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RESUMO

OLIVEIRA, Juliana Mercadante Santino de. Aplicacdo de biossensor microbiano na
deteccdo de mercurio em amostras de sedimento da Baia de Guanabara. Projeto Final de
Graduacao — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

A preocupacdo com a qualidade dos recursos naturais tem crescido & medida em que eles
se tornam mais escassos para 0 consumo. Assim, o0 monitoramento de compostos toxicos se faz
necessario para avaliar o potencial de toxicidade que estes podem representar para 0s seres
vivos, sendo uma questdo de satde publica. Neste contexto, encontra-se a Baia de Guanabara,
um complexo estuarino que recebe efluentes industriais e domésticos ndo tratados, compostos
por matéria organica, 6leo e outros poluentes, como 0s metais pesados. A contaminacao por
metais pesados, particularmente o mercurio, é um fator de grande relevancia para a sociedade,
uma vez que este metal apresenta toxicidade extremamente elevada, mesmo em baixas
concentracgdes, devido ao seu potencial de bioacumulacgdo e biomagnificagdo pelos organismos.
Existem técnicas tradicionais para analise de mercudrio que quantificam sua concentracdo total.
No entanto, a determinacdo do mercdrio biodisponivel é de maior importancia para a salde da
populacdo, uma vez que a biodisponibilidade é o fator que determina se o poluente esta
disponivel para os organismos. Os biossensores, ferramentas analiticas capazes de detectar
seletivamente um analito em amostras complexas, surgem como a possibilidade de avaliar a
biodisponibilidade destes poluentes. Assim, este trabalho foi elaborado com o intuito de
fornecer uma técnica alternativa para analise de mercurio em sedimento, levando-se em
consideracdo a sua biodisponibilidade. Desse modo, foi utilizado um biossensor composto pela
bactéria geneticamente modificada Escherichia coli MC1061, capaz de emitir luz na presenca
de mercurio intracelular. As amostras analisadas por este método foram coletadas de quatro
localidades distintas: Porto Rio, Porto Niterdi, Rio Iguacu e Rio Meriti. Os sedimentos foram
lixiviados com HCI e com &gua da Baia de Guanabara. Os resultados revelaram que a amostra
de Rio Meriti apresentou maior concentracdo de mercurio biodisponivel. Além disso, ndo foi
observada diferenca significativa entre os resultados das duas técnicas de lixiviacdo, com HCI
e com agua da Baia de Guanabara. Portanto, pode-se observar que este biossensor é aplicavel

para deteccdo de mercurio biodisponivel com a metodologia empregada.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Juliana Mercadante Santino de. Use of microbial biosensor for detection of
mercury in sediment samples from Guanabara Bay. Final Graduation Project — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

The concern regarding the quality of natural resources has grown as they become more
scarce for consumption. Thus, it is necessary to monitor toxic compounds to evaluate the
potential toxicity they can represent to living creatures, since it is a matter of public health. In
this context, Guanabara Bay is a estuarine complex that receives industrial and domestic
untreated effluents, consisting of organic matter, oil and other poluents, like heavy metals. The
heavy metal contamination, particularly by mercury, is a factor of great relevance for the
society, since this metal has extremely high toxicity even in low concentrations, due to its
potential for bioaccumulation and biomagnification by organisms. There are traditional
techniques to analyze mercury that quantify the total concentration. However, the determination
of bioavailable mercury is of higher significance to the health of population, since
bioavailability is the factor that determines whether the pollutant is available to organisms.
Biosensors, analytical tools capable of selectively detect an analyte in complex samples, were
born as a possibility to evaluate the biodisponibility of the poluentes. This study was elaborated
with the aim of providing an alternative technique for mercury analysis of sediment considering
the bioavailability. Thus, a biossensor was used, consisting of genetically engineered bacteria
Escherichia coli MC1061, which is capable of emitting light in the presence of intracellular
mercury. The samples analyzed by this method were collected from four distinct locations:
Porto Rio, Porto Niterdi, Rio Iguacu and Rio Meriti. The sediments were lixiviated with HCI
and with water of Guanabara Bay. The results revealed that Rio Meriti was the sample that
presented the highest concentration of bioavailable mercury. In addition, there was no
significant difference between the results of the two techniques of lixiviation with HCI and
water of Guanabara Bay. Therefore, this biossensor is applicable for detection of mercury

bioavailability with the methodology used.
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1. INTRODUCAO

A busca por melhorias na qualidade de vida tem proporcionado grandes avangos para
sociedade, especialmente na area tecnologica. Por outro lado, a influéncia crescente do homem

sobre o ambiente também tem gerado diversos impactos na natureza.

A emissdo de efluentes industriais e urbanos é um assunto de grande preocupacao devido
aos seus efeitos para 0s ecossistemas e, consequentemente, para 0 homem. O aumento das
atividades industriais, agricolas e mineradoras, assim como 0 crescimento populacional,
acarreta em uma maior introdugdo de contaminantes no ambiente. Esses poluentes podem ser
liberados para atmosfera, solos, sedimentos e sistemas aquaticos na forma de, por exemplo,
matéria organica, poluentes organicos e um grande nimero de compostos metalicos (Boening,
2000).

Os metais estdo presentes naturalmente no ambiente. Quanto a sua origem, podem ser
classificados em dois grupos: os litogénicos, quando provenientes de fontes geoldgicas,
dependendo do grau de intemperizagdo e do material de origem do solo, ou antropogénicos,

quando inseridos na natureza pelo homem (Costa et al., 2004).

Alguns metais possuem um papel fundamental no metabolismo dos seres vivos, sendo
considerados nutrientes essenciais. Ferro, calcio, cobalto, zinco, sédio, potassio, por exemplo,
sd0 necessarios em reacles bioquimicas do corpo humano, plantas, animais e microrganismos
(Bruins et al., 2000). Além disso, metais essenciais também podem fazer parte de parede celular
de bactérias e atuar na manutencao do equilibrio osmético (Hughes & Pool, 1989; Pool & Gadd,
1989). Entretanto, quando em altas concentracfes, a maioria dos metais tem efeito toxico para

0S organismos vivos (Bontidean et al., 2004).

As plantas podem absorver os metais através de suas raizes, sendo alguns desses
elementos essenciais aos processos fisiologicos dos vegetais. Porém, plantas que estdo em
ambientes contaminados podem acumular metais em altas concentrac@es, representando um
grave risco a saude do homem e dos animais, quando inseridas na cadeia trofica (Accioly &
Siqueira, 2000).

Segundo Paraquetti e colaboradores (2004), nos efluentes das atividades antrdpicas, 0s
compostos metalicos possuem baixas concentracdes devido a sua baixa solubilidade em agua.

No entanto, em areas estuarinas, 0s contaminantes metalicos estdo geralmente complexados ao



material particulado em suspenséo, podendo assim, se difundir para &reas mais distantes de suas
fontes. Por isso, em regides proximas a complexos industriais, ha um risco consideravel de que
a contaminacdo por metais pesados desencadeie em um desequilibrio nos seus ecossistemas
(Dias-Junior et al., 1998).

Neste contexto estd a Baia de Guanabara, um complexo estuarino para varios rios e canais
que cercam as cidades do Rio de Janeiro, Duque de Caxias, Sdo Gongalo, Niterdi e outras
cidades menores. Essa regido apresenta uma longa historia de contaminacdo por materia
organica, 6leo e um grande numero de outros compostos, incluindo metais pesados (Seixas et
al., 2007). Isso se deve a intensa atividade portuaria, a presenca de um complexo polo
petroquimico, além do despejo de esgoto doméstico e efluentes industriais ndo tratados,
provenientes de uma area densamente populosa com mais de 10.000 industrias (Jablonski et al.,
2006). O volume total da bacia hidrogréfica da Baia de Guanabara é estimado em 2,2 x 10° m3
(JICA,1994).

Nos ultimos anos, a despoluicdo da Baia de Guanabara foi beneficiada por projetos que
tiveram como motivacdo as competi¢Ges de vela que ocorrerdo nos Jogos Olimpicos de 2016.
Apesar de ndo ser possivel despolui-la até 14, esse estimulo promoveu algumas ac¢6es do Plano
Guanabara Limpa, como Baia sem Lixo, o inicio das obras de saneamento da Marina da Gl6ria,
a reconstrucdo das Estacdes de Tratamento de Esgoto da Pavuna e Sdo Gongalo, a criagcdo do
sistema de coleta e tratamento de esgoto de Alcantara e o programa Sena Limpa. (Guanabara
Limpa, 2014).

Segundo Cruz e colaboradores (1996), pode-se relacionar a qualidade ambiental de uma
baia com sua localizacdo geografica, dimensdes, rede de drenagem e as caracteristicas do litoral
no qual se encontra, uma vez que estes fatores sdo determinantes na circulagéo e renovacéo de
suas aguas. A area gque apresenta melhor qualidade das aguas é delimitada pelo canal central de
circulacdo e recebe um grande volume de troca de agua, promovido pelas correntes de maré
(Convénio Petrobras-DPC-EMGEPRON, 2004).

Desde o inicio do século XIX, ocorrem modificacdes na bacia de drenagem da Baia de
Guanabara. Como consequéncias, a renovagdo e a qualidade das aguas tém sido prejudicadas,
0 que leva & uma elevada taxa de sedimentagdo, altas concentracbes de metais toxicos e
hidrocarbonetos nos sedimentos e alteracbes nos seres aquaticos. Outra consequéncia da

poluicdo da Baia é o processo de eutrofizagdo, causado por elevadas concentracfes de



nutrientes. A eutrofizacdo altera a qualidade da 4gua, através da reducéo de oxigénio dissolvido,
devido a intensa producao bioldgica. A baixa oferta de oxigénio acarreta em mortes de peixes
e na perda da biodiversidade aquética (Godoy et al., 1998; Branco, 2007).

Dentre os metais pesados, o mercurio é considerado um dos mais perigosos para a saude,
por apresentar elevada toxicidade mesmo em baixas concentragdes e devido ao seu potencial
de bioacumulagdo e biomagnificagdo (Singh & Mittal, 2012).

Os métodos tradicionais de deteccdo de mercurio permitem a quantificacéo total do metal.
Neste trabalho, a ado¢cdo de uma abordagem alternativa teve como funcdo fornecer dados
especificos, contemplando somente o mercurio disponivel para os componentes biolégicos, ou
seja, que sera efetivamente assimilado por estes sistemas. A motivacdo para este estudo reside
no fato de que a biodisponibilidade é um fator essencial no estudo e na caracterizacdo do

potencial toxico que o metal pesado pode apresentar.

Neste trabalho, empregou-se um biossensor luminescente, para detecgdo de mercdrio em
amostras de sedimento da Baia de Guanabara, uma vez que a metodologia que havia sido
desenvolvida anteriormente para este biossensor contemplava somente ensaios com amostras
aquosas. Barrocas (2004) desenvolveu o biossensor, utilizando como componente biologico
uma bactéria geneticamente modificada Escherichia coli MC1061 (Virta et al., 1995), capaz de
detectar mercurio biodisponivel através da reacdo da enzima luciferase do vagalume (Firefly

luciferase), e um luminémetro como transdutor.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral deste trabalho:

o Avaliar a possibilidade de aplicacdo de um biossensor luminescente, composto pelo
microrganismo Escherichia coli MC1061 (Virta et al., 1995) em andlises para detec¢do de
mercurio em amostras de sedimento da Baia de Guanabara. Para isso, foi necessario estabelecer

uma técnica capaz de lixiviar o mercurio das amostras.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Elaboracdo de uma curva de calibracdo em agua deionizada e de uma curva de adicéo
padrdo nas amostras.

o Estabelecimento de uma técnica capaz de lixiviar o mercurio das amostras.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FORMAS E FONTES DE MERCURIO

Apesar de estar presente naturalmente na crosta terrestre, na agua, na biota e na atmosfera,
0 mercurio é um dos poluentes mais perigosos para a vida. Este metal pode se alojar em diversos
compartimentos ambientais, sendo o cinabrio (HgS) e o mercdrio elementar (Hg®) suas formas
mais abundantes. O mercdrio possui trés estados de oxidacdo (0, +1 e +2). Suas formas quimicas
sdo classificadas em inorganicas e organicas. As formas inorganicas dependem das condicdes
redox e se apresentam sob 3 diferentes estados: mercdrio elementar ou metalico (Hg° ),
principalmente na forma de vapor, ion mercuroso Hg,** , pouco estavel na natureza e o fon
mercarico (Hg?"), que é a principal forma dissolvida (como HgCl, e HgS), nos sistemas
aquaticos. As formas organicas ocorrem quando o mercurio se liga covalentemente a um radical
de carbono, sendo as mais comuns o metilmercurio (CHsHg") e o dimetilmercurio ((CH3)2Hg)
(Horvat, 1996; Palmieri et al., 2005; Costa, 2010).

Segundo Wang e colaboradores (2004), as fontes de merclrio podem ser naturais,
antropicas e de reemissdo. A principal fonte de mercurio é através de emissdes gasosas, que
podem ter origem natural ou antropica. As fontes naturais de mercario mais importantes sdo as
emissdes de vulcdes, evaporagdo de sistemas aquaticos e erosao de depdsitos minerais. Dentre
as fontes de origem antropica, destacam-se a emissdo de efluentes industriais e urbanos, a
queima de combustiveis fosseis, uma vez que o mercUrio se apresenta Como impureza nessas
fontes de energia, aterros sanitarios, os quais contém uma infinidade de residuos contendo
mercurio, e atividades industriais, agricolas e mineradoras. O mercudrio pode ser despejado
durante o processo de producdo ou durante a eliminacdo e incineracdo de residuos. Como
exemplo, a industria de cloro soda foi a principal fonte de poluicdo de mercdrio no Brasil até a
década de 80, na qual o metal era utilizado como catalisador do processo de producdo (Lacerda,
1997). Ja a remissdao de mercario ocorre através de uma remobilizacdo do mercurio de
atividades antropogénicas anteriores, que estava acumulado ou depositado em compartimentos
ambientais (Nriagu & Becker, 2003; Loppi, 2001).



3.2 MERCURIO EM SISTEMAS AQUATICOS E SOLOS

Em sistemas aquaticos, a especiacdo de mercurio depende das interacbes com outros
elementos (possibilidade de complexacdo), solubilidade, pH, temperatura, potencial redox,
sorcdo e dessorcdo. Esses parametros influenciam na rota de transformacdo que o mercurio
pode seguir (Stein et al.,1996). A forma mais volatil ¢ Hg sendo que o dimetilmercirio
também pode volatilizar. Sua volatilidade explica a sua baixa concentracdo em aguas nédo
poluidas (Horvat, 1996).

A acidez de alguns corpos aquaticos facilita a formacgéo de complexos soltveis (HgClz e
CHsHg) enquanto ambiente alcalinos favorecem a formagdo de complexos volateis (Hg° e
(CH3)2Hg) (Stein et al., 1996).

Assim como ocorre em ambientes aquaticos, sdo as caracteristicas do solo que
determinam a especiacdo e as rotas de transformacdo quimica que o mercurio elementar pode
seguir. Dentre elas estdo a quantidade de matéria de orgéanica, a textura e mineralogia do solo e
a composic¢do da solucdo do solo (Renneberg & Dudas, 2001). Além disso, a parcela de matéria
organica presente nas fases aquosa e solida do solo, influenciam na distribuicéo e no transporte

de mercurio através de perfis de solo (Semu et al., 1987).

A composicao da solucdo do solo, como pH e a concentracdo de espécies com as quais 0
merclrio pode formar complexos, como CI, OH,, NHs, F, SOs2 NOs influenciam na
predominancia da espécie quimica de mercurio, sendo dominantes os complexos formados com
Cl" e OH" (Schuster, 1991). Além disso, a textura e a mineralogia do solo influenciam nas

reacGes do mercurio com o0s minerais presentes no solo (Kohut et al., 1995).

O mercirio elementar (Hg®) e o ion mercirico (Hg?*) sdo geralmente encontrados em
solos. Hg?" apresenta uma alta propenséo a formar complexos e é dificil de ser encontrado puro
no solo, visto que ha uma gama de agentes complexantes em sua matriz. Assim, o mercurio
pode se ligar a minerais do solo ou se adsorver a sélidos inorganicos ou a matéria organica,

como por exemplo, &cidos humicos e fulvicos (Steinnes, 1995).

Ap06s o Hg? entrar no solo, parte dele pode ser volatilizada e outra parte pode redistribuida
pela matriz, podendo ser incorporada na solucdo do solo. Além disso, pode sofrer

transformacgdes quimicas e bioldgicas. (Schuster, 1991; Hogg et al., 1978).



Experimentos de Anderson (1979) demonstraram a existéncia de uma interdependéncia
entre mercurio e matéria organica em solos acidos. Ja em solos ligeiramente &cidos ou neutros,
observou-se uma correlacdo mais forte entre mercurio e ferro do que entre mercurio e matéria

organica.

A formacdo de complexos organicos de mercirio € em grande parte devida a alta
afinidade do mercurio aos sitios ativos de grupos funcionais contendo enxofre presentes em
matéria organica. O numero de sitios ativos nesses compostos determina a quantidade de
mercurio que pode se ligar (Renneberg & Dudas, 2001). Devido a essa complexacdo a matéria
organica e aos minerais do solo, as taxas de lixiviacdo de mercurio sdo baixas. (Mierle &
Ingram, 1991).

Os hidrocarbonetos presentes no solo interagem com o mercdrio de forma semelhante a
interacdo deste com matéria organica. 1sso ocorre pois 0s hidrocarbonetos possuem sitios ativos
contendo enxofre, os quais apresentam alta afinidade ao mercario (CCME, 1997, apud
Renneberg & Dudas, 2001).

3.3 CICLO BIOGEOQUIMICO DO MERCURIO

O estudo do comportamento do mercurio na natureza requer uma analise global do ciclo
biogeoquimico (FIGURA 3.1) de forma a permitir uma viséo integrada das diversas rotas que
este metal pode seguir no ambiente (Bisinoti & Jardim, 2004). Assim, pode-se observar a
conversdo entre as espécies quimicas e o seu fluxo entre o ar, a agua, o sedimento, 0 solo e a

biota.

O longo tempo de residéncia na atmosfera e a mobilidade do mercdrio séo alguns dos
fatores que o tornam um dos poluentes mais perigosos. O Hg® ¢ a principal espécie emitida para
a atmosfera, através de fonte biogénica ou antrdpica. Devido a sua alta estabilidade, pode ficar
retido por meses ou anos, o que possibilita o seu transporte por longas distancias antes de uma
possivel redeposicdo em outro compartimento (Schroeder & Munthe, 1998; Dastoor &
Larocque, 2004). Ja o ion merctrico (Hg?") é mais abundante em sedimentos, solo e agua,
devido a sua solubilidade em &gua e baixa volatiliza¢do (Bisinoti, 2005; Environment Canada,
2007).



A transferéncia de mercurio da atmosfera para compartimentos terrestres, como a
vegetacdo, o solo e a &gua, pode ocorrer por deposicéo seca ou Umida (precipitacao) e depende
das condicdes climaticas (Porcella, 1994; Poissant et al., 2008). Uma vez na superficie terrestre,
0 mercurio pode se complexar com outros elementos ou retornar a atmosfera, através de
volatizagdo na forma de mercurio metalico, metilmercurio ou dimetilmercurio. Esta volatizagdo

pode ocorrer a partir do solo, agua e vegetacao (Fostier et al., 2000).

A emissdo de mercurio do solo para a hidrosfera ocorre através de erosdo e lixiviagdo
(Fostier et al., 2000). Além de promover a lixiviacdo do solo, as chuvas realizam uma lavagem

da vegetagao, transportando o metal para os corpos d’agua (Stein et al.,1996).

A deposicdo do mercurio na forma insolivel (HgS) € responsavel pelo estoque deste
elemento no fundo dos oceanos, podendo sofrer redissolucao apesar de sua baixa solubilidade.
Esses sedimentos atuam como substrato para as reacdes de metilacdo, que podem ocorrer por
via biol6gica ou quimica (Azevedo, 2003; Bisinoti & Jardim, 2004; Costa, 2010). A metilacdo
biolégica é mediada por bactérias redutoras de sulfato e é favorecida por condi¢gdes como
anoxia, pH &cido, elevadas concentracdes de carbono organico dissolvido (COD) e de matéria
organica. As BRS também podem participar da desmetilacdo do mercario, na qual o
metilmercurio (MeHg) atua como substrato de carbono (WHO, 1990; Oremland et al., 1991;
Bisinoti & Jardim, 2004). A importancia do estudo das reacdes de metilagdo/desmetilagéo deve-
se ao fato de 0 MeHg ser a espécie predominante na biota (Bloom, 1992).
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Figura 3.1: Esquema simplificado do ciclo do mercurio em ambientes naturais (Teixeira, 2008)

3.4 TOXICIDADE

A toxicidade do mercurio depende de sua espécie quimica e de sua capacidade de interagir
com componentes biol6gicos. Portanto, o estabelecimento de um método de remediacdo
adequado depende do estudo da especiacdo e da biodisponibilidade do mercurio no solo.
(Leemarks et al., 2005; Wang et al., 2012).

Geralmente, solos com uma alta concentragdo de mercdrio biodisponivel demandam
técnicas de remediacdo, como lavagem de solo, fitoextracdo e métodos de eletro-remediacao.
Quando a biodisponibilidade é baixa, deve-se primeiramente aumenta-la para facilitar a

remediacdo (Wang et al., 2012).

Os compostos organomercuriais, como por exemplo o MeHg, sdo a forma mais toxica,
devido a sua facilidade de atravessar a matriz lipidica da membrana celular. Assim, sua
lipossolubilidade favorece a absorcdo pela pele (ATSDR, 1999). Ap6s absorvido pelo corpo

humano, o MeHg representa uma ameaca para 0s sistemas cardiovascular e nervoso (Stern,
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2005; Hogberg et al., 2005), e apresenta um tempo de meia-vida de 44 a 80 dias (Neathery &
Miller, 1975). Sua excrecdo pode ocorrer atraves de fezes, urina e leite materno.

O grande interesse da comunidade cientifica no estudo da ecotoxicidade do MeHg esta
relacionado a sua capacidade de bioacumulacéo e biomagnificacdo (Galvao & Corey, 1987). O
mercdrio inorganico, abundantemente presentes nos sistemas aquaticos, pode ser
biotransformado em MeHg, o qual pode ser ingerido e acumulado em organismos aquaticos
(Boening, 2000; Barbosa et al., 2003; Bisinoti & Jardim, 2003). A acidez dos corpos aquaticos
e elevadas concentracbes de carbono organico dissolvido (COD) favorece a metilacdo e
acumulacgdo do mercurio em peixes (Gilmour & Henry, 1991; Porcella, 1994). Isso representa
um risco para comunidades que vivem em locais de contamina¢do por mercudrio que consomem
peixes em grande quantidade (Harada, 1995; Harada et al., 2001). Além disso, a agricultura
também ¢é afetada. Por exemplo, plantacdes de arroz perto de areas de mineracdo de mercurio
podem ter seus solos contaminados e entdo, o arroz vai acumular MeHg (Zhang et al., 2010).
Estudos realizados anteriormente revelam um aumento na concentragédo de MeHg ao longo da
coluna d’agua (Porcella, 1994). Logo, espera-se uma concentracdo maior de MeHg proximo ao

sedimento de fundo.

A resolucdo CONAMA N° 357/2005 estabelece que a concentracdo maxima de mercurio

total permitida em agua salina é de 0,0002 mg/L.

3.5 METODOS TRADICIONAIS DE ANALISE DE MERCURIO

Os métodos tradicionais empregados em analise de mercurio sdo baseados na

quantificacdo total do metal. Alguns exemplos sdo listados na TABELA 3.1.
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Tabela 3.1: Métodos usados na Quantificacdo de Mercurio (Adaptado de Miraconi et al.,

2000)
Meétodo Limite de deteccéo
Método colorimétrico 0,01-0,1 pg/g
Espectrometria de Absorcao Forno de grafite (GF AAS) 1 ng/g
Atomica: Vapor Frio (CVAAS) 0,01-1 ng/g
Espectrometria de Fluorescéncia
Atdmica Vapor Frio (CVAFS) 0,001-0,01 ng/g
Anédlise por Ativagdo com Instrumental (INAA) 1-10 ng/g
Néutrons: Radioquimica (RNAA) 0,01-1 ng/g
Detector de Captura Eletronica 0,01-0,05ng/g
Cromatografia Gasosa: Detector de Emi_sséo Atomica ~0,05ng/g
Espectrometria de massa 0,1ng/g
CVAAS/CVAFS 0,01-0,05ng/g
Detector de Ultra- violeta 1 ng/mL
Cromatografia Liquida de Alta CVAAS 0,5 ng/mL
Eficiéncia: CVAFS 0,08 ng/mL
Eletroguimico 0,1-1 ng/mL
Plasma Acoplado Indutivamente Espectrometr.ia de ma_ssaN(ICPAM_S) 0,01 ng/mL
. Espectrometria de Emissdo Atdbmica
(ICP AES) 2 ng/mL
Espectrometria Foto- Acustica 0,05 ng
Fluorescéncia de Raio — X 5ng/g-1pg/g
Métodos Eletroquimicos 0,1-1 pg/g
Analisador de Filme de Ouro 0,05 pg/g

Essas técnicas possuem exatidapresentam algumas desvantagens, como necessidade de
pré-tratamento da amostra, altos custos com instrumentacao e dificuldade de serem empregadas
em medicdes no campo de pesquisa. Além disso, ndo permitem a determinacdo do mercurio
biodisponivel, que é de maior importancia para a saude da populacdo, uma vez que a
biodisponibilidade € o fator que determina se o poluente esta disponivel para 0s organismos
(Bontidean et al., 2004). O mercurio biodisponivel, Hg*?, é o substrato para a reacio de
metilacdo, que gera o0 MeHg, forma que é acumulada e biomagnificada ao longo da cadeia
trofica (Bisinoti & Jardim, 2004). A distin¢do entre mercurio biodisponivel e ndo biodisponivel
é ainda mais relevante em andlises de solo e sedimento devido a capacidade de adsorcdo dos
metais na fase solida (Vanhala & Ahtiainen, 1994).

Com uma abordagem alternativa, surgiram os biossensores como um complemento aos

métodos tradicionais, ja que foram capazes de gerar uma resposta baseada na biodisponibilidade



12

do analito (Selifonova et al., 1993). Uma comparacéo entre os dados fornecidos pelo biossensor
e 0s dados obtidos por algum método tradicional permite uma avaliagdo mais eficiente do

potencial risco do poluente no ambiente em estudo.

3.6 BIOSSENSORES

Os sensores biolégicos sdo dispositivos constituidos por algum elemento de
reconhecimento bioldgico que estd em contato direto com um transdutor de modo a medir
seletivamente determinado analito. Dentre 0s compostos adequados para a construgdo do
biossensor estdo microrganismos, enzimas, cofatores, anticorpos, proteinas, tecidos de plantas

e animais e organelas (Costa, 2010).

A interacdo do componente bioldgico com a substancia de interesse ocorre através de uma
reacdo quimica, a qual gera um sinal que pode ser caracterizado, por exemplo, por uma mudanca
de voltagem, medidas de absorvancia, emissao de fluorescéncia ou luminescéncia, variacdes de
massa, entre outros. O elemento de transducdo converte a resposta quimica recebida em um
sinal elétrico, proporcional a concentracao de analito, que podera ser quantificado e processado
(Salgado, 2001; Costa, 2010).

$ . Bactéria Material eletroativo Eletrodo
¢ 2 = :
@_ Enzima ‘ Mudanca de pH Eletrodo pH
Semicondutor
R+ |isonaas =
o Acido Nucléico| ‘ )
Calor Termbémetro ’ Amplificadores * Sinal
+ @ = |= =
Luz |:> Fotodetector
ICZ +®_ Anticorpo ‘
- Mudanca de massa Meio piezoelétrico
. »_ Tecido

Analito Componente Biolégico Transdutor

Figura 3.2: Esquema geral de um biossensor (Adaptado de Bernal et al., 2012)

A grande vantagem do biossensor esta na especificidade e seletividade do biocomposto
ativo em relacdo ao analito de interesse. Além disso, a selecdo do material biologico e do

transdutor envolve uma série de fatores, como (Rosatto, 2000, Arya et al., 2008; Salgado, 2001):
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e Tipo de amostra

e Tipo de medida pretendida

o Faixa de sensibilidade

e Estabilidade operacional nas condi¢des de medicao
e Reprodutibilidade dos resultados

e Minimizacéo de interferéncias

e Tempo de resposta

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o receptor bioldgico que o
proporciona a resposta seletiva, com destaque para os biossensores microbianos, enzimaticos,

imunossensores e quimiorreceptores (Costa, 2010).

3.6.1 Biossensores Microbianos

Os sensores microbianos se baseiam no metabolismo de organismos Vivos,

como bactérias, leveduras e fungos, para medir seletivamente algum analito.

Essa configuracdo, baseada no uso do microrganismo como um todo, possui algumas
vantagens em relacdo aos sensores que utilizam componentes biol6gicos isolados, como
enzimas purificadas. Dentre elas, estdo a menor sensibilidade a inibi¢do por outros compostos,
maior toleréncia as variacdes de pH e temperatura, maior tempo de vida Gtil e menor custo
(Yagi, 2007). Entretanto, os sensores microbianos possuem, geralmente, um tempo de resposta
maior do que os enzimaticos, além de apresentarem menor seletividade, devido ao grande

namero de enzimas e processos metabdlicos em um microrganismo (Costa, 2010).

A tecnologia de DNA recombinante serve como ferramenta para o projeto dos
biossensores bacterianos. O microrganismo pode ser geneticamente modificado a fim de
aumentar a sensibilidade de seu sistema sinalizador na presenca da substancia de interesse. Para
isso, utiliza-se genes sinalizadores, preferencialmente aqueles que codificam proteinas
facilmente detectaveis. O promotor que controla a expressdo do gene inserido € induzido apenas
na presenca intracelular do analito desejado. Assim, o promotor pode ativar a expressao do gene
para que ocorra a sintese das proteinas codificadas por este gene, o que possibilita a
quantificacdo do analito (Lee et al., 1992; Rasmussen et al., 1999; Nivens et al. 2004; Costa,

2010). A maioria dos sistemas regulatdrios utilizados em biossensores para deteccdo de metal


http://pt.wikipedia.org/wiki/Seres_vivos
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pesado sdo provenientes de bactérias resistentes a esses elementos toxicos (lvask et al., 2002).
Singh & Mittal (2012) utilizaram um biossensor com imobilizagdo de Chlorella sp. para

determinacdo de mercurio na presenca de ions de prata.

Diversos experimentos de toxicidade empregaram bactérias luminescentes geneticamente
modificadas, como Rychert & Mortimer (1991), Virta et al. (1994), Lampinen et al. (1995) e
Paton et al. (1995). Alguns dos genes reporteres utilizados nos sensores luminescentes
condificam as luciferases procariotas (lux) e as luciferases eucariotas (luc) (Costa, 2010). Para
analises de mercurio, foram construidos sensores bioldgicos baseados em bactérias
recombinantes com especificidade ao mercurio inorganico (Selifonova et al., 1993; Virta et al.,
1995) e ao mercurio organico (Ivask et al., 2001).

3.6.1.1 Biossensor Microbiano com Escherichia coli MC1061 como componente bioldgico

O componente bioldgico adotado no biossensor do presente trabalho foi o microrganismo
recombinante Escherichia coli MC1061, desenvolvido por pesquisadores finlandeses da
University of Turku, (Virta et al., 1995). Através da tecnologia de DNA recombinante, foi
inserido nesta bactéria o gene luc da luciferase do vagalume (firefly) para torné-la capaz de
apresentar uma resposta luminescente na presenca Hg*? intracelular. Desse modo, 0 mercdrio
induz o promotor mer (mer + R + gene promotor), que controla o gene repdrter. A luz produzida
pela reacdo enzimatica da luciferase, que tem a luciferina como substrato, é quantificada
durante um determinado periodo de tempo (Ford & Leach, 1998). A resisténcia da E.coli
MC1061 ao mercurio ocorre devido a presenca do operon de resisténcia ao mercurio, 0 operon-
mer. Além disso, possui outros dois genes, que conferem resisténcia aos antibidticos

canamicina e cloranfenicol (Barrocas, 2004; Costa, 2010).

3.7 AMOSTRAS DE SEDIMENTO DA BAIA DE GUANABARA

A Baia de Guanabara é constituida por um dos mais importantes ecossistemas costeiros
produtivos, localizada no Rio de Janeiro. Seu territorio abrange diversos municipios e recebe o
aporte de mais de cinquenta rios, como Meriti, Iguacu, Guapiagu, Guapimirim, Mage, Estrela,

Saracuruna, entre outros. Consequentemente, a Baia recebe grandes volumes de efluentes
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domeésticos e industriais e carece em um tratamento adequado de esgotos sanitéarios (Kehrig et
al., 2011; Amador, 2012).

A poluicdo da Baia de Guanabara tem como principais fontes as industrias presentes ao
seu redor, os estaleiros, os portos comerciais, algumas refinarias de petréleo, além de outras
atividades. Os impactos desta polui¢do causam alteragdes nos ecossistemas aquaticos das areas
estuarinas, como mudancas na qualidade da agua e nas velocidades e no padrdo de
sedimentacdo (Lima, 2006; Costa, 2010).

Como os sedimentos possuem alta capacidade de complexar os poluentes em sua matriz,
podem ser utilizados como indicadores da qualidade da &gua. Isso permite monitorar os
impactos da atividade antropogénica sobre o ambiente (Rangel et al., 2010).

A sedimentacdo estuarina € formada principalmente por areia, lama siltica e argila
(FIGURA 3.3) e é rica em matéria organica. Os sedimentos lamosos, que se concentram no
interior da Baia, principalmente atras da llha do Governador, possuem altos teores de metais
pesados (Godoy et al., 2012; Marino et al., 2011).
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Figura 3.3: Distribuicdo granulométrica dos sedimentos da Baia de Guanabara (Oliveira, 2009)

A deposicdo de sedimentos na Baia pode ter origem antropogénica, como efluentes
domeésticos e industriais, ou por processos naturais, como agao de correntes e ventos e as aguas
das chuvas. A contribuicdo dos organismos aquaticos é atraveés da aglomeracdo de finas
particulas em suspensdo, realizada por filtragem (Amador, 1997).

Godoy e colaboradores (1998) mostraram através de estudos que ndo ha grande variagdo
entre as taxas de sedimentacdo em diferentes regiGes da Baia, sendo os valores de velocidade
encontrados variando entre 1 a 2 cm por ano. A alta taxa de sedimentacdo promove um
deslocamento rapido de uma parcela dos contaminantes, dissolvidos ou em suspensdo nas

aguas, para os sedimentos. Isso explica o elevado potencial toxico dos sedimentos da Baia.
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A taxa de sedimentacgéo da regido aumentou consideravelmente ao longo dos anos, devido
ao aumento do fluxo dos rios, 0o que acarreta em um maior transporte e distribuicdo de
sedimentos. Isso € atribuido a expansdo das atividades humanas ao redor da Baia, como
crescimento de inddstrias, da populacdo, das atividades portuérias e da construcdo de aterros
(Godoy et al., 1998).

A porcdo noroeste da Baia representa a principal fonte de emissdo de metais pesados,
devido a presenca de rios bastante poluidos (como Meriti, Iguacu, Sarapui, Estrela e Iraja) e as
atividades de uma refinaria de petréleo na regido (De Luca Rebello et al., 1986 apud Oliveira,
2009; Pfeiffer et al., 1980; Pfeiffer et al., 1982; Carvalho et al., 1982; Baptista et al., 2006). A
regido nordeste, que possui 0 mesmo tipo de sedimento que a noroeste, apresenta menores
concentracdes de metais pesados devido a presenca de uma area de prote¢do ambiental (Baptista
et al., 2006).

Baptista Neto e colaboradores (2003) mostraram que rios das areas de Sdo Gongalo e
Niter6i também sdo importantes cargas de metais pesados para a Baia, o que pode ser atribuidos
ao intenso despejo de esgoto doméstico sem tratamento. Também foram observadas altas
concentracdes de metais pesados na regido do porto do Rio de Janeiro. Ja na regido sul, proximo

a entrada, tem-se as menores taxas de poluicdo por metais pesados (Baptista Neto et al., 2006).

Existem estudos na literatura que relatam dados de concentracdo total de mercurio em
sedimentos da Baia de Guanabara. Barbosa e colaboradores (2004) encontraram valores de
concentracdo variando entre 1,0 e 2, pg/g de sedimento seco no Canal do Funddo. Godoy e
colaboradores (1998) relataram uma variacdo de 0,4 a 11,1 pg/g de sedimento seco na
Desembocadura Rio Estrela. J4 De Luca Rebello e seus colaboradores (1986) apud Oliveira
(2009) relataram concentracdes entre 0,07 e 9,8 ug/g de sedimento seco na Baia de Guanabara.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 EQUIPAMENTOS E REAGENTES
Durante a elaboracao deste trabalho foram empregados 0s seguintes equipamentos:

e Estufa de secagem (QUIMIS)

e Placa de aquecimento e agitacdo (QUIMIS)

e Agitador de tubos vortex (QUIMIS);

e Espectrofotdmetro UV-visivel (Q798DRM — QUIMIS)
e Espectrofotdmetro Hach DR 2000

e Balanca AG 200- 12000

e Centrifuga (QUIMIS)

e Lumindmetro (Labsystems)

Os reagentes utilizados (HCI PA, HNO3 PA, Luciferina (sal de s6dio), MgSOs, Ca(NO3)z2,

glicose, casamino &cidos, canamicina) foram adquiridos da VETEC e SIGMA de grau PA.
4.1.1 Descontaminac¢do Quimica dos Materiais

Todos os materiais utilizados na execucdo deste trabalho foram descontaminados com
lavagem em HCI 3M por dois dias e depois, receberam um banho em HCI 0,5M por dois dias.

Apobs isso, foram lavados com agua deionizada.
4.1.2 Lumindmetro como elemento de transducéo

Nos ensaios de bioluminescéncia, foi utilizado como transdutor o luminémetro
Luminoskan Ascent da Labsystems, que € um equipamento capaz de detectar emissées de luz.
Suas medidas sdo fornecidas em unidades relativas de luz (URL) e sdo proporcionais a
concentracdo do analito. Seu limite de deteccdo permite detectar até mesmo pequenas
concentracdes de analito. O equipamento possui uma bandeja para abrigar uma placa de 96
pocos, nos quais sdo condicionadas as amostras. Cada pogo da placa emite uma determinada
guantidade de luz, que é refletida de forma a atravessar um filtro de emisséo, para atingir o tubo
fotomultiplicador. Além disso, o equipamento foi formulado de modo a evitar a interferéncia

entre captacdo de luz de pogos vizinhos (Costa, 2010).
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4.2 PONTOS DE COLETA DAS AMOSTRAS

No presente estudo, foram utilizados quatro sedimentos, gentilmente cedido pelo
Laboratorio de Geoguimica Ambiental da Universidade Federal Fluminense. As amostras séo
provenientes das seguintes localidades: Porto Rio, Porto Niterdi, Rio Iguacu e Rio Meriti. Ndo
foram obtidas informacOes sobre a composicdo dos sedimentos, textura, mineralogia,
concentragéo de espécies, como CI-, OH", NHs, F, SO42 NOg, para verificar sua influéncia na

biodisponibilidade do mercurio.

A tabela 3.2 e as figuras 3.4 a 3.7 sdo referentes aos dados geograficos dos locais de

amostragem.

Tabela 3.2: Coordenadas geograficas dos pontos de coleta

Ponto de coleta Latitude Longitude
Porto Rio 22°53'46"S 43°12"38"W

Porto Niteroi 22°52'42"S 43°7'7"W
Rio lguagu 22°44'53"S 43°14'28"W
Rio Meriti 22°48'11"S 43°16'17"W

Figura 3.4: Ponto de coleta da amostra Porto Rio



Figura 3.6: Ponto de coleta da amostra Rio Iguagu
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Figura 3.7: Ponto de coleta da amostra Rio Meriti

4.3 BIOSSENSOR MICROBIANO COM ESCHERICHIA COLI MC1061
4.3.1 Preparo dos meios e solugdes

Os materiais e soluc@es foram esterilizados em autoclave, com aquecimento a 121°C por
25 minutos a 1 atm. Para o crescimento do microrganismo, foram utilizados dois meios de
cultura, utilizados por Barrocas (2003), LB Broth e M9 (meio de sais minimos) e para 0s
experimentos de bioluminescéncia, somente 0 M9. O meio sélido de manutencdo do
microrganismo foi o LB &gar, para crescimento em placas. Os meios LB (luria-bertani),

considerados meios ricos e complexos, foram adquiridos da Sigma.

4.3.1.1 Meios LB Broth e LB Agar

Os meios LB Broth e LB Agar foram preparados com é&gua deionizada e solugio do

antibidtico canamicina, como apresentado na tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Composicédo dos meios LB Broth e LB Agar (Adaptado de Costa,
2010)
Composicdo dos meios LB Broth e LB Agar

LB Broth 10 g
LB Agar 16 g
Agua deionizada 400 mL
Canamicina 1,2 mL

4.3.1.2 Meio M9 e solugdes para crescimento celular

As tabelas 4.2 e 4.3 mostram a composicao da solucéo de sais M9 e das solucGes estoque
de MgSO4 0,1 M, Ca(NOs). 0,01 M, glicose 200g/L e casamino &cidos 100 g/L. O antibidtico
canamicina foi adicionado de forma a assegurar o crescimento de somente os plasmideos que
contiverem os genes de interesse, ou seja, somente as células capazes de emitir luminescéncia

em presenca de mercrio.

Tabela 4.2: Composic¢do do meio M9 (Adaptado de Costa, 2010)

Meio M9NOs
Agua deionizada 500 mL
NazHPO4 5,7598g
KH2PO4 1,5197g
NHsNO3 0,7598¢
NaNOs 0,3698g

Canamicina 150 pL
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Tabela 4.3: Composicao das solucdes para crescimento microbiano (Adaptado de Costa,

2010)
Solucéo
Solucdo MgS0O4 0,1 | Solucédo Ca(NO3)2 | Solucéo Glicose Casaminoacidos
) M ) 0,01 M ) 200g/L ) 100g/L
Agua 100 |Agua 100 |Agua 30 Agua 30
deionizada mL | deionizada mL |deionizada mL |deionizada mL
MgSO4.7H20 2 46g | Ca(NO3)24H20 0,249 | Glicose 6,009 | Casaminoacidos 3,00g

O meio minimo e sais M9 (M9NOs) é utilizado tanto para o crescimento do
microrganismo no dia do teste luminométrico quanto no dia anterior, como um crescimento

prévio. A tabela 4.4 mostra os volumes utilizados nos meios de cultura em cada caso.

Tabela 4.4: Meios de Cultura utilizados no crescimento prévio e no preparo da célula no dia

do experimento

Meio de cultura Crescimento prévio (Volume total: Preparo da célula no dia do
50 mL) experimento (Volume total: 10 mL)

M3 48 mL 9,6 mL
MgSO401M 500 pL 100 pL
Ca(NO3), 0,01 M 500 pL 100 pL
Glicose 500 pL 100 pL
Casamino 4cidos 500 pL 100 pL
Canamicina 150 pL 30 pL

4.3.1.3 Solucao tampao de citrato 100 mM e Solucéo de luciferina 1 mM

A luciferina atua como substrato para a enzima luciferase, responsavel pela producéo de
luminescéncia. Para que esta reacdo ocorra, € preciso que o pH extracelular esteja ligeiramente
acido, pois somente assim, a luciferina é capaz de atravessar a membrana celulares da E. coli.

Por isso, prepara-se uma solucdo tampéo de citrato 100 mM com pH 5.
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O preparo da solucdo tampé&o de citrato 100 mM foi realizado em um baldo volumétrico
de 500 mL, no qual adicionou-se 14,71 g de citrato de sodio e 400 mL de &gua deionizada. O

pH 5 foi alcancado com uma solucéo de HCI 1M.

A solucéo de luciferina foi preparada utilizando-se 25 mg da luciferina, disponibilizada
na forma de sal de sodio, e 80 mL de solugcdo tampéo de citrato 100 mM. Sua armazenagem foi
feita em criotubos, que foram embrulhados com papel aluminio e armazenados em geladeira

para preservacao da luciferina.

4.3.2 Crescimento e peso seco do microrganismo Escherichia coli MC1061

O monitoramento do perfil de crescimento da cepa € realizado a partir da leitura da
densidade oOtica no comprimento de onda de 600 nm (DOsoo) em espectrofotdmetro UV-visivel.
Inicialmente ¢ realizado o crescimento prévio do microrganismo. Em fluxo laminar, adiciona-
se a um erlenmeyer de 250 mL: o meio de cultura M9, as demais solugdes (de acordo com a
tabela 4.4) e entdo, o microrganismo. O erlenmeyer é levado a incubadora a 30°C com agitacédo
de 150 rpm por 24h. Vale ressaltar que de acordo com estudo do microrganismo em questdo,

realizado por Costa (2010), sdo necessarias onze horas para que atinja a fase estacionaria.

Apo6s alcancar o estado estacionério, as células foram transferidas para tubos de
polipropileno e centrifugadas por 25 minutos a 3500 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado, ressuspenso em cerca de 10 mL de agua deionizada. A suspensdo
foi levada a centrifuga, onde permaneceu por 10 minutos a 3500 rpm. Finalmente, a biomassa

foi ressuspensa em 10 mL de meio MO.

Dessa suspensdo celular, retira-se 7 mL para filtracdo em membrana milipore. Cabe
ressaltar que a membrana € pesada antes e depois da filtracdo em uma balanca que elimina toda
a umidade da amostra (Balanga AG 200, 1V2000). Dessa forma, tem-se o valor de massa das
células por diferenca. A concentracdo da suspensdo celular, em g/L, é obtida dividindo-se o

valor da massa celular, em g, pelo volume da aliquota (7mL).

Com os 3 mL restantes, foram realizadas 7 diluicbes para se obter 7 leituras de

absorvancia e entdo, encontrar as suas respectivas concentracoes celulares.

4.3.3 Preparo das células

Para o preparo da suspenséo celular, no dia anterior ao do experimento bioluminescente,

foi feito o crescimento de um inoculo em 50 mL de meio M9NOs, como explicado em 4.2.1,
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incubado durante 24 horas, a 150 rpm e 30°C na incubadora. Apos essas 24h, ou seja, no dia do
ensaio luminométrico, as células foram centrifugadas por 25 minutos a 3500 rpm em centrifuga
(QUIMIS), seguida de uma lavagem com 10mL de &gua deionizada, sendo novamente
centrifugadas por 10 minutos e ressuspensas em 10 mL de meio MONO3 (FIGURA 4.1). Essa
suspensdo concentrada de células foi diluida de 1:33 para a realizacdo dos testes de
bioluminescéncia. As celulas prontas foram mantidas em gelo até o inicio dos testes a fim de
reduzir atividade microbiana. Este protocolo foi desenvolvido em trabalho anterior, baseado no

estudo do microrganismo em questao (Costa, 2010).

Agua Ty
deionizada ; i
| vortex

Inoculacéo i

Centrifuga l

 Shaker :

'L(ovcmigth) I

Figura 4.1: Esquema de preparo das células para os ensaios luminométricos (Adaptado de
Costa, 2010)

4.4 LIXIVIACAO

Foram pesquisados diversos artigos cientificos a respeito de deteccdo de metais pesados
em amostras ambientais de solo. Com este levantamento, foi selecionada a técnica de lixiviacdo
utilizada por Ivask e colaboradores (2002), que foi adaptada para este projeto. Entdo, foi
construida uma curva de calibracdo (dgua deionizada) e uma curva de adi¢do padrdo (com
amostras reais) para os bioensaios. Para os experimentos de determinagéo de bioluminescéncia,

foi utilizado o processo tradicional segundo Barrocas (2003), otimizado por Costa (2010).

Os sedimentos foram lixiviados com agua da propria Baia de Guanabara e com HCI 1M
a fim de comparar o potencial de lixiviagdo dos dois métodos. A &gua da Baia foi coletada

juntamente com o sedimento e foi utilizada por se tratar da mesma localidade do sedimento.
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As quatro amostras de sedimento (Porto Rio, Porto Niter6i, Rio Iguagu e Rio Meriti)
foram armazenadas em tubos de polipropileno na geladeira. No dia anterior ao do experimento
bioluminescente, os tubos foram levados a capela, onde foi coletado 1g de cada amostra em
uma balanca (Balanca AG 200, 1VV2000), sendo cada um deles armazenado em novo tubo. Em
seguida, adicionou-se 12,5 mL de agua coletada da Baia em cada tubo (FIGURA 4.2). Esse
procedimento foi realizado em duplicata, totalizando 8 tubos, j& que sdo 4 amostras.

HCl 1M ?
ou
Agua da Baia de
Guanabra

12,5 mL 12,5 mL 12,5mL 12,5m 12,5 mL 12,5 mL 12,5 mL 12,5m
a / I‘m / \x I‘x / I‘ I‘ I‘x
o' lg '\J 1g ' 1g ‘o 1g o' lglll'\_‘.-' lglll\_‘.n'f 1g '
Parto Parto Parto Parto Rio Rio Rio Rio
Rio Rio Miterdi Miterdi lguagu lguacu Meriti Meriti

Figura 4.2: Lixiviacdo das quatro amostras de sedimento em duplicata

Repetiu-se o procedimento anterior, também em duplicata, sendo a Unica diferenca na

lixiviagdo com 12,5 mL de HCI 1M, ao invés de &gua da Baia.

Ao final desta etapa, os 16 tubos de polipropileno, sendo 8 com agua da Baia e 8 com
acido, foram levados para agitacdo a 500 rpm e 30°C por 24h (FIGURA 4.3). Apoés as 24h,
retirou-se 50uL da suspensao de cada tubo, sendo armazenado em eppendorf. O volume restante
de cada tubo foi centrifugado a 3500 rpm por 25 min e do sobrenadante obtido, retirou-se 50uL
para misturar ao que ja havia sido coletado anteriormente, tendo-se no final 16 eppendorfs com

100uL cada. Abaixo encontra-se 0 esquema deste procedimento ilustrado para um tubo.
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12,5mL .
Shaker i S0uL
— —_— Tempo: 24h H 3
Agitacdo: 150 rpm | — 100|Jl.
|' Temperatura: 30°C | \
Volume
restante 50ul.

|~
—

lg-\ J 2
Centrifuga !

Tempo: 25 min i

Agitacdo: 3500 rpm | —_—

Figura 4.3: Esquema de preparo de solugdes das amostras apos a lixiviagcdo

4.5 CURVA DE CALIBRACAO E CURVAS DE ADICAO PADRAO

As amostras ambientais sdo estudadas nos ensaios bioluminescentes para deteccdo do
mercurio biodisponivel, por meio de curvas de calibracdo (solucfes sintéticas de mercurio +
agua deionizada) e com adicdo padrdo nas amostras (solucGes sintéticas de mercdrio +

amostras).

A curva de calibracdo estabelece a relacdo entre os valores de bioluminescéncia
fornecidos pelo lumindmetro (em URL) e a concentracdo de mercurio em condigdes
controladas, pois utiliza-se amostras sintéticas de mercurio e agua deionizada preparadas em
laboratdrio. No entanto, as amostras reais, provenientes da Baia de Guanabara, sdo complexas
e ndo sdo conhecidos todos os agentes complexantes que podem interferir na amostra. Assim,
para considerar o efeito de matriz, foi elaborada uma curva de adi¢éo padrdo, na qual adiciona-
se quantidades conhecidas de analito (solugdes sintéticas de mercdrio) nas amostras. Esta
adicdo e feita na placa de 96 pogos, de acordo com o procedimento de Barrocas (2003). Todas
as condicGes foram realizadas em duplicata e os resultados da curva de adigédo padréo sdo

apresentados em somatorio de luz emitida (URL) em cada condicéo testada.
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4.5.1 Preparo das solugdes sintéticas de mercuario

As amostras de mercurio foram preparadas a partir de uma solugdo padrdo de mercurio
(1g/L). Todas as solugdes foram preparadas, utilizando solugcdo de HNO3z 0,0045 M, nas
seguintes concentracdes finais (ug/L): 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 e 1. Esta faixa foi selecionada
apos os primeiros testes para determinacdo da curva de calibracdo, ja que proporcionou um

perfil linear dos dados.

4.6 EXPERIMENTOS DE BIOLUMINESCENCIA

Nos ensaios luminométricos foram utilizadas placas brancas opacas de 96 pocos, sendo
realizados desenhos experimentais de acordo com a ordem de leitura do aparelho. A
metodologia utilizada nos experimentos foi 0 processo tradicional segundo Barrocas (2003) que
envolve a adicdo das amostras diretamente nos pocos das placas de bioluminescéncia. Nesta
metodologia, foram necessarias duas placas: uma para o ensaio de lixiviacdo dgua da Baia e

outra para o ensaio de lixiviagdo com acido.

Uma curva de adicdo padrao foi estabelecida para os experimentos na faixa de 1,00 x 10
4 a1 pg/L para as solucdes de mercurio (como apresentado em 4.3.1). Adicionou-se 5uL de
cada uma dessas solugdes sintéticas de mercurio na placa de acordo com o desenho
experimental. Posteriormente, adicionou-se 5 puL da solucdo resultante da etapa de lixiviacdo
(para cada amostra) nos seus devidos pocos da placa. Nos pocos destinados as amostras puras
(sem adicdo de solucdo de mercurio), foram adicionados 10 uL da respectiva amostra. Entao,
50uL da suspensdo celular também foram adicionados em todos os pogos. O desenho
experimental das placas pode ser visualizado na FIGURA 4.4. Os pog¢os em branco ndo foram

utilizados no ensaio.
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Figura 4.4: Desenho experimental da placa de 96 pocos para o ensaio de bioluminescéncia

A placa foi incubada por 45 min dentro do luminémetro. Apo6s o tempo de incubacéo, o
processo de medigdo foi iniciado com o equipamento dispensando 100uL de luciferina 1mM,
substrato da luciferase, em cada pogo da placa, que foi monitorado por 12 segundos (Barrocas,
2003; Costa, 2010). O volume total utilizado em cada poco foi de 160uL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para que 0 método seja valido, é importante considerar o branco reacional, que representa
a resposta do instrumento a impurezas ou interferentes. Para medi-lo, utiliza-se somente agua
deionizada, sem adi¢éo das solugdes sintéticas de mercurio. O maior valor da resposta residual
para este biossensor foi de 0,0006, que foi descontado dos valores finais das respostas

luminescentes em URL.

Além disso, é preciso considerar a repetibilidade de resultados, que depende da precisdo
de medicdo do instrumento e da reprodutibilidade de execucdo das técnicas pelo operador
(Costa, 2010). Para avaliar a precisdao de medi¢do do lumindmetro, os procedimentos foram
realizados em duplicata e a partir dos resultados (em somatorio de URL), calculou-se a média,
variancia, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. Assim, pode-se avaliar a dispersdo dos

valores em relacdo a média.
5.1 CURVA DE PESO SECO

A curva de peso seco do microrganismo permite relacionar a leitura de absorvancia com
a concentracdo celular. Assim, pode-se determinar a concentracdo da suspensdo celular
utilizada nos ensaios luminométricos a partir do valor de absorvancia a 600 nm fornecido pelo
espectrofotdmetro. Foi obtida a seguinte equacdo de reta, que foi utilizada em todos os

experimentos posteriores para determinagdo da concentracédo celular:

Concentracao celular [g/L] = (Abs600nm — 0,0336)/ 1,636)
R2=0,9938

A concentracdo celular utilizada nos ensaios foi de 0,141g/L, com um fator de dilui¢do
1:33, para atingir uma absorvancia de 0,2 em 600 nm, de acordo com o planejamento

experimental realizado por Costa (2010).



Tabela 5.1: Dilui¢Oes da suspensao celular para obtencao da curva de peso seco
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Diluicao

Agua (pL)

Células (uL) | Abs (600nm) [celular] inicial

= 4,57g/L (MONO3)

01:10 3600 400 0,778 0,470
01:13,3 3700 300 0,625 0,353
01:20 3800 200 0,438 0,235
01:25 3840 160 0,350 0,188
01:33,0 3880 120 0,281 0,141
01:50 3920 80 0,172 0,094
1:100 3960 40 0,090 0,047

0,9 y =1,636x +0,0336

08 - R? = 0,9938

0,7 -
£
o 06 -
3
: 0,5 -
2
803 -
Q0
<02 -

0,1 -

0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentragdo celular [g/L]

Figura 5.1: Correlagéo entre Absorvancia a 600 nm e Concentragdo Celular [g/l]

5.2 CURVA DE CALIBRACAO EM AGUA DEIONIZADA E CURVAS DE ADICAO
PADRAO NAS AMOSTRAS

5.2.1 Curvade calibragdo em &gua deionizada

Para obtencéo da curva de calibracdo, adicionou-se as solugdes sintéticas de mercdrio (na

faixa de 10 a 1pg/L) em agua deionizada para leitura da emissao luminescente pelo biossensor.
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O procedimento foi realizado em duplicata e o valor médio, desvio padrdo e coeficiente de
variacdo foram calculados para cada concentracdo de mercurio. Os baixos desvios padrdo na
faixa de 10 a 10 pg/L indicaram que os testes possuiram boa repetibilidade. No entanto, o
ultimo ponto da curva (para a concentragdo de 1jg/L) apresentou valores altos de desvio padréo
e coeficiente de variagdo (acima de 10%), indicando que os dados foram heterogéneos. Assim,
a repetibilidade desse ponto ndo foi considerada boa, o que pode ser devido a diferencas de
manipulacdo durante os ensaios.

A equacdo de reta obtida para a curva de calibracdo em agua foi: y = 13,516x + 43,815
e 0 R2=0,9192 (FIGURA 5.2).

Tabela 5.2: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de calibracdo das solucGes

sintéticas de mercurio em agua deionizada

Curva de calibragéo em agua deionizada ‘ 0,0001 \ 0,0010 \ 0,0100 \ 0,10 ‘ 1,00

Somatdrio de URL 41,740 43,222 45,033 46,682 54,951

Somatdrio de URL 41,034 42937 45917 47,354 59,312

Média 41,387 43,080 45475 47,018 57,131

Desvio padrédo 0,450 0,201 0,625 0,476 3,084

CV(%) 0,603 0,094 0,858 0,481 16,650
65 -

y = 13,516x + 43,815
R2=0,9192 T
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Figura 5.2: Gréafico da curva de calibracdo das solucgdes sintéticas de mercurio em agua
deionizada
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Para considerar a interferéncia de agentes complexantes, a curva de adi¢cdo padrdo
planejada foi utilizada em cada amostra de sedimento. Os resultados podem ser visualizados

nos itens a sequir.

5.2.2 Curva de adi¢do padrao nas amostras

5.2.1.1 Lixiviagdo com HCI

As tabelas deste item apresentam os resultados das anélises apos a lixiviagdo com HCI
1M para cada amostra de sedimento. De forma geral, os desvios padrdo obtidos foram
pequenos, o que indica boa repetibilidade dos ensaios. Além disso, todos os coeficientes de

variacdo estiveram abaixo de 10%, apontando uma homogeneidade nos resultados.

Para a amostra Porto Rio, os valores encontrados para os desvios padrdo entre as
duplicatas foram baixos. Os coeficientes de variagdo correspondentes também foram pequenos,
sendo o maior deles de 1,859% para o0 primeiro ponto da curva de adi¢do padrdo (com a solucéo
de 10 pg/L de merclrio). Esses resultados indicam uma baixa dispersdo e boa repetibilidade

entre as duplicatas.

Tabela 5.3: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a amostra
Porto Rio lixiviada com HCI 1M

Curva de adigdo padréo de solugdes de Amostra
Porto Rio mercurio (ug/L)

0,0001 | 0,0010 | 0,0100 | 0,20 | 1,00 | PY@
Somatoério de URL 0,454 0534 0528 0,511 0,993 0,492
Somatorio de URL 0,333 0462 0535 0,629 0,948 0,499
Média 0393 0498 0531 0,570 0,971 0,495
Desvio padréo 0,085 0,051 0,006 0,083 0,032 0,005
CV (%) 1,859 0,528 0,004 1,222 0,106 0,005

Os resultados para o sedimento do Porto de Niteroi também apresentaram pequenos
valores para os desvios padrdo e coeficientes de variacdo. Apesar de o terceiro ponto da curva
(com a solucgdo de 102 pg/L de mercurio) ter apresentado o maior desvio padréo (0,089) e maior
coeficiente de variacdo (1,557%), ainda assim esses valores foram baixos. Logo, os resultados

foram considerados homogéneos e com boa repetibilidade.
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Observa-se que o quarto ponto da curva (da solugdo de 10 pg/L de mercurio) apresentou

uma media (em URL) menor que o ponto anterior. Isto revela um erro, pois & medida que

aumenta a concentracdo de mercurio, espera-se que aumente também a média de somatério de

URL, ja que essas medidas séo diretamente proporcionais (como é demonstrado nos graficos

dos itens 5.3.2.1 e 5.3.2.2). Esses erros experimentais sdo passiveis de ocorrer em analises como

essa e podem ser oriundos da pipetagem ou por problemas de mistura das aliquota dentro do

poco da placa de luminescéncia, ja que o volume dessas aliquotas € muito pequeno (5 pL). Os

erros sao considerados no residuo da equacéo da reta (coeficiente linear).

Tabela 5.4: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a amostra

Porto Niterdi lixiviada com HCI 1M

Curva de adicao padrao de soluces de

Porto Niterdi mercrio (Ug/L) Amostra
0,0001 | 0,0010] 0,000 | 0,10 | 1,00 pura
Somatorio de URL 0372 0377 0441 0387 0974 0430
Somatério de URL 0310 0378 0566 0490 0979 0,403
Média 0341 0377 0503 0438 0976 0417
Desvio padrao 0,044 0001 0089 0073 0004 0,019
CV (%) 0578 0000 1557 1201 0002 0,088

A amostra Rio Iguacu apresentou o mais alto desvio padrédo (0,112) no segundo ponto da

curva (com solugdo de 107 pg/L de mercirio). Porém, seu coeficiente de variagio neste ponto

foi menor que 10%, sendo de 4,815%, o que indica que os dados foram homogéneos.

Tabela 5.5: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢cdo padrdo com a amostra

Rio lguacu lixiviada com HCI 1M

Curva de adigao padrao de solucgdes de

Rio Iguacu mercrio (ug/L) Arg‘lj’i;ra
0,0001 | 0,0010 |0,0100| 0,10 1,00
Somatdrio de URL 0,257 0,337 0,499 0580 1,486 0,435
Somatorio de URL 0,275 0,179 0,506 0,646 1,518 0,501
Média 0,266 0,258 0502 0,613 1,502 0,468
Desvio padréo 0,012 0,112 0,005 0,047 0,022 0,047
CV (%) 0,057 4,815 0,005 0,361 0,033 0,473
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A andlise do sedimento do Rio Meriti também indicou boa repetibilidade e baixa

dispersdo devido a desvios e coeficiente de variagdo baixos entre as duplicatas. O maior desvio

(0,089), obtido no ultimo ponto da curva, e o maior coeficiente de variacdo (1,010%), no

terceiro ponto, tiveram valores baixos.

Tabela 5.6: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a amostra

Rio Meriti lixiviada com HCI 1M

Curva de adigao padrao de solugdes de

Amostra

Rio Meriti mercurio (ug/L)
0,0001 |0,0010] 0,000 | 0,10 | 1,00 pura
Somatorio de URL 0,303 0401 0543 0692 2092 0,492
Somatorio de URL 0340 0402 0653 0744 1966 0462
Média 0322 0401 0598 0718 2,029 0477
Desvio padrio 0,026 0000 0078 0037 0089 0021
CV (%) 0214 0000 1010 0187 0389 0,093

Nas figuras abaixo, pode-se visualizar as curvas de adi¢do padrdo para a lixiviagdo com

HCI 1 M e suas respectivas equacgdes de reta. As quatro curvas foram divididas em dois graficos

de modo a melhorar sua visualizacdo. Os graficos das quatro amostras revelam equacdes da reta

com R? > 0,9. A amostra Rio Meriti foi a que apresentou maior R? (0,9754).
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Figura 5.3: Grafico das curvas de adicdo padrdo para as amostras Porto Rio e Porto Niteroi

lixiviadas com HCI 1M
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Figura 5.4: Grafico das curvas de adicdo padrdo para as amostras Rio Iguagu e Rio Meriti

lixiviadas com HCI 1M
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5.2.1.2 Lixiviagdo com Agua da Baia de Guanabara

As tabelas a seguir mostram os resultados apoOs lixiviagdo com agua da Baia de
Guanabara. Em uma anélise geral, os desvios padréo e os coeficientes de variagdo obtidos foram
pequenos, apontando uma homogeneidade nos resultados.

Com os resultados para a amostra Porto Rio, observa-se que os desvios padrdo foram
pequenos, na faixa de 0,001 a 0,081, indicando boa repetibilidade dos testes. Além disso, 0s
baixos coeficientes de variacdo (todos abaixo de 10%) caracteriza a homogeneidade dos

resultados.

Tabela 5.7: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a amostra

Porto Rio lixiviada com dgua da Baia de Guanabara

Curva de adicao padrao de soluges de Amostra
Porto Rio mercurio (ug/L)

0,0001 | 0,0010 | 0,000 | 0,10 | 1,00 pura
Somatorio de URL 0,388 0,394 0459 0,739 1,920 0,498
Somatorio de URL 0,306 0,395 0,382 0,625 1,987 0,403
Média 0,347 0,394 0,421 0,682 1,954 0,451
Desvio padréo 0,058 0,001 0,054 0,081 0,047 0,067
CV (%) 0,971 0,000 0,703 0,951 0,114 1,008

O sedimento do Porto de Niterdi lixiviado com agua da Baia também obteve pequenos
desvios e coeficientes de variacdo. A amostra pura apresentou o maior desvio padrdo (0,080) e
0 maior CV (1,509%). Mesmo assim, esses valores ainda foram baixos e por isso, pode-se
considerar boa repetibilidade e resultados homogéneos.

Tabela 5.8: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adicdo padrdo com a amostra

Porto Niterdi lixiviada com agua da Baia de Guanabara

Curva de adicao padrao de solucdes de Amostra
Porto Niterdi mercuario (ug/L)
0,0001] 0,0010 | 0,0100 | 0,10 | 1,00 pura
Somatorio de URL 0,351 0,319 0,404 0,605 1,216 0,368
Somatorio de URL 0,373 0,301 0,424 0,619 1212 0,481
Média 0,362 0,310 0414 0612 1,214 0,425
Desvio padrdo 0,015 0,013 0,014 0,010 0,003 0,080

CV (%) 0,064 0,053 0,047 0,016 0,001 1,509
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A amostra Rio Iguagu apresentou pequenos valores para os desvios padréo e coeficientes
de variaco. Apesar de o primeiro ponto da curva de adigdo padrdo (com a solugdo de 10 pg/L
de mercdrio) ter apresentado o maior desvio padrdo (0,051) e maior coeficiente de variacédo
(0,730%), ainda assim esses valores sdo considerados baixos. Assim, os resultados foram

considerados homogéneos e com boa repetibilidade.

Tabela 5.9: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a amostra
Rio Iguacu lixiviada com agua da Baia de Guanabara

Curva de adicao padrao de solucoes de Amostra
Rio Iguacu mercurio (ug/L)

0,0001 [ 0,0010 | 0,0100] 0,10 | 1,00 pura
Somatoério de URL 0,323 0,470 0,421 0,608 0,995 0,479
Somatoério de URL 0,395 0,400 0,381 0,646 0,966 0,413
Média 0,359 0,435 0,401 0,627 0,981 0,446
Desvio padréo 0,051 0,049 0,029 0,027 0,021 0,047
CV (%) 0,730 0,563 0,208 0,118 0,043 0,497

Os resultados da amostra do Rio Meriti também indicaram boa repetibilidade e baixa
dispersdo devido a desvios e coeficiente de variacdo baixos entre as réplicas. O maior desvio
(0,075), obtido no terceiro ponto da curva de adicdo padrdo, e o maior coeficiente de variacéo

(1,798%), no terceiro ponto, tiveram valores baixos.

Tabela 5.10: Resultados dos ensaios luminométricos da curva de adi¢do padrdo com a
amostra Rio Meriti lixiviada com &gua da Baia de Guanabara

Curva de adicao padrao de soluces de Amostra
Rio Meriti mercurio (ug/L)
0,0001 ] 0,0010 | 0,0100 | 0,10 | 1,00 pura
Somatdrio de URL 0,224 0,346 0,257 0,367 2,309 0,466
Somatorio de URL 0,293 0,399 0,362 0,401 2,279 0,500
Média 0,259 0,373 0,309 0,384 2,294 0,483
Desvio padrao 0,049 0,038 0,075 0,024 0,021 0,024

CV (%) 0910 0386 1,798 0,152 0,019 0,122




39

Os gréficos das curvas de adi¢do padrdo das quatro amostras lixiviadas com dgua da Baia

apresentaram R? > 0,9, sendo novamente a curva da amostra Rio Meriti a que possui 0 maior

valor (0,9942).
y=1,5495x+ 0,4151
2.5 7 R® = 0,9903
y = 0,8288x+ 0,3982
R? = 0,9517

Média de embsido luminescente (URL)

o T T T T

# Porto Fio

B Porto MNiterod

o 0.2 0.4 0,6 0,8

Concentracdo de Hg (pg/fL)

Figura 5.5: Gréfico das curvas de adi¢cdo padrdo para as amostras Porto Rio e Porto Niteroi

lixiviadas com agua da Baia de Guanabara

¥ =0,557x + 0,4368
R = 0,901

25 1 y=2,0066x+0,2778
R® = 0,9942

Média de emisao luminescente (URL)

# Bio [zuagu
B Bio et

Concentracdo de He (pg/fL)

1,2

Figura 5.6: Grafico das curvas de adicdo padrdo para as
lixiviadas com 4gua da Baia de Guanabara

amostras Rio Iguagu e Rio Meriti
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5.3 DETERMINACAO DE MERCURIO BIODISPONIVEL

A concentracdo de mercurio biodisponivel de cada amostra é calculada através das
respectivas equacdes de reta, substituindo-se a variavel y pela média de somatorio de URL.
Assim, obtém-se um resultado para X, que representa a concentracdo de mercudrio. Essa
concentracdo de mercdrio calculada diretamente pela equacdo da reta é fornecida em pg/L.
Através de calculos analiticos pode-se obter a concentragdo em pg/Kg de sedimento, que

permite uma melhor anélise dos resultados (TABELA 5.13).

Pode-se observar que a curva de calibracdo (TABELA 5.2) apresenta médias de emissao
luminescente maiores do que as curvas de adi¢do padrédo. (TABELAS 5.3 a 5.10). Como a
emissdo luminescente € diretamente proporcional a concentracdo de mercdrio, a curva de
calibracdo apresenta também uma maior concentracdo de mercdrio. 1sso pode ser observado ao
comparar as equaces de reta das curva de adicdo padréo e calibracao, visto que a Gltima possui
maior inclinacdo de reta (13,516). Tais fatores podem ser explicados pela auséncia de agentes
complexantes na curva de calibracdo, uma vez que € realizada em agua deionizada. Ja na curva
de adicdo padréo, realizada em complexas amostras ambientais, os possiveis ligantes presentes
podem atenuar a emissdo de luminescéncia ao complexar o mercurio, tornando-o indisponivel
para o microrganismo do biossensor. Por isso, € importante a elaboracéo de uma curva de adi¢do

padréo.

Pelos resultados de lixiviagdo com HCI 1M, o sedimento do Rio Meriti foi o que
apresentou maior inclinacdo da reta (1,5763), 0 que sugere que amostras desta localidade
apresentam menos agentes complexantes. Consequentemente, esta amostra possui a maior
concentracdo de mercurio. Para a lixiviagdo com agua da Baia de Guanabara, também foi a
amostra Rio Meriti a que apresentou maior inclinacéo de reta (2,0066). Isso é confirmado pelos
dados em pg/kg de sedimento (TABELA 5.13), que apontam a amostra Rio Meriti como a mais

contaminada por mercurio, seguida por Porto Niterdi, Porto Rio e por ultimo, Rio Iguacu.

Esse resultado pode ser consequéncia de anos de atividade de uma industria de producao
de cloro e soda, na por¢éo noroeste da Baia de Guanabara, proximo ao Rio Meriti. Essa industria
contribuiu para a polui¢do na Baia atraves do despejo de grandes quantidades de mercdrio, que
era utilizado como catalisador (FEEMA, 1995 apud Barrocas & Wasserman, 1995) Ja os
sedimentos de Porto Niteroi e Porto Rio apresentaram uma concentracdo de mercurio

biodisponivel consideravelmente menor que a do Rio Meriti (aproximadamente 30% de seu
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valor). Sabe-se que regides de portos possuem muita movimentacdo de embarcagdes, o que leva
a poluicdo de metal pesado proveniente de combustiveis. No entanto, também h& uma maior
circulacdo de agua devido ao fluxo de maré, que pode acarretar em um menor aporte de
mercurio (Convénio Petrobras-DPC-EMGEPRON, 2004).

Estudos anteriores relataram concentragdes de mercurio total em sedimento do Rio Meriti
na faixa de 260 a 9760 pg/kg de sedimento (FEEMA, 1986 apud Barrocas & Wasserman,
1995). Uma comparacdo desses dados com as concentracdes de mercurio biodisponivel
encontradas no presente trabalho (1,408 ug/kg de sedimento para lixiviagdo com agua da Baia
e 1,1247 pg/kg de sedimento para lixiviagdo com HCI, conforme TABELA 5.13), revela uma
grande diferenca entre os resultados. Isso se deve ao fato de grande parte do mercurio estar
complexado com os diversos ligantes presentes no ambiente, estando assim indisponivel para
0s organismos. Esta grande diferenca entre a concentragdo de mercurio total e de mercdrio
biodisponivel aponta a importancia da avaliagdo da biodisponibilidade do mercurio, a fim de
permitir um estudo mais elaborado da ecotoxicidade da amostra de determinado local.

Uma comparacdo entre as concentracdes de mercurio biodisponivel obtidas com a
lixiviacdo com &cido e com a lixiviacdo com agua da Baia leva a conclusdo de que ndo houve
diferenca significativa entre esses dois metodos. Isto pode ser observado na TABELA 5.13, que
mostra que os resultados obtidos foram muito préximos, com baixos valores de desvio padréo

e de coeficientes de variagdes para todas as amostras.
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Tabela 5.11: Equages das curvas de adi¢do padréo para as amostras apés lixiviagdo com HCI
1M

Lixiviacdo com HCI 1M

Localidades Equacdes da Reta

y =0,4915x + 0,4833
Porto Rio Rz =0,9409

y =0,5762x + 0,3992
Porto Niteroi R2=0,9479

y = 1,1406x + 0,3747
Rio Nova lguagu R?=0,9477

y =1,5763x + 0,4631
Rio Meriti R2=0,9754

Tabela 5.12: Equacdes das curvas de adicdo padrdo para as amostras apos lixiviacdo com

agua da Baia de Guanabara

Lixiviacdo com 4gua da Baia de Guanabara

Localidades Equacdes da Reta

y = 1,5495x + 0,4151
Porto Rio R2=0,9903

y =0,8288x + 0,3982
Porto Niteroéi R2=0,9517

y =0,557x + 0,4368
Rio Nova Iguagu R2=10,901

y = 2,0066x + 0,2778
Rio Meriti R2=0,9942
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Tabela 5.13: Concentracdo de mercurio biodisponivel (ug/Kg de sedimento) para a lixiviacao

das amostras com HCI 1M e com &gua da Baia de Guanabara

Concentracdo de mercurio biodisponivel

050 T e e Tienario) Porto Rio | Porto Niterdi | Rio Iguacu | Rio Meriti
Lixiviagdo com HCI 1M 0,335 0,418 0,118 1,125
Lixiviacdo com &gua da Baia de Guanabara 0,316 0,439 0,225 1,408
Média 0,326 0,428 0,172 1,266
Desvio padrédo 0,013 0,015 0,076 0,200
Coeficiente de variagdo (%) 0,055 0,055 3,345 3,172
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6. CONCLUSOES

v A metodologia empregada neste trabalho para a extracdo de mercurio, baseada na
técnica utilizada por Ivask e colaboradores (2002), pode ser utilizada para o biossensor em
questdo, pois verifica-se o sinal de luminescéncia nos testes realizados. Assim, pode-se dizer
que o biossensor foi capaz de detectar a presenca de mercurio biodisponivel nas amostras de

sedimento analisadas através deste método.

v No entanto, ndo se pode afirmar que este biossensor é capaz de fornecer uma resposta
quantitativa a respeito do mercurio biodisponivel em amostras ambientais. Para isto, seria
necessario um estudo mais aprofundado, com maior nimero de amostras, para avaliar se ha um

nivel de confianca satisfatorio nos resultados do método testado.

v Os resultados de concentracdo de mercurio biodisponivel mostram que o0s dois métodos
de lixiviagdo (com HCI e com 4gua da Baia de Guanabara) foram capazes de lixiviar mercurio
biodisponivel das amostras de sedimento e portanto, foi comprovado seu potencial de aplicacao.

Além disso, ndo foi observada diferenca significativa entre essas técnicas.

v A amostra de sedimento do Rio Meriti apresentou uma fracdo de mercdrio
consideravelmente maior que as outras amostras. No entanto, os valores obtidos sdo referentes
somente a fracdo biodisponivel do mercdrio. Uma andlise quantitativa do mercurio total das
amostras, por exemplo por meio da técnica de Espectrometria de Absorcdo Atémica, permitiria
um estudo mais aprofundado a respeito da poluicdo dessas localidades.
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