterianas sob uma forma soltvel. Além disso,
segundo 0 mesmo autor, a forma ionizada ou ndo-ionizada do composto também afeta na sua toxicidade.

Trabalhos relacionados a toxicidade do cloro sobre a microbiota envolvida no tratamento de efluentes ainda
sdo bastante escassos, visto que o cloro reage com varios compostos, como por exemplo, nitrito, compostos
organicos, aménia (AZEVEDO NETTO, 1976; GERARDI, 2006; MEYER, 1994), sendo degradado antes de
entrar nos processos bioldgicos, ndo havendo maiores efeitos sobre os mesmos. Porém, quando é utilizado
cloro para limpeza de equipamentos e instalagfes ou mesmo como agente oxidante para remogdo de compostos
poluentes, podem ocorrer picos elevados na corrente do efluente e promover toxicidade ou inibicdo das
bactérias utilizadas no tratamento bioldgico. O efeito crénico da aplicacdo de cloro nestas instalac@es é dificil
de ser avaliado e ndo se tem maiores informagdes sobre o assunto.

Neste sentido, é importante avaliar a toxicidade aguda do cloro livre sobre as bactérias nitrificantes e
desnitrificantes dando subsidios sobre o impacto deste agente oxidante em sistemas de tratamento bioldgico de
efluentes industriais.

MATERIAIS E METODOS
TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

O inbculo de bactérias desnitrificantes foi obtido do tanque de contato de um sistema de lodos ativados da
Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento — CASAN de Floriandpolis, utilizado no tratamento de esgoto
sanitario. O mesmo foi aclimatado em laboratdrio utilizando um meio de cultura modificado a partir de
CAMPOS et al. (1999), conforme descrito na Tabela 1 e acrescidos de NaNO; a 3035,714 mg.L™ e
CH,COONa.3H,0 a 3980,34 mg.L™, resultando em 500 mg de N-NO;~.L™* e relagdo DQO/N-NOs™ igual a
3,7.

Tabela 1 - Concentragdes dos sais utilizados como meio de cultura e lavagem da biomassa. Adaptado de
CAMPOS et al. (1999)

Compostos Concentracéo (mg.L™)
KH,PO, 250,00
MgS0O,.7H,0 433,77
NaCl 1000,00
Solugdo de micronutrientes (*) (mL.L™) 0,50

(*) Preparada conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - Solucao de micronutrientes (VISHNIAC; SANTER, 1957)

Compostos Concentracdo (g.L™)
EDTA.2H,0 55,35
(NH4)¢Mo0,0,4.4H,0 1,10
MnCl,.4H,0 5,06
ZnS0,.7H,0 21,99
CaCl,.2H,0 7,34
CoCl,.6H,0 1,61
CuS0,.5H,0 1,57
FeS0,.7H,0 4,99

Apo6s aclimatacdo e enriquecimento, a biomassa desnitrificante passou pelo procedimento de lavagem para
remocgdo de substratos residuais antes dos experimentos de toxicidade. A biomassa foi lavada com o meio de
cultura descrito na Tabela 1, nos quais os compostos foram dissolvidos em tampéo fosfato. O tampéo fosfato
foi utilizado para manter o pH dos experimentos proximo de 7,4. A solugdo tampdo foi preparada a partir de
fosfato de potéssio e hidroxido de sodio para pH 7,4 conforme descrito por MORITA; ASSUMPCAO (1972).

Experimento para determinar o tempo de contato da biomassa com o cloro

O experimento consistiu em colocar hipoclorito de sédio em contato com bactérias desnitrificantes para avaliar
0 tempo necessario de contato para que o cloro realize seus efeitos nas células antes de iniciar a cinética de
consumo dos substratos, nitrato e acetato.

Foram utilizados 7 frascos de vidro de 50 mL, aos quais foram adicionados 30 mL de biomassa lavada em cada
um, com concentracéo celular de 1,84 g SST.L™. Em seguida foi adicionado 0,6 mL de uma solucéo de
hipoclorito de sédio, resultando na concentracdo dentro dos frascos de 163,88 mg Cl,.L™.

Os frascos de sacrificio foram mantidos a temperatura de 30°C e agitacdo de 153 RPM em um Shaker Orbital
Tecnal, modelo TE420. Os mesmos foram mantidos em anaerobiose com a adicdo de gas argdnio e lacrados
apos a adicdo de hipoclorito.

A cada 15 minutos um frasco foi retirado para a determinacdo de SST, medicdo de pH e temperatura. Com
esses dados pbde-se avaliar o tempo necessario em que o cloro exerca suas func@es na célula. Possibilitou
também a determinacdo do tempo de contato para ser utilizado nos experimentos de toxicidade aguda nos
processos de desnitrificacdo e nitrificacéo.

Experimento variando a concentragéo de cloro livre

Na primeira etapa deste experimento foi promovido o contato da biomassa desnitrificante com o hipoclorito de
sodio. Foram utilizados 9 frascos de vidro e adicionado 250 mL de biomassa lavada a 1,77 g SSV.L™ em cada
frasco (0,44 g SSV em massa).

Em seguida tomou-se diferentes aliquotas de hipoclorito de sédio P.A. e diluido em agua para posterior adi¢ao
de 5 mL de solugdo nos frascos. Os calculos foram planejados para que dentro dos frascos contivessem
concentragdes conhecidas de cloro, conforme estio apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentracdes de hipoclorito de sédio adicionadas no teste de toxicidade.
Frascos Concentracdo de cloro livre dentro dos frascos (mg Cl,.L™1)
0,00
1,00 (10°)
3,16 (10%°)
5,62 (10°7)
10,00 (10%
17,78 (10%%)
31,62 (10™°)
56,23 (10"
100,00 (10%)

-

Ol (N[o|o||lw]|N

As concentracdes de cloro foram baseadas na variagdo de 0 a 2 na poténcia 10 para a identificacdo da faixa
logaritmica de inibicdo do cloro e determinacdo do IC50 (concentracdo necessaria para inibir em 50% a
atividade microbiana) apds a cinética, na segunda etapa.

O contato entre a biomassa e o cloro foi realizado com o tempo obtido do experimento anterior (20 minutos).
Ap6s o tempo de contato, a solucdo foi centrifugada a 3.400 RPM em centrifuga de marca Quimis, modelo
QA222TM-04 de raio 15,5 cm. Apéds centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante e a biomassa contida no
fundo dos tubos Falcon foi submetida a solucdo de lavagem Tabela 1 (dissolvidos em tampédo fosfato) e
centrifugado novamente, para ndo haver presenca de cloro na préxima etapa.

Na segunda etapa, a biomassa remanescente em cada frasco foi avolumada a 500 mL com solucdo de sais
(Tabela 1), dissolvidos em tamp&o fosfato e acrescidos de NaNO3; e CH;COONa.3H,0O de modo a obter uma
concentracdo final de 500 mg N-NO;~. L™t e 1726 mg CH;COO™.L", resultando em uma relaco massica
DQOIN de 3,744.

Os frascos foram incubados a temperatura constante de 35°C e agitados a 126 RPM em um Shaker Orbital
Tecnal, modelo TE420. Os mesmos foram mantidos em anaerobiose com adi¢do de gas argdnio e lacrados com
tampa de borracha. Foi utilizado um sistema de mangueiras para a retirada das amostras.

A cada 45 minutos foram coletadas amostras de 15 mL e centrifugadas por 10 minutos a 3.400 RPM (2000 x
g) em centrifuga de marca Quimis, modelo QA222TM-04. Posteriormente, 0 sobrenadante foi filtrado
utilizando filtros para seringas com diametro dos poros de 0,2 um e em seguida foi medido o pH. As amostras
foram entdo armazenadas para posterior analise dos compostos nitrogenados na forma de nitrato e nitrito, e
acetato. O tempo final do experimento foi de 5,25 horas, totalizando em 8 pontos de amostragem para cada
concentracdo de cloro adicionado.

Apenas na coleta das amostras do tempo zero de experimento foi realizado anélise de SST e SSV, visto que
anteriormente cada frasco foi mantido em contato com concentrac@es crescentes de hipoclorito. Desta forma a
cinética foi realizada em varias concentracfes diferentes de biomassa remanescente.

Experimento variando a concentracao celular sobre a toxicidade do cloro
Na primeira etapa foram utilizados 7 frascos de vidro com 250 mL de biomassa com concentracdo celular de
0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, € 6,0 g SST.L™ e promovido o contato com hipoclorito de sédio & concentracéo final

nos frascos de 42,60 mg Cl,.L™* (valor da IC50 encontrada no experimento anterior).

A partir de entdo o experimento foi conduzido do mesmo modo que o experimento variando a concentracdo
celular.
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DETERMINACOES ANALITICAS
e fons nitrato, nitrito e acetato

As analises dos ions nitrato, nitrito e acetato foram realizadas em um cromatdgrafo de ions marca DIONEX
(Sunnyvale, Estados Unidos), modelo ICS 5000 EG, composto de um sistema capilar equipado com detector
condutivimétrico, gerador de eluente KOH e supressora eletrolitica.

As concentracBes dos compostos foram determinadas a partir de uma curva padrdo de cada ion.
e Cloro livre

O cloro foi quantificado utilizando a metodologia DPD, através do kit composto por dois reagentes, iodeto de
potassio e solugdo de DPD (N,N-dietil-p-fenilenediamina), adquirido pela empresa Alfakit. Este kit determina
a quantidade de cloro livre na agua, com a metodologia adaptada do Standard Methods, método 3500 B, 3-58
(APHA; AWWA,; WEF, 2005).

Neste método, o cloro livre reage com o reagente DPD desenvolvendo uma coloragao résea sendo quantificada
no comprimento de onda de 515 nm. Foi utilizado para a leitura um espectrofotdmetro marca HACH e modelo
DR5000.

A partir da absorbancia, obtem-se a concentracdo em mg Cl,.L™%. A concentracdo de cloro livre é determinada
através de uma curva padrdo. Esta curva é preparada a partir de amostras diluidas de permanganato de
potassio.

e  SOlidos suspensos totais e volateis (SST e SSV)

Os solidos suspensos totais (SST) foram determinados de acordo com a metodologia descrita por ZDRADEK;
SCHMIDELL; SOARES (2006), utilizando membranas de acetato celulose e micro-ondas para secagem. A
concentracdo de SST é obtida a partir da diferenca entre as massas secas das membranas antes e depois da
filtragem da amostra.

Os Sélidos Suspensos Volateis (SSV) foram determinados de acordo com o método descrito pelo Standard
Methods (APHA et al., 2005). Foi realizado com as membranas previamente submetidas a analise de SST.
Neste método a biomassa é calcinada a 600°C por 15 minutos. Os resultados foram obtidos em g SSV.L™.

RESULTADOS

Determinacdo do tempo de contato com o cloro

Segundo AZEVEDO NETTO (1976), a acdo desinfetante do cloro é uma acéo de superficie, portanto hd uma
necessidade de se favorecer o encontro o desinfetante e o agente que se pretende destruir. Desta forma, o
experimento realizado possibilitou este encontro da biomassa com o cloro para determinar o tempo de contato.

A Figura 1 mostra a média do comportamento dos SST ao longo do tempo em que ficou em contato com o
hipoclorito, com concentra¢do dentro dos frascos de 163,88 mg Cl,.L™ *. Entretanto, houve um decaimento na
concentracdo celular no tempo 0 ao 15 minutos de contato, permanecendo entéo praticamente constante até o
final do experimento.

Foram utilizados apenas os dados de SST devido a variabilidade grande nos resultados de SSV. Alem de que,
as bacterias foram cultivadas em meio sintético, no qual é possivel considerar que a relagdo SST/SSV é pouco
variavel, podendo considerar que a variacdo de SST representa proporcionalmente a variagdo da concentracdo
de biomassa (ZDRADEK et al., 2006).

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5



¢'.,...1 u..
‘h,, B -*s‘ XII SIBESA
s 20,4‘\“ % Xl Simpésio [talo-Brasileiro de Engenharia Sanitéria e Ambiental
' 2014
% €

R ABES

o —e — T

Concentragdo (g SST.L"
—

O T T T T T
0 15 30 45 60 75 90
Tempo (min)

Figura 1 - Acompanhamento dos SST ao longo do tempo com a adi¢do de hipoclorito de sddio a
concentracdo final de 163,88 mg Cl..L. "

O efeito tampéo possibilitou a permanéncia do pH durante todo o experimento em 7,6, visto que a adi¢do do
cloro na agua provoca variagdo de pH no meio. Ja a temperatura permaneceu na faixa de 26,7 a 28,6°C.

Com os resultados apresentados, foi adotado como padrdo nos experimentos de toxicidade o tempo de 20
minutos para o contato do cloro com a biomassa com o cloro a ser utilizados.

Experimento variando a concentracao de cloro livre

O ensaio cinético para estudo da toxicidade aguda do cloro sobre a desnitrificacdo foi conduzido por um
periodo de 315 min. A Figura 2 apresenta os dados de consumo de nitrato durante o ensaio, sendo que cada
linha representa um frasco, no qual foram adicionadas concentracdes diferentes de cloro na etapa de contato
com a biomassa.
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Figura 2 - Experimento de toxicidade aguda realizado com bactérias desnitrificantes. Consumo de
nitrato em funcéo da concentracéo de cloro livre (mg Cl #) Adicionada anteriormente sobre as
bactérias desnitrificantes.

Péde-se observar na Figura 2 que a partir da concentracéo de 31,63 mg CL,L 0 consumo de nitrato apresenta
uma evidente reducdo na velocidade. Isto pode significar visualmente um comportamento inibitdrio,
comparando com o frasco onde nao foi adicionado cloro. O mesmo pode ser observado na Figura 3, na qual é
apresentada a formac&o de nitrito (A) e o0 consumo de acetato (B) durante o ensaio de desnitrificacéo.
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Figura 3 — Cinética de desnitrificagdo em funcao da concentracéo de cloro livre (mg Cl»

LYHem

experimento de toxicidade aguda. (A) Formacéo de nitrito. (B) Consumo de acetato.

Os experimentos foram acompanhados no tempo de 5,25 horas para se observar a primeira etapa de
transformacdo (reacdo de NOs;~ a NOy"), isto é, a intengdo ndo foi avaliar a conversdo até nitrogénio gasoso
porque isso dificultaria a avaliagdo da inibicdo.

Com os dados de coeficiente angular de cada reta formada, juntamente com os dados de concentracdo de
biomassa remanescente em cada frasco, foram obtidos valores de velocidades consumo de nitrato para cada

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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concentragdo de cloro livre adicionado (Tabela 3). Os valores de inibicdo em porcentagem também foram
obtidos a partir destas velocidades.

Tabela 4 - Velocidades de reducéo de nitrato e respectivas velocidades especificas nas diferentes
concentracdes de cloro livre adicionadas sobre as bactérias desnitrificantes.

Commtaintedoo || it | GO o 0.
0,00 2,01 2,05 0,00
1,00 1,68 1,69 17,21
3,16 1,57 1,67 18,45
5,62 1,45 1,67 18,37
10,00 1,96 2,00 2,53
17,78 1,80 1,83 10,70
31,62 1,18 1,28 37,51
56,23 0,68 0,74 64,07
100,00 0,31 0,31 84,69

Os valores de velocidade especifica obtidos ao longo do experimento apresentaram uma variagdo decrescente.
Duas possibilidades pra explicar esse comportamento: alteracdo na atividade das bactérias que permaneceram
vivas e/ou modificagdo na fracdo de células vivas e mortas.

Pode-se observar (Figura 4) que as velocidades especificas nos frascos em que continham cloro livre de 1,00,
3,16 e 5,62 mg CI, tiveram um comportamento discrepante dos demais dados na curva formada. Com a
matriz de ensaios realizada, ndo é possivel explicar a inconsisténcia dos resultados obtidos nessa faixa de
concentracdo. Porém, para os calculos de 1C50 ndo foi necessario utilizar estes dados discrepantes ja que a
obtengdo destes valores se da na faixa de inibicao, que neste caso inicia claramente a partir das 10 mg Cl,.L™.

2,20
2,00 ] .

1,80 A *
1,60 [Pee
1,40 -
1,20
1,00
0,80 -

0.60 -

Hs (MgN-NO; .gSSV-1.min)

0,40 -
0,20 A

0.0D T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracao de cloro livre mg Cl,.L-!

Figura 4 - Velocidades especificas de redugéo do nitrato em funcdo das concentracdes de cloro livre
adicionadas sobre as bactérias desnitrificantes.
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Foi possivel determinar a IC50 a partir da correlagdo entre o grau de inibigdo na desnitrificacdo e o logaritmo
da concentracdo de cloro livre (Figura 5). A faixa de inibicdo do cloro entre 17,8 e 100 mg.L™* foi utilizada
para tracar o grafico, onde se obteve a equacdo y = 0,9941.x — 1,1229 (R2=0,9964). O valor encontrado da

IC50 foi de 42,91 mg CI 2 L
100% -
90% |
80% | y=0,9941x-1,1229
R?=0,9964

70% -
60% |

2

5 50% -

£

40% -
30% -
20% -
10% -

O% T T T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2
log concentracao cloro

Figura 5 - Correlacéo entre o grau de inibicdo na desnitrificacdo e o logaritmo da concentracéo de cloro
livre.

Outro caso que pode ser discutido neste ensaio de toxicidade ¢ a relagdo de cloro e a quantidade de biomassa
adicionada. Na oxidacdo completa da matéria organica pelo cloro o carbono da biomassa oxida doando 4
elétrons (equacdo 1) e o cloro se reduz recebendo 2 elétrons (equacdo 2). Portanto, considerando que 1 mol de
biomassa apresenta 5 carbonos, sdo necessarios 10 moles de cloro para oxidacdo completa de 1 mol de
biomassa (OCI-/SSV molar igual a 10:1). Na Figura 6, podem ser observadas as relacGes molares de cloro e
biomassa em que foi inserido em cada frasco nos ensaios de toxicidade.

C:H,;0,N — 5CO, equacdo (1)

OClI- - CI equacéo (2)

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

Relagdo molar OCI-/SSV

0 1 3,16 562 10 17,78 31,62 56,23 100

Concentragdo (mg Cl,.L™)

Figura 6 — Relacdo molar de cloro livre adicionado em bactérias desnitrificantes e sélidos suspensos
volateis inicial, na etapa de contato.
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Pode-se observar que mesmo para uma relacdo molar OCI-/SSV de 0,09 (frasco contendo 100 mg Cl,.L™2),
bem abaixo da relacdo molar necessaria para oxidacdo completa da biomassa (10:1), ja se observou uma
inibicdo quase total da atividade microbiana. Isto se explica facilmente se considerar que apenas uma oxidacgao
parcial ja é suficiente para que uma biomolécula perca a sua funcionalidade, portanto, a destruicdo/inativacao
de uma pequena parcela das macromoléculas ja é suficiente para inativar completamente a célula.

Outro ponto de vista observado foi o efeito do cloro sobre a composicdo da biomassa. Apés o contato do cloro
com a hiomassa desnitrificante, as relacdes massicas entre 0s SSV e SST em todos os frascos permaneceram
constantes em 0,72, isto é, ndo houve alteracdo nesta relacdo ao adicionar concentragcdo maior de cloro livre.
Isso pode evidenciar que a biomassa inativa oxidada pelo cloro pode também estar sendo quantificada na
determinacdo dos solidos volateis ap6s a exposicdo ao cloro, de modo que ndo é possivel afirmar se os valores
mais reduzidos de atividade especifica onde se observou inibicdo representam uma queda na atividade das
células remanescentes ou apenas uma subestimacdo dos valores devido a presenca de uma parcela de células
inativadas nos sélidos suspensos.

Avaliagdo da influéncia da concentragéo celular sobre a toxicidade do cloro

As quantidades adicionadas de cloro livre nos experimentos anteriores ndo foram suficientes para oxidar
completamente a biomassa, mas observar o efeito causado em uma concentracdo celular fixa. Entretanto, o
objetivo deste item era observar o efeito do comportamento da IC50 em diversas concentracGes celulares.

Os resultados de consumo de nitrato obtidos no ensaio realizado para verificacdo da influéncia da concentracéo
celular sobre a magnitude dos efeitos inibitérios do cloro estdo apresentados na Figura 7. O ensaio teve
duracdo total de 6 h e 15 min onde foram testadas diferentes concentracfes celulares na etapa de contato com o
cloro, sempre na presenca de 42,6 mg Cl,.L* (IC50 obtida no experimento anterior). Os pontos representam os
valores médios das analises feitas em duplicata.

600
3 500 g' n——=— e
It‘:ﬁ -
2 ——0.11
> 400 1
=
? 80,25
< 300 o081
F 1,02
£ 200 - e
c
: 1,88
£ !
£ 100 e
(8]

0 45 90 135 180 225 270 315 360

tempo (min)

Figura 7 - Experimento de toxicidade aguda realizado com variagdo da concentracao de bactérias
desnitrificantes. Consumo de nitrato ao longo do tempo em funcdo da concentracao de SSV (mg
SSV.L™1) ap6s a etapa de contato com a biomassa e o cloro.
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Pode-se observar que apenas nos frascos contendo 1,02, 1,88 e 2,10 g SSV.L™* houve consumo de nitrato,
enguanto que nos demais frascos a inibicdo foi total e ndo houve degradacdo do substrato. Estes resultados sdo
corroborados pelos perfis de formacdo de nitrito (A) e consumo de acetato (B) durante a cinética de
desnitrificacdo (Figura 8 - A e B, respectivamente).

A
600 -

T 500
g ——0 11
S 400 | 9 =025
o)
£ 0,81
:é- 300 - 1.02
-4 ——
& 200 | 148
£ —0—1,88
o
2 100 - 210
0
8]

0% b b i # ) AR

0 45 90 135 180 225 270 15 360
tempo (min)
B

1800 4
m '
E, 1600 ¢
%‘L 1200 + =025
c -, 1000 4 0,81
20
t88 800 - 1,02
E'-' 400 - —o—1,88
2 210
5 200 -
&)

D T T T 1:—|

0 45 90 135 180 225 270 315 360

tempo (min)

Figura 8 - Cinética de desnitrificagdo em funcdo da concentracdo de SSV (mg SSV.L™1) em experimento
de toxicidade aguda realizado com bactérias desnitrificantes. (A) Formacéo de nitrito. (B) Consumo de
acetato.
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Com os dados de velocidade de consumo de nitrato, juntamente com os dados de concentracdo de biomassa
remanescente em cada frasco, foram obtidos valores de velocidade especifica de consumo de nitrato para cada
concentracdo de biomassa testada (Tabela 4).

A concentracdo de SSV foi determinada no inicio do experimento no momento em que foram inseridos o0s
substratos e iniciado o0 ensaio cinético de conversdo sobre a biomassa desnitrificante.

Tabela 5 - Velocidades de consumo de nitrato e respectivas velocidades especificas de consumo de
nitrato nas diferentes concentragdes de SSV, apds o contato com cloro livre a 42,60 mg Cl,.L™.

Concentracdo SSV . .
SSV?L'l) @ -rs(mg N-NOz~ L2.min™%) | -us (Mg N-NO3~ g SSV1.min™1)
0,11 (+0,06) 0,02 0,19
0,25 (+0,04) 0,01 0,03
0,81 (+0,02) 0,06 0,08
1,02 (£0,04) 0,01 0,01
1,48 (+0,08) 1,09 0,74
1,88 (+0,11) 1,93 1,03
2,10 (£0,04) 2,61 1,24

As velocidades especificas foram determinadas com os pontos em que o consumo de nitrato era linear. O
comportamento das velocidades especificas em relacdo as concentracdes de SSV se encontram na Figura 9,
onde pode-se observar que nos fracos com até 1,02 g SSV.L * houve inibicdo completa. Nos demais frascos, as
velocidades especificas apresentaram um comportamento linear crescente.

1,40 -
1,20 A ¢
1,00 d

0,80 -
0,60 -
0,40 -

020 1 o

Hs (Mg N-NO; .g SSV-'.min")

*

0,00 * . # . . .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

SSV (g SSV.L")

Figura 9 - Velocidades especificas de reducéo do nitrato versus concentracédo de biomassa
desnitrificante, ap6s o contato com cloro livre a concentracéo final nos frascos de 42,60 mg Cl,.L™1 em
ensaio de toxicidade aguda.

Entretanto, a biomassa determinada pelas anlises de SSV poderia estar ativa ou ndo, conforme ja discutido
anteriormente. Considerando a hip6tese de que o cloro provavelmente ndo destruiu as células inativadas, isto é,
ndo converteu tudo a diéxido de carbono, optou-se em desconsiderar a biomassa em que estava desativada para
o célculo das velocidades especificas.
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Como os frascos com até 1,02 g SSV.L™t ndo obtiveram conversdes, foi descontado esta massa do valor dos
solidos mensurados nos frascos em que tinha concentragdo maior de células. Assim, foram recalculadas as
velocidades especificas com estes novos valores de biomassa (Figura 10).

3 -
;-g 2,5 P o ¢
£
2 2
S
v
(%]
[=14]
15 -
o
<
= 1
£
0,5 -
0% T T T T T ]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
SSV ativos (g SSV.L™)

Figura 10 - Velocidades especificas de redugdo do nitrato versus variagdo da concentracdo de SSV
ativos.

Ap6s este procedimento, pdde-se observar que as velocidades especificas permaneceram constantes para as
concentracdes que ndo apresentaram inibicdo completa, o que aponta para a possibilidade de que o cloro
inative uma quantidade de biomassa fixa, e ndo um percentual como é pressuposto no conceito de 1C50,
demonstrando que este conceito ndo é adequado para o cloro.

Pode ser visto na Figura 11 relagdes molares menores que a estequiométrica (<10:1).

0,16
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -

0,04 -

Relagdomolar OCI-/SST

0,02 -

0,50 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Concentracdo (g SST.LY)

Figura 11 — Relagdo molar de cloro livre e SST. Concentracéo fixa de cloro livre de 42,60mg.L"* dentro
dos frascos e concentracao de sdlidos antes do contato com o cloro, com volume total nos frascos de
250mL.
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Péde-se verificar que nos frascos contendo a menor concentracdo de biomassa (0,5 g SST.L™?) a relagdo molar
OCI-/SST (0,14:1) foi abaixo da relacdo molar necessaria para oxidagdo completa da biomassa (10:1).
Entretanto, ndo houve consumo de substrato. J& nos frascos em que continham uma relacdo molar OCI-/SST
abaixo de 0,017, foi observado um consumo de substrato. Isto mostra que havia concentracéo celular suficiente
para sofrer os efeitos do cloro e foi possivel ainda estabelecer o processo de desnitrificacao.

CONCLUSOES

Neste estudo pdde-se avaliar o efeito do cloro, apds o contato com a biomassa, na desnitrificacdo através de
testes de toxicidade aguda.

Conclui-se que é possivel estabelecer a desnitrificagdo apds o contato do cloro livre sobre as bactérias.
Entretanto, isto depende de uma relagdo entre a concentracéo celular e a concentracéo de cloro livre presente.
Apesar de ndo ter sido avaliada, a toxicidade é também afetada por variagdes de pH, uma vez que o mesmo
afeta o equilibrio quimico da dissociacdo do cloro modificando a sua toxicidade.

Os testes de toxicidade aguda evidenciaram a sensibilidade ao cloro em bactérias desnitrificantes apresentando
uma IC50 de 42,91 mg Cl,.L™* em experimentos utilizando concentracdes celulares iniciais de 1,77 g SSV.L™
epHde7,3.

Contudo, a exposicdo de diferentes concentracdes celulares a uma mesma concentracdo de cloro (IC50
verificada nos experimentos anteriores) evidenciou que o cloro inativa uma quantidade de biomassa fixa, e ndo
um percentual como é pressuposto no conceito de IC50. Portanto, a magnitude dos efeitos toxicos do cloro
sobre uma dada populacdo microbiana estd mais relacionada a relagdo entre as concentracbes de cloro e
biomassa do que a concentragdo do cloro isoladamente.
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