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RESUMO 

203 2+ -
Estudou-se, com auxTlio do Hg, a adsorçao de Hg por ce_ 

lulçis vivas de Saccharotnyces cerevisiae. Verificou-se a aplicabilida^ 

de da lei de Langmuir nas seguintes condições experimentais: tempera^ 

tura = O a 1°C; concentração de ^^^HgClg = 0,48 a 5,17 mg/l; concentra 

ção de células = 0,462 a 0,684 g de materia seca por litro. A par 

tir das equações obtidas,pode-se calcular a área específica das celu 
2+ 

Ias vivas, bem como o numero de centros de fixação de Hg por unidade 
de massa de células. Parece haver correlação entre o numero de cen 

— f 2+' — ~~ 
tros de fixação dos íons Hg e o numero de pontos de penetração de 

glicose nas células vivas. 



ABSTRACT 

2+ 
It has been studied the Hg adsorption by the live cells of 

Saccharotnyces cerevisiae using a radioactive tracer, Hg. The Lang-
muir's law was obeyed, when the following experimental conditions 
were established: temperature = 0 to 1°C; HgClg concentration = 0,48 
to 5,17 mg/1; cell concentration (as dry matter) - 0,462 to 0,684 g/1. 

2+ 
The specific cell surface and the number of Hg adsorption sites per 
unit mass of the live cells can be evaluated by this method. It seems 

2+ 
to exist a correlation between the number of Hg adsorption sites and 
the number of glucose penetration sites in the live cells. 

********** 
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INTRODUÇÃO 

O estudo da cinética de processos microbianos, de reconheci_ 

da importancia, tanto do. ponto de vista fundamental como do ponto de 

vista de suas aplicações praticas, vem .sendo objeto de muitos trab£ 

lhos, experimentais e teóricos. 

Não cabe, nesta Dissertação, uma revisão completa do assun­

to, mas não deixa de ser util, para que se possa ter uma ideia das 

técnicas e dos modelos adotados, examinar alguns trabalhos entre os 

muitos publicados^^ ^ 

O Laboratorio de Engenharia Bioquímica do Departamento de 

Engenharia Química da Escola Politécnica da Universidade de São Pau­

lo vem procurando, nestes últimos 15 anos, introduzir um novo parame 

tro no estudo da cinética de processos microbianos, qual seja, a área 

específica do microrganismo, definida pela relação entre a área de S L [ 
perfície de parede celular de urna dada massa de células e essa massa. 

Justifica-se, "a priori", a escolha desse novo parámetro, 

se levarmos em conta que os fenômenos de troca entre microrganismo e 

meio se realizam através da parede celular. 

Os resultados obtidos nos trabalhos realizados naquele labo 

ratÕrio^^ ^ podem ser assim resumidos: 

1. A adsorçao de corantes por células mortas obedece as 

leis de FreundHah e de Langmuir, 

2. E possível medir a área específica de células mortas, 

bem como a percentagem de células mortas existentes em 



uma dada cultura, pela medida da massa de corante adso£ 

vido por uma massa conhecida de células. 

3. A adsorçao de corantes por células vivas obedece apenas 

formalmente a lei de Langrmdr, o que nÜo permite calou 

lar a área especifica do microrganismo vivo. 

Esses resultados merecem alguns comentarios adicionais, pa_ 

ra que se possa compreender claramente o presente trabalho. 

Considere-se uma suspensão de um dado microrganismo com uma 

concentração X de células (geralmente expressa em gramas de matéria 

seca por litro). Adicione-se, a essa suspensão, uma quantidade conhe 

cida de um dado corante de maneira a produzir, na suspensão, uma co£ 

centração de corante igual a Ĉ .. Mantenha-se a mistura em agitação 

até que se estabeleça o equilíbrio de adsorçao e meça-se a concentra 

ção de corante não adsorvido:seja C^ este valor. 

A relação (Ĉ . - C^)/X, fixadas as demais condições experi_ 

mentais, é função da concentração de corante no equilíbrio, segundo 

mostra a curva indicada na Figura 1^^^^. No intervalo OM (Figura 1), 

tudo indica que a adsorçao se realiza na forma de camada raonomolecu^ 

lar, sendo obedecidas as leis de FremdUah (equação "1") e de Lang­

muir (equação "2"): 

in ti 

X 'f 

C' — Ci a • Ci 
' * s "2" 
X 1+b C^ 

sendo ii> H» e b̂  coeficientes experimentais que devem obedecer as 

seguintes condições: k > O 

O < n < 1 

a > O 

b > O 



X 

o 
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FIGURA 1 -

C f 

Representação esquemática da curva de adsorçao de corante por microrganismos 

mortos. Ver citações bibliográficas ^ ^^K 

= concentração inicial de corante 

= concentração de corante no equilibrio de adsorçao 

X = concentração de células mortas 



Das duas leis citadas, tem particular importância a lei de 

Langmdr» que permite calcular a area específica do microrganismo con 

siderado^^' de acordo com a equação "3": 

sendo = fírea específica desejada 

S = Area coberta por uma unidade de massa de corante na 

forma de camada monomolecular. 

O intervalo MN (Figura 1) representa uma fase de transição, 

mal definida, entre o fenômeno de adsorçao em camada monomolecular e 

o de adsorçao em camada multimolecular. 

Finalmente, no intervalo NP, em que a curva e típica de um 

fenômeno de adsorçao em camada multimolecular, observa-se obediência 

apenas formal as duas leis citadas, isto e, as equações "1" e "2" se 

aplicam porem com n > 1 e 4" < O > respectivamente. Destaque-se 
a 

ainda o fato de que, nesse intervalo NP (Figura 1), ha sempre conside 

rãvel dispersão dos pontos experimentais. 

Ao que tudo indica, nas pesquisas ate agorarealizadas, me¿ 

mo trabalhando-se com baixas concentrações de corante, a curva de ad^ 

sorção desses corantes por células vivas situa-se no intervalo NP 

(Figura 1) o que não permite o calculo da area específica das células. 

Visando suprir a falha ate agora existente, o Instituto de 

Energia Atômica de São Paulo e o Laboratorio de Engenharia Bioquímica 

do Departamento de Engenharia Química da Escola Politécnica da Uni ver 

sidade de São Paulo, iniciaram um trabalho, com o objetivo de procu 

rar estabelecer um método de medida da ãrea específica de leyeduras 
2+ 

vivas por çidsorçao de Hg marcado. 

A escolha de um elemento marcado como material a ser adsor 

vi(ío se justifica se levarmos em conta que Õ possível, com auxílio 

de técnicas radiométricas, medir com segurança e com facilidade, va 



- 2+ riaçoes de concentração relativamente pequenas. A utilização do Hg 

se deve ao fato de ser este um Ton que inibe atividades microbianas 

mesmo em concentrações relativamente baixas e que parece agir por 

adsorçao e por reação com grupos sulfidrila^^^^ 

Finalmente, a escolha de um Saocharomyaes cerevisiae para 

a realização dos estudos em apreço se deve basicamente a sua fácil id£ 

de de obtenção e de manipulação. 

"kit ****** ** 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Anteriormente a 1958, os trabalhos realizados com a finali_ 

dade de estudar quantitativamente, a adsorçao de corantes por micror­

ganismos, limitavam-se a medir a massa de corante adsorvido por uma 

dada massa de células, sem se preocupar com as possíveis correlações 

existentes entre as variáveis estudadas a 21)^ 

O exame da aplicabilidade de leis físico-químicas ao fenÕme 

no de adsorçao de corantes por células microbianas, bem como o estudo 

de algumas consequências dessa aplicabilidade, foram realizados a par 

tir de 1958, dando origem aos trabalhos ja citados anteriormente ^ 

e ao artigo de Finkelstein e Bartholomew 

Parece desnecessário procurar resumir os trabalhos publica^ 

dos, uma vez que suas conclusões encontram-se resumidas e comentadas 

na Introdução*desta Dissertação. 

********** 



ETAPAS DO TRABALHO 

Em linhas gerais, o presente trabalho foi realizado de mà 

neira a procurar resolver os seguintes aspectos do problema: 

1. Determinação das condições experimentais ( concentração 

de células, concentração de HgClg. tempo de contato,tem 

peratura) que permitissem garantir contato entre HgClg e células sem 

provocar a morte destas. O conhecimento dessas condições era indispon 
- 2+ ~* savel, uma vez que se pretendia estudar a adsorçao de Hg por cel£ 

Ias vivas de levedura. 

2. Determinação de condições experimentais ( temperatura, 

principalmente) que permitissem observar, com segurança, 
— 2+ — 

o fenômeno de adsorçao do Hg pelas células vivas. 

3. Determinação das condições experimentais (principalmen­

te concentração de células e de HgClg) de aplicabilida^ 

de da lei de Lccngmu-Cr ao fenômeno em estudo. 

4. Calculo da ãrea especTfica das células vivas (ou do nu 
— 2+ 

mero de pontos de fixação de Tons Hg na parede celu­
lar) a partir das curvas de adsorçao obtidas. 

5. Verificação de uma aparente competição entre fixação de 
2+ -

Hg na parede celular e penetração de glicose na célu­
la, com vistas a um provável significado fisiológico dos valores ob 
tidos no item 4. 

********** 



MATERIAIS E MÉTODOS 

A. MATERIAIS USADOS NO TRABALHO EXPERIMENTAL 

1. Levedura 

A escolha do microorganismo recaiu sobre o Sacchcwomyces<^ 

revisiaey levedura preparada como fermento prensado para panificação 

e encontrada comercialmente sob a forma de blocos. Em todos os ensa^ 

os partiu-se de blocos de 0,5 kg de fabricação da "Usina Itaiquara de 

Açúcar e Álcool". 

2. Cloreto de Mercurio II 

O metal pesado escolhido para ser adsorvido pelas células 

de levedura foi o mercurio sob a forma de cloreto de mercurio II p.a. 

(Reagente E. Merck AG Darmstadt). 

Obteve-se o mercurio sob a forma de traçador radioativo 
203 -

Hg pela irradiação do oxido de mercurio II p.a, (Reagente E. Merck 

AG Darmstadt). 

3. Equipamento Especial 

Os aparelhos especiais usados no decorrer do trabalho foram: 

- Agitador mecânico recíproco com controle de temperatura 

{entre temperatura ambiente e (60,0-0,5)°C} e circulação 

dê ar, tipo "Controlled Environment Incubator Shaker",m£ 

délo R-25, de fabricação da "New Brunswick Scientific Co. 

Inc." 

- Agitador mecânico rotativo com controle de temperatura 

{entre temperatura ambiente e (60,0Í0,5)°C> e circulação 

de ar, tipo "NBS (^rotory Shaker", modelo G-25, de fabrj_ 

cação da "New Brunswick Scientific Co., Inc." 



- Analisador monocanal de raios gama com detetor de cristal 

de Nal (TI), modelo 8725, de fabricação da "Nuclear Chica 

go Corporation", 

4» Material de Vidro 

Como o trabalho experimental exigia o emprego de vidraria 

de precisão, limitou-se, ate onde a disponibilidade de material per­

mitiu, ao uso de balões volumétricos e de pipetas volumétricas e gra^ 

duadas das marcas "Kimax" e "Exax". 

Os outros materiais de vidro empregados serão mencionados 

no decorrer da descrição do procedimento experimental. 

B, MÉTODOS UTILIZADOS NAS DIVERSAS FASES DO TRABALHO 

1 • Pi^eparo da Levedura 

O fermento, antes de ser empregado nas experiencias, passa 

por um tratamento previo de descascamento do bloco, desagregação e lâ  

vagem das células. 

a) Descascamento 

Remove-se, do bloco de 0,5 kg, uma camada periférica 

com cerca de 1 cm de espessura. Corta-se o restante do bloco em peda^ 

ços que são colocados em frascos fechados e previamente secos para 

conservã-los em geladeira por período não superior a uma semana^^"^^ . 

A finalidade desta operação é evitar que células mortas de levedura, 

presentes frequentemente na superfície do bloco'^^^, possam interf£ 

rir nos resultados. 

b) Desagregação e Lavagem 

Uma quantidade de fermento de massa variável entre 10 g 

e 50 g, conforme seja a quantidade prevista para o ensaio, é suspensa 



10 

em aproximadamente 300 ml de agua destilada em um copo de 500 ml;tran¿ 

fere-se a suspensão para um erlenmeyer de 1 litro fechado com rolha 

de borracha, levando-a ao agitador mecânico reciproco. Mantem-se a 

agitação a 200 ciclos por minuto (amplitude do movimento = 10,2 cm ) 

por 2 a 3 horas a temperatu.ra ambiente, apÕs o que, verifica-se ao mj^ 

croscÕpio se a desagregação dos aglomerados celulares foi satisfató­

ria . 

Transfere-se a suspensão para recipientes plásticos 

com capacidade para 250 ml providos de tampa e centrifuga-se durante 

10 minutos a cerca de KlOO.g- Despreza-se o sobrenadante e procede-

se a uma nova lavagem das células nos próprios recipientes de centri­

fugação, ressuspendendo a massa centrifugada em agua destilada e ceji 

trifugando novamente nas mesmas condições. Retira-se o sobrenadante 

e guarda-se o fermento lavado ã temperatura de 5°C a 6°C nos próprios 

recipientes plásticos usados na centrifugação, por um período não sj¿ 

perior a 24 horas. 

Essas operações visam a eliminação de substancias solu 

veis em agua e de bacterias que, nessas condições de centrifugação , 

permanecem predominantemente no sobrenadante. 

2. Determinação da Umidade do Fermento Lavado 

Em todos os ensaios, procede-se ã determinação da umidade 

do fermento lavado, aquecendo em estufa a 100 - 105°C, durante 3",5 

a 4 horas, 1 a 2 g de material em pesa filtro^^^^. 

A concentração celular sera sempre expressa em gramas de ma^ 

teria seca por litro de suspensão. 

3, Determinação da Percentagem de Células Mortas no Fermento La 

vado 

Emprega-se o método de coloração com solução de azul de m£ 

tileno de Fink-Kühles^^^^, que cora de azul as células mortas. 

Misturam-se volumes iguais de suspensão de células e de so 



n 

lução de Flnk-Kühles, agita-se deixando a seguir a mistura por 20 mi_ 

nutos em repouso. Observa-se ao microscopio, relacionando o número 

total de células contadas e o número de células azuis. 

4. Preparo do Cloreto de Mercúrio II com Traçador Radioativo 

203 
a) Obtenção do Traçador Radioativo Hg 

Obtém-se o mercúrio radioativo pela irradiação do mejr 

cúrio natural por uma fonte de neutrons. 

A irradiação direta do cloreto de mercúrio II é desa 

conselhada porque as secçÕes de choque para absorção de neutrons tér 

micos no caso do cloro {{31,6 - 1,0) barns } e no caso do mercúrio 

{ (380 - 20) barns > não apresentam uma diferença suficientemente ĝ aii 

de, o que indica que ao mesmo tempo que o mercúrio se ativa, o mesmo 

acontece com uma parcela do cloro presente. A secção de choque do 
- - - -3 

oxigênio para absorção de neutrons térmicos { (0,2 . 10 ) barns } , 

muitas vezes menor que a do mercúrio, justifica a escolha do oxido de 

mercúrio II como alvo para irradiação. 

O oxido de mercúrio II, encerrado em ampolas de quart^ 

zo para evitar volatilização e conseqüente contaminação do reator foi 

submetido a irradiação em um fluxo de neutrons térmicos (10^^ neu-
2 

trons/ cm .seg) no reator IEAR-1 do Instituto de Energia Atômica de 

São Paulo. 

No decorrer do trabalho experimental, utilizou-se duas 

amostras, respectivamente com 0,100 e 0,200 g de HgO. 

Finda a irradiação, guarda-se a ampola contendo o 5xi_ 

do de mercúrio radioativo dentro de uma blindagem de chumbo e espera-

se cerca de 10 dias para que os isótopos radioativos de meia vida 

* Â secção de choque que um dado elemento apresenta para um determina 
do tipo de reação, traduz a probabilidade da ocorrência desse even­
to e e expressa em bams (1 barn = 10'^^cm^) 
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mais curta decaiam. O interesse da irradiação se concentra na obten 
203 ~" 

çao do isótopo radioativo Hg que possui uma meia vida de 47 dias 

e e um emissor g' (energia de 0,214 MeV) e y (energia de 0,279 MeV ). 

Abre-se a ampola de quartzo, devidamente mergulhada em banho de gelo 

com cloreto de sodio para evitar a volatilização do mercurio, e colo­

ca-se o oxido em um frasco de vidro de 35 ml, dos utilizados como em 

balagem de penicilina. Transforma-se o oxido em cloreto de mercúrio II 

adicionando-$e, em proporção estequiometricamente calculada, um v£ 

lume adequado de solução 0,1 N de HCl .Completa-se o volume .para 20,0 ml 
- 203 

cora agua destilada e conserva-se a solução obtida de HgClg em 

blindagem de chumbo para impedir a saTda das radiações para o meio 

ambiente. 

b) Medida de Atividade das Amostras 

A medida de atividade das amostras é feita por um an¿ 

lisador monocanal para raios gama, ou cintilador, cujo detetor e um 

cristal de iodeto de sodio com impurezas de talio. 

As condições de operação do cintilador foram estabele 

cidas em função da energia da radiação gama emitida pelo mercúrio-203 

e da atividade da amostra, tendo sido conservadas durante todo o dê  

senvolvimento do trabalho. 

- 203 
A partir da solução original de HgClg sao prepara^ 

das diluições para serem utilizadas nas experiencias e na determina^ 

ção da equação da reta de calibração do cintilador para o referido 

isótopo radioativo. 

Para o traçado das retas de calibração, procede-se a 

preparação de uma serie de diluições da solução original usando mat£ 

rial de vidro de precisão de marca "Kimax", Transfere-se as soluções 

para erlenmeyers com tampa esmerilhada, conservando-as em geladeira. 

Toma-se amostras com pipetas volumétricas de 5,0 ml e coloca-se em 

tubos de vidro para contagem, munidos de rolhas de borracha e com câ  

pacidade para 13 ml. Faz-se as leituras de atividade das amostras no 

analisador monocanal. 
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Aplica-se o método dos mínimos quadrados aos valores 

obtidos na contagem, determinando para cada experiencia, em virtude 

do decaimento radioativo da amostra, a equação da reta de calibração. 

c) Descontaminação do Material de Vidro 

Uma pequena percentagem do isótopo radioativo fixa-se 

as paredes dos materiais de vidro e sua remoção e impraticável pela 

simples lavagem. Esse problema afeta diretamente os tubos de cont£ 

gem que podem apresentar uma radiação de fundo considerável, interfe 

rindo na medida de atividade da amostra. Procede-se-a a descontamina­

ção aplicando o princípio da diluição isotópica, deixando o material 

mergulhado em uma solução de HgClg não radioativo, de concentração da 

ordem de 5 g/l, durante cerca de 24 horas antes da lavagem propriameji 

te dita. 

5. Verificação da Morte de Células pela Ação do Mercurio 

O ensaio tem a finalidade de determinar a máxima concentra 

ção de HgCl2 que pode ser utilizada nos ensaios de adsorçao sem provo 

car morte ou inativação nas células de levedura. Consiste em se man^ 

ter, sob agitação, uma suspensão de fermento lavado contendo HgClgjam 

bos em concentrações conhecidas, retirando, periodicamente, amostras 

e nelas determinando a concentração de células viáveis pelo método de 

contagem em placa. 

a) Preparo das Suspensões de Células 

Mede-se em copo, com precisão de miligrama, uma massa 

de fermento lavado para ser suspendida em um volume de agua destilada 

esterilizada e quantitativamente transferida para um erlenmeyer tmpa 

docom rolha de borracha. Agita-se bem para desagregar as células e 

homogeneizar a suspensão e transfere-se quantitativamente para um bâ  

Ião volumétrico completando o volume com agua destilada esterilizada. 

As concentrações ensaiadas foram de aproximadamente: 11,500 g/l, 

2.880 g/l e 0,288 g/l. 

b) Preparo das Soluções de HgClg 

O cloreto de mercurio II foi dissolvido em agua destj_ 

lada de maneira a fornecer soluções de concentrações iguaisa 23X) g/l 
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e 0,250 g/l. 

c) Preparo das Suspensões Contendo Leveduras e HgClg 

Nesta serie de ensaios, variou-se simultaneamente as 

concentrações de fermento lavado e de cloreto de mercurio II. 

As suspensões são preparadas em balões volumétricos dé 

250,0 ml, observando a seguinte seqüência: pipeta-se, com pipeta vo­

lumétrica, um volume da suspensão adequada de células (item 5.ñ.) l£ 

vando-o ao balão volumétrico. Dilui-se com agua destilada esteriliza^ 

da até cerca de 220 ml e adiciona-se um volume conhecido de solução 

de HgCl2 (item 5.b.), completando o volume com agua destilada esteri­

lizada, homogeneizando a suspensão e transferindo-a para um erlenme 

yer de 500 ml, fechado com rolha de borracha e fixado ao agitador me 

cãnico rotativo a uma temperatura de (30,0-0,5)°C. O tempo de contato 

do HgClg com as células começa a ser contado no instante em que o sal 

é adicionado ã suspensão. 

Paralelamente a todos os ensaios, faz-se uma prova em 

branco, obedecendo a seqüência indicada para o preparo da suspensão 

com exceção da adição de HgClg. 

A Tabela 1 indica, com um sinal (+), as concentrações 

de células e de cloreto de mercurio II ensaiadas. 

TABELA 1 

CONCENTRAÇÕES DE CÉLULAS E DE CLORETO DE fCRCORIO II ENSAIADAS 

^^"-^^^Concentração de Células (g/l) 

Concentração de HgClg (g/lT""*^^-^^^ 
2,300 0,230 0,023 

0,100 (+) (+) 
0.020 (+) 
0,010 (+) (+) (+) 
0,005 (+) (+) (+) 



15 

d) Amostragem 

Retira-se a amostra inicial apÕs 3 a 5 minutos e, as 

seguintes, em intervalos de 30 minutos ate completar 3 horas de cont£ 

to. As amostras de 5,0 ml, retiradas com pipetas volumétricas, são 

diluidas convenientemente de modo a fornecer uma' suspensão final com 

cerca de 100 células por mililitro, sempre observando as normas de às_ 

sepsia. Calcula-se que o fermento possua aproximadamente 10̂ *̂  célu­

las por grama. Essas diluições são feitas em balões volumétricos com 

agua destilada esterilizada com posterior transferência para erlen­

meyers que possuam o dobro de sua capacidade, de modo que se possa 

agitar satisfatoriamente as suspensões por ocasião de nova tomada de 

amostra. 

e) Medida da Concentração de Células Viáveis 

Em amostras de suspensão, convenientemente diluídas, 

conta-se o numero de células viáveis pela técnica de contagem em pia 

cas^ utilizando o seguinte meio de cultura: 

extrato de'carne .... 3,0 g/l 

peptona 5,0 g/l 

gVicose 10,0 g/l 

agar 20 g/l 

De cada amostra inoculam-se 6 placas que, apÕs a soli_ 

dificação, são invertidas e colocadas em estufa a 30^C, onde permane 

cem durante 48 horas. Findo o período de incubação, procede-se a con^ 

tagem das' colônias com auxílio de um contador de colônias e os resuj^ 

tados são comparados com os valores obtidos na prova em branco, isto 

é,na suspensão de células ã qual não se adicionou HgClg» 

6. Determinação do Tempo de Contato entre Células e ^̂ "̂ HgCl 

para Atingir o Equilíbrio de Adsorçao 

a) Equilíbrio de Adsorçao 

Diz-se que o equilíbrio de adsorçao é atingido quando 
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o numero de átomos de substancia a ser adsorvida que se fixam na uni_ 

dade de área da superfície do adsorvente na unidade de tempo e igual 

ao numero dos que se desprendem, dessa unidade de area, no mesmo in 

tervalo de tempo. A partir do momento em que esse equilíbrio dinãmi_ 

CO se estabelece, a concentração, na solução, da substancia a ser aá 

sorvida, permanece constante. 

Efetuou-se uma serie de ensaios para verificar o tempo 
- 203 - - -

necessário, contado a partir da adição de ^Q^^g ^ suspensão de cê  

lulas, para que o equilíbrio de adsorçao se estabelecesse. 

- - 203 
b) Preparo da Suspensão Contendo Células e HgClg 

Prepara-se uma suspensão de células em um balão volum£ 

trico de 250,0 mi, suspendendo uma massa conhecida de fermento lavado 

em ãgua destilada ate cerca de 200 ml. Adiciona-se, com pipeta volu 
203 

métrica, um volume conhecido de solução adequada de HgClg. Compl£ 

ta-se o volume com agua destilada e transfere-se seu conteúdo para 

um erlenmeyer de 500 ml que e fixado ao agitador mecânico rotativo re 

guiado para funcionar a uma determinada temperatura. Os trabalhos fo 

ram realizados nas seguintes faixas de concentrações:0,221 a2,395 g/l 

para as células e 2,6 a 11,1 mg/l para o '"'"''HgClg. 

c) Amostragem 

As amostras foram retiradas em intervalos de tempo que 

variaram conforme a informação que se desejava obter. Por exemplo, l£ 

tervalos de 5 minutos foram adotados para detalhar a primeira hora de 

experiência, intervalos de 15 a 30 minutos foram utilizados para expe_ 

riências ate 4 horas de contato e intervalos de 60 minutos foram esco 

Ihidos para as amostras finais em experiências que se prolongaram por 

mais de 4 horas. 

Toma-se, com pipeta volumétrica, 10,0. ml de suspensão, 

coloca-se em um tubo de centrífuga de fundo cÕnico, fechando com rõ 

lha de cortiça e centrifuga-se durante 10 minutos a cerca de l.SOO.g. 

A amostra para medida de atividade da solução e retirada do sobreña -
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dante com pipeta volumétrica de 5,0 ml e levada a um tubo de contagem 

munido de rolha de borracha. A medida de contagem obtida no analisa^ 

dor monocanal e transformada em concentração através da equação da re_ 

ta de calibração determinada no dia da experiencia. O resultado re 
203 ~ 

presenta a concentração de HgCl« que permanece em solução no momen 
203 

to da tomada da amostra. A concentração inicial de HgClg e obtida 

pela contagem de atividade de 5,0 ml de suspensão, tomados com pipeta 

volumétrica e homogeneizados no momento da medida. 

d) Temperatura Durante os Ensaios 

As primeiras experiências foram efetuadas a ( 30,0 -

0,5 )°C. Um único ensaio foi conduzido a ( 22,0 - 0,5 )°C. Diversas 

experiências foram realizadas a baixa temperatura, empregando-se, pa 

ra tanto, um recipiente térmico de "Isopor", fixado a plataforma do 

agitador rotativo, no qual se colocou o erlenmeyer contendo a suspen^ 

são, mergulhado em banho de gelo. Para garantir um trabalho entre 

0°C e 1°C, a suspensão de células, a solução de ^^^HgClg e a ãgua des^ 

tilada para completar os volumes, são mantidos durante 60 minutos mer 

gulhados em banho de gelo, antes de se promover o preparo da mistura 

de células e ^S^^g" experiências em que esse critério não foi 

observado, serã mencionado simplesmente que o ensaio foi realizado em 

banho de gelo. 

7. Experiências Para Observar a Relação Entre a Morte de Célu 
glA y 

las e O Tempo de Contato com HgClo 

Com o intuito de verificar uma possível correlação entre a 

adsorçao do mercúrio ã parede do microrganismo, sua posterior penetra^ 

ção no interior das células e a ação letal provocada pelo íon do 

tal pesado, procedeu-se a ensaios reunindo as técnicas descritas nos 

itens 5 e 6. 

O período de observação variou de 2 a 29 horas de contato, 

sempre ã temperatura entre 0°C e l^C. As experiências levadas a efei_ 

to durante 2 a 3 horas serviram para testar se, nas condições escolhi 
203 

das de concentração celular, de concentração de HgClg, de tempera-
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tura e de tempo de contato, poderia estar ocorrendo morte de células. 

Com as experiencias mais longas, de 7 e de 29 horas, objetivou-se aŝ  

sociar a penetração de mercurio nas células com sua morte e determinar 

quando esse efeito começava a aparecer. 

8. Ensaios de Adsorçao 

O objetivo principal deste trabalho e verificar a aplicabj_ 

lidade da lei fTsico-quTmica de adsorçao de hongmiv ao caso especTfi 

CO de ter-se células vivas de levedura adsorvendo Tons de Hg com 
203 

traçador radioativo Hg na forma de HgClg. Comprovada a aplicabili_ 

dade da lei, os parâmetros da equação de Langrmir serão aplicados no 

calculo da area especifica e di 

nas células vivas de levedura. 

— — - 2+ 
calculo da area especifica e do numero de pontos de fixação de Hg 

a) Preparo das Suspensões Contendo Células e HgClg 

As condições escolhidas para efetuar-se os ensaios de 

adsorçao foram: temperatura entre 0*̂ C e 1°C, afim de diminuir o fenÕ-
2+ 

meno de penetração de Hg nas células, e 45 a 60 minutos de contato 

sob agitação. As faixas de concentração adotadas no conjunto de expe 

riendas variaram de 0,462 a 0,684 g/l para as células e de 0,48 a 203 
5,17 mg/l para a concentração inicial de HgCl 2" 

Procede-se ao ensaio de adsorçao fixando a concentra 
- 203 — 
çao celular e variando a concentração inicial de HgCl2. 

Prepara-se uma suspensão original a partir de 6,0 a 

7,5 g de fermento lavado, suspendendo-o em agua destilada gelada em 

um balão volumétrico de 500,0 ml. A suspensão é transferiçla para um 

erlenmeyer de 1000 ml para poder ser homogeneizada por ocasião de re 

tirada de amostras. 

Coloca-se, em banho de gelo, uma serie de balões vol£ 

métricos de 50,0 ml com quantidades de agua destilada previamente cal_ 

culadas para facilitar o acerto final do volume dos balões, apÕs a 

adição dos outros componentes das suspensões. 
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Toma-se, com uma mesma pipeta volumétrica de 10,0 ml, 

amostras da suspensão original, colocando-as em cada um dos balões 

volumetriCOS. 

Paralelamente, deixa-se em banho de gelo, uma solução 
203 

de HgCl2 de concentração aproximada de 5 mg/l e um frasco conta -
gotas com ãgua destilada. Decorridos 60 minutos em banho de gelo,pro 

203 - _ - " 
move-se a adição de HgCl« as suspensões de células, colocando com 

203 

pipeta graduada de 20,0 ml, volumes crescentes da solução de HgCl2 

nos balões volumétricos e completando o volume com a ãgua destilada 

contida no frasco conta-gotas. A partir do momento em que se promove 

a agitação manual das suspensões, começa-se a marcar o tempo de conta 

to. Transfere-se as suspensões, o mais rapidamente possTvel, para e£ 

lenmeyers de 125 ml, previamente adaptados ao recipiente térmico de 

"Isopor", em banho de gelo, fixado ao agitador mecânico rotativo. 

b) Amostragem 

ApÕs 45 a 60 minutos de agitação, toma-se amostras de 

10,0 ml de cada uma das suspensões e transfere-se para tubos de cen­

trífuga mergulhados em banho de gelo. Os tubos são fechados com ro 

lhas de cortiça e centrifugados durante 10 minutos a cerca de l,500.g 

para separar as células. Com pipetas volumétricas de 5,0 ml, toma­

se amostras dos sobrenadantes para contagem de radioatividade. Essa 

medida permite calcular a concentração final de equilibrio de HgCl«, 
~ 203 

ou seja, a concentração de HgClp nao adsorvido que permanece em so 
- 203 ~ 

luçao. As concentrações iniciais de HgClg são obtidas pela cont£ 
gem de 5,0 mi, tomados com pipetas volumétricas, das suspensões devi_ 

damente homogeneizadas no momento da medida. 

c) Verificação da Aplicabilidade da Lei de Langmuir 

A aplicabilidade da Lei de Langmuir aos resultados ex 

perimentais foi verificada pelo método dos mínimos quadrados. 

d) Curva Completa de Adsorçao 

Com a finalidade de evidenciar a existencia de adsor-
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ção em camada "única" e de adsorçao em camada "múltipla", procedeu-se 

a outro tipo de ensaio, ampliando a faixa de concentrações iniciais 
203 

de HgClg, que variaram de 0,80 a 12,32 mg/l, e reduzindo a concen­

tração celular para 0,22 a 0,24 g/l. 

203 
9. Adsorçao de HgClo e Penetração de Glicose nas Células 

O objetivo dessa experiência ê verificar se, apÕs a adsor­

çao de mercurio pelas células, pode haver penetração de glicose nas 

mesmas, ou seja, se os pontos de penetração de glicose coincidem com 
2+ 

os pontos de fixação de Hg na parede celular. 

a) Preparo das Suspensões 

Prepara-se uma suspensão de células com cerca cte2,4 g/l 

em balão volumétrico de 250,0 ml. Agita-se e transfere-se a suspen­

são para um erlenmeyer de 500 ml para homogeneizã-la convenientemente, 

Duas suspensões de igual concentração celular são obtidas a partir 

dessa suspensão original, tomando-se 25,0 ml, com pipeta volumétrica, 

e levando-se a balão volumétrico de 500,0 ml. Um dos balões e comple 

tado com agua destilada e transferido para um erlenmeyer de 1.000 ml 

fixado ao agitador mecânico rotativo. Coloca-se ãgua destilada no ou 

tro balão ate cerca de 450 ml, adicionando-se, em seguida, 20,0 ml de 
203 

solução de HgClg de concentração aproximadamente igual a 125 mg/l. 

Completa-se o volume com ãgua destilada, agita-se e transfere-se para 

outro erlenmeyer de 1.000 ml fixado ao agitador mecânico rotativo.Maji 

têm-se a agitação durante 10 minutos, tempo que e suficiente para que 

o equilíbrio de adsorçao se estabeleça para as concentrações indica­

das de fermento e de ^^^^HgClg e ã temperatura de (19,5 - 0,5)*^C, que 

foi a adotada para facilitar a penetração de glicose nas células. 

Decorridos os 10 minutos, coloca-se 1,0 ml de solução 

de glicose preparada para fornecer, nas suspensões, uma concentração 

aproximadamente igual a 200 mg/l. 

b) Amostragem 

Retira-se amostras de 10,0 ml das duas suspensões, de 

15 em 15 minutos durante 90 minutos, para centrifugação. As amostras 

iniciais são retiradas imediatamente apÕs a adição de glicose ãs sus-
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pensões. 

Do sobrenadante das duas suspensões centrifugadas, t£ 

ma-se 1,0 mi, com pipetas volumétricas, para dosagem da glicose que 

não penetrou nas células, 

- - 203 
Do sobrenadante da suspensão que contem HgClg» reti^ 

ra-se 5,0 mi para medida de radioatividade, que ira fornecer a concen 
- 203 - -

tração de HgCl« que permanece em solução. A concentração inicial 
203 -

de HgCl2 e dada pela contagem de 5,0 mi da suspensão homogeneizada 

por ocasião da medida. 

c) Dosagem de Glicose 

A dosagem de glicose foi efetuada pelo método de Somo 
.(27) 

********** 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T Ô M I C A 
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RESULTADOS 

A. UMIDADE DO FERMENTO LAVADO 

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos na determinação da umida^ 

de do fermento lavado, para 38 ensaios. 

TABELA 2 

UMIDADE DO FERMENTO LAVADO 

Determinação Umidade do 
fermento lavado 

nP {%) 

1 77,0 
2 75,2 ' 
3 77,5 
4 76.8 
5 75,5 
6 76,2 
7 75,1 
8 76,5 
9 83,7 
10 76,4 
11 75,4 
12 75,8 
13 76,7 

77,2 14 
76,7 
77,2 

15 78,5 
16 78,0 
17 78,3 
18 76,9 
19 77,7 

Determinação 

n9 

Umidade do 
fermento lavado 

{%) 

20 77 J 
21 77,5 
22 77,6 
23 77.4 
24 76.6 
25 77,9 
26 78.0 
27 78.8 
28 77,1 
29 78.2 
30 78,0 
31 78,2 
32 77,8 
33 77,3 
34 77.2 
35 77,1 
36 77,9 
37 76.0 
38 75,8 
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B. PERCENTAGEM DE CÉLULAS MORTAS NO FERMENTO LAVADO PELO METODO DE 

FINK-KÜHLES 

A percentagem de células mortas no fermento lavado, determinada 

para 8 experiencias, apresentou os resultados que figuram na Tabela 3, 

TABELA 3 

PERCENTAGEM DE CÉLULAS MORTAS NO FERMENTO LAVADO 

Determinação 

n9 

células Mortas 
no Fermento 

{%) 

1 1.2 

2 1.3 

3 1.5 

0,5 

5 1.0 

6 1,1 
7 0,8 

8 0,5 

C. MORTE DE CÉLULAS POR AÇÃO DO MERCÖRI0 

Os resultados de contagem de células em placas, estão representa 

dos nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, para suspensões de concen^ 

trações aproximadamente iguais a 2,300 g/1, 0,230 g/1 e 0,023 g/1. As 

Figuras 2, 3 e 4 apresentam a representação gráfica desses resultados. 

Observa-se que a temperatura de (30,0 - 0,5)°C, para as tres 

concentrações celulares, o contato com HgClg na concentração de5A.mg/í 

não exerceu efeito letal sobre as células durante as tres horas 

de experiencia. O cloreto de mercurio II na concentração de 10,2 mg/1 



TABELA 4 

INFLUENCIA DA CONCENTRAÇÃO D E HgClg E DO TEMPO 

DE CONTATO NO NOMERO DE CÉLULAS VISVEIS 

24 

Tempo 
de 

Contato 

Numero de Células Viáveis por Litro 

Tempo 
de 

Contato Concentração de HgClg (mg/l) 

(min) 101,7 20,3 10,2 5.1 

Prova 
em 

Bran co (6,3 X 10^°) (4,6 X 10^^) (5,6 X W^) (6,0 X 10^^) 
3 6,7 X 4,5 X 10^° 6,3 X 10^° 6,0 X 10^^ 

30 0 3,9 X 10^^ 5,6 X 10^^ 6,2 X 10^^ 

60 0 3,0 X 10^ 5,6 X 6,1 X 

90 - 1,3 X 10^ 4,7x10^0 5,7 X 10̂ *̂  

120 - 1.3 X 10^ 4,5 X 10^° 5,9 X 10^^ 

150 - 1,0 X 10^ 3,9 X 10^° 6,1 X 10^^ 

180 - 6,7 X 10^ 4,7 X lO^O 5,7 X 10^^ 

Concentração Total de Células =* 2,300 g/l 

TeTOpexatuta » C^0,0 
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TABELA 5 

INFLUENCIA DA CONCENTRAÇÃO DE HgClg E DO TEMPO 

DE CONTATO NO NUMERO DE CÉLULAS VIAVEIS 

26 

Tempo 
Numero de Células Viáveis por Litro 

de 
Contado Concentração de HgClg (mg/l) 

(min) 10,2 5,1 

Prova 
em 

Branco (9,0 X 10^) (8,5 X 10^) 

3 8,4 X 10^ 8,8 X 10^ 

30 8,2 X 10^ 7,8 X 10^ 

60 1,6 X 10^ 8,4 X 10^ 

90 2,8 X 10^ 8,8 X 10^ 

120 6,7 X 10^ 8.3 X 10^ 

150 6,7 X 10^ 8,2 X 10^ 

180 1,7 X IO'' 8.4 X 10^ 

Concentração Total de Células » 

•-

0,230 g/l 

Temperatura « (30,0 - 0,5)°C 

• 
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TABELA 6 

INFLUENCIA DA CONCENTRAÇÃO DE HgClg E DO TEMPO 

DE CONTATO NO NOMERO DE CÉLULAS ViAVEIS 

28 

Tempo 
de 

Contato 

(min) 

Numero de Células Viáveis por Litro 

Concentração de HgClg (mg/l) 

101,7 10,2 5,1 

Prova 
em 

Branco 

3 

30 

60 

90 

120 

150 

180 

(4,6 X 10^) 

2,7 X IO'' 

O 

O 

O 

O ' 

O 

O 

(6.9 X 10^) 

.8 6.6 X 10̂  

5,9 X 10 8 

3,9 X 10 8 

5.2 X 10 8 

(6.9 X 10^) 

,8 7,1 X 10* 

7,2 X 10 8 

7,4 X 10 8 

6,6 X 10 8 

7,5 X 10 8 

6,8 X 10 8 

6,2 X 10 8 

Concentração Total de Células « 0,023 g/l 

Temperatura « (30,0 - 0,5)°C 
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10,2 m g HgClg/l 

Com 101',7 mg HgCl-/l, o numero de células viSveis cai 

de A,6 X 10 celulas/litro (prova em branco) 
7 -, 

para 

2,7 X 10 celulas/litro em 3 minutos, e, apôs 30 min 

de contato, passa a um valor nulo. 

10' 
6 0 120 180 

TEMPO DE CONTATO C O M HgCl2 (min) 

FIGURA 4 -
1 

Influencia da concentração de HgCl2 e do tempo de conta^ 

tQ na concentração de células víãveis. 

Concentração total de células » 0,023 g/1 

Temperatura « (30,0 i 0,5)°C 



30 

exerce uma pequena influência sobre as leveduras na concentra 
ção de cerca de 2,300 g/l, mas nas outras concentrações celu 

lares estudadas, ja aparece nitidamente o efeito de morte sobre as cê 

lulas, Na concentração de 20,3 mg/l o HgClg sÕ foi estudado em rel£ 

ção ã concentração de células de aproximadamente 2,300 g/l, apresen^ 

tando, a partir de 30 minutos de contato, um acentuado efeito de mor. 

te sobre as leveduras. 

A concentração de 101,7 mg/l revelou efeito imediato sobre as c£ 

lulas, tendo sido estudada em relação a concentrações celulares de cer 

ca de 2,300 g/l e de 0,023 g/l. 

Conclui-se que, a temperatura de (30,0 - 0,5)°C, pode-se proce 

der aos ensaios de adsorçao com concentrações de HgClg de aproximada^ 

mente 5,0 mg/l e concentrações de células dentro de uma faixa (te 0,023 

a 2,300 g/l, durante 3 horas de contato sob agitação, com segurança 

de se estar operando com células vivas. 

D. TEMPO DE CONTATO ENTRE CELULAS E ^^^HgClg PARA ESTABELECER O EQUj_ 

LlBRIO DE ADSORÇAO 

1. Experiências a Temperatura de (30,0 - 0,5)°C 

Procedeu-se a três séries de experiências usando concentra 
~ - 203 
çoes fixas de células e variando as concentrações de HgCl«. As sus 

- - 203 ~ 
pensões de células em contato com o ^̂ sClg ô'"̂ "' agitadas durante 

4 horas, retirando-se amostras de 30 em 30 minutos, 

Na primeira série de experiências, utilizou-se uma concentra 
- - 203 "* 
çao de células de 2,395 g/l e concentrações de HgClg de 7,12 mg/l, 

5,59 mg/l, 4,25 mg/l e 2,93 mg/l. A Tabela 7 indica os valores da 
203 

concentração de HgClg que permanece em solução nos diferentes tem 

pos de contato para as quatro suspensões. A representação grafica dos 

resultados é feita na Figura 5. 

A segunda série de-experiências foi feita com uma concentra 
~ - 203 ~ 
çao fixa de células de 1,248 g/l, em contato com HgClg em concentra 
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203 

çoes variáveis. Os resultados de concentração de HgÇlg que perma 

nece em solução apÕs determinado tempo de contato, são indicados na 

Tabela 8 e representados graficamente na Figura 6. 

A terceira serie de experiencias foi feita com uma concen -
- ' - 203 -

tração de leveduras de 0,251 g/l e concentrações de HgCl« varia 
203 ~ 

veis. As concentrações de- HgClg em solução nos diferentes tempos 

de contato, estão colocadas na Tabela 9 e representadas graficamente 

na Figura 7. 

Pela análise dos resultados obtidos nas experiências reali_ 

zadas ã temperatura de (30,0 ~ 0,5)°C e representados nas Figuras 5, 

6 e 7, pode-se fazer algumas observações.. 

203 
Para concentrações iniciais de HgClg variáveis entre 3 e 

7 mg/l, chega-se a resultados muito próximos de concentração de 
203 

HgClg no sobrenadante apos cerca de 150 minutos de contato com as 

suspensões de células. 

203 

A concentração de HgClg no sobrenadante, na maior parte 

dos casos, atinge um valor mTnimo e sobe em seguida. 

Nos casos de concentrações celulares mais baixas, próximas 

a 0,25 g/l, as curvas se apresentam com um aspecto diferente das de 

mais, com uma zona em que ha indTcio de formação de um patamar e con 
203 

tinuando com uma queda acentuada na concentração de HgClg no sobr£ 

nadante. A princTpio, pensou-se que esse comportamento, verificado 

sistematicamente em varios ensaios, fosse consequência de uma falha 

experimental. Uma explicação possTvel para o fato seria a de que a 

desagregação celular no fermento lavado não estivesse completa. No 

início, o mercurio seria adsorvido pela superfície dos aglomerados 

celulares que, com a agitação da suspensão por cerca de 60 minutos, 

iriam se desagregando com um consequente aumento da superfície de ad 

sorção. Para verificar essa possibilidade, procedeu-se a um controle 

microscópico das suspensões durante as fases de desagregação e lava^ 

gem das células. Comprovada a dissociação conveniente dos aglomerados 

celulares, nos ensaios que se seguiram, foi observado o mesmo aspecto 
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TABELA 7 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^-^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

Tempo 
de 

Contato 

203 -
Concentração de HgClg em Solução (mg/l) Tempo 

de 
Contato Concentração inicial de ^^^HgClg (mg/l) 

(min) 7,12 5,59 4,25 2.93 

10 3,48 2,47 1,63 0.88 

36 1,40 0,88 0,60 0,41 

66 0.78 0.57 0,50 0.44 

95 0,71 0,58 ' 0.57 0,49 

122 0,70 0,58 0.58 0,51 

154 0,71 0,60 0,61 0,53 

184 0,72 0,62 0,62 0,54 

210 0,73 0,64 0,63 0,56 

240 Ò,74 0,89 0,63 0,56 

Concentração de Células 

Umidade do Fermento = 

Temperatura = (30,0 -

» 2.395 g/l 

76,4% 

0,5)°C 
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120 180 2^0 
T E M P O DE CONTATO - (min) 

FIGURA 5 - 203 

Concentração de HgClg em solução em função do tempo 

de contato com células de levedura. 

Concentração, de células » 2,395 g/1 

Temperatura » (30,0 i 0,5)°C 



CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÍLULAS DE LEVEDURA 
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Tempo 
de 

Contato 

203 
Concentração de ^gClg em Solução (mg/l) Tempo 

de 
Contato Concentração inicial de ^^^HgClg (mg/l) 

(min) 6,90 5,48 3,86 2,92 

15 4,61 3,36 2,20 1,10 

39 2,87 2.19 1,26 0,65 

63 2,14 1,52 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 

Concentração de Células = 1,248 g/l 

Umidade do Fermento = 75,4% 

Temperatura » (30,0 - 0,5) C 



120 180 24-0 
TEMPO DE CONTATO (min) 

203 

FIGURA 6 - Concentração de HgClg em solução em função do 

de contato com células de levedura. 

Concentração de células » 1,248 g/l 

Temperatura =« (30,0 - 0,5)°C 

tempo 



TABELA 9 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

36 

Tempo 
de 

Contato 

203 -
Concentração de HgClg em Solução (mg/l) Tempo 

de 
Contato Concentração inicial de ^^^HgClg (mg/l) 

(min) 6,94 5,61 4,30 2,62 

12 6,45 4,90 3,72 2,36 

32 5,72 . 4,57 3,51 1,85 

60 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 1,09 1,05 

180 1,38 1,45 1,04 0,93 

210 1,64 1.71 1.26 0,83 

242 1,94 1.89 1,40 0,77 

Concentração de Células = 0,251 g/l 

Umidade do Fermento » 75,8% 

Temperatura =» (30,0 - 0,5)°C 
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O 6 0 120 180 
T E M P O DE CONTATO (min) 

2 4 0 

203 

FIGURA 7 - Concentração de HgClg em solução em função do 

de contato com células de levedura. 

Concentração de células = 0,251 g/1 

Temperatura = (30,0 - 0,5)°C 

tempo 
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nas curvas. Uma segunda hipótese foi sugerida para explicar o fato, 

supondo que dois fenômenos ocorressem simultaneamente: adsorçao e 

netração do mercurio nas células. Na primeira hora de contato entre 
203 

leveduras e HgCl«, a adsorçao seria predominante, embora a penetra 
' 203 ~~ 

çao ja ocorresse. A queda acentuada na concentração de HgClg no 
sobrenadante, a partir da primeira hora de contato, seria consequên 

cia da penetração do mercurio nas células. A ocorrência simultânea 

dos dois fenômenos seria nítida para as concentrações celulares de 

aproximadamente 0,25 g/l, enquanto que, para as concentrações superio 

res (cerca de 1,25 e 2,40 g/l) a penetração muito intensa encobriria 

a adsorçao. 

2. Experiência ã Temperatura de (22,0 - 0,5)^C 

A Tabela 10 indica os valores obtidos numa experiência reali_ 

zada com uma suspensão de células contendo 0,239 g/l em contato com 
203 

HgClg na concentração de 5,62 mg/l. A Figura 8 apresenta a repre­

sentação grafica dos resultados. 

Observa-se a formação de um patamar entre 15 a 50 minutos de 
203 

contato entre células e HgCl«, com posterior queda na concentração 
203 -

de 9̂*-̂ 2 solução. 

A diminuição de temperatura favorece o fenômeno de adsorçao 

e retarda a penetração do material na célula, deixando mais nítida a 

faixa em que predomina a adsorçao. 

3. Experiências Realizadas em Banho de Gelo 

Para reduzir ainda mais a velocidade de penetração do íon 
2+ -

Hg nas células,' uma serie de ensaios foi conduzida mergulhando as 

suspensões em banho de gelo,sem a preocupação de manter-se uma deter 

minada temperatura, simplesmente para operar-se em temperatura baixa. 

Nas Tabelas 11 e 12, faz-se uma comparação dos resultados ob 

tidos ã temperatura de (30,0 - 0,5)°C e em banho de gelo para suspeji 

soes celulares contendo aproximadamente a mesma concentração de fer 
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CONCENTRAÇÃO DE ̂ °^HgCl EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

Tempo 
o¿ 

203 -
Concentração de HgClg em Solução (mg/l.) 

Contato 
(min) 1- Amostra 2- Amostra 

3 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 4.66 

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 

Concentração de Células 0,239 g/l 

Umidade do Fermento = 76,7% 
— 203 

Concentração Inicial de HgCl« = 5,62 mg/l 

Temperatura « (22,0 - 0,5)°C 
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mentó. A Figura 9 apresenta gráficamente os resultados das Tabelas 11 

e 12, podendo-se observar a formação de um patamar característico do 

equilibrio de adsorçao no ensaio realizado em banho de gelo. 

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados obtidos com con 
203 ~ 

centraçoes celulares diferentes em contato com HgClg em concentra^ 

çÕes aproximadamente iguais a 5 mg/1. Esses resultados estão represe^ 

tados na Figura 10, onde pode-se notar que, para a concentração celji 
lar de 0,221 g/1 (Curva 1), depois de cerca de 25 minutos de contato, 

203 
a concentração de HgClg no sobrenadante permanece praticamentecons 
tante ate os 180 minutos de observação. A curva 2, para uma concentra 
ção de células de 0,874 g/1, mostra que, embora a concentração de 
203 

HgCl2 no sobrenadante decresça ligeiramente a partir de 60 min£ 

tos de contato, o patamar característico do equilíbrio de adsorçao 

não e atingido. Isso indica que e provável que, para a concentração ce 
lular de 0,874 g/1, a temperatura baixa diminui a penetração do íon 
2+ -

Hg nas células, mas nao o suficiente para garantir um patamar de e-

quilibrio de adsorçao, 

A Tabela 15 mostra os valores obtidos a urna temperatura va_ 

riavel entre 0°C e 1°C, para uma suspensão contendo uma concentração 
203 

celular de 1,389 g/l e uma concentração de HgCl2 de 3,29 mg/l. Os 

resultados estão representados na Figura 10 (Curva 3) e fazendo-se 

uma comparação com a curva 2, verifica-se que, conservando a tempe­

ratura entre O C e 1*̂ C, pode-se aumentar a concentração celular sem 

que o fenômeno de penetração de mercurio nas células seja aumentado . 

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

centraçoes celulures próximas e de concentrações iniciais de HgCl^ 
203 

diferentes, chega-se a valores de concentração de HgClp no sobre 

nadante bem distintos, o que não acontecia a (30,0 - 0,5) C, dS tabe­

las 16 e 17 apresentam os resultados obtidos em experiências realiza­

das nessas condições e a Figura 11 os ilustra gráficamente. 

E. RELAÇÃO ENTRE TEMPO DE CONTATO COM ^^^HgO}^ E MORTE DE CÉLULAS 

A primeira experiência foi realizada em banho de gelo em condi 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T Ô M I C A 



TABELA n 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

42 

Tempo 
de 

Contato 
(min) 

203 

Concentração de H 

1- Amostra 

3CI2 em solução (mg/1) 

2- Amostra 

4 4,42 4.28 

5 3,96 3.92 

10 3,67 3.63 

16 3.99 3.96 

20 3,25 3.42 

25 3,35 3.24 

30 3,62 3.65 

35 3,01 3,04 

40 2,92 2.90 

45 2,92 3,1,4 

50 2,60 2.68 

55 2,47 2.62 

60 2.83 2.52 

90 1,49 1,61 

150 1,01 0,98 

180 1.25 1,28 

210 1.60 1,80 

240 1.60 1,64 

300 1,54 1,59 

Concentração de Células =» 0,463 g/l 

Umidade do Fermento 77,2% 
203 

Concentração Inicial de 5̂̂ 1-2 ̂  4,63 mg/l 

Temperatura - (30,0 - 0,5)°C 
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CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

43 

Tempo 
de 

Contato 
(min) 

203 Concentração de HgClg em Solução (mg/l) 

1- Amostra 2- Amostra 

7 

20 

40 

61 

90 

120 

150 

180 

8,14 

7,97 

7,94 

7,46 

7.85 

7.89 

7,75 

7,16 

8.07 

8,06 

7,83 

8.09 

7,18 

7.76 

7,90 

7,78 

Concentração de Células = 0,433 g/l 

Umidade do Fermento = 78,5% 
— 203 

Concentração inicial de ^SC12 - 8,51 mg/l 

Banho de Gelo 
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TABELA 13 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇÃO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

Tempo de 
Contato 

(min) 

203 
Concentração de HgClp 

em solução 
(mg/l) 

9 4,38 

25 4,20 

49 4,21 

76 4,13 

98 4,21 

121 4,20 

148 4.12 

Concentração de Células 0,221 g/l 

Umidade do Fermento » 78,0% 
« 203 

Concentração inicial de HgCl2 =4,97 mg/l 

Banho de Gelo 
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TABELA 14 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

Tempo de 
Contato 

(min). 

- 203 
Concentração de HgCl» 

em solução 

(mg/l) 

15 3,19 

31 2,92 

45 2,81 

60 2,60 

90 2,48 

120 2,53 

150 2,23 

186 2,33 

Concentração de Células = 0,874 g/l 

Umidade do fermento - 78,9% 
- . 203 

Concentração Inicial de HgCl^ = 5,15 mg/l 

Banho de Gelo 



TABELA 15 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

47 

Tempo de 
Contato 

(min) 

203 
Concentração de HgCl» 

em Solução 
(mg/l) 

15 1,77 

29 1,72 

44 1,59 

60 1,49 

89 1.44 

119 1.22 

148 1.25 

180 1.31 

Concentração de Células » 1,389 g/l 

Umidade do Fermento 76,9% 
- 203 

Concentração inicial de HgCl2=3,29 mg/l 

Temperatura = o'̂ C a 1°C 
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TABELA 16 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

49 

Tempo de 
Contato 

(min) 

203 
Concentração de HgClp 

em Solução 
(mg/l) 

15 3,42 

30 3,30 

45 2.96 

60 2,80 

90 2,38 

120 2,32 

150 2,08 

180 1.91 

Concentração de Células - 1,128 g/l 

Umidade do Fermento « 77,7% 
~ 203 

Concentração inicial de HgCl2 «5,21 mg/l 

Banho de Gelo 
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CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO EM FUNÇAO 

DO TEMPO DE CONTATO COM CÉLULAS DE LEVEDURA 

Tempo de 
Contato 

(min) 

~ 203 
Concentração de_̂  HgCl» 

em Solução 

(mg/l) 

10 8,00 

22 7,71 

48 7,13 

76 6,85 

112 6,58 

150 6,22 

180 5,96 

Concentração de Células « 1,183 g/l 

Umidade do Fermento » 77,7% 
~ . . . 203 

Concentração inicial de HgCl2 =* 10,20mg/l 

Banho de Gelo 
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ÇÕes que a temperatura de (30,0 - 0,5)°C, provocavam morte nas célu­

las de levedura apÕs cerca de 60 minutos de contato com HgClg- A Tabe^ 

Ia 18 mostra as condições em que se realizou o ensaio e os resultados 
203 - -

obtidos de concentração de HgClg em solução e de concentração de 

células viáveis em função do tempo de contato. 

A segunda experiência foi feita a uma temperatura variável entre 

0°C e 1°C, nas condições mais desfavoráveis que seriam usadas nos en 

saios de adsorçao,para garantir que não estava ocorrendo morte das 
203 

células durante o tempo de contato adotado com HgClg. A Tabela 19 
indica as condições do ensaio e os valores obtidos na concentração de 
- - - 203 
células viáveis em função do tempo de contato com HgClg. 

Os dois últimos ensaios visaram relacionar a penetração do Ton 
2+ -

Hg e a morte das células. Foram conduzidos em temperatura entre 

0°C e 1°C sendo os resultados apresentados nas Tabelas 20 e 21. Nas 
203 

sete horas de contato entre leveduras e HgCl«, no penult»"'"© ensaie, 

embora nouvesse penetração do Ton Hq nas células, não houve morte 

das mesmas. A Figura 12 ilustra a experiencia descrita na Tabela 

21, onde se pode notar, a partir de 6 horas de contato, um decréscimo 

no número de células viáveis por litro. 

F. EXPERIÊNCIAS DE ADSORÇAO 

1. Curvas de Adsorçao e Aplicabilidade da Lei de Langmuir 

O ajuste da Lei de Langmuir aos pontos experimentais obtidos 

foi realizado com o Computador do Instituto de Energia Atômica de 

São Paulo e esta indicado nas Tabelas 22 a 31 e graficamente represen^ 

tado nas Figuras 13 a 22. 

A Tabela 32 apresenta os valores da relação a/b(equação "3") 

determinados para as dez experiências. 

2. Curva Completa de Adsorçao 

A possTvel existência de adsorçao em camada única e em 
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TABELA 18 

CONCENTRAÇÃO DE ̂ ^^HgClg EM SOLUÇAO E CONCENTRAÇÃO 

DE CELUUS VIAVEIS EM FUNÇAO DO TEMPO DE CONTATO 

Tempo de 
Contato 

(min) 

203 
Concentração de^ HgCU 

em Solução 
(mg/l) 

Células Víãveis 

por Litro 

Prova 
em 

Branco - 2,7 X 10^° 

9 7,65 -

27 7,25 -

44 7,12 

57 7,30 2,9 X 10^° 

88 6,69 -

118 6.43 -

149 6,33 -

174 7,14 2,8 X 10^^ 

Concentração de Células = 0,907 g/l 

Umidade do Fermento - 77,5% 
— 203 

Concentração inicial de HgCl2 9,08 mg/l 

Banho de Gelo 



TABELA 19 

CONCENTRAÇÃO DE CÉLULAS VIAVEIS EM FUNÇAO DO TEMPO 

DE CONTATO COM ^^^HgClg 

54 

Tempo de Contato 

(min) 

Células Viáveis 

por Litro 

Prova em Branco 

5 

30 

60 

90 

120 

1,13 X 10 10 

1,06 X 10 10 

1,14 X 10 

1,09 X 10 

10 

10 

1,00 X 10 10 

1,15 X 10 10 

Concentração de Células = 0,392 g/l 

Umidade do Fermento =* 77,6% 
- 203 

Concentração inicial de ^SC12 - 3,05 mg/l 

Temperatura « 0°C a 1°C 
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TABELA 20 

203. 
CONCENTRAÇÃO DE ̂ "-"HgClg EM SOLUÇAO E CONCENTRAÇÃO 

DE CÉLULAS VIAVEIS EM FUNÇAO DO TEMPO DE CONTATO 

Tempo de 
Contato 

(min) 

- 203 
Concentração de HgCl» 

em Solução 

(mg/l) 

Células Viáveis 

por Litro 

Prova 
em 

Bran co 3,10 X 10^° 

6 9,29 3,25 X 10^° 

19 8,99 3,15 X 10^° 

40 8,86 3,40 X 10̂ *̂  

60 8,79 3,35 X 10^° 

101 8,27 3,15 X 10^^ 

141 8,13 3,60 X 10^° 

180 6,86 3,25 X 10^° 

240 7,52 3,05 X 

330 6,92 3,05 X 10^° 

420 6,39 * 3,25 X 10^^ 

Concentração de Células = 1,130 g/1 

Umidade do Fermento « 77,4% 
- 203 

Concentração inicial de ^S^^2 " ^^A^ mg/l 

Temperatura = O^C a 1°C 
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TABELA 21 

203, CONCENTRAÇÃO DE ̂ ""-"HgClg EM SOLUÇAO E CONCENTRAÇÃO 

DE CÉLULAS ViSVEIS EM FUNÇAO DO TEMPO DE CONTATO 

Tempo de 
Contato 

(min) 

- 203 
Concentração de HgClp 

em Solução 

(mg/l) 

Células Viáveis 

por Litro. 

Prova 
em 

Branco 3,75 X 10^° 

6 8,54 3,80 X 10^° 

20 7,97 3,70 X 10^^ 

39 7,22 3,90 X 10^° 

60 6,98 3,70 X 10^° 

360 4,83 3.80 X 10^° 

660 3,36 2,25 X 10^° 

960 2,40 1,60 X 10^° 

1260 1,63 1,75 X 10^° 

1620 1,12 0,80 X 10^^ 

1740 1,19 1,40 X 10^° 

Concentração de Células « 1,171 g/l 

Umidade do Fermento = 76,6% 
- 203 

Concentração inicial de HgCl2 ^ ^0,49 mg/l 

Temperatura 0°C a 1°C 
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TABELA 22 

EXPERIENCIA N9 1 

5 8 

Cf 
c. - C ^ 

X 
• (mg/l) (mg/l) 

(mg /g) 

1.27 0,54 1,095 

2,28 1,11 1,755 

3,29 1,89 2,101 

4.12 2,44 2,521 

5,17 3,50 2,506 

X » Concentraçã o de Células « 0,667 g/l 

203 
a Concentração inicial de HgCl^ 

C^ - Concentração de equilíbrio de 

Umidade do Fermento = 77,9% 

Temperatura - 0 **C a l̂ Ĉ 

Equação da reta de regressão (Lei de Lcxngmui-r) 

« 0.283 + 0,337 . 
C.-C. c^ 
1 f f 

Coeficiente de Correlação » 0,9959 
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TABELA 23 

EXPERIENCIA N9 2 

Cf 
C i - C f 

X 
(mg/l) (mg/l) 

(mg /g) 

0.48 0,11 0.559 

0.91 0.25 0,997 

1.32 0,42 1,359 

1,81 0,67 1,721 

2,24 1,04 1,812 

X a Concentração de Células = 0.662'g/l 

203 
C^ = Concentração inicial de HgCl^ 

C^ = Concentração de Equilíbrio de ^°^HgCl2 

Umidade de Fermento » 78,0% 

Temperatura « O^C a l^C 

Equação da reta de regressão (Lei de Langmuir) 

« 0,375 + 0.156 , ^ 

Cf 

Coeficiente de Correlação « 0,9993 
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2|0 

1,6 . 0,662 1*2,404 Cf 

o» 
D» 

E = 1,2 

X 

U 

O * 

0,8 

0,4 

10,0 8,0 

^Cf ( l / m g ) 

6,0 4,0 2,0 

Cj -Cf 6,410 , Cf 
O . 

^0.4 

0,662 

õpc^ =0,375+0,156 .J_ 

J L j L j L 
0,2 0,4 0^6 0,8 

Cf (mg/l) 

DL 

0,8 ^ 

1,2 2 

X 

1,6 

2.0 

FIGURA 14 - Experiência n9 2 : Curva de adsorçao e aplicação da Lei 
- 2+ -

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de 

levedura. 

X = Concentração de células (g/l). 
- 203 

C, = Concentração inicial de HgCl, (mg/l). 
203 C^ = Concentração final de equilíbrio de HgCl2(mg/l) 



TABELA 24 

EXPERIENCIA N9 3 

62 

Ci 

(mg/l) 

Cf 

(tng/l) 

c. . C, 

X 

(mg /g) 

0,78 0,23 0,998 

1,04 0,28 1,379 

1.53 0,54 1,796 

2.05 0,89 2.104 

2,58 1,25 2,412 

X o Concentração de Células « 0,551 g/1 

203 
C^ = Concentração inicial de HgCl2 

— 203 
C^ => Concentração de equilibrio de ^S^^2 

Umidade do Fermento » 78,8% 

Temperatura =" 0°C a 1°C 

Equação da reta de regressão (Lei de LangmwCr) 

« 0.290 + 0,147 . — 
C.-C- C-
1 £ f 

Coeficiente de Correlação » 0,9684 



63 

6,0 5,0 
~T 1 T" 

4,0 
( R 

^Cf íl/mg) 
3,0 2,0 
-T » i ' 

2.4 

2 P 

o. i.6 
o» 
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X 

1,2 

u 
I 

-Cf 6,803 . Cf 

0,55i I + 1,973. Cf 

0,6 

0,4 
/ 

/ 
- / 
/ 

1,̂  I ••. I 

3,0 
T r 

0.551 
rf - 7 : - = 0,290*0.147. 1 

0,2 0,4 0,6 
L J 1 L 

0,8 1,0 
Cf (mg/l ) 

0.2 

0,4 

0,6 ^ 

OI 

E 
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1,0 

1,2 

o 

1,2 

FIGURA 15 - Experiência n9 3: Curva de adsorçao e aplicação da lei 

de Langmuir ã adsorçao de Hĝ "*" por células vivas de le 

vedura. 

X S Concentração de células = 0,551 g/l 

C. = Concentração inicial de ̂ ^\a^ (mg/l) 

C^ = Concentração final de equilíbrio de ^^^HgClgímg/l) 
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TABELA 25 

EXPERIÊNCIA NO 4 

(mn) 

Cf 

(mg/i) 

c. - C^ 

X 

(mg /g) 

1,01 0,34 1,450 

1,55 0,67 1.905 

2,02 1,03 2,143 

2,56 1,48 2,338 

X =f Concentração de Células =" 0,462 g/l 

203 
C^ « Concentração inicial de ^8^2 

*- 203 
C^ Concentração de Equilíbrio de HgCl2 

Umidade dp Fermento » 77,1% 

Ten^eratura =» 0°C a 1°C 

Equação da ret a de regressão (Lei de LangmwCr) 

= 0.353 * 0.115 . ^ 
C,-C, 

Coeficiente de Correlação » 0,9998 
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VCf ( l /mg) 

2,4 

2,0 

Cj -Cf 8,696 . Cf 

- 0 , 4 6 2 " I * 3 , 0 7 0 , Cf 

Oi 
•s. 
o» 
E 

X 

N. 

«-
O 

I 

(J 0,8 

j L ' • ' É I I L 
0,2 0^4 0,6 0,8 1,0 

Cf ( m g / l ) 
1.2 1,4 

FIGURA 16 - Experiência n9 4: Curva de adsorçao e aplicação da lei 

de Langmuir ã adsorçao de Hg por células vivas 

de levedura. 

X « Concentração de células = 0,462 g/1 

C. = Concentração inicial de ̂ ^'^HgClg (mg/l) 

C^ = Concentração final de equilíbrio de ^^''HgClgímg/l) 



TABELA 26 

EXPERIENCIA NQ 5 
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Cf 
C . - C , 

X 

(mg/I) (mg/l) (mg/g) 

0 , 5 4 0 , 1 3 0 . 6 2 4 

0 , 6 2 0 , 1 2 0 ,761 

0 , 7 5 0 . 2 0 0 , 8 3 7 

0 , 8 8 0 , 1 8 1 ,065 

0 , 8 9 0 ,21 1 ,035 

0 , 9 8 0 ,26 1,096 

1 ,25 0 , 4 2 1 ,263 

1 .47 0 , 5 1 1,461 

1 ,83 0 , 8 2 1 ,537 

1,99 0 .81 1 ,796 

2 ,16 1 ,10 1 ,613 

2 , 5 0 1 .06 2 ,191 

X » Concentração de Células 0 ,657 g/l 

C^ » Concentração inicial de 
203 

HgCl^ 

— 20' 
C J = Concentração de Equilíbrio de HgCl2 

Umidade do Fermento « 78,2% 

Temperatura 0°C a 1°C 

Equação da reta de regressão. (Lei de LangmwCr) 

^•i^âl » 0 , 447 + 0 , 1 2 1 . 1 

C.-C- C-
1 f f 

Coeficiente de Correlação = 0 ,9392 
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12,0 10,0 8,0 6,0 
— I — 

Cf (l/mg) 
4,0 2,0 

T r 

2,0 
C¡ -C f 
0,657 

8,264 .Cf 

+ 3,694 .Cf 
O ^ 

= 0,447+0,121. 1 

j I L 

0,6 0,8 

Cf (mg/l) 

0.4 

o» 
0,8 e 

o> 

1.2? 
Õ 

X 

1,6 

2,0 

1,2 

FIGURA 17 - Experiencia n9 5: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
- - 2+ 

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de 

levedura. 

X a Concentração de células = 0.657 g/l 
203 

C. - Concentração inicial de. HgCl, (mg/l) 
203 C, « Concentração final de equilíbrio de HgCl2(mg/l) 



TABELA 27 

EXPERIENCIA N9 6 

6 8 

Ci Cf 
c. - C , 

X 
(mg/l) (mg/l) (mg/g) 

0,53 0,11 0.633 

1,23 0,33 1,356 

1,50 0.43 1,612 

1.70 0.54 1.748 

2,05 0,71 2.019 

X = Concentração de Células 0,664 g/l 

- 203 
C^ = Concentração inicial de HgCl2 

— ^ 203 
C^ = Concentração de Equilíbrio de HgCl2 

Umidade do Fermento = 78.0% 

Temperatura « 0°C a l'̂ C 

Equação da reta de regressão (Lei de Langmuir) 

^'^^^ » 0,303 + O.Ul . ^ 
C.-C^ Cí 
1 f f 

Coeficiente de Correlação • 0, 9998 
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IQiO 8.0 6J0 

2.0-

^ 1,6 
o» 
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Ü 
- 0,8 

0,4 

—' 1 ' 1 ' r 

Cj -Cf 7,092 , Cf 

% (l/mg) 
4;0 Zfl O 

0,664 I •» 2,149. Cf 
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0,664 
- = 0,303+0,141. I 

Cj -Cf 
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0,4 

a» 
E 

0,8 o» 

O 

1,2 ¿ . 

1,6 

-2.0 

1.0 

FIGURA 18 - Experiência n96: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
- — 2+ -

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de 

levedura. 

X » Concentração de células = 0,664 g/l 
- 201 

C^ = Concentração inicial de HgCl, (mg/l) 
203 

C, = Concentração final de equilíbrio de HgCl2(mg/l) 



TABELA 28 
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EXPERIENCIA N9 7 

Ci 

(tng/l) 

Cf 

(mg/l) 

c. - C , 

X 

(mg/g) 

1,06 0 ,29 1 ,179 

1.29 0 , 3 8 1 .394 

1,54 0 , 4 5 1 ,669 

1.81 0 , 5 8 1 .884 

2 , 0 5 0 , 7 7 1 ,960 

X = Concentração de Células " 0 ,653 g/l 

203 
Cj. " Concentração inicial de HgCl^ 

— 203 
C J =• Concentração de equilíbrio de HgCl2 

Umidade do Fermento " 78,2% 

Temperatura = 0°C a 1°C 

Equação da reta de regressão (Lei de Langmuip) 

- 0 , 2 6 3 + 0 ,167 . — 
1 

C,-Cj C 
f 

Coeficiente de Correlação =* 0 ,9820 
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FIGURA 19 - Experiência n9 7: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
- 2+ 

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de l£ 

vedura. 

X = Concentração de células - 0,653 g/l 
- 203 

C^ = Concentração inicial de HgClg (mg/l) 
C, » Concentração final de equilíbrio de ^^^HgClgímg/l) 



TABELA 2 9 

EXPERI£NCIA N9 8 

72 

Ci 

(mg/l) 

Cf 

(mg/l) 

Ci - Cf 

X 

(mg /g) 

0 . 9 2 0 . 3 2 0 , 9 0 1 

1 , 0 5 0 . 3 5 1 , 0 5 1 

1 , 2 4 0 . 4 4 1 . 2 0 1 

1 , 4 3 0 . 6 2 1 , 2 1 6 

1 , 6 5 0 , 6 4 1 . 5 1 6 

1 , 8 1 0 . 8 6 1 , 4 2 6 

2 , 0 6 0 . 9 8 1 . 6 2 1 

2 , 1 2 1 , 1 3 1 , 4 8 6 

X =" Concenttação de Células « 0 , 6 6 6 g/l 

~ 2 0 3 
C^ = Concentração xnicxal de HgCl2 

C J » Concentração de Equilíbrio 
, 2 0 3 „ „ 1 
de KgCl2 

Umidade do Fermento =» 7 7 , 8 % 

Temperatura *= 0 ° C a I ^ ' C 

Equação da reta de regressão (Lei de LangmwCr) 

H 0 . 4 8 7 + 0 , 1 7 5 . ^ 

Ci-Cf Cf 

Coeficiente de Correlação « 0 , 9 3 0 1 
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FIGURA 20 - Experiencia n98: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
- - 2+ -

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de le 

vedura. 

X = Concentração de células = 0,666 g/l 

C^ = Concentração inicial de ̂ ^''HgClg (mg/l) 

C, ' Concentração final de equilíbrio de ^^^HgCl2(mg/l) 
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EXPERIÊNCIA NQ 9 

Ci Cf 
c. - c, 

(mg/l) (mg/l) 
X 

(mg /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 e Concentração de Células 0,681 g/l 

C^ = Concentração inicial de 

— 203 
C J = Concentração de Equilíbrio de 

Umidade do Fermento » 77,3% 

Temperatura = 0°C a 1°C 

Equação da reta de regressão (Lei de Langmuir) 

« 0,301 + 0.140 . 1 

c.-c. 
1 f f 

Coeficiente de Correlação - 0. 9689 
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FIGURA 21 - Experiência n9 9: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
— 2+ 

de Langmuir a adsorçao de Hg por células vivas de 

levedura." 

)í = Concentração de células = 0,681 g/l 

C. ' Concentração inicial de ^^''^HgClgímg/l) 

C, - Concentração final de equilíbrio de ^^^HgCl2(mg/l) 
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EXPERIÊNCIA N9 10 
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Ci Cf C . - C , 

X 
(mg/l) (mg/l) (mg / g) 

1.09 0,22 1,261 

1.50 0,33 1,721 

1.71 0,39 1,927 

1,93 0,58 1,980 

2,05 0,63 2,075 

2.44 0.81 2,385 

2.62 1,05 2.300 

X = Concentração de Células « 0,684 g/l 

- 203 
G£w Concentração inicial de HgCl2 

C J » Concentração de Equilíbrio de ^^^HgCl2 

Umidade de Fermento » 77,2% 

Temperatura « O^C a l̂ Ĉ 

Equação da reta de regressão (Lei de Langmuir) 

« 0,314 + 0,098 . -—^ 
Cf 

Coeficiente de Correlação " 0,9662 
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FIGURA 22 - Experiência nQlO: Curva de adsorçao e aplicação da lei 
2+ ' -

de Langmuir a adsorçao de Mg por células vivas de 

levedura. 

X » Concentração de células = 0,684 g/l 
^ 203 

C. = Concentração inicial de HgCl« (mg/l) 
f 203 

C, » Concentração final de equilíbrio de HgClgímg/l) 
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TABELA 32 

Experiência 

N9 (mg 

a/b 

^*^^HgCl2/g células) 

1 3.53 

2 2,67 

3 3,44 

4 2.83 

5 2.24 

6 3,30 

7 3,80 

8 2.05 

9 3,33 

10 . 3.19 

Valor medio » 3, 04 mg ^°^HgCl2/g células 

Desvio padrão 0,57 mg ^^^UgCl^/g células 

Desvio padrão relativo « 18.8% 

VALORES DA RELAÇAO A/B OBTIDOS NA DETERMINAÇÃO 

DA EQUAÇÃO DA LEI DE LANGMUIR 
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camada raSltipla foi observada experimentalmente em três ensaios, 

cujos resultados estão indicados nas Tabelas 33, 34 e 35 e, grafica^ 

mente, na Figura 23, 

TABELA 33 

PRIMEIRA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURVA COMPLETA DE ADSORÇAO 

Ci 

(mg/l) 

Cf 

(mg/l) 

C. - C , 

X 

(mg /g) 

0,8Ò 0.31 2.148 

1,20 0.57 2.727 

1,60 0,87 3.168 

1,98 1,11 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 

10,12 8.00 9,162 

X « Concentração de Células = 0,231 g/l 
203 

C. *= Concentração inicial de HgCl« 
~ «> . 203 

C^ =* Concentração de equilíbrio de HgCl2 

Umidade do Fermento « 77,1% 

Temperatura « 0°C a 1°C 
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TABELA 34 

SEGUNDA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURVA COMPLETA DE ADSORÇAO 

(mg/l) 

Cf 

(mg/l) 

c. - C, 

X 

(mg /g) 

0.82 0,35 2,094 

1.23 0,56 2,984 

1,50 0,95 2,450 

2,04 1,24 3.562 

2,85 1,99 3,802 

3,71 2.88 3.691 

4.53 3.48 4,669 

5,36 4.22 5,069 

6,75 5,47 5,687 

7.97 6,66 5,820 

9,10 7,94 5.171 

10.43 8,60 8.150 

X » Concentração de Células « 0,225 g/l 
203 

C. " Concentração xnicial de HgCl-
— 203 

Cj = Concentração de Equilíbrio de ^^^^2 

Umidade do Fermento « 77,9% 

Temperatura » 0°C a 1°C 



81 

TABELA 3S 

TERCEIRA EXPERIENCIA PARA DETERMINAR A CURVA COMPLETA DE ADSORÇAO 

Cf 

(mg/l) 

Cf 

(mg/l) 

C. - C^ 

X 
(mg /g) 

4,68 3,57 4,590 

5,78 4,66 4,644 

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 9.701 

12,32 11,17 4,790 

X « Concentração de Células » 0,241 g/l 

203 
C^ « Concentração inicial de HgCl2 

— ^ 203 
C^ « Concentração de equilíbrio de HgClj 

Umidade do Fermento = 76,0% 

Temperatura » 0°C a 1°C 
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FIGURA 23 - Curva completa de adsorçao de Hg por células vivas de levedura 

X = Concentração de células (g/1) 

Ĉ . = Concentração inicial de ''HgClg (mg/l) 

C^ = Concentração final de equilibrio de ̂ ^^HgClg (mg/l). 

9,0 
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G. ADSORÇSO DE MERCURIO E PENETRAÇÃO DE GLICOSE NAS CÉLULAS 

O ensaio descrito no Ttem B.9. (Materiais e Métodos), condu­

ziu aos valores representados na Tabela 35 e na Figura 24. 

TABELA 3Ô 

ADSORÇAO DE MERCURIO E PENETRAÇÃO DE GLICOSE NAS CÉLULAS 

Tempo 

de 

Contato 

(min) 

Concentração de 

203HgCl2 

em solução 

(mg/l) 

Concentração de Glicose em Soluçai 

. (mg/l) 
na suspensão de na suspensão de 

células contendo células 
203 

sem 
HgCl 

O 

15 

29 

45 

60 

75 

107 

5,47 

4,70 

4,50 

4,13 

4,18 

4,28 

4,01 

179 

180 

183 

179 

183 

178 

179 

171 

163 

158 

151 

138 

Concentração de Células = 0,121 g/l 

Umidade do Fermento » 75,8% 
+ Q 

Temperatura « (19,5 _ 0,5) C 
A Glicose foi adicionada decorridos 14 min de contato das células 

203„ 
com o HgCl2> 
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FIGURA 24 - 2+ 
Relação entre adsorçao de Hg pelas células e a pene 
tração de glicose nas mesmas. 

203 

Curva 1: Concentração de HgCl« em solução, em fun-

çao do tempo de contato. 

Curva 2: Penetração de glicose nas células em presença 

de ^^^HgClg. 

Curva 3: Penetração de glicose nas células na ausência 

de ^^^HgClp. 

Temperatura = (19,5 - 0,5)°C, 
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Discussão.POS RESULTADOS 

2+ 

A ação letal do Hg sobre as células de microrganismos pa. 

rece ser devida a uma reação do catión com proteínas indispensãveis a 

atividade das células. No caso de enzimas com grupamentos sülfidri-

la, o mercurio pode atuar como agente oxidante acarretando uma inibj^ 

ção não competitiva pela reação reversível entre o cãtion e grupamen^ 

tos sulfidrila de radicais de eis , como indica esquemati_ 

camente a equação que segue: 

SH S 
ENZIMA*^ + HgCl 5 v ENZIMA^ ^Hg + 2 HCl 

A manifestação do efeito letal 5 uma função de fatores en 

tre os quais destacam-se, por interessarem mais diretamente a este e£ 

tudo, a temperatura, as concentrações de células e de HgCl» e o tempo 
2+ 

de contato entre o' Hg e o microrganismo. 

Pretendia-se, particularmente, determinar em que condições 
2+ 

de trabalho podia-se manter em contato levedura e Hg sem morte das 

cilulas, a fim de poder estudar o fenômeno objeto desta Dissertação . 

Os ensaios realizados mostraram que, a (30,0 - 0,5)°C, e com uma cor[ 

centração de levedura variável de 0,023 g/l a 2,300 g/l, pode-se ga 

rantir que nao ha morte das células em presença de HgClg ate 5 mg/l 

durante 3 horas. Operando-se entre 0°C a 1°C, com concentração celu 
203 ~ 

lar de 0,392 g/l a 1,171 g/l e com HgClg em concentrações dç 
3,05 mg/l a 11,12 mg/l, mesmo 6 horas de contato não conduziram a uma 
redução no numero de células viáveis. As experiências realizadas com 
203 

HgClg levaram a resultados que podem ser resumidos como segue: 

1. Em suspensões contendo levedura na concentração de 
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203 

As primeiras experiencias realizadas com o objetivo de estu_ 

dar uma possTvel adsorçao do Hg pelas células vivas de levedura, a 
+ o 

(30,0 - 0,5)"C, conduziram a resultados (Figuras 5, 6 e 7) que podem 
ser interpretados supondo que haja, no sistema, o desenvolvimento de 

- - - 2+ _ 
dois fenômenos simultâneos: adsorçao do Hg e penetração do catión 
nas células. Nas condições dos ensaios representados nas Figuras 5 

e 5, a penetração, muito rápida, poderia ter mascarado o fenômeno 

de adsorçao do catión, enquanto que as curvas da Figura 7 poderiam 

ser conseqüência do fato de as novas condições experimentais acar­

retarem uma penetração mais lenta, surgindo assim uma tendência ã 

formação de um patamar na altura dos 40 minutos. 

Observe-se, nas Figuras 5, 6 e 7, que a maioria das curvas 
- 203 

mostra,no final dos ensaios,uma elevação da concentração de HgClg 

em solução. Este fato, para cuja explicação não foi realizado nenhum 

0,907 g/1 e HgClg na concentração de 9,08 mg/l, mantidas em banho 

de gelo, mesmo apÕs 174 minutos de contato não houve redução no núme_ 

ro de células viáveis. 

2, Nas condições mais desfavoráveis, no que diz respeito -

ãs concentrações de células e de 203Hgci2, que foram u 

tilizadas nos ensaios de adsorçao (células: 0,392g/l; 203HgCl2: 3,05 

mg/l), não houve morte de células durante 120 minutos de contato.Cum 

pre observar que mesmo a percentagem de células mortas determinada -

pelo método de Fink-Kílhles, e da ordem de 1% no fermento lavado, per 

maneceu inalterada ate o fim da experiência. 

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

tura de 09C a 1°C, concentração de células igual a 1,171 
— 203 

g/l e a concentração inicial de HgClg igual a 10,49 mg/l, somente 

depois de 6 horas de contato, quando a concentração de 203HgCl2 em 

solução baixou a 4,83 mg/l, começou-se a observar redução no numero 

de células viáveis. Esta experiência parece indicar que a morte dos 

microorganismos ocorre sÕ depois de haver penetração do catión nas 

células. Esses ensaios permitiram estabelecer as condições mais ade­

quadas de trabalho. 
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trabalho experimental, poderia, talvez, ser devido a uma alteração da 

parede celular com conseqüente reversão no sentido do transporte do 
2+ •» Hg , tendendo provavelmente ao estabelecimento de um equilíbrio en 

2+ - 2+ 
tre o Hg em solução e o Hg combinado com proteinas no interior da 

célula. 

Admitindo como verdadeira a hipótese citada da existencia 

dos dois fenômenos, o de adsorçao e o de penetração do catión, uma 

redução da temperatura, ocasionando diminuição da velocidade de pen£ 

tração do cãtion na célula e aumento da massa de material adsorvido 

por u|tiidade da massa de adsorvente, deveria criar condições que permi_ 

tissem uma observação segura do estabelecimento de um equilíbrio no 

sistema. As Figuras 8, 9, 10 e 11 confirmam esse fato. 

Verificada a formação de um patamar, característico de um 

fenômeno de equilíbrio no sistema, passou-se a escolha das condições 

experimentais com o objetivo de se estudar a possível aplicação de 

leis físico-químicas ao fenômeno de adsorçao observado. Tais condi­

ções são as seguintes: 

a) concentração de células = 0,462 g/l a 0,684 g/l; 

- 203 

b) concentração inicial de HgCl2 = 0,48 mg/l a 5,17 mg/l; 

c) temperatura = 0°C a 1°C; 

d) tempo de contato = 45 a 60 min. 

A aplicabilidade da lei de Langmuir foi verificada em dez 

experiências (Figuras 13 a 22). A Tabela 32 resume os valores da re 

lação a/b (Equação "3") dos parâmetros experimentais determinados nes_ 

ses ensaios. 

Considerando que as experiências de adsorçao foram realiza^ 

das com amostras diferentes de células, não deve, a nosso ver, causar 

estranheza o desvio padrão que afeta os resultados experimentais da 

Tabela 32. 

Tres ensaios foram ainda realizados (Figura 23) com a fina­

lidade de verificar, na presença de concentrações iniciais mais eleva 

das de HgClg» um possível fenômeno de adsorçao em camada ' tinílti-

•p̂ta-. As curvas obtidas, do tipo das que caracterizem adsorçao em ca 
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mada multimolecular, não podem contudo ser consideradas como uma com 
- - - 2+ *~ 

provação da existencia de camadas superpostas de cations Hg na pare 

de celular, uma vez que curvas análogas poderiam ser obtidas se, na 

presença de concentrações relativamente altas de cloreto de mercúrio 

II houvesse penetração do cãtion nas células. 

A partir dos valores da relação a/b, e possTvel calcular a 

ãrea especTfica Ap das células nas condições experimentais jã expos 

tas(9). 

É fato conhecido que a determinação da area especTfica de 

um material a partir de ensaios de adsorçao conduz a valores que de 

pendem, entre outros fatores, da substancia a ser adsorvida utilizada 

^^^K Por esse motivo, parece lÕgico que se procure, neste caso, en­

contrar um possTvel significado biológico dos valores que podem ser 

obtidos a partir dos ensaios realizados. 

Considere-se, inicialmente, o calculo da area específica áe 

sejada a partir da equação "3", para o que falta conhecer apenas o 
— 2+ 

valor de S, area coberta por uma unidade de massa de Hg em camadei 

mono-iõnica. 

Conhecendo-se o raio iõnico do mercúrio,igual a 1,10 8 (31 
33 " a ), seu peso atômico e o numero de Avogadro, e admitindo que um 

ion de mercúrio adsorvido "cubra" uma superfície de ãrea igual a do 

hexágono regular circunscrito a circunferência de raio igual a l , lo8, 

pode-se calcular S chegando-se ao valor: ' 

S = 1,26 X 10^ cm^/mg de Hĝ "̂  

O valor da ãrea específica desejada sera então, tomando-se 

para calculo o valor medio da relação a/b: 

Ag = 2,84 X 10^ cm^/g de células 

Considerando-se, finalmente, que em 1 g de levedura seca 

existem 2,78 x 10^^ células (média de 12 determinações, com desvio pâ  

drão relativo igual a 18,7%; ver Apêndice), pode-se calcular a area 
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o 2 
media de uma célula chegando-se ao resultado 10,2 x 10 cm , 

Não tem muito sentido, a nosso ver, comparar esses valores 

com os obtidos em trabalhos anteriores^^^ utilizando azul de metileno 

como substancia a ser adsorvida e células mortas de levedura como a¿ 

sorvente, A morte das células por aquecimento da suspensão deve afe^ 

tar profundamente a natureza da parede, o que invalida qualquer compa^ 

ração que se pretenda fazer. 

Cumpre todavia destacar que o valor aqui encontrado para a 
-8 2 

area media de uma célula, 10,2 x 10 cm ,e consideravelmente menor do 

que o calculado a partir de medidas di retas realizadas em 160 celu 

las consideradas como corpúsculos lisos elipsoidais, 110 x 10 cm 
Este fato pode ser interpretado como uma demonstração indireta 

2+ 

de que o Hg deve se fixar em pontos ou zonas específicas da parede 

celular. 
Partindo-se da hipótese de que existem na parede celular , 

2+ -
"pontos de fixação" de Hg , e supondo que a retenção dos cations se 

verifique na proporção de um catión por "ponto de fixação", pode-se 

calcular o numero desses "pontos" chegando-se aos resultados: 

6,75 X 10^^ "pontos"/g de células 

ou 2,43 X 10^ "pontos"/célula. 

Procurou-se, finalmente, alguma evidencia experimental que 

permitisse chegar a conclusão da existencia de urna possível correia^ 

ção entre os valores calculados e alguma atividade do microrganismo , 

Realizou-se então o ensaio de avaliação da velocidade de penetração 

de glicose em células vivas de levedura em suspensão aquosa em dois 

casos: 
203 

a) com a levedura viva em presença de HgClg; 
- 203 

b) na ausencia de HgClg-

Nas condições do ensaio, ja descritas, venflcou-se que, en^ 

quanto na presença do cloreto de mercúrio 11 não havia penetração de 

glicose na célula, na ausência do sal essa penetração se processava 
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com uma velocidadeo 

Esse fato parece mostrar que os pontos de penetração da gli­

cose na célula estariam bloqueados por mercurio adsorvido. Isto, evi_ 

dentemente, não significa que todos os pontos de fixação do Hg2+ se­

jam pontos de penetração de glicose, mas os resultados obtidos não 

deixam de indicar que pode haver uma correlação entre eles. Em ou­

tras palavras, frente aos resultados experimentais apresentados, pode^ 

se afirmar, com segurança, que os valores aqui calculados de area es­

pecífica (ou número de pontos de fixação de Hg2+ por célula) são, do 

ponto de vista biológico, mais significativos que os calculados em 

trabalhos jã publicados, pelo menos no que se relaciona com o estudo 

das velocidades de penetração de glicose nas células de levedura. 

Obviamente, não se pretende, nesta Dissertação, ter resolvi­

do completamente o problema proposto inicialmente, mas tudo indica 

que os primeiros passos no sentido desejado ja foram percorridos. 

•k*icicic*it*iticit* 
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CONCLUSÕES 

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que, nas 

condições experimentais descritas: 

1, A morte das células de SaoaharomyQes Cerevisiae em con 

tato com Tons Hg não ocorre por adsorçao, e sim, apÕs 

a penetração desses ions no interior das células. 

2, A ação letal do mercúrio em relação ãs leveduras varia 

na dependencia das concentrações de células e de HgClg» 

da temperatura e do tempo de contato. Assim: 

a) ã temperatura de (30,0 - 0,5)°C, pode-se manter as 

células, dentro de uma faixa de concentração de 

0,023 g/l a 2,300 g/l, em contato com HgClg ^m concentração, de 

5,1 mg/l, durante 3 horas, sem que haja a morte de células; 

b) com uma diminuição de temperatura o fenômeno de pene 
— 2+ - -

tração de Hg nas células e dificultado; 

c) comuma diminuição de temperatura, a concentração de 

HgCl2 pode ser aumentada dentro de certos limites, 

sem provocar morte das células. 

3. Â temperatura de (30,0 í 0,5)°C não e possTvel individu 

alizar os fenômenos de adsorçao dos Tons Hg e de pe 

netração dos mesmos nas células. Operando-se em temperatura entre 

0°C e 1°C, o fenômeno de adsorçao de Hĝ "̂  pelas células é favorecido 

e a penetração dos Tons e retardada, permitindo que se mantenha um 
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equilíbrio de adsorçao entre 45 e 60 minutos de contato. 

4. No caso de adsorçao de ions Hg2+ por células vivas de le 

vedura, a lei de adsorçao de Langmuir foi obedecida -

nas seguintes condições: 

- concentração de células = 0,462 g/l a 0,684 g/l; 

- concentração inicial de 203HgCl2 = 0,48 mg/l a 

5,17 mg/l; 

- temperatura = 09C a 19C; 

- tempo de contato = 45 a 60 minutos, 

- — ?+ 
5. A possibilidade de ocorrência de adsorçao de Hg em ca_ 

mada única foi constatada, correspondendo ao trecho da 

curva de adsorçao em que ha obediencia a lei de Langmuir. Com o au-

mento da concentração de HgClg, o aspecto das curvas indica que po 

de estar ocorrendo adsorçao em camada múltipla ou que pode estar ha­

vendo penetração dos fons nas células. 

6. A ãrea específica de células vivas de levedura, calcula^ 

da a partir dos parâmetros das equações da lei de Lang­

muir obtidos com base nos ensaios de adsorçao de Hĝ "*", e igual a 

2,84 X 10^ cm^/g de células. A area media de uma célula de levedura 

viva vale, por sua vez, 10,2 x 10'^ cm^. Este último valor é cerca 

de 11 vezes menor que o obtido por medidas das dimensões das células 

ao microscopio. 

7. A diferença citada na conclusão anterior parece indicar 

que a fixação dos íons Hg2+ se da em pontos ou zonas 

preferenciais da parede celular. 

8. Mais significativo que a area específica calculada e o 

número de "pontos de fixação" de ions Hg2+ na parede 

celular. Supondo que cada ion Hg2+ se fixe em um ponto preferencial, 

esse número vale 6,75 x 10^^ "pontos'79 de células. 

9. Não ocorre penetração de glicose em células vivas de le 
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203 

vedura em contato com HgClg. Supoe.Tse que a penetração de glicose 

não seja possTvel porque os pontos de penetração de glicose estariam 

bloqueados por cations adsorvidos. 

10. As ãreas calculadas a partir dos ensaios de adsorçao de 
2+ — 

Hg por células vivas de levedura são, do ponto de 

vista biológico, mais significativas.que as calculadas em trabalhos 

jã publicados. 

********** 
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ASSUNTOS A PESQUISAR 

O prosseguimento do trabalho, iniciado com esta Dissertação, 

implicara no exame experimental de diversos tópicos, entre os quais 

podem ser destacados: 

1, Estudo do fenômeno de inibição de penetração de glicose 
2+ 

em células vivas de levedura em presença de Hg , com 

vistas ã determinação de uma possTvel correlação entre o numero de 

"pontos de fixação" de mercurio e de pontos de penetração da glicose, 

2+ -

2, Localização do Hg na célula, provavelmente por autor 

radiografia associada a microscopia eletrônica. 

3. Determinação do erro experimental que afeta a medida da 

ãrea especTfica pela técnica descrita. 

4. Estudo da influencia de fatores no valor da area especT 
2+~ 

fica calculado a partir das curvas de adsorçao de Hg , 

Os seguintes fatores podem ser citados: 

- a) temperatura; 

- b) pH; 

- c) presença de tampão; 

- d) natureza do tampão; 

- e) sal de mercúrio utilizado. 

5. Variação da area especTfica de levedura em diferentes 

fases de desenvolvimento, tanto em cultura descontTnua 

como em cultura continua. Estudo de correlações entre as velocidades 

de assimilação de glicose e as areas específicas das células. 
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6. Estudo de correlações entre ãrea especTfica e velocida^ 

des de consumo de oxigênio e de fontes de nitrogênio e 

de fosforo principalmente, 

7. Aplicabilidade do método proposto a outros microrganis_ 

mos. 

********** 
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APÊNDICE 

A. COMPOSIÇÃO DA SOLUÇAO DE FINK-KÜHLES PARA DETERMINAÇÃO DA PERCEN 

TAGEM DE CÉLULAS MORTAS NO FERMENTO 

Azul de Metileno , 

KH2P0^ oaaoeoaiaa. 

NdgHPO^ ,0,000.0, 

o pH da solução e 

200 mg/l 

27,2 g/l 

0,071 g/l 

4,6 

Bo DETERMINAÇÃO DA RETA DE CALIBRAÇÃO DO ANALISADOR MONOCANAL PA 

RA O ̂ °^Hg 

A Tabela 3|"mostra os resultados obtidos na medida da atividade 
203 

de amostras de HgClg. Essa calibração foi feita para ser utilizada 

na experiencia de adsorçao n91 descrita no Capítulo de RESULTADOS 

item Foi . 
TABELA 3^ 

DETERMINAÇÃO DA RETA DE CALIBRAÇÃO DO 

ANALISADOR MONOCANAL PARA ^^^HgClg 

(Experiencia nPl) 

- 203 
Concentração de HgCl/, 

(mg/l) Contagens por Minuto 

12,82 288.704 
10,26 232.712 
7,69 172.279 
5,13 105,464 
2,56 51.240 
1,28 27.193 
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A equação da reta de calibração, determinada pelo método 

dos mínimos quadrados no Computador do Instituto de Energia Atómica 

de São Paulo, e a seguinte: 

C =: 0,293 + 4,33 x 10'^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9994) 

- 203 

sendo C = concentração de HgClg (mg/l) 

N = numero de contagens por minuto 

As equações determinadas para as retas de calibração nas 

outras experiencias de adsorçao, assim como seus coeficientes de cor 

relação, foram respectivamente: 

Experiencia de Adsorçao nÇ 2 

C = 0,005 + 4,57 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9990) 

Experiencia de Adsorçao nQ 3 

C = 0,054 + 4,62 x 10'^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9998) 

Experiencia de Adsorçao nQ 4 

C =-0,026 + 4,95 X lO"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9948) 

Experiencia de Adsorçao n9 5 

C =: 0,020 + 5,07 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9983) 

i i i e r i T i i T o n c CMiToniA ATAMlf*A 
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Experiencia de Adsorçao n9 6 

C = - 0.015 + 5,26 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0.9998) 

Experiencia de Adsorçao n? 7 

C = 0.077 + 5,97 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9999) 

Experiencia de Adsorçao n9 8 

C = 0.113 + 6,20 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9993) 

Experiencia de Adsorçao nQ 9 

C = 0.036 + 8.68 X 10"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9998) 

Experiencia de Adsorçao n9 10 

C = - 0,048 + 9,53 X lO"^ N 

(coeficiente de correlação = 0,9995) 

C. REAGENTES USADOS NO MÉTODO DE SOMOGYI PARA DETERMINAÇÃO DA CON 

CENTRAÇÃO DE GLICOSE. 

Solução 1 NaHCOg 16 g 

Sal de Rochelle 12 g 

NagCOg 24 g 

NagSO^ 144 g 

HgO destilada q.s.p 800 mi 

Solução 2 Dissolver 36 g de NagSO^ em 10 mi de uma solução de 

CuSO^ . SHgO de concentração 40 g/1 e diluir a 

200 mi. 
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Solução 3 Dissolver 25 g de {l^H^}^ Mo^ Og^ . 4H2O em 

450 ml de agua; adicionar 21 ml de HgSO^ conoai 

trado; juntar uma solução de NaHAsO^.yHgO (3g) 

em 25 ml de agua. Homogeneizar e deixar na es_ 

tufa a 37°C durante 24 a 48 horas. Guardar em 

frasco escuro. 

D. MEDIDA DO NUMERO DE CÍLULAS POR GRAMA DE LEVEDURA-SECA 

A Tabela 3Bindica os resultados obtidos em 12 determinações na 

medida do numero de celulas viáveis contido em um grama de materia 

seca pelo método de contagem de colonias em placas. 

TABELA 38 

NOMERO DE CELULAS ViAVEIS DE LEVEDURA POR GRAMA DE MATERIA SECA 

Determinação 
nO 

Celui as __por Grama 
de Materia Seca 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

n 
12 

2.00 X 

2.01 X 

2,15 X 

2,57 X 

3.44 X 

2.90 X 

3,62 X 

2,95 X 

3,07 X 

3,00 X 

2,89 X 

2.74 X 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

Media » 2,78 x 10^° CSluXas/g 

Desvio padrão » 0,52x10^^ Celulas/g 

Desvio padrão relativo 18,7% 




