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RESUM)

2 2+

Estudou-se, com auxilio do UBHg, a adsorgdo de Hg™' por q§
Tulas vivas de Saccharomyces cerevisiae. Verificou-se a apiicabilida

de da lei de Langmuir nas seguintes condigdes experimentais:  tempera
tura = 0 a 1°C; concentragao de zﬂaﬂgtlz = 0,48 a 5,17 mg/1; concentra
¢a0 de celulas = 0,462 a 0,684 g de matéria seca por litro. A par
tir das equagdes chtidas,pode-se calcular a Zrea especifica das célu
las vivas, hem como o0 nlmero de centros de fixag2o de ng+ por unidade
de massa de c2lulas. Parece haver correlagic entre o nimero de cen
tros de fixacao dos Tons ng+
gticose nas c2lulas vivas.

‘e o numero de pontos de penetragio  de
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ABSTRACT

It has been studied the qu+ adsorption by the live cells of

Saccharomyces cerevisiae using a radioactive tracer, ED&Hg. The Lang-
muir's law was obeyed, when the following experimental conditions
were established: temperature = 0 to 1°C; Hgl:'l2 concentration = 0,48
to 3,17 mg/1; cell concentration (as dry matter) = 0.462 to 0,694 g/1.
The specific cell surface and the number of ng+ adsorption sites per
unit mass of the live cells can be evaluated by this methed. It seems
to exist a correlation between the number of ng+ adsorptian sites and
the number of glucose penetration sites in the live cells.
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INTRODUCAD

0 estudo da cingtica de processos microbianos, de reconheci
da importancia, tanto do.ponto de vista fundamental como do ponto de
vista de suas aplicagdes praticas, vem sendo objeto de muitos  traba
Thos, experimentais e tedricas.

Nao cabe, nesta Dissertagio, uma revisio completa do assun-
to, mas nao deixaz de ser til, para que se possa ter uma ideia das
tecnicas e dos modelos adotados, examinar alguns trabalhos entre os
nui tes pub]icadns[1 a 3}.

0 Laboratdrio de Engenharia Bioquimica do Departamento de
Engenharia Quimica da Escolz Politécnica da Universidade de S3o Pau-
10 vem procurando, nestes Ultimes 15 anos, introduzir um novo parame
tro no estydo da cinatica de processos micrgbiancs, qual seja, a area
especifica do microrganisme, definida pela relagdo entre a area de su
perficiea de parede celular de uma dada massa de c8lulas e essa massa.

Justifica-se, "a priori", a escolhz desse nova parametro,
se Tavarmos em conta que o5 fendmenos de troca entre microrganismo e
meio se realizam através da parede celular.

Os resuyltados obtidos nes trabalhos realizados naguele Tabo
ratErio{4 a 16) pedem ser assim resumidos:
1. A adsorgao de corantes por cElulas mortas obedece  as
leis de Prewundiich e de Langmutr.

2. E possivel medir & area especifica de c&lutas mortas,
bem como a percentagem de cg8lulas mortas existentes am



uma dada cultura, pela medida da massa de corante adsor
vido por uma massa conhecida de ¢&luias,

3. A adsorgao de caorantes por c&lulas vivas obedece apenas
formalmente 3 lei de Lawngmuir, o que nao permite calcu
lar a drea especifica do microrganismo vivo.

Esses resultados merecem alguns comentarios adicicenais, pa
ra que se possa compreender claramente o presente trabalho.

Considere-se uma suspensao de um dado microrganismo com uma
concentracdo X de c8lulas {geralmente expressa em gramas de matéria
seca por 1itro). Adicione-se, a essa suspensdao, ume gquantidade conhe
cida de um dade corante de maneira a produzir, na suspensio, uma con
centragao de corante igual a C;. Mantenha-se a mistura em agitagdo
até gue se estabeleca o equilibrio de adsorcio e meca-se a concentra
¢do de corante nac adsorvido:seja C este valor,

A relagdo (Ci - tf}fx, fixadas as demais condigpes experi
mentais, € fungdo da concentragdo de corante no equilibric, sequndo
mostra a curva indicada na Figura 1{15]. No intervala OM {Figura 1),
tude indica que 2 adsorgdo se realiza na forma de camada monomelecyu
Tar, sendo obedecidas as leis de Prewndlich (equagao "1") e de Lang-
mutr {equagao "2"):

C; - Cf . iy
: f

%t g
H 146 Co.

senda k, n, 2 e b coeficientes experimentais que devem obedecer 3s
seguintes condigoes: k>0

0«n <1
a>0

b >0
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FIGURA 1 - Representagao esquematica da curva de adsorgio de corante por microrganismas
mortas, Ver citagdes bibliagraficas (4 a 18),
C; = concentragag inicial de corante
C; = concentragag de corante no equilibric de adsorgdo
X = concentragdo de células mortas



Das duas leis citadas, tem particular importancia a lei de
Langmiiy, que permite calcylar a area especTfica do microrganismo con
siderado®) ge acorde com a equagéo “3":

-i ngn
AE- b . 3 3

sendo A, = Erea especifica desejada
$ = Area coberta por uma unidade de massa de corante na

forma de camada monomalecular.

0 intervalo M (Figura 1) representa uma fase de transigao,
mal definida, entre o fenomano de adsorcdo em camada monomolecular e
a de adsor¢do em camada multimolecular.

Finalmentz, no intervalo NP, em qua a curva & tipica de um
fendmeno de adsor¢do em camada multimolecular, observa-sa obedfencia
apenas formal as dwas leis citadas, isto g, as equagdes "1" e "2" se
aplicam porem com n > 1 e é} < {1 , respectivamente. Destaque-se
aindaz o fato de que, nesse intervalo NP (Figura 1}, ha sempre conside
ravel dispersao dos pontos experimentais.

Ao que tudo indica, nas pesquisas atéd agora realizadas, mes
mo trabalhando-se com baixas concentragoes de cerante, a2 curva de ad
sargap dessas corantes por ¢elulas vivas situa-se no intervalo NP
(Figura 1) o qua nio permite o cidlculo da &rea especifica das cflulas.

Visands suprir a falha até@ agora existente, o Instituto de
Energia Atomica de S3o Paulo e o Laboratorio de Engenharia Bioguimica
do Departamento de Engamharia Quimica da Escola Fa1itEtpica da Univer
sidads de Saa Paulo, iniciaram um trabalho, com ¢ objetivo de procu
var estabelecer um método de medida daz area especifica de  leyeduras
vivas por adsorgio de Hg2+ marcado.

A escolha de um elemento marcado como material a ser adsor
vido se justifica se levarmos em conta gue & possivel, com  auxilic
de técnicas radiométricas., medir com seguranga e com facilidade, va



riagdes de concentracdo relativamente pequenas. A utilizagan do ng+

se deve ao fato de ser este um on gue inibe atividades microbianas
mesma em concenfragoes relativamente baixas e que parece agir por
adsgrgao e por reacgio com grupes su]fidriTa{T?].

Finalmente, 2 escoTha de um Seccharomyces cerevieaice  para

a realiza¢dc dos estudos em aprego se deve basfcamente 3 sua Tacilida
de de obtengao e de manipulagao.
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REVISAO BIBLIJOGRAFICA

Anteriormente a 1958, os trabalhos realizados cem a finali
dade de estudar quantitativamente, a adsorgdo de cerantes por micror-
ganismos, limitavam-se a medir a massa de corante adsorvido por uma
dada massa de células, sem se preocupar com as possiveis correlagGes
existentes entre as variaveis estudadas (18 a 2]}.

0 exame da aplicabilidade de leis fisico-quimicas ao fenome
no de adsgrcan de corantes por celulas microbianas, bem como o estudo
de algumas consequéncias dessa aplicabilidade, foram realizados a par
tir de 1958, dando origem aos trabalhos ja citados anteriarmente (47

16) & a0 artigo de Pinkelstein & Bartholomen \22),

Parece desnecessario procurar resumir os trabalhgs publica
dos, uma vez que suas conclusoes encontram-se resumidas e comentadas
na Introducaop desta Dissertacao.
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ETAPAS DO TRABALHO

Em Tinhas gerais, 0 presente trabalho fol realizado de ma
Reira a procurar resolver os seguintes aspectos do problema:

1. Determinagdo das condigdes experimentats { concentragio

de células, concentracdo de Hgt12, tempo de contato,tem

peratura) que permitissem garantir contato enire HgCIz e calylas sem

provocar & morte destas., O conhecimento dessas condigoes era indispen

savel, uma vez que se pretendia estudar a adsorgao de Hg2+ por celu
Tas vivas de levedura.

2, Determinacao de condigoes experimentais { temperatura,
principalmente) que permitissem chseprvar, com seguranga,
o fenomeno de adsorgio do Hg2+ nelas celulas vivas,

3. Determinzgac das condigdes experimentais {principaimen-
te concentragan de células e de HgC]z) de aplicabilida
de da Tei de Zangmuir ao fenbmeno em estude.

4, Calculo da area especifica das celulas vivas {ou do nll
_ mero de pentos de fixacgo de Jons ng+ na parede celu-
lar} a partir das curvas de adsorgao obtidas.
5. Verificacdo de uma aparente competicio entre fixagdo de
Hg2+ na parede celular e penetra¢io de glicose na cElu-
la, com vistas a um provavel significado fisioldgico dos valores ob
tidos no item 4.
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MATERIAIS E METODOS

A. MATERIAIS USADOS NO TRABALHGO EXPERIVMENTAL
1. Leveduyra

A escelha do microorganisme recaiu sobre o Saecharomyces co
revigiae, levedura preparada como fermento prenéadn parg panificagao
e encontrade comercialmente sob & forma de blocos. Em fodes o5 ensai
g5 partiu-se de blocos de 0,5 kg de fabricagap da "Usina Itaiquara de
Aciicar e Klcool”.

2. Cloreto de Mercurio 11

0 metal pesado escolhido para ser adsorvido pelas c&lulas
de levedura foi o mercirio sob a forma de cloreto de mercurio II p.a.
(Reagente E. Merck AG Darmstadt).

Obteve-se o mercuric Sob a forma de tragador radicativo
2D3Hg pela irradiagao do oxido de merciurio II p.a. {Reagente E. Merck
AG Darmstadt).

3. Equipamente Especial

Os aparelhos especiais usados no decarrer do trabalho Toram:

- Agitador mecanico reciproco com controle de temperatura
fentre temperatura ambiente e {ﬁﬂ,ﬂtD,E}GC} e circulagao
deé ar, tipo "Contrelled Enviromment Incubator Shaker" ,mg
delo R-25, de fabricagan da "New Brunswick Scientific Co,
Inc."

~ Agitador mecanico rotativo com controie de  temperatura
{entre temperatura ambiente e {Eﬂ,ﬂfU,S}nc} e circulagido
de ar, tipo "NBS Gyrotary Shaker", modele G-25, de fabri
cagao da "New Brunswick Scientific¢ Co., Inc."



- Anzlisador monocanal de rajos gama com detetor de cristal
de Nal (T1), modelo 8725, de fabricacdo da "Nuclear Chica
ge Corporation™.

&, Material de Vidro

Comp o frabalhe experimental axigia o emprego de vidraria
de precisdo, limitou-se, ate onde a disponibilidade de material per-
mitiv, a0 uso de baldes volumétricos e de pipetas voTumBtricas e gra
duadas das marcas "Kimax" e “Exax".

Ds outros materiais de vidro empregados serda  mencionados
no decorrer da descrigao de procedimento experimental,

B. METODOS UTILIZADOS NAS DIVERSAS FASES DO TRABALHO

1. Preparo da Levedura

0 fermento, antes de ser empregado has experidncias, passa
por um tratamento prévio de descascamento do bloco, desagregagio e la
vagem das celulas.

a) Descascamento

Remove-ge, do bloco de 0,5 kg, uma camada perifarica
com cerca de 1 cm de espessura. Corta-se o restante do bloco em peda
gos que sdo colocades em frascos fechados e previamente secos para
conserva-los em geladeira por periodo ndo superior a uma semana(23} .
A finalidade desta operagio B evitar gue cé&lulas mortas de levedura,
presentes frequentemente na superficie do blncuIZS), possam  interfe
rir nos resultados.

b} Desagregagao e Lavagem

Uma quantidade de fermento de massa varidvel entre 10 g
e 50 g, conforme seja a quantidade prevista para o ensaio, & suspensa
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em aproximadamente 300 ml de dgua destilada em um copo de 500 mltrans
fere-se a suspensac para um erlenmeyer de 1 Yitro fechado com rGlha
de borracha, levando-a ao agitador mecanico reciproco. Mantem-se a
agitagdc a 200 ciclos por minute (amplitude do wovimente = 10,2 cm )
por 2 a 3 horas a temperatyra ambiente, apds o gue, verifica-se ao mi
croscapio se a desagregacdo dos aglomerados celulares foi satisfato-
Tid.

Transfere-se a suspensdo para recipientes plasticos
com capacidade para 250 ml providos de tampa e centrifuga-se durante
10 minutos a cerca de 1.100.g. Despreza-se o sobrenadante e procede-
se a uma nova lavagem das cElulas nos praprios recipientes de centri-
fugagéo, ressuspendendo a massa centrifugada em agua destilada e cen
trifugando novamente nas mesmas condigoes. Retira-se o sobrenadante
e guarda-se o fermento lavado 3 temperatura de 5°C a 6°C nos proprios
racipientes plasticos usados na centrifugagdo, por um periedo nao su
perior a 24 horas,

Essas operagdes visam a eliminagdo de substancias soliz
veis em Zgua e de bact@rias que, nessas condigdes de centrifugagao
permanacem predomipantemente no sobrenadante.

2. Determinacap da Umidade do Fermanto Lavade

Em todos os ensaios, procede-se d determinagac da  umidade
do fermento lavado, aquecendo em estufa a 100 - 105%C, durante 3,5
adhoras, 1 a 2 g de material em pesa fi?tru{24}.

A concentracdo celular sera sempre expressa em gramas de ma
téria seca por litro de suspensac.

3. Determinacdo da Percentagem de Celulas Mortas no Fermento la
vado

Emprega-se o meteds de coleragzo com solugda de azul de me
tileno de Fink-Kﬂh1es[25}, que cora de azul as celulas mortas.

Histuram-se volumes fguais de suspens3o de celulas e de s0
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Tugdo de Fink-Kdhles, agita-se deixande a seguir 2 mistura por 20 mi
nutos em repouso. Observa=se ao microscopio, relacionando o  nimere
total de celulas contadas e o nimero de célylas azuis,

4.  Preparo do Cloreto de Merciirio [1 com Tragador Radisative
203H

a}) Obtengao do Tracador Radicativo 203

Hyg
Obtém-se o mercurio radivativo pela irradiacio de mer
curic natyral por uma fonte de neutrons.

A irradiagao direta do cloreto de mercirio II € desa
canselhada porque as seccoes de cthuE* para absorgde de neutrons tEE
micos ne caso do clore {{31,6 t 1,0} barns } e no caso do  mercurio
{ (380 ) 20} barns } nae apresentam uma diferen¢z suficientemente gran
de, o que indice que ac mesmo tempo gue 0 merciric se ativa, 0 mesmo
acontece com uma parcela do cloro presente. A secgdo de choque do
oxigénio para absorgio de neutrons térmicos { {0,2 . 10'3} barns } ,
muitas vezes menor que 3 do mercirio, justifica a escolha do Oxido de
merctirio 11 coms alyn para irradiacan,

0 axido de mercuric II, encerrado em ampolas dé quart
zo para evitar volatilizacao e consequente contaminagdo do reator foi
submetido 3 frradiagae em um fluxe de neutrons térmicos {1011 neu-
trons/ cmz.seg} no reator JEAR-1 do Instituto de Energia Atomica de
Szo Paulo,

fo decorrer do trabatho experimental, utilizou-se duas
amostras, respectivamente com 0,100 e 0,200 g de HgO.

Finda & irradiagao, guarda-se a ampola contendo o oxj
do de mercirio radioativo dentro de uma blindagem de chumbo e espera-
se cerca de 10 dias para que os isotopos radicativos de mefa vida

* A seccag de chogue que um dado elemento apresenta para um determina
do tipo de resgao, traduz a pruhabilidsﬂe ia ocorrencia desse even—
to e & expressa em barns (1 barn = i07<%¢m®)
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mais curta decaiam. 0 interesse da irradiagao se concentra na obten
¢ao do isdtopo radicativo EDSHQ que possui uma meia vida de 47 dias
e @ um epissor g7 (energia de 0,214 Me¥) e y [energia de 0,279 MeV ).
Abre-se a anpola de guartzo, devidamente mergulhada em banho de gelo
com cloreto de sodio para evitar a volatilizagao do merciric, e cole-
ca-se @ oxide em um frasc? de vidro de 35 ml, dos utilizadas como em
halagem de penicilina. Transforma-se o dxido em cloreto de mercuria II
adicionando-$2, em proporgac estequiometricamente calculada, um Vo
Tume adequado de solugde 0,1 ¥ de HC1.Completa-se ¢ volume para 20,0 m)
Tom agua destilada e conserva-se a solugdo obtida de 203ch12 em
blindagem de chumbo para impedir a safda das radiacdes para o mein
ambiente.

b} Hedida de Atividade das Amostras

A medida de atividade das amostras & feita por um ana
lisador monccanal para raics gama, ou cintilador, cujo detetor & um
cristal de iodetc de sadio com impurezas de talic.

As condicoes de aperagao do cintilador fﬁram estabele

¢idas em fungao da energia da radiagao gama emitida pelo mercurio-203
e da atividade da amostra, tendo sido conservadas durante todo o de
T senvolyimento do trabalho.
A partir da solucao original de 203
das diluicdes .para serem utilizadas nas experiencias e na determina
¢ao da equagao da reta de calibragao do cintilador para o referido
{sotopo radieativo.

Hgtl2 s&0  prapara

Para o tracado das retas de calibragac, procede-se 3
preparagdo de uma série de diTuigGes da solugdo original usando mate
rial de vidro de precisiao de marca “Kimax". Transfere-se as solugdes
para erlenmeyers com tampa esmeri{lhada, conservando-as em geladeira.
Toma-se amostras com pipetas volumBtricas da 5,0 ml e coloca-se em
tubos de vidro para centagem, munidos de rolhas de barracha e com ca
pacidade para 13 ml. Faz-se as leituras de atividade das amostras no
aralisador manocanal.
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Aplica-se o métado dos minimos quadrados aos  valores
cbtidos na contagem, determinando para cada experiéncia, em virtude
do decaimento radicative da amostra, & equagdo da reta de calibragao.

¢) Descontaminagde do Material de Vidro

Uma pequena percentagem do i{sdotope radioative fixa-se
as paredes dos materiais de vidro e sua remogdo € impraticavel pela
simples lavagem. Esse problema afeta diretamente o5 tubos de  conta
gem que podem apresentar uma radiacdc de fundo consideravel, interfe
rindo na medida de atividade da amostra., Procede-se-z a descontamina-
£zo aplicando o principio da dijuicdo isotopica, deixando 0 material
mergulhado em uma solugao de HgC1, nac radiocative. de concentragdo da
ordem de 5 g/1, durante cerca de 24 horas antes da lavagem propriamen
te dita.

5. VYerificacdo da Morte de C&lulas peia Acdo do Merclrio

0 ensaio tem a finalidade de determinar a maxima concentra
cao de Hgli, que pode ser utilizada nos ensaios de adsorgao sem provo
car morte ou inativagac nas celulas de levedura. Consiste em se man
ter, sob agitacdc, uma suspensao de fermento Tavado contendo HgE12,mg
bos em concentragées canhecidas, retirando, periedicamente, amostras
e nelas determinando @ concentragdn de celulas viaveis pelo metado de
contagem em placa.

a) Preparc das Suspensdes de Celulas

Mede-se em copo, com precisdo de miligrama, uma massa
de fermento lavado para ser suspendida em um volume de dgua destilada
esterilizada e quantitativamente transferida para um erlenmeyer tampa
do com rolha de borracha. Agita-se bem para desagregar as células e
homogeneizar a suspensdo e transfere-se guantitativamente para um ba
ao volumetrico completande o votume com agua destilada esterilizada.
As concentragOes ensaiadas foram de aproximadamente:; 11,500 g/71,
2,080 g/l = 0,288 g/1.

b) Preparo das Solugoes de chlz

0 cloreto de merciirio II foi dissolvido em Egua desti
Tada de maneira a fornecer solucoes de concentragoes iguaisa 2,50 q/7
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e 0,250 g/1.

c) Preparo das Suspensoes Contendo Leveduras e HgE12

Nesta serie de ensajos, variou-se simultaneamente as
concentragoes de fermento lavado e de cloreto de mercurio 1.

As suspensoes $ao preparadas em baldes volumétricos de
250,0 ml, observando & seguinte sequencia: pipeta-se, com pipeta vo-~
lumetrica, um volume da suspensdo adequada de celulas {item 5.a.) le
vande-¢ a0 batao volumetrico. Dilui-se com agua destilada esteriliza
da ate cerca de 220 ml e adiciona-se um volume corhecide de  solucao
de g1, (item 5.b.), completando o volume com &gua destilada esteri-
lizada, homogeneizando a suspensdo e transferindo=z para um erlenms
yer de 900 ml1, fechado com rolha de borracha e fixade ao agitador me
canico rotativo a uma temperatura de {SD,Dtﬂ,ﬁ}DE. 0 teampo de cantate
do HgCI2 com as ceTulas comega a ser contazdo no instante em que o sal
2 adicionado 3 suspensio.

Paralelamente a todos o3 ensaios, faz-se uma prova em
branco, obedecendo a sequéncia indicada para o preparo da suspensio
com exceqap da adigao de HgCl,.

A Tabela 1 indica, ¢om um 5imal {+), as concentracces
de c2lulas e de cloreto de mercurio 11 ensaiadas.

TABELA 1

CONCENTRACOES DE CELULAS E DE CLORETC DE MERCORIO IT ENSAIADAS

Concentracao de Ceiulas (g/1)

Z,300 0,230 3,023
Concentracao de HgE12 (g/1)

0,100 (+) (+}
0,020 (+)
0,010 (+) {+) {+)

0,005 {+} {+) (+)




15

d)  Amostragem

Ratira-sa a amestra inicial apos 3 a 5 minutos e, as
sequintes, em intervalos de 30 minutos ate compietar 3 horas de conta
to, As amostras de 5.0 ml, retiradas com pipetas volum@tricas, s3o
diluidas convenientemente de modo a fornecer umd suspensao final com
cerca de 100 ¢elulas por mililitro, sempre observande as normas de as
sepsia. Calcula-se que o fermento possua aproximadamente 1ﬂTﬂ celu-
Jas por grama. Essas diluigOes s3n feitas em balfes volumetricos com
agua destilada esterilizada com posterior transferencia para erlen-
meyers gue possuam o debre de sua capacidade, de modo gue se possa
agitar satisfatoriamente as suspensoes por ocaside de nova tomada de
amostra.

e) Medida da Concentragan de C&lulas Viaveis
Em amostras de suspensdo, convenientemente diluidas,
conta-se o nimero de c@lulas vidveis pela t@enica de contagem em pla

caﬁiaﬁ}, utitizando o sequinte meio de cultura:

extrate de’ carne .... 3,0 g/l

peptona .......... ..o 5,0 9/7
glicose ............ 10,0 g/l
agar ..... sammnanas 20 g/

De cada amostra inocuiam-se § placas que, apds 2 soli
dificagdo, sao invertidas e colocadas em estyfa a 3D°E, ande permane
cem durante 48 horas. Finde o periodo de ¥ncuhag5b, procade-se 3 con
tagem das’ coldnias com auxilio de uvm contador de coldnias e os resul
tades s53o comparados com oz valores obtidos nma prova em branca, isto
e.na suspensiao de células a qual n3o se adicianou HgCl,.

6. Determinacdo do Tempo de Contato entre (&lulas e EDBchlg
para Atingir o Equilibrio de Adsorg3o

a) Equilibrio de Adsorcio

Diz-se que 0 equiiibrio de adsorgdn & atingide quando
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o numero de atomos de substancia a ser adsorvida que se fixam na uni
dade de area da superficie do adsorvente na unidade de tempc € igual
20 nimero dos que se desprendem, dessa unidade de area, no mesme  in
tervalo de tempo. A partir do momento em que esse equilibric dinami
¢o se estabelece, a concentragdo, na solugdo, da substancia a ser ad
sarvida, permanece constante.

Efetuou~se uma série de ensaios para verificar o tempo
necessario, contade a partir da adicao de EnaHgC]E & suspensdo de ce
Tulas, para que o equilibrio de adsorgio se estabelecessa,

b} Preparo da Suspensfo Contendo C&lulas e 20

3HgE]E

Prepara-seé uma suspensdo de c&lulas em um balZo valume
trice de 250,0 ml, suspendendo uma massa conhecida de fermento lavado
em 2gua destilada at@ cerca de 200 ml. Adiciona-se, cem pipeta volu
metrica, um volume conhecide de solugac adeguada de EI""3I-|g[:]2. Comple
ta-se o volume com agua destilada e transfera-se seu conteudo para
um erlenmeyer de 500 ml que & fixado ac agitador mecanico rotativo re
gulado para funcionar 2 uma determinada temperatura. 0Os trabalhos fo
ram realizados nas sequintes faixas de concentragoes:0,221a2,395 g/f]
para as ¢élulas e 2,6 2 11,1 mg/} para o 203Hgt12.
¢) Amostragem

Rs amostras foram retiradas em intervalos da tempo que
variaram conforme a informagic que se desejava obter. Por exempla, in
tervalos de 5 minutos foram adotadoes para detalhar a primeira hora de
experiencia, intervalos de 15 a 30 minutos foram utilizados para expe
riéncias até 4 horas de contato e intervalos de 60 minutos foram esco
Thides para as amostras finais em experiéncias gue se prolongaram por
mais de 4 horas,

Toma-se, com pipeta volumétrica, 10,0. m1 de suspensao,
coloca-se& em um tubo de centrifuga de fundo cdnico, fechando com rd
Tha de cortica & centrifuga-se dyrante 10 minutos a cerca de 1.500.9.
A ampstra para medida de atividade da solugio & retirada do sobrena -
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dante com pipeta volumétrica de 5,0 ml e levada a um tubo de contagem
munido de rglha de borracha., A medida de contagem obtida no analisa
dor monocanal & transformada em concentracao através da equagio da re
ta de calibragdo determinada me dia da experiéncia. O resultada re
presenta a concentracac de EDSHQCTZ que permanece em solugdo no momen
to da tomada da amostra. A concentragdo inicial de ZGSHgﬂlz e obtida
pela contagem de atividade de 5,0 ml de suspensao, tomades com pipeta
velumetrica @ homogeneizados no momento da medida.

d}  Temperatura Durante os Ensaios

As primeiras experiencias foram efetuadas a ( 30,0 *
0,6 }“E. Um Gnico ensaie foi conduzido a { 22,0 b 0,5 }GG. Diversas
experiéncias foram realizadas a baixa temperatura, empregando-se, pa
ra tanto, um recipiente témico de “Isopor®, fixado & plataforma dg
agitador rotative, no qual se colocou a erlenmeyer contenda a  suspen
sap, mergulhado em banho de gelo. Para garantir um trabalhe entre
0% e 1°¢, a suspensdo de c&lulas, a soluglo de EDSHgtlz e a agua des
tilada para completar os volumes, sde mantidos durante 60 minutos mer
gulhados em banho de gelo, antes de se promover o preparo da mistura
de celulas ¢ ZDEHQEIE. Nas experiencias em que esse critério ndo foi
observade, sera mencionado simpiesmente que o ensaio foi realizado em
banhe de gaelo.

7. Experiéncias Para Observar a Relacdo Entre a Morte de C&ly
las & o Tempo de Contato com EDEHQCTQ

Com o intuito de verificar uma possivel correlagdoc entre a
adsorgdo do merclUric @ parede do microrganisme, suz posterior penatra
a0 no interior das c€lulas e a agdo letal pravocada pelo Jon do  me
tal pesado, procedeu-se a ensaios reunindo as fBcnicas descritas nos
itens § a6,

¢ perindo de observagdo variou de 2 a 29 horas de contato,
sempre @ temperatura entre 0% e 1%. As experiancias levadas a efei
to durante 2 a 3 horas serviram para testar se, nas condigdes escolhi

das de concentracdo celylar, de concentragde de EGSHQC]Z, de tempera-
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tura ¢ de tempo de contato, poderia estar ocorrende morte de céiulas,
Com as experigncias mais longas, de 7 e de 29 horas, objetivou-se as
sogiar a penetragio de mercurio nas c2lulas com sua morte e determinar
quando esse efaito comegava a aparecer.

8. Ensaios de Adsorcag

0 ohjetive principal deste trabalho & verificar a aplicabi
Yidade da lei fisico-quimica de adsorgdo de Lomgmuir an caso especifi
¢ de tor-se celulas vivas de levedura adsorvende jons de ng+ com
tragador radivative 2mHg na forma de HgCTE. Comprovada a aplicabili
dade da lei, os parametyos da equagac de Iaigmuir serao aplicades ne
calculo da area especifica e do nimerc de pontos de fixagdo de ng+
has celulas vivas de Jevedura.

a} Preparo das Suspensdes Contende Celulas e 203

HgC1,

As condigoes escolhidas para efetuar-se os ensaios de
adsorgao foram: temperatura entre 0% e 19¢, afim de diminuir o fend-
meno de penetragao de ng+ nas células, e 45 a 60 minutos de contato
sob agitagde. As faixas de concentragio adotadas no conjunto de expe
riencias variaram de 0,262 a 0,684 g/1 para as células e de 0,48 a
5,17 mg/1 para a concentragao inicial de 2U3H9E1E.

Procede-se ao ensaio de adsorgdo fixando a  concentra
gao cefular e variando a concentragdo inicial de 203ch1z.

Prepara-se uma suspens@o original a partir de 6,0 a
7.5 g de fermento lavado, suspendendo-o em agua destilada gelada em
um balac volumétrico de 500,0 ml. A suspensac & transferida para um
erlenmeyer de 1000 m}! para poder ser homogeneizada por ocasido de re
tirada de amostras. ‘

Coloca-se, em banho de gelo, uma série de baldes volu
metricos de 50,0 ml com quantidades de 3gua destilada previamente cal
culadas para faciiitar o acerto final do volume dos baldes, apds a
adigao dos cutros companentes das suspensges.
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Toma-se, com uma mesma pipeta volumetrica da 10,0 ml,
amostras de suspensdo original, colocando-as em cada um dos balbes
volumetricos.

Paralelamente, deixa~se em banho de gelo, uma solugdo
de zmHgE'I2 de concentragdo aproximada de 5 mg/1 e vm frasco conta -
gdtas com 2gua destilada, Decorridos 60 minutos em banho de gelo,pro
move-se 2 adicdo de 203HgE]2 as suspensoes de células, colocando com
pipeta graduada de 20,0 ml, volumes crescentes da solugde de EDEchlz
nos baldes volumétricos e completando o volume com a 3gua  destilada
contida no frasco conta-gotas. A partir do momento em que se promove
a agitacdo manual das suspensfes, comega-se a marcar o tempo de conta
to. Transfere-se as suspensoes, o mais rapidamente possivel, para epr
lanmeyers de 125 mi, previamente adaptados ao racipienta térmice de
“Isopar”, em banho de galo, fixado ao agitador mecanico rotativo.

k) Amostragem

Apos 45 a 60 minutos de agitacao, toma-se amostras  de
10,0 m1 de cada uma das suspensfes e itransfere-se para tubos de cen-
trifuga mergulhados em banho de gelo. O0s tubos sdo fechados com ro
Thas de cortiga e centrifugados durante 10 minutos a cerca de 1,500.9
para separar as celulas. Com pipetas volumétricas de 5,0 ml, toma-
se amostras dos sobrenadantes para contagem de radicatividade. Essa
medida permite calcular a concentragdc final de equilTbrie deznaHgtiz,
ou sefe, a concentracgio de 203ch12 nap adservide que permanece em 50
Tugao. As concentragbes iniciais de 2mHglﬂz sio obtidas pela conta
gem de 5,0 ml, temados com pipetas volumétricas, das suspensfes devi
damente homogeneizadas no momento da medida,

£} Verificagac da Aplicabilidade da Lei de Longmuir

A aplicabilidade da Lei de ILmwymuir aos resul tados ex
perimentais foi verificada pelo metods dos minimos quadrados.

d} Curva Completa de Adsorgdo

tom & finalidade de eyidengiar a existénciz de adsor-
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¢ao em camada "unica" e de adsorcao em camada "multipla", proceden-se
2 gutro tipo de ensaio, ampliando a faixa de concentragdes iniciais
de EEIEchlz, que variaram de 0,80 2 12,32 mg/1, e reduzindo a concen-
tracio celular para 0,22 a 0,24 g/1.

9. Adsorcag de Eﬂaﬂgﬂ19 e Pepetracao de Glicose nas Calulas

0 objetivo dessa experiéencia & verificar se, apdbs a adsor-
¢do de mercurio pelas células, pode haver penetragdo de glicose nas
mesmas, ou seja, se os pontos de penetragao de glicose ceincidem com
o5 pontos de fixacdo de ng+ na parede celular,

a) Preparo das Suspensdes

Prepara-se uma suspensao de celulas com cerca de 2,4 g/1
em baldo volumetrico de 250,0 ml. Agita-se e transfere-se a suspen-
540 para um erlenmeyer de 500 mi para homogeneiza-la convenientemente.
Duas suspensges de igual concentracao celular s3o obtidas a partir
dessa suspensao original, tomando-se 25,0 ml, com pipeta volumétrica,
e levando-se a balda volumetrico de 500,0 ml. Um dos balfes & comple
tado com Agua destiladz e transferido para um erlenmeyer de 1.000 m)
fixado ac agitador mecanico rotative. Coloca-se aqua destilada no ou
tro balao até cerca de 450 ml, adicionando-se, em seguida, 20,0 m) de
solugao de 203Hgm2 de concentrag3a aproximadamente igqual a 125 mg/l.
Completa-se o volume com 3qua destilada, agita-se e transfere-se para
outro erlenmeyer de 1.000 ml fixado ao agitador mecanico rotativo.Man
tém-se a agitacio durante 10 minutes, tempo que B suficiente para gue
o equilibrio de adsorgdo se estabelega para as concentragies indica-
das de fermento e de EUEHgtlz e 3 temperatura de (19,5 ¥ 0,5)%, que
foi a adotada para facilitar a penetracac de glicose nas células.

Decorridos os 10 minutos, culoca-se 1,0 m] de solugdo
de glicose preparada para fornecer, nas suspensdes, umz concentracao
aproximadamente {gual z 200 mg/1.

bl Amostragem

Retira-se ampstras de 10,0 ml das duas suspensoes, da
15 em 156 minutos durante 90 minutos, para centrifugacdo. As amostras
infeiais sdo retiradas imediatamente apds a adi¢do de glicose s sus-
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penscGes.

Do sobrenadante das duas suspenstes centrifugadas, to
ma-se 1,0 m1, com pipetas volumetricas, para dosagem da glicose que
n2o penetrou nas celulas.

Do scbrenadante da suspensdo que contem 2n3HgClE, reti

ra-se 5,0 ml para medida de radioatividade, que ira fornecer a concen
tracioc de Eﬂ3HgE12 que permanece em solugao. A concentracdo inicial
de EﬂaHgCIE € dada pela contagem de 5,0 m) da suspensao homogeneizads
por ocasiac da medida.

c) Dosagem de Glicase

A dosagem de glicose foi efetuada pele método de Somo
(27}
gyt .
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INSTITUTD DE ERERGIA ATOMICA




A. UMIDARE DG FERMENTO LAYADO

RESULTADOS

¥

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos na determinagdo da umida
de do fermento lavado, para 38 ansaios.

TABELA 2

UMIDADE DO FERMENTO LAVADD

N Umidade do
Determinagao fermento lavado
no (%}

#
1 77,0
2 ?5 :|-2 r
3 7.5
[ ¥6.,8
5 75,5
6 76,2
7 75,1
B 76,5
g 83,7
10 76,4
[ 15,4
12 75,8
13 76,7
14 77.2
15 78,5
16 78.0
17 78,3
18 76,5
19 7.7

leterminagao
ne

Umidade do
fermenta lavado

(%)
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B. PERCENTAGEM DE CELULAS MORTAS NO FERMENTO LAVADO PELD METODO DE
FINK-KUHLES '

A percentagem de celulas mortas ng fermento lavada, determinada
para 8 experiencias, apresentou ¢s resultados que figuram na Tabela 3.

TABELA 3

PERCENTAGEH DE CELULAS MORTAS NO FERMENTO LAYADO

. Celulas Hortas
Determinagao no Fermento

no (%)
"——%
1.2
1,3
1,5
0,5
1,0
1,1
0,8
0,5

CF 1 O LN P L [

£. MORTE DE CELULAS POR ACKRO DO MERCORIC

0s resultados de contagem de células em placas, estio represanta
dos nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, para suspensdes de concen
tracdes aproximadamente iguais a 2,300 g/1, 0,230 g/1 e 0,023 g/1. As
Figuras 2, 3 e 4 apresentam a representacdo grafica desses resultados.

Ohserva-se que 3 temperatura de (30,0 ¥ 0,5)°C, para as tras
concentragoes celulares, o contato com HgC1, na concentragao de §,1mg/
nao  exercet  efeito letal sobre as células durante as trds horas
de experiencia. 0 cloreto de mercirio IT na concentracio de 10,2 myg/l




TABELA 4

INFLUEHCIA DA COMCENTRAGAD DE HgE]2 E DO TEMPO

DE CONTATO MO NOMERO DE CELULAS VIRYEIS

24

Nimerg de CElylas Viaveis por Litro

Temparatura = (30,0 * ﬁ,BjuE

Tempo
|Eﬂ&¥3tn Concentragas de HgCl, (mg/1)
(min} 101,7 20,3 10,2 5,1
mw—
Prova
en 10 10 10 10
Brance | (6,3 x 10'°) | (4,6 x 16'%) | (5.6 x 1019} { (6,0 x 1010y
3 67x 100 | 45x10"® | 5,3x100 | 6.0x10'°
10 0 3,9 x710° | 5.6x100 | 5.2 x10°
80 0 3,0 x 10° 5,6 x10'% | 6,1 x10°
90 iy 1.3 x 10° 47x100 | 5,770
120 - 1,3 x 10° 4,5 x 100 |} 5.9 % 10"
150 - 1.0 x 107 3,0 x 160 | 6.1 x 100
180 - 6,7 x 10° 2,7 x 100 | 5.7 x 100
Concentracao Total de Células = 2,300 g/l
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B8,img HgCla /1

gxi0*

10,2 mg HgClg/1

|0l0 L

s5x10° |

CELULAS VIAVEIS {CELULAS/LITRO)

— 20,3 mgHgGla/1

&
ICP B Com 101,7 mg Hgﬂlzfl, 310 min

. d& contato conduziram a um
valor nulo da  concentragao

de calulas viaveis, &

&x10° . l . | . .

0 &0 120 © 180
TEMPO DE CONTATO G/ K Clg (min)

FIGURA 2 - Influencia da concentragao de Holl, e do tempo de conta
to na concentragdo de células vidvels, ’
Concentragio total de celulas = 2,300 g/1
Temperaturz = (30,0 ¥ 0,5)%



TABELA 5

INFLUENCIA DA CONCENTRAGAD DE HgElE E DO TEMPO
DE CONTATO HO NOMERO DE CELULAS YIAYEIS

Numere de C2lulas Vidveis por Litro
Tempo
de
Contado Concentragdo de HgCl, (mg/1)
(min) 10,2 2,1
%:_ S —
Prova
o 9 9
Branco (9.0 x 107) (8.5 x 107)
3 8,4 x 10° 8.8 x 107
39 2,2 x 10 7.8 x 107
50 1,6 x 10° 3,4 x 10°
a0 2.8 x 108 8,8 x 10°
120 6,7 x 107 8,3 x 10°
150 6,7 x 10° 8.2 x 10°
180 V.7 x 107 8.4 x 10°
Concentragao Total de Celulas = 0,230 pf1
Temperatura = (30,0 = ©,%)°C
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TABELA 6
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INFLUENCIA DA CONCENTRAGRO DE Hi_;,ht'.:]2 E DO TEMPD
DE CONTATO NO WOMERO DE CELULAS YIAVEIS

Tempo Numero de CElulas V¥idveis por Litro
de
Contato Concentragao de HgCl 5 {ma/1)
(min) 101,7 10,2 5,1
Prova
em 3 8 8
Branco (4,6 x 107} (6,9 x 107) (6,9 x 107)
3 2.7 x 107 6,6 x 10° 7,1 x 108
30 0 5,9 x 168 7,2 x 108
60 D 3,9 ¢ 108 7,4 x 10°
90 0 5,2 x 108 6,6 x 10°
120 0- - 7,5 x 10°
150 0 - 6.8 x 10°
180 0 - 6,2 x 10°

Coneentragao Total de CElulas = 0,023 g/l

Temperatura = (30,0 b D.S)EC
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Com 101.7 mg Hgﬂl /i, o nﬁmern de celulas viiveis cai
de 4,6 x lﬂB celulas!lltru (pruva em branca] para
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TEMPO DE CONTATO COM HgClg {min)

Influencia da cun:entracaa de HgC12 e do tEmpn de conta
to ma concentragio de céiulas viavels.

Concentragde total de celulas = 0,023 g/1

Temperatura = (30,0 i u,s}ﬂc




exerce uma pequena fnfluéncia sobre as leveduras na concentra
gaec da cerce de 2,300 g/1, wmas nas outras cancentracdes ce'lg
lares estudadas, ji aparece nitidamente o efeito de morte sobre as ce
lulas. Na concentracac de 20,3 mg/1 o HgC'I2 so foi estudado em reila
¢do a concentragao de celulas de aproximadamente 2,300 g/1, apresen
tando, a partir de 30 minutos de contato, um acentuade efeito de mor
te sobre as leveduras.

A concentragdo de 101,7 mg/1 revelou efeito imediato sobre as ¢é
Tulas, tendo sido estudada em relagao a concentragoes celulares de car
ca de 2,300 ¢/t e de 0,023 g/1.

Conclui-se que, 3 temperatura de (30,0 b G,E}GC, pode-se  proce
der aos ensaios de adsorgao com concentragoas de chlz da aproximada
mente 5,0 mg/? 2 concentragoes de celulas dentro de uma faixa de 0,023
a 2,300 g/1, durante 3 horas de contato sobk agitagde, com  seguranca
de se estar pperando com calulas vivas.

D. TEMPO DE CONTATO ENTRE CELULAS E 2”3ch1z PARA ESTABELECER 0 EQUL
LIBRIO DE ADSORGAD

1, Experiéncias @ Temperatura de (30,0 ¥ 0,51%

Procedeu-se a trés séries de experiencias usando concentra
¢oes fixas de células e variando as concentragoes de EDSHQEIE. As sus
pensoes de celulas em contato com o EID3HgC1E foram agitadas durante
4 horas, retirando-se amostras de 30 em 30 minutos.

Na primeira s2rie de experiencias, utilizou-se uma concentra
gao de calulas de 2,395 g/ e concentragoes de EDBHQCIE de 7,12 mg/1,
5,59 mg/1, 4,25 ma/1 e 2,93 mg/1. A Tabela 7 indica os valores da
concentragdo de EnaHgCIE que permanece em sotucao nos diferentes tem
pos de contato para as guatro suspensoes. A representacac grafica dos
resultados 8 feita na Figura 5.

A segunda sérfe de experiencias foi feita com uma conceatra
gao fixa de celulas de 1,248 q/1, em contato com EG3H9B1E em concenira
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coes variaveis. O35 resultados de concentragde de 2ﬂ3HgQ?2 que  parma

nece em solugdo apps determinado tempo de contato, sip indicados na
Tabela 8 e representados graficamente na Figura 6.

A terceira série de experiéncias foi feita com uma concen -
tragao de leveduras de 0,251 g/1 e concentragbes de 2ﬂaHgE]2 varia
veis. As concentracoes de-anHgCIE em solucac nos diferentes tempos
de contate, estio celocadas na Tabela 2 e representadas graficamente
na Figura 7.

Pela analise dos resultados obtidos nas experiencias reali
zadas 3 temperatura de (30,0 : 0,5)°C e representados nas Figuras 5,
6 e 7, pode-se fazer algumas observagoes..
Para corcentragoes iniciais de 2D3Hgt12 variaveis entre 3 @
7 wg/1, chega-se 2 resultados muito proximos de concentragio de
EDEHgtle no sobrenadanie apds cerca de 150 minutos de contato com as
suspensoes de células,
A contentracas de ZQEchlz ne sebrenadante, na mator parte
dos casps, atinge um valor mihimo @ Sobe em sequida.

Nos casos de concentragdes celulares mais baixas, proximas
a 0,25 g/1, as curvas se apresentam com um aspecto diferente das de
mais, com uma zona em que hd indicio de formacZo de um patamar e Con
tintande com uma gqueda acentuada na cencentragac de 2'EISHQET? no sobre
nadante, A principio, pensou-se que esse comportamento, verificado
sistematicamente em varios ensajos, fosse consequencia de uma falha
experimental. Uma explicagao possivel para o fato seria a de que a
desagragagao celular no fermento lavado ndo estivesse completa. No
infcio, o merclirio seria adsorvido pela superficie dos  aglomerados
celulares que, com a agitacde da suspensdo por cerca de 60 minutos,
iriam se desagregande com um consequente aumento da superficie de ad
sorgdo. Para verificar essa possibilidade, procedeu-se a um controle
microscopica das suspensdes durante as fases de desagregagao e Tava
gem das ¢€lulas. Comprovada a dissociagdo conveniente dos aglomerados
celulares, nos ensaios que se seguiram, foi observado o mesme aspecto
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TABELA 7

CONCENTRAGAD DE 20%Hgr1, E¥ SOLUGRO EM FUNGKO
00 TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo Concentragao de ZESchlg em Solugio {mg/1}
de
Contato Concentracao inicial de 203Hgﬂ2 {mg/1)
{min} 7,12 5,59 l 4,25 2,93
10 3,48 2,47 1,63 0,88
30 1,40 7,88 0,80 0.1
60 0,78 0,57 0,30 0,44
9 0,71 0,58 0,57 0,49
128 a,70 .58 0,58 0,51
154 0,71 0,60 qQ,61 0,53
184 0,72 0,62 0,62 0,54
218 0,73 0,64 0,63 0,56
240 d,74 0,89 3,63 Q.56
Cancentracao de Ceélulas = 2,395 g/l
Umidade do Fermento 16,47
Temparatura = (30,0 L4 0,5°%
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CONCENTRAGRO OE 20%uge1,, EM SOLUGRO EM FUNGRD
00 TEMPO DE CONTATC COM CELULAS DE LEVEDURA

TABELA 8

34

Umidade dn Fermento =

75,47

Temperatura = {30,0 h g,5°C

Tempo Concentragdo de 2ﬂ3H9C12 en Salugao (mg/1)
Cnnigtn Congentragas inicial de EmHgCT2 (mg/1)
(min) 6,90 5,48 3,86 2,92
SO S
15 4,51 3,36 2,20 1,10
3% 2,87 2,19 1,26 0,85
63 2,14 1,62 0,84 0,53
93 1,16 0,99 0,70 0,51
120 0,79 0,76 0,56 0,50
150 0,76 0,65 0,59 0,50
182 0,88 0,65 0,58 0,51
212 0,96 0,62 0,58 0,51
242 1,05 0,78 0,58 0,51
Concentragao de $&lulas = 1,248 g/}
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TABELA 9

CONCENTRAGRO DE “%3HgC1,, EM SOLUGHO EM FUNGRD

DO TEMPQ DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo Concentracao de EEEHQETE en Selucio {mg/1)
de
Contato Concentracan inicial de 2ﬂ3HgE‘I2 {ma/1)
fmin) 6,94 5,61 4,30 2,62
2 6,45 4,50 3,72 2,36
32 5,72 . 4,57 | 3,51 1,85
a0 5,61 4,33 3,12 1,73
90 4,36 3,03 2,70 1.61
120 2,48 1,58 . 2,05 1,31
150 1,29 1,18 1,08 1,05
180 1,38 1,44 1,04 0,93
210 1,64 1.7 1,20 0,83
242 1,94 1,89 1,40 0,77

Concentragao de Calulas = 0,251 g/1
Umidade do Fermento = 75,83
Temparatura = (30,0 pl U,SJQC
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nas curvas. Uma sequnda hipotase foi sugerida para explicar o fata,
supondo que dois fendmenos ocorressem simeltineamente: adsorgao & pe
netragic do mercirio nas cg@lulas. MNa primeira hora de contato entre
levaduras e 253HgClE, a adsorgan seria predominante, embora a penetra
cio ja ocorresse. A gueda acentuada na concentragao de EuaHng no
spbrenadante, a partir da primeira hora de contate, seria cnnsequﬁg
cia da peretracdo do mercurio nas células. A ocorr@ncia simultanea
dos dois fendmencs seria nitida para as concentragdes celulares de
aproximadamente 0,25 ¢/1, enquanto que, para as concentragoes superic
res {cerca de 1,25 e 2,40 g/1)} a penetragdo muito intensa encobriria
a adsorgao.

2. Experiencia 3 Temperatura de (22,0 b 0,5)°%c

A Tahela 10 indica os valores obtidos numa experiencia reali
zada com uma suspensdo de ¢élulas contendo 0,239 g/1 am contata com
EDBHQEEE na cencentracao de 5,62 mg/l. A Figura 8 apresenta a repre-
sentacao orafica dos resultados.

Observa-se a formag2o de um patamar entre 15 a 50 minutos de
contato entre ¢&lulas e 203Hgtlz, com posterior gueda na concentragao
de zmHgEI2 em solucao.

A diminuicdo de temperatura favorece o fendmens de adsergide
e retarda a penetragdo do material na cglula, deixando mais nitida a

faixa em que predomina a adsorcac.

3. Experiéncias Realizadas em Banho de Gelo

Para reduzir ainda mais a velocidade de penetracdo de¢  Ton
Hg2+ nas celulas, uma série de ensaios foi conduzida mergulhando as
suspensoes em banho de gelo,sem a preccupagac de manter-se wna deter
minada temperatura, simplesmente para operar-s2 em temperatura baixa.

Nas Tabelas 11 e 12, faz-se uma comparagao des resultados ob
tidos a temperatura de (30,0 b D,S}DE e em banho de gelo para suspen
soes celulares contendo aproximadamente a mesma concentragdo de  fer



TABELA 10

CONCENTRAGRD DE Z03hqe), EM SOLUGRD EM FUNGRD
DO TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

39

Tﬁsz Concentragdo de EU3H9C]2 em Solugdo {mg/1.)
Contato a 3

{min) 1= Amostra 2= Amostra
4,82 4,97
5 5,00 5,02

10 ' 4,93 ' -

16 4,83 4,64
20 4,85 4,60
25 4.69 4,52
30 4,06 4,566
35 4,52 4,69
40 4,82 4,82
45 4,60 4,50
50 4,36 4,29
55 4,87 4,56
60 3,87 4,25
100 - 4,24 4,10
140 : 3,70 3,64
180 3,27 3,33
220 2,64 2,48
260 1,59 1,53

Coucentragdc de Celulas = 0,239 g/1
Umicdade deo Fermente = 76,77
Concentragao Inieial de 2u3H3312 = 5,61 mg/l

Temperature = (22,0 pd ﬂ,E}UC
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mento. A Figura 9 apresenta graficamente os resultados das Tabelas 11
e 12, podendo-se observar a formagdo de um patamar caracteristico do
equilibrio de adsorg2o no ensaio realizado em banho de gelo.

As Tabelas 13 e 14 apresentam 0s vesultados obtidos cem con
centragoes celulares diferentes em contato com EDEHQCI2 B COnCentra
goes aproximadamente iguais a 5 mg/1. Esses resultados estdo represen
tados na Figura 10, onde pode-s& notar que, para a concentragan celu
lar de 0,221 g/1 {Curva 1}, depois de cerca de 25 minutos de contate,
a concentracao de 203Hgﬂ]2 no sobrenadante permanece praticamentecons
tante até os 180 minutos de observagdo. A curva 2, para uma goncentra
¢do de c@luias de 0,874 9/, mostra que, embora a concentragio de
EuaHgCl2 no sobrenadante decresga ligeiramente a partir de 60 minu
tos de contato, o patamar caracteristico do equiiibrio de adsorgao
ndo & atingide. Isso indica que @ provavel que, para a concentracgao ca
lular de 0,874 o/1, a temperaturaz baixa diminui a penetragho do  Ton
ng+ nas ¢&lulas, mas nao o suficiente para garantir um patamar de e~
quilibrio de adsorcdo.

A Tabela 15 mostra os valores obtides a uma temperatura va
ridvel entre 0°C 1%, para uma suspensdo contendo uma concentracio
celular de 1,389 g/1 e uma concentragioc de 203H9E12 de 3,29 mg/1. Os
resultados estao representados na Figura 10 {Curva 3) e fazendo-se
uma comparagdao com & curva 2, verifica-se que, conservando a tempe-
ratyra entre 0°¢ e 1°C, pode-se aumentar a concentracao celular sem
que o fendmeno de penetragio de merclirio nas células seja aumentado .

Para mostrar que, em baixa temparatura, partindo-se de con
203

HgC]Z
difarentss, chega-se a valores de concentragio de 0 3HgE1g ng  sobre
nadante bem distintos, o que ndo acontecia a {30,0 - 0,5)°C, as tabe-
ias 16 e 17 apresentam os resyltados obtidos em experiéncias realiza-
das nessas condigoes e a Figura 11 os ilustra graficamente,

centragoes ce]ulures proximas e de concentragfes iniciais de

203

E.  RELAGAD ENTRE TEMPO DE CORTATO COM Hgﬁ12 E MORTE DE CELULAS

A primeira experiencia foi wvealizada em banho de geleo em  condd

r INSTITUTO DE ENERGLA ATOMICA



CONCENTRACAC DE
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TABELA 11

03

HgC1, EM SOLUGRO EM FUNCHO

DO TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

42

Lontato
{min)

10
16
20
25
30
35
40
45
0
55
60
90
150
180
210
240
300

Concentragdo de 2!:'3H5|IL‘.12 emt solugdo {mg/1)

149

Ampst

4,42
3,96
3,67
3,99
3,25
3,35
3,62
3,01
2,92
2,92
2,60
2,47
2,83
1,49
1,01
1,25
1,60
1,60
1,54

ra

28

Amostra

4,28
3,92
3,63
3,96
3,42
3,24
3,65
3,04
2,90
3,14
2,68
2,62
2,52
1,61
0,92
1,28
1,80
1,64
1,59

-

Concentragao de Celulas =

Umidade do Fermento

Concentragao Iniecial de

a 77,
203

0,463 /1
2z
HgCl, = 4,63 mg/1

Temperatura = (30,0 z 0,5)°%
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Tapzal?

CONCENTRAGAD DE 203hgC1,, EM SOLUCRO €M FUNGRO

00 TEMRG DE CONTATO COM CELULAS DE LEYEDURA

Tag:go Concentracao de 203}1’9512 em Salugae (mg/1)

Contato 3 3

{min} 1= Amostra 2~ Amgstra

E:— —%
7 B,14 &,07

20 7,97 8,06
40 7,94 7,83
&1 1,46 8,09
90 7,85 7,18
120 7,89 7,76
150 7.7% 7,90
180 7,16 7,78

Coneaptragac de Celulas = 0,433 g/l

Unidade do Fermenta = 78,5%

Concentragac inieial de zt}E'Hgli:lz = 8,61 nzfl

Banho de Gels
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TABELA 13

CONCENTRAGAD DE 2%%gC1, EM SOLUGAD EX FUNGRO

DO TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo de Concentragac de EUBHQCJE
Contato em sclugin
{min) (mg/1)
#m_
q 4,38
25 4,20
49 4,21
76 4,13
88 4,21
121 4,20
148 4,12
Concentracac de Calulas = 0,221 /1
Unidade do Fermento = 78,07
Concentragac inicial de zﬂﬂﬂgﬂlz = 4,97 g/l -
Banha de Galo




TABELA 14

CONCENTRACAO DE 2”3ch12 EM SOLUCAD EM FURCAG

DO TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo de Concentragao de_znaﬁgm2
Contato em solugan
(min}, {mg/1)
15 3,19
31 2,92
45 2,81
a0 2,60
90 2,48
120 J 2,53
150 2,23
136 2,33

Concentragao de Celulas = 0,874 g/l
Unidade do ferpento = 78,9%

Concentragao Inicial de zﬂaHgEl.2 = 5,15 mgfl
Banho da Geloa




TABELA 15

CONCENTRAGRO DE 2%3Hge1, EM SOLUGKD EM FUNGRD
DO TEMPO DE CONTATO COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo de Concentracao de_2u3H9C12
Contato em Solugao
{min) (ma/1)
15 1,77
29 1.72
44 1,59
60 1,49
89 1,44
119 1,22
148 1,25
180 1,31

Concentragan de Celulas = 1,389 g/l
Umidade do Fermenta = 76,97
Concentragao inieial de 2ﬂ3H5012=3,29 mg/l

Tamperatura = 0°c a 1%

47
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TABELA 16

CONCENTRACRO DE ZHBHQETE EM SOLUCRC EM FUNGAQ
00 TEMPO DE COKTATO COM CELULAS BE LEVEDURA

Tempo de Concentragio de Eﬂ3HgCl2
Contato am S0Tucdo
{min) (mg/1)
15 3,42
o 3,30
45 2,96
50 2,80
S0 2,38
120 2,32
150 2,08
180 1,9
Concentracaa da Catuylas = 1,128 g/l
Uzidade do Fermento = 27,73
Concentragao inicial de ZDBHECI2 = 5,21 mgfl
Banho de Gelo




CONCENTRAGAD DE

TaAGLA 17

2I:‘*:SHngE EM SOLUGAG EM FUNGRD

DO TEMPO DE CONTATG COM CELULAS DE LEVEDURA

Tempo de Concentragio dﬂ_2ﬂ3HgCI 2
Contateo em Solugaa
(min} (ma/1)
10 8,00
22 7471
A8 7,13
76 6,85
112 6,58
150 6,22
180 5,96

Banho de Gelo

Concentragide de CElulas = 1,183 g/l
Imidade do Farmento = 77,7%
Comcentragao inicial de HpCl, = 10,20 mgfl

203

50
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¢bes que & temperatura de (30,0 : G,E}uc, provocavam morte nas cély-
las de Tevedura apds cerca de 60 minutes de contato com HgCl,. A Tabg
12 18 mostra as condigoes em que se realizeu o ensaio e 05 resultados
obtides de concentragao de EU3HQC12 em solugdo e de concentragao de
cglulas vidveis em fungao do tempo de contato,

A segunda experieéncia foi feita 4 uma temperatura varizvel entre
0°C e 19C, nas condigBes mais desfavoriveis que seriam usadas nos en
safos de adsorgao,para garantir que nao estava ocorrends morte das
cglulas durante o tempo de contato adotado com 2D3Hgﬂ12. A Tabela 19
indica as condigoes do ensaio e os valores obtides na concentracdo de
cglulas vidveis em fungio do tempo de contato com 2[::'SHgC]z.

0s dois ultimos ensajos visaram relacionar a penetracas do  Jon
Hg e a morte das celulas. Foram conduzidos em temperatura entre
0°C e 1°C sende os resultados apresentados nas Tabelas 20 &« 21, lNas

sete horas de contato entre leveduras e 2n3HgC12, ne peniitinw ensaie,
2+

2+

embars houvesse penetragdc do Tom Hg nas celulas, nao houve morte
das mesmas. A Figura 12 ilustra a experiencia descrita na Tabela
21, onde se pode notar, a partir de & horas de contato, um decréscimo

no numero de celylas viaveis per litre.

F. EXPERIENCTAS DE ADSORGAQ

1. Curvas de Adsorcdo e Aplicabilidade da Lei de Langmuir

0 ajuste da Lei de Langmuir aos pontos experimentais obtidos
foi realizado com o Computador do Instituto de Energfa AtOmica de
Sdo Payle e estd indicade nas Tabelas 22 a 31 e graficamente represen
tado ras Figuras 13 a 22.

A Tabela 32 apresenta os valores da relagio a/bf{equacdo ¥3")
determinados para as dez experiencias.

2., {urva Completa de Adsorcio

A possTve) existéncia de adsorgio  em camada Unica e em-



TABELA 18

B3

CONCENTRAGRD DE 2OHgC1,, EM SOLUGAD E CONCENTRAGAO
DE CELULAS VIAVEIS EM FUNGAD DO TEMPO DE CONTATO

o 203
Tampo de Concentragao de HaC1l - N
Contato em Solugdo 2 felulas ?13%&15
{min) {mg/7) por Litro ‘
e e —— —r — —
Prova
&M -
Branco - 2.7 % 10
9 7,65 -
27 7125 -
a4 7,12 .
&8 6,69 -
118 5.43 -
149 5,33 -
174 7.4 2.8 x 10%°

Concant
Umidada
Concent

Banho

ragao de Galulaz = 0,907 g/l

da Farmenta = 77,5%

203

ragac iniecial de HpCl

e Gelo

2

= Egﬂﬁ mgfl




TABELA 1%

CONCENTRAGAO DE CELULAS YIAVEIS EM FUNGXO DO TEMPO
pE conTaTo com 20%ger,

Tempo de Contato Celulas Viaveis
(min) por Litro
Prova em Branco ' 1,13 x ]ﬂIﬂ
5 1,06 x Tﬂlﬂ
30 1,14 x 1019
60 1,00 x 107
o0 1,00 % 1ﬂ]ﬂ
120 1,15 x 10'2
Concentragao de Cilulas = 0,392 g/l
Umidade do Fermeunto = 77,67

203

Concentragao iniclal de ligtl, = 3,05 mg/1

Temperatura = °c a 1%




TABELA 20

55

CONCENTRAGAO DE 2%%HgC), EM SOLUGHQ E CONCENTRAGAD
DE CELULAS VIAVEIS EM FUNCAD DO TEMPG DE CONTATO

= 2013
Tempo  de Concentracao de HgCl - .-
Contato em Solugio 2 Calulas ‘l:f'naveis
{min) {mg/1) por Litro
Prova
B _”]
Branco ‘ - 3,10 x 10
6 9,29 3,25 x 10'°
13 8,99 3,15 x 1070
40 8,85 3,40 x 10'°
50 8,79 3,35 x 1010
1 8,27 3,15 x 1012
141 8,13 3,60 x 101°
180 6,86 3,25 x 1010
240 7,52 3,05 x 101C
330 6,92 3,05 x 101°
420 6,39 "3,25 x 10'0

Concentragao de Células = 1,130 g/l

Umidade da Fermente = 77,42

Concentragao inicial de zuaﬂgﬂlz = 11,12 mg/l

Teoperatura = 0% a 1%
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TABELA 2i

CONCENTRAGAO D “O%gc1, EM SOLUGAD E CONCENTRAGHO
DE CELULAS VIAVEIS EM FUNCRO DO TEMPO OE CONTATO

- 203
Tempo de Concentragio de Hal3 - —_—
Contato em 50lugao 2 Celulas ?1a“E15
[m‘in} [mgﬂ} por Litro.
L —— ——
Prova
em 10
Branco - 3,7 2 10
6 8.5 3,80 x 1010
20 7,87 3,70 x 1010
39 7,22 3,90 x 100
60 6,98 3,70 x 160
360 4,83 3,80 x 1019
650 3,36 2,25 x 1019
960 2 40 1,60 x 1070
1260 1,63 1,75 x 1019
1620 1,12 0,80 x 100
1740 1,19 : 1,40 x 10'°
Conrentragac de Celulas = 1,171 g/l
Umidade do Fermentc = 76,63
Euncentral;ﬁn inicial de 2{]3ch12 a 10,49 mg/l
Temperatura = 0% a 1%
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TABELA 22

EXPERIENCIA NO 1

C. - C
l[:1 Cf i f
: X
(ma/1) (me/1) (mg /9)
1,27 0,54 1,095
2,28 1,11 : 1,755
3.28 1,89 2,101
4,12 2,44 2,521
5,17 3,50 Z,506

X = Concentragao de Calulas = 0,667 g/l

203

Ei = Cancenkragao iniclal de HgCl2

Cf = (oncentragao de equilibric de zgaﬂgﬂl

Umidade do Fermento = 77,92

2

Temperatura = 0% a 1%

Equagao da retz de regressao (Lel de Lemgmuir)

0,667 _ 0,283 + 0,337 . 1
C.-C c
1 £ £

Coeficiente de Correlagac = 0,9959
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TABELA 23

EXPERIENCIA NO 2

C-'C
C1 Cf i f
X
1

{mg/1) {mg/1) (mg /q)
0,48 4,11 0,559
0,91 Q0,25 0,997
1,32 0,42 1,3R9
1,81 0.67 1,721
2,24 1,04 1,812

X = Concentragao da Calulas = 0,662 gfl

¢, = Concentragao inicial de zungﬂl2

i
Cp = Concentragao de Equilibrio de 2D3Hgﬂ1

Umidade <de Fermento = 78,0%

2

Temperatura ~ 0% 2 1%

Equagan da reta de regreasaa (Lei de Langmuin)

0.662 _ 4,375 + 0,156 ., -

C;=Cg Ce

Coeficiente de Correlagas = 0,9993
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FIGURA 14 - Experiencia n® 2 : Curva de adsor¢do e aplicagao da Lei
de Langnuir a adsorgao de ng+ por celulas vivas  de
levedura,
¥ = Concentragao de celulas [g/1).

C; = Concentragio inicial de “PHgCl, {my/1).
Cf = Concentragao final de equilTbric de 2n3HgC12(mg!1]
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TABELA 24

EXPERIENCIA N9 3

{mg/1) {mg/T)

0,78 0,23 0,998
7,08 0,28 1,379
1,53 0,54 1,796
2,05 0,89 ' 2,104
2,58 1,25 o zm2

X = Concantragao de Czlulas = 0,551 g/l

Ci = Concentragdc imicial de 2ﬂ3H3612

Cp = Congentragao de equilibric de zuﬂﬂgﬂlz

Mnidade do Fermento = 78,82

Temperatura = 0% a 1%

Equagao dz reta de regressac (Lel de Langmuin)

0,551
C,-C
1

= 0,290 + 0,l47 . e
£

Coeficiente de Corvelagio = 0,9684
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FIGURA 16 ~ Experiencia n? 3: Curva de adsorgdc e aplicagdo da led

de Langmuir 3 adsorcis de ng+ por células vivas de ig
vedura,

X = Concentragao de cé€lulas = 0,551 g/)

C; = Concentragao iniclal de 2mHgl‘llz (mg/1}

Ce = Concentragdo final de equilTbrio de znaHgC]Efmgﬂ]

X/{C;-C¢) (g/mg)



TABELA 25

EXPERIENCIA N 4

I

I

Cs C % - %
X
1 1

(mg/1) (mg/1} (mg /q)
1,01 0,34 1,450

1,56 0,67 1,905
2,02 1,03 2,143
2,56 1,48 2,338

X = Conceatragao de Células = 0,462 g/l

C; = %mmnﬂhiﬂﬁﬂdazmﬁmz

201

Ce ™ Concentracan de Equilibrio de

Unidade dp Permento = 77,1%

chl2

Teoperatura = Dqﬂ a laC

Equag2o da reta de regressap (Lei de Langmiir)

0,462 . 353 + 0,115 . o=
Cirﬂf Cf

Coeficiente de Correlagio = 0,9998
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FIGURA 16 - Experiencia n? 4: Curva de adsorcade e aplicacdao da lei
de Langmyir 3 adsorcao de H92+ por calulas vivas
de levedura.

X = Concentragao de celulas = 0,462 g/
C; = Concentracic inicia) de 2D3Hgt12 {mg/1}) )
C¢ = Concentragae final de equiiibrio de EMHng(mgH]

X/{C)-Cy)

{g/mg]



TABELA 26

EXPERIENCIA KO 5

e, C, C; - C¢
X
(mg/1} {mg/1) (mg / g}
mm=“——W==—:——===—_—r

0,54 0,13 0,624
0,62 0,12 0,761
0,75 0,20 0,837
0,88 0,18 1,065
0,89 0,21 1,035
0,98 0,26 1,096
1,25 0,42 1,263
1,87 0,51 1,461
1,83 0,82 1,537
1,99 0,81 1,796
2,16 1,10 1,613
2,50 1,06 2,191

X = C(Concentragac de Celulas = 0,657 g/l
C. = Concentragae inicial de 2I‘.:.rE"Hg;Elz

1
Cg = Concentragao de Equilibrie de 203

Unidade do Fermancn = 78,2%

Temperatura = 0°¢ a 1%

Equagaoc da reta de regressao. {Lei de Langmuir]

8,657 . 0,447 + 0,121 . ——

Coeficiente de Correlagao = 09,9392
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FIGURA 17 - Experiéncia n9 5: Curva de adsorgdo e aplicagdo da lei

de Langmuir 3 adsorgap de ng+ por celulas vivas de

levedyra,

X = Concentracao de células =

0,657 g9/1

C; = Concentragdo 1nicial de.zmHgC'l2 (mg/t)
Cr * Concentragdo final de equilibrio de znaHgC12{mgf1)



TABELA 27

EXPERIENCIA NO 6

C. ~C
C; Cs 1 f
X
1 1
(mg/1) (mg/1) (mg / g}
0,53 0,1 0,633
1,23 0,33 1,356
1,50 0,43 1,612
1,70 0,54 1,748
2,05 0,7} 2,019

X = Concenktragdo de Celulas = 0,664 g/l

C, = Concentragao inicial de 2UEHgﬂl2

Ce = Concentragae de Equilibrio de 2DaHgCl2
Umidade do Fermento = 78,03

Temperatura = 0°c a 1%

Equagaec da reta de regressao (Lei de Langmir)

9,88% _ G303 + o141 . L
Ei-cf Ef

Coeficiente de Correlagao = 00,9988
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FIGURA 18 - Experiencia n96: Curva de adsorgdo e aplicagdo da  lei

de Langmuir & adspr¢io de ng+ por cebulas wivas de
Tevedura,

X = Concentragdo de celulas = 0,664 g/l

51 Concentracao inicial de 2‘:"EHI_:NZ'IE {mg/1)

Ce Cancentragaoe final de equilibrio de 21:I:’Hi.;;l:‘lEl[mg.-'l}r_



TABELA 28

EXPERIENCIA NO 7

C, Ce C; - Cp
7
{mg/1) (mo/1} {mg / g)
1,06 0,29 1,179
1,29 0,38 1,394
1,54 0,45 1,669
1,81 0,58 1,884
2,05 0,77 1,960

X = Concentragao de Células = 0,653 gfl

¢, = Concentragso inicial de 203Hgﬂ1£

i
~ N 203
Gf = Concentragao de equilibrio de Hgﬂl2

Umidade do Fetmento = 7§,2X%

Tempeyatuya = 0% a 1%

Equagan da reta de regreasan (Lei de Lamgmuir)

8,653 . 9263 + 0,167 . —1
¢,-C, c,

Coeficiente de Correlacac = (0,9810
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FIGURA 19 - Experiencia n? 7: Curva de adsorgdo e aplicagao da lej
de Langmuir 3 adsorgdo de ng+ por celulas vivas de le
vedura.

X = Concentragdo de celulas = D,653 g/)
Cy = Concentragzo inicial de Eﬂngtlz {mg/1}
C¢ = Concentragio final de equilibrio de 2%3gC,(mg/1)



TABELA 29

EXPERIENCIA MO B

C C; i - L
X

(mg/1) {mg/1) (mg /)
0,92 0,32 0,90t
1,05 0,35 1,051
1,24 0,44 1,201
1,43 0,62 1,216
1,65 0,64 1,516
1,81 0,86 1,428
2.06 0,98 1,621
2,12 1,13 1,486

X = Concentragao de Ceélulas = 0,666 g/l
Ci = Concentragac inicial de zﬂaﬂgﬂlz

C; = Concentragic de Equilibrio de 2ﬂ3Hgﬂl2
Umidade do FParmento = 77,382

Temperatura = 0°C a 1%

Equagao da reta de regressds (Lei de Langmuin)

8 0,487 + 0,175 ., ——

c.-C Cf

Coeficiente de Correlagae = 0,9301
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FIGURA 20 - Experigncia n08: Curva de adsorcda e aplicacao da  lei

de Langmyir 3 adsorgdo de Hg2+

vedura.

por células vivas de e

X = Concentragdo de celulas = 0,666 g/l
C; = Cancentragio inicial de “PHgC1, (ma/1)
Ce = Concentragdo final de equilfhrio de 233Hgt12(mg!1}
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TABELA 30

EXPERIENCIA HQ 9

¢; Ce - L
(mg/1} (mg/1) {m:, g)
1,05 0,26 1,152
1,32 0,35 1,420
1,46 0,39 1,566
1,69 0,46 1.812
1,85 0,56 1,891
2,05 0,76 1,888
2,27 0,81 2,149
2,46 0,99 2,152

X = Concentragaa de Células = 0,681 g/l

G; = Concentragio inicial de “U-HgCl,

C; » Concentragao de Equilibrio de 203

Hgﬂlg
Umidade do Fermento = 77, 3%

Temperatura = 0% a 1%

Equagao da reta de regresszo {Lei de Langmuin)

0,681
c,-C
1

0,301 + 0,140

1
£ Cs

Coeficiente de Correlagic = 0,989
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FIGURA 21 - Experiéncia n® 9: Curva de adsor¢do e aplicacdo da tei
de Langmuir @ adsargao de HgZ+ por c¢elulas vivas de
Yevedura.

X = Concentragap de celulas = 0,681 g/
C; = Concentragio 1nicial de “MHqc1,(mg/1)
C; = Concentragag final de equilibrio de 2D3Hg[:lz{mgf1] |



TABELA 31

EXPERIENCIA HO 10

¢, Cs ' C; - Cf
X
{mg/1) (mg/1) (mg / g)
———

1,09 0,22 1,261
1,50 g,313 1,721
1,7 0,39 1,927
1,93 0,58 1,980
2,05 0,63 2,075
2,44 0,81 2,386
2.62 1,08 2,300

— —

X » Concentragao de Celulas w 0,684 g/l
Ci= Concentragas inicial de maﬂgf}l2

Cp= cnnnéutraggu de Bquilibrin de 2ﬂal{g{:lz
Unidade de Fermentoc = 77,22

Temperatura = o%c a I?E

Eguagac da reta de regressao {Lel de Langmuir)

D884 . 4314 + a,098 . —*
¢ -C ¢,
i f

Coeficiente de Correlagae = 0,58562
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FIGURA 22 - Experiéncia n?l0: Curva de adsorgao e aplicagdo da lei
de Langmuir a adsorgdo de Hg2+ por ceélulas vivas de
levedura.
¥ = Concentracao de cetulas = 0,689 g/1
¢, = Concentragdo inicial de P Hgci, (ng/1)

C; = Concentragde final de squi1ibrio de DBHgCIZ(mg!'I}



TABELA 32

VALORES DA RELAGRO A/B OBTIDOS NA DETERMINAGAD

DA EQUAGRO DA LEI DE

LANGMUIR

Experiéncia
No (mg 03

afb

HoCl,/q células)

Y= - e - O R o R

-
=

3,53
2,67
3,44
2,83
2,24
3,30
3,80
2,08
3,33

. 3,19

Valor madic = 1,04 mg 203

Desavia padrac w 0,57 mg C

Desvio padras relative =

HgCl,/g cglulasg
uaﬂgﬂlzfg eelulas
18, 8%
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camada multipla foi observada experimentalmente em tr8s eansaios,
cujos resultados estdo indicados nas Tabelas 33, 34 e 35 e, grafica
mante, na Figura 23,

TABELA 33

PRIMEIRA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURYA COMPLETA DE ADSORCAD

o Ce C; - Cp
X

{mg/1} (mg/1) {mg /g)
0,80 0,31 2,148
1,20 0,57 2,727
1,60 0,87 3,168
1,98 1,1 3,751
2,66 1,98 2,926
3,65 2,77 3,812
4,46 3,17 5,549
5,31 4,28 4,468
6,46 5,44 4,408
7,72 5,87 7,995
8,86 7,88 4,239
18,12 8,00 8,162

% = Concentragac de Celulas = 0,231 g/l
C; = Concentragac inicial de 203Hgﬂ12
Ce = Concentragac de equilibric de 203

Imidade do Fermenta = 77,12

Hg(:l2

Temperatura = 0% a 1%




TABELA 34

a0

SEGUNDA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURYA COMPLETA DE ADSORCAD

Umidade d¢ Fermento = 77,9%
Temperaturz = 0% a 1%

Ei CF C1 - Ef
X
(mg/1) (mg/1) {mg /g)
0,82 0,35 2,084
1,23 0,56 2,984
1,50 0,95 2,450
2,64 1,24 3,562
2,85 1,98 3,802
3,71 2,88 3,691
4.53 3,48 4,669
5,36 4,22 5,068
6,75 5,47 5,687
7,97 6,66 5,820
2,10 7,94 5,171
10,43 8,60 8,150
X = Concentrageo de Céiulas = 0,225 g/l
C; = Concentragio inicial de 2*%Hge1,
Ce = Concentragao de Equilibrio de 2n3ﬂgc12




81

TABELA 3§

TERCEIRA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURVA COMPLETA DE ADSORGAC

- X
{mg/1} (mg/1} {mg / g}
IS I—————————————.

4,68 3,57 4,590
3,78 4,66 2,644
6,43 4,51 7,988
7,15 5,89 5,252
8,83 7,56 5,277
9,61 7,51 8,719
10,78 8,45 g,701
12,32 1,17 4,750

X = Concentracao de Calulas w 0,241 /1

c, = Concentragao inicial de 2ﬂngCl2

ﬂf v Concentragzo de equilibrio de zﬂjﬂgﬂlz

Unidade de Farmento = 76,08
Temperatura = 0°C a 1°¢




10,0

{mg/9)

8,0

¥ =023 g/¢

o x =0,2259/L

[0}
a X =024 g/¢
.
o)
o P
] 1 1 L 1 n 1 1 N 1
L0 2,0 3,0 40 50 60 70 8,0
Cs (mgsid

FIGURA 23 = Curva completa de adsorgan de HgE+ por celulas vivas de levedura

Concentracze de celulas {g/1)
Concentragdo nicial de “CoHgCl, (mg/1)
Concentracao final de equilibrio de

“3ch12 (mg/1).

9,0
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5. ADSORGAQ DE MERCORIO E PENETRACAO DE GLICOSE MAS CELULAS

0 ensaio descritoc no Ttem B.9. (Materiais e MBtodos),

condu-

ziu aps valores representados na Tabela 3B e na Figura 24,

TABELA 36

ADSORCAC DE MERCURID E PENETRAGAD DE GLICOSE RAS CELULAS

Temperatura =

com o 203

Unidade do Fermento =

75,8%
(19,5 ¥ 0,5%

Tempo Concentragdo de |Concentragao de Glicose em Soluga
de 203gc1, . [(mg/1) .
oo | on sotugio |13 speneio do ns suspenso co
(min} (g /1) 234901, 203g01,
e
0 5,47
15 4,70 179 179
29 4,50 180 171
45 4,13 183 163
60 4,18 178 158
75 4,28 183 151
107 4,01 178 138
Concentragio de Celulas = 0,121 g/l

A Glicose fol adicionada decorridesz 14 min de contate das celulas
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FIGURA 24 - Relagao eﬁtre adsor¢ao de Hg2+ pelas células e a pene
tragao de glicose nas mesmas.
Curva 1: Concentracao de ZU3H9E12 em solugaa, em fun=
’ gao do tempo de contato,

Curva 2: Penetracdo de glicose nas calulas em presenga
de “Vgr,.

Curva 3: Penetracido de glicose nas célutas na auséncia
de 2D3H5E1z.

Temperatura = (19,5 % 0,5)%,
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DISCUSSAG _DOS RESULTADOS

A acao letal do Hg2+ sobre as c€lulas de microrganismos pa

rece ser devida a uma reagao do cation com prote¥nas indispensaveis a
atividade das células. MNo caso de enzimas com grupamentos sulfidri-
Y2, o merciirio pode atuazr como agente oxidante acarretando uma inibi
¢ao nao competitiva pela reagac reversivel entyre ¢ cation e grupamen
tos sulfidrila de radicais de cfsteTna{EE'Eg}
camente a équacap que segue:

» comg indica esquemati

SH

o
Hg + 2 HCl
SH ~

-~ g
ENZIMA + HgC]E —_— ENZIMA
\ #

™5
A manifestagao do efeito letal & uma funcdo de fatores en
tre 05 quais destacam-se, por intaressarem mzis diretamente a este es

tudo, a temperatura, as concentragdes de c2lulas e de HgC]2 e o tempo
de contato entre n‘HgE+ e & microrganismo.

Pretendia-se, particularmente, determinar em que cundi;ﬁes
de trabalho podia-se manter em contato levedura e ng+ sem morte das
celulas, a fim de poder estudar o fendmene cbieto desta Dissertacdn .
0s ensales realizades mestraram que, a {30,0 p D,S}OC, & COm uma con
centragdo de levedura variavel de 0,023 g/1 a 2,300 g/1, pode-se ga
rantir que nan ha morte das células em presenca de HgCl, até & mg/1
durante 3 horas. Operando-se entre 0% a 1%, com concentragao celu
lar de 0,392 9/1 a 1,171 9/1 e com EEI3ch1E em concentracoes da
3,05 mg/1 a 11,12 mgfl, mesmo 6 horas de contate nap conduziram a uma
redugdo no ngmero de ceélulas viaveis. As expariéngias realizadas com
2DaHgEIE leyaram a resultados que podem ser resumides como segue:

1. Em suspensoes contendo levedura na concentragao de
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0,907 g/1 e 2[}3:'{1:1*::12 na concentragao de 9,08 mg/1, mantidas em banho
de gelo, mesmo apds 174 minutos de contato ndo houve redygdo na nume
ro de caluylas viaveis.

2. Nas condigBes mais desfavoraveis, no que diz respeito -

as concentragbes de celulas e de 293ch12, que foram u

tilizadas nos ensaios de adsorgao {celulas: 0,392g/1; 203HgCT,: 3,05

mg/i), ndo houve morte de células durante 120 minutos de contato.Cum

pre chservar que mesmo a percentagem de celulas mortas determinada -

pelo metodo de Fink-kihles, e da Grdem de 1% no fermento lavado, per
manecey inalterada até o fim da experiencia.

3. Em um ensaio que se prolongou por 29 horas, em tempera-

tura de 09C a 1°C, concentracio de c&lulas igual a 1,171

¢/1 & a concentracio inicial de 22°HgCl, igual a 10,49 mg/1, somente

depois de 6 horas de contato, quando a concentragac de 203HgClp  em

solugdo bafxou 2 4,83 mg/1, comegou~se a observar redugdo no numero

de c@lulas vidveis. Esta experidncia parece indicar que a morte dos

microorganismos ocorre so depois de haver penetrag3o do cation nas

celulas. Esses ensaios permitiram estabelecer as condigoes mais ade-
quadas de trabalhco.

As primeiras experiencias realizadas com o objetivo de esty
dar uma possivel adsorgao do ng+ pelas calulas vivas de levedura, a
(30,0 + U.E}QC. condyziram & resultados (Fiquras 5, 6 e 7) que podem
ser interpretados supondo gue haja, no sistema, 0 desenvolvimentn de
dois fendmenos simultaneos: adsorgdo do ng+ e penetragdo do cation
nas celulas. Has condigfes dos ensajos representados nas Figuras 5
e 6, a penetragdo, muito rapida, poderia ter mascarado ¢ fenomeno
de adsorgdo do c¢ition, enquanto que as curvas da Figura 7  poderiam
ser consequencia do fato de as novas condigfes experimentais acar-
retarem uma penetragdo mais lenta, surgindo assim upa tendéncia  a
formagcao de um patamar na altura dos 40 minutos.

Observe-se, nas Figuras 5, 6 e 7, que a maioria das curvas
mostra,no final dos ensaios,uma elevagic da concentracio de ED3Hgt12
em solugao. Este fato, para cuja explicagap nao foi realizado nenhum
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trabathe experimental, peoderia, talvez, ser devide a uma alteracac da

parede celular com consequente reversao no sentide do transporte do

ng+

tre o Hg2+ em solugac e o Hg
celula,

, tendendo provavelmente ac estabelecimento de um equilibrio en
2+ combinado com proteinas no interior da

Admitindo como verdadeira a hipotese citada da  existencia
dos dois fenomenos, o de adsorcac e o de penetragaoc do cation, uma
reducane da temperatura, ocasionande diminuigeo da velocidade de pene
tracio do cation na celula e aumentc da massa de material  adsorvido
por upidade da massa de adsorvente, deveria criar condigGes que permi
tissem uma observagao sequra do estabelecimento de um equilibrio no
sistema. As Figuras 8, 2, 10 & 11 confirmam esse fato.

Yerificada a formacdo de um patamar, caracteristico de um
fenomeno de equilibric ne sistema, passou-se i escolha das condigBes
experimentais com o chjetivo de se estudar a possivel aplicacao de
Teis fisico-quimicas ao fenomeno de adsorcdo observado. Tais  condi-
¢oes sao as seguintes:

a) concentracac de ¢Bluias = 0,462 g/ a 0,684 g/1;
b) concentracio inicial de “PHgll, = 0,48 mo/1 a 5,17 me/t;
c) temperatura = 0°c a 1%c;

d) tempo de contato = 45 a 60 min.

A aplicabilidade da lei de Langmlr foi verificada em dez
experiencias {Figuras 13 a 22). A Tabela 32 resume os valores da re
lagdo a/b (Equacado "3") dos parametros experimentais determinados nes
585 ensains,

Considerande que as experiencias de adsorcao foram realiza
das com amostras diferentes de células, ndo deve, a nosso ver, causar
estranheza o desvio padrac que afeta os resultados experimentais da
Tabala 32.

Tres ensaios foram ainda realizades {Figura 23} com a fina-
lidade de verificar, na presenca de concentragdes iniciais mais eleva
das de 2ﬂ3tr{a5|l:12, um possivel fendmeno de adsorgdo em camada = ymi]éie

. As curvas obtidas, do tipo das que caractevizem adsorgac em ca
la. A btidas, do tipo d ter] dsorgd a
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mada multimolecular, néo padem contudo ser consideradas como uma com
prova¢do da existencia de camadas superpostas de cations Hg2+ na pare
de celular, uma vez gue curvas analogas poderiam ser obtidas se, na
presenga de concentragbes relativamente altas de cloreto de mercurio

Il houvesse penetragac do cation nas celulas.

A partir dos valores da relacio a/b, & possivel calcular &

Ere? ?Spacffica Ag das celulas nas condigles experimentais ja expos
g
tash /.

F fato conhecida que a determinagio da area especifica de
um material a partir de ensafos de adsorgav conduz 2 valores que de
pendem, entre outros fatores, da substi3ncia a ser adsorvida utilizada
{3ﬂ}. Por esse motivo, parece 10gico que se procure, neste caso, en-
contrar um possival significado biologico dos valores que podem ser
obtidos a partir dos ensaios realizades.

Considere-se, inicialmente, o calculo da area especifica de
sejada a partir da equacao "3%, para o que falta conhecer e&penas o
valor de 5, area coberta por uma unidade de massa de ng+ em camada
mong~ionica.

Conhecendo-se o raic idnico do mercirio,igual a 1,10 R {31
a 33}, seu pesc atomico e o nimero de Avogadro, e admitinde que um
ion de mercirio adsorvido "cubra" uma superficie de area igual & do
hexagono regular circunscrito & circunfergncla de raio Iqual a 1,108,
pode-sg calcular 5 chegando-se ao valor: !

§ = 1,26 x 10° cmzfmg de HQE+

0 valor da area especTfica desejada sera entdo, tomando-se
para calcyle o valor médio da relagdo a/b:

Ay = 2,88 x 10° cmzfg de celulas

Considerando-se, finalmente, gque em 1 ¢ de levedura seca
axisten 2,78 x 1010 c&lulas (madia de 12 determinagtes, com desvio pa
drao relativo igual a 18,7%; ver Apgndice), pede-se calcular a drea
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media de uma c@lula chegando-se ao restltado 10,2 x 1078 o,

Hao tem muito sentido, a nosso ver, comparar esses valores
com os ohtldos em trabalhos antEriures[g} utilizando azul de metileno
cemo substancia a ser adsorvida e c@lulas mortas de levedura como ad
sarventa. A morte das cé@lulas por aquecimento da suspensic deve afe
tar profundzmente a natureza da parede, o que invalida qualguer compa
ragdo que se pretenda fazer,

Cumpre todavia destacar que o valor aqui encontrado para a
drea mEdia de uma cEula, 10,2 x 10°%en & consideravelmente menor do
que o calculado a partir de medidas diretas realizadas em 160 cElu
las consideradas como corpusculos lises elipsoidais, 110 x 1ﬂ_3 crnE
(g}' Este fato pode ser interpretada como uma demonstracac indireta
de que o ng+ deye se fixar em pontes ou zonas especiticas da parede
celular.

Partindo-se da hipdtese de que existem na parede celiilar
"pontos de fixagan® de Hg2+, @ supondo que a reten¢io dos cations se
verifique na proporgac de um cation por “ponto de fixagao", pode«se
calcular o nimero desses "pontos" chegando-se aos resultados:
6,75 x 102 “*nantos"/g de cBlulas
ou 2,43 x IUE “pontos"/célula.

Procurocu-se, finalmente, alguma evidancia experimental que
permitisse chegar a conclusao da existéncia de uma possivel correla
a0 entre os valores calculados & alguma atividade do micrarganismo .
Realizou-se entdo o ensaio de avaliagdo da velpcidade de penetracdo
de giicose em c2lulas vivas de levedura em suspensio aquosa em  dois

Casns:

203

a} com a levedura viva em presenca de HaCl,3

b} na auséneia de 2D3H9C12.

Nas condigoes do ensaio, ja descritas, verivicou-se que, &n
quanto na presenca do cloreto de mercuric II nao havia penetragao de
glicese na cadlula, na auséncia do sal essa penetragdo se processava
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com uma velocidade.

Esse fato parece mestrar que o5 pontos de penetragdo da gli-
cose na celula estariam blogueados por mercurio adsorvide. 1Isto, evi
dentemente, ndo significa que todos os pontos de fixagao do Hg2t se-
jam pontos de penetracio de glicose, mas os resyltados obtides nao
deixam de indicar que pede haver uma correlacio entre eles. Em  ou-
tras palavras, frente aos resultados experimentais apresentados, pade
se afirmar, com seguranca, que o5 valores aqui calculados de aresa es-
pecifica (ou nimero de pontos de fixagao de Hg2+ por cglula) sdo, do
ponte de vista biolbgice, mais significativos gue os calculados Em
trabalhos ja publtcadgs, pelo menos no aue se relzciona com ¢ estudo
das velocidades de penetracio de glicose nas celulas de levedura.

Obvismente, ndo se pretende, nesta Dissertagao, ter resolvi-

do completamente o problema proposto inicialmente, mas tude indica
que os primeiros passos no sentido desejado j3 foram percorrides.

Fkdkdkkikkikh
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CONCLUSDES

Com base nos resultados obtidos pode-se coneluir que, nas
condigoes experimentais descritas:

1. A morte das c2lulas de Saecharomyces Serevisiad em Con
2 + — . + -l'_
tato com Tens Hg™ nao agorre por adsorgao, e sim, apods
a penetracac desses ions no interior das celulas.

2, A acic letal do merciric em relagao as leveduras varia
na dependencia das concentragoes de células e de HgC]E,
da temperatura & do tempo de contato. Assim:

a) 2 temperatura de (30,0 t D,E]OC, pode-se manter as

células, dentro de uma falxa de concentragdo de

0,023 g/1 a 2,300 g/1, em contato com HgCl, em concentragdc  de
5,1 mg/7, durante 3 heras, sem que haja a morte de células;

b} com uma diminuigac de temperatura o fenomeno de pene
tragao de ng+ nas celulas € dificultado;

¢} com'uma diminuiggo de temperatura, & concentracio de
Hgl:l2 pode ser aumentada dentro de certos  Timites,
sem provocar marte das celulas.

3. A temperatura de {30,0 s D,E}UC ndo & possivel individy

alizar os fenomenos de adsorcac dos Tons ng+ ede peg

netracac dos mesmos nas c€lulas. Operando-se em temperatura entre
0°C e 1°C, o fenameno de adsorcao de Hg2+ pelas celulas & favorecide
¢ a penetracao dos Jons & retardada, permitindo que se mantenha um
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equilbrio de adsorgio entre 45 e 80 minutos de contato.

4, HNo caso de adsorgan de ions Hg2* por celulas vivas de le
vedura, a lei de adsorcao de Lanomuir foi obedecida -
nas seguintes condigoes:

concentragao de células = 0,462 g/1 a 0,584 g/1;
concentragdo inicial de 203HgCl, = 0,48 mg/1 a
5,17 mgf1;

temperatura = 00C a 19C;
tempo de contato = 45 a 60 minutos.

1

5. A possibitidade de ocorréncia de adsorgao de HgE+ em cé

mada Gnica foi constatada, correspondendo ao trecha da
curva de adsorgao em que ha obedigncia 2 lef de Langmuir. Com o au-
mento da concentragdo de 293H9C1E, o aspecto das curvas indica que po
de estar ocorrendo adsorgao em camada mdltipla ou que pode estar ha-
vendo penetracao dos ions nas celulas.

6. A area especifica de celuias vivas de levedura, calcula
da a partir dos parametros das equagdes da lei de lang-
muir obtidos com base nos ensaios de adsorgao de Hg2*, & igual a
2,84 x 103 cmd/g de células. A 3rea media de uma célula de levedura
viva vale, por suz vez, 10,2 x 1078 e, Este Ultimo valor & cerca
de 11 vezes menor que ¢ obtido por medidas das dimensdes das c¢elulas
ao microscopio.

7. A diferenga citada na conclusic anterior parece 1indicar
que a fixagio dos jons Hget se di em pontos ou  zonas
preferenciais da parede celular.

8. Mais significative que a 3rea especifice calculada & o

numero de “pontos de fixagdo® de ions Hg2+ na parede

celular. Suponda que cada ion ng+ s fixe em um ponto preferencial,
esse numere vale 6,75 x 1018 “pontos"/g de cElulas.

3. HNao ocorre penetracac de glicose em celulas vivas de le
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vedura em contato com EDaﬂgﬂz. Supje-se que a penetracao de glicose
n3o seja possivel porque os pontos de penetracan de glicose estariam
bloqueades por cations adsorvidos.

10. As 3reas calculadas a partir dos ensaios de adsorgdo de

ng+ par células vivas de Tevedurz san, do ponto de

yista biologice, mais Significativas que as calculadas em trabalhos
Ja publicados.

e dkeddk kk kkk
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ASSUNTOS A PESQUISAR

0 prosseguimento do trabalho, iniciado com estz Dissertagao,
implicaré no exame experimental de diversos tdpicos, entre o5  quais
podem ser destacados:

1. Estudo do fendmeno de inibigac de penetracio de glicose

em celulas vivas de levedura em presenca de H92+. Com

vistas a determinagdo de uma possivel correlagdo entre o nimero  de

"pontos de fixagdo" de mercirio e de pontos de penetracio da glicose,

2. Localizacae do H92+ na c@iula, provaveimente por autor
radiografia associada 2 microscopia eletrdnica.

3, Determinagdo do erro experimental que afeta a medida da
irea especifica pela tEcnica descrita.

-

4, Estudo da infiuénecia de fatores no valor da area especi
fica cafculado a partir das curvas de adsorgac de Hg2+.
Os seguintes fatores podem ser citadoes:
~ a) temperatura;
= D) pH;
- ¢) presenga de tampEo;
- d) natureza do tampio;

- &) sal de mercirfo utilizado.

5. Variacdo da area especifica de lavedura em diferentes

fases de desenvolyiments, tanto am cultura descontinua

como em cultura continua. Estudo de correlacies entre as velocidades
de assimilagdo de glicose e as areas especificas das células.
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6. Estudo de correlagdes entre area especifica e velocida
des de consumo de oxigenio & de fontes de nitrogénic e
de fosforo principaimente,

7. Aplicabilidade do metode proposto a cutros mi crorganis
mos.

Ly bt b b
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APENDICE

A.  COMPOSICAC DA SOLUGAQ DE FINK-KBHLES PARA DETERMINAGKD DA PERCEN
TAGEM DE CELULAS MORTAS NO FERMENTO

Azul de Metileno ...... 200 mg/1
HHEPD4 ........ ssavans . 22,2 gt
HaEHPD4 40 a9 & bAd s 0Bd g ﬂ’n?l g,"l

0 pH da solugao & ..... 4,6

8. DETERMINACAO DA RETA DE CALIBRAGAC DO ANALISADOR MOROCANAL PA
RA D 203Hg

A Tahela ¥ mostra o5 resultados obtidos na medida da atividade
de amostras da UngCIZ. Essa calibragao foi feita para ser utilizada

na experisncia de adsorcao n?l dascrita no CapTtule de RESULTADOS .
item F.1.

TABELA 3%

DETERMINAGHO DA RETA OF CALIBRAGRO DO
ANALISADOR MONOCANAL PARA  2O3HqC1,

(Experi@ncia n01)

- 203

Concentragap de HaC1 .
(ng/1) 2 Contagens por Minute

12,82 288,704

10,26 232.712

7,68 172.279

5,13 105.464

2,56 51.240

1,28 27.193




0]

A equagdo da reta de calibracdo, determinada peln m@todo
dos minimos quadrados no Computador do Instituto de Emergia Atbmica
de Sdo Paulp, & & seguinte:

C=0,203 +4,33x 1079 N

(coeficiente de correlagao = 0,5994)

L]
I

sendo eoncentragag de 2uaHgC]2 {mg/1)

-
h

numero de contagens por minuto

As equagoes determinadas para as retas de calibracac nas
outras experiéncias de adsorgdo, assim como seus coeficientes de cor
relagan, foram respectivamente:

Experiéncia de Adsorcac n® 2

¢ = 0,005 + 4,57 x 10°2 H

(cceficiente de correlagao = 0,9930)

Experiencia de Adsorgdo nQ 3

C = 0,054 + 4,62 x 1072 N

(coeficiente de correlagdo = 0,9998)

Experiencia de Adsarcdo ng 4

C =-0,026 + 4,95 x 10~° N

{coeficiente de correlagao = 0,9948)

Experiéncia de Adsorcic nQ 5

C=0,020 + 5,07 x 1075 N

{coeficiente de correlagae = 0©,9983)

BLETTITA e EMNEOGIE AYATIRR
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Experiencia de Adsorcac n¢ &

]

C =-- 0,015 + 5,26 x 107" H

{coeficiente de correlagan = 0,5998)
Experiencia de Adsorcdo n? 7
C= 0,077 +5,97 x 107 N

(coeficiente de corralagdo = 0,9999)
Experiencia de Adsorcdo n? 8
C= 0,1134%6,20%x107°

{coeficiente de correlagao = (,9993)
Experiéncia de Adsorcao nQ 9
C= 0,03 + 8,68 x 107° N

{coeficiente de correlagic = 0,9998)
Experiéncia de Adscrcdo ng 10
C=-0,048 + 9,58 x 107 &

{coeficiente de correlagdo = 0,9995)

REAGENTES USADOS MO METODO DE SOMDGYI PARA DETERMINACAO DA CON
CENTRACROD DE GLICOSE,

Solugdo 1 NaHCOg .....et O [
S5al de Rochelle ......... 12 g
HaECD3 G iwrdnrtmemrerrrraa 24 q
HaESD# ................... 144 g

HEU destilada q.s.p. ..... 8O0 ml

Solucdo 2  Dissolver 36 g de Ha,50, em 10 mt de uma solugdo de
CusS0, . 5H,0 de concentragdo 40 g/l e diluir a
200 ml.



Solugdo 3

D.  MEDIDA DO NOMERO D

A Tabela 3B indica
medida do numera de cel
saca peic metodo de con
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Dissolver 25 g de {NH,}. Moy Oy, . 2H,0 am
450 m1 de Fgua; adicionar 21 ml de H,5C, concen
trado; juntar umaz solugao de NaHAs0,.7H,0 {3g)
em 25 ml de agua. Homogeneizar e deixar na es
tufa a 37°C durante 24 a 48 horas. Guardar em
frasco escuro, '

E CELULAS POR GRAMA DE LEVEDURA -SECA

0s resultados obtides em 12 determinagdes na
ulas viaveis contido em um grama de  matéria
tagem de colonias em placas.

TABELA 38

NOMERO OF CELULAS VIAVEIS DE LEVEDHRA POR CRAMA DE MATERIA SECA

Getermi
no

W0 O o Mmom s L g —

—r
[ R |

Madia = 2

nagaq Células _por Grama :
de Materia Seca
2,00 x 1019
2,01 x 109
2,15 x 101°
2,57 x 10'0
3,44 x 10'0
2,90 x 10'C
3,62 x 1010
2,95 % 1017
3,07 x 10'0
3,00 x 10'C
2,80 x 10'0
2,74 x 1010
78 x IDIG Celulasfg
Tesvio padrao = 0,52 xlﬂlu Celulas/g
Desvico padeav relative w 18,7%






