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NATUREZA DO TRABALHO: PROFISSIONAL

A determinacédo da toxicidade aguda de substancias quimicas e efluentes liquidos pode
ser de grande importancia na definicdo de um impacto ambiental. A técnica apresentada utiliza
bactérias marinhas da espécie, Vibrio fischeri, na constatacdo da toxidade em efluentes
liquidos e dguas residuais, superficiais e lencéis freéticos.

Contaminacédo, BTEX, BIOSCREEN, Biorremediacao.



Resumo

A determinacdo da toxicidade aguda de substancias quimicas e efluentes
liquidos para bactérias marinhas - Vibrio fischeri, € determinada pela inibicdo da
emissdo de luz nas culturas das referidas bactérias, através do acompanhado por
uma combinacdo especifica de volumes da amostra testada ou da diluicdo da
amostra com a suspensdo de bactérias nas cubetas. O critério do teste € o
decaimento da luminescéncia medida através do contato da amostra com a
suspensao bacteriana em 5, 15 e 30 minutos, levando em conta o fator determinado
pelo controle. A porcentagem de inibicdo é calculada a cada concentracao testada e
depois com estes dados agrupados é possivel calcular a concentracdo da solucao
testada que causou 50% de inibicdo a populacdo de bactérias submetidas a
amostra.

O método é aplicavel para todos os tipos de efluentes liquidos, aguas
residuais com cor, substancias quimicas sollveis em agua ou que nela possam ser
dispersadas por meios quimicos (solventes organicos) e/ou fisicos (agitacéo
mecanica, banho ultra-som), aguas superficiais e lencdis freaticos.

O objetivo principal do trabalho é descrever a metodologia empregada na
determinacao da toxicidade aguda de efluentes liquidos e de substancias quimicas
para bactérias bioluminescentes marinhas Vibrio fischeri.

EXPOSICAO
REAGENTES E SOLUCOES:

Solucéo de alcool a 70%

Em uma proveta de 1000 mL, adicionar 700 mL de alcool etilico hidratado e
completar para 1000 mL com &gua destilada e deionizada (dgua d.d.). Encher
alguns pissetes com esta solucao.

Solucgao de ajuste osmaotico NaCl 22%

Pesar 220g de NaCl e dissolver em um bécher de 1000mL adicionar 800mL
de agua destilada e deionizada ou Milli-Q depois avolumar em baldo de 1000mL e
ajustar o pH.

Solucao diluente (solucao de cloreto de sddio P.A. NaCl a 2% - solucao salina)
Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solucdes”

Solucéo de acido sulfarico 0,1 Mol (H2SO4 0,1 N)
Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solucdes”

Solucédo de acido sulfarico 1 Mol (H2SO4 1 N)
Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solucdes”

Solucéao de hidroxido de sodio 0,1 Mol (NaOH 0,1 N)
Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solugdes”

Solucéo de hidroxido de s6dio 1 Moi (NaOH 1 N)



Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solucdes"

Solugbes de hidroxido de sodio e solugdo de acido sulfurico concentradas
também podem ser usadas

Conforme TRLAB-MA-28 "Preparo de Solucdes”

Bactérias bioluminescentes marinhas - Vibrio fisheri.

RECURSOS

Materiais:

Fotbmetro de precisdo MICROTOX M500 ou 2055
Micropipeta de 10 a 1000 J-IL e respectivas ponteiras
Macropipeta de 5 mL com volume variavel

Medidor de pH (pH-metro)

Cubetas de leitura para Microtox (corpo Unico e cubetas de leitura para
correcao de cor) 5.2.6 - Pipetas Pasteur

Geladeira

Freezer (preservacao de bactérias).

Autoclave

Centrifuga

Sacos plasticos para autoclavagem

Fita autoclave

Pissete

Crondémetro

Capela de fluxo laminar

Organismos-teste

Como organismo-teste, utilizam-se bactérias bioluminescentes marinhas

Vibrio fisheri.

Obtencéao de bactérias marinhas liofilizadas (Vibrio fishen) para ensaio

Retirar um frasco contendo bactérias liofilizadas marinhas do freezer e deixar
chegar a temperatura ambiente durante 15 minutos, com auxilio de um
crondmetro calibrado.

Transferir 1 mL da solucéo reconstituinte ou solugcéo salina a 2% para uma
cubeta de leitura deixar na camara de estocagem de um dos instrumentos,
previamente ligado, durante 15 minutos.

Remover a tampa do frasco do liofilizado de bactérias.

Retirar a cubeta contendo solugédo reconstituinte ou solugcdo salina a 2%
aclimatada, da camara de estocagem, e tao rapidO quanto possivel, transferir
0 contetdo da cubeta para o frasco de liofilizado. Nota: N&o usar pipeta para
reconstituicao do liofilizado.

Homogeneizar o liofilizado reconstituido (suspensdo bacteriana) com auxilio
de uma pipeta de 0,5 mL, enchendo-a e esvaziando-a, repetidamente, por
cerca de 10 vezes. Nota: O liofilizado reconstituido contém, apdés sua



reconstituicdo, aglomerados microscépicos. A mistura acima quebra estas
aglomeracdes, auxiliando na dispersao uniforme do liofilizado.

e Preservar a solugdo-estoque, com bactérias marinhas na céamara de
estocagem do instrumento.

Obtencdo de bactérias marinhas (Vibrio fishen) para ensaio:

Além de liofilizadas as bactérias podem estar em meios liquidos. Em meio
liquido basta apenas em capela de fluxo laminar retirar 1 mL da suspencédo para
uma cubeta de leitura e acondicionar no espaco destinado ao reagente no Microtox.

Solugbes-teste:

Inspecéo visual da amostra:

Amostras fortemente coloridas, turvas ou com soélidos em suspensao podem
interferir no resultado do teste. Uma inspec¢ao visual da amostra deve ser feita para
verificar se esta possui cor, turbidez ou sélidos suspensos suficientes para interferir
ou ndo no ensaio, procedendo da seguinte maneira.

Amostras de Efluentes

Se a amostra possuir grande quantidade de soélidos suspensos, ajustar o pH
entre 7,0 +/- 0,2 com as solucdes descritas nos itens 4.1.3 a 4.1.7, e deixa-la em
repouso para que ocorra a decantacdo das suspensdes ou centrifuga-la, de maneira
que a fase liquida clarificada seja suficiente para a realizacdo do ensaio.

Caso a amostra seja turva e a decantacdo ndo seja viavel para a separacao
das fases (sélida da liquida), deve-se realizar o ensaio, verificando se a faixa de
inibicdo estéa relacionada com a diluicdo que apresenta a turbidez, (ver exemplos 1 e
2).

Caso a amostra possua forte coloracédo, porém sem solidos em suspensao,
proceder a neutralizacdo e o ensaio da mesma, verificando se a faixa de toxicidade
esta relacionada com a diluicdo que apresenta coloracao, (ver exemplos 1 e 2).

Ex. 1:
Diluicéo Inibicao (%)
50% 100%
25% 100%
12,5% 100%
6,2% 100%
3,1% 80%

Obs. : Neste caso nao é necessario o ensaio de correcédo de cor da amostra;

Ex. 2:
Diluicdo | Inibicdo (%)
50% 100%
25% 85%
12,5 63%




6,2% 39%
3,1% 15%

Obs.: Neste caso, como na diluicdo com a coloracdo mais forte houve inibicdo, que
foi decrescendo de acordo com a diminuicdo da coloracdo, € necessario o ensaio de
correcdo de cor da amostra (item 7.0 deste procedimento).

Amostras de Substancias Quimicas:

Caso a amostra possua forte coloracdo, porém sem sélidos em suspensao,

proceder a neutralizacdo e o ensaio da mesma, verificando se a faixa de toxicidade
esta relacionada com a diluicdo que apresenta coloracao, (ver exemplos 1 e 2).

PROCEDIMENTO DE ENSAIO:

Colocar cubetas limpas nas camaras de incubacéao e de estocagem.

Adicionar 1 mL de solugcdo de reconstituicdo para uma cubeta e colocar na
camara de estocagem por 10 minutos, com auxilio de um cronémetro
calibrado, e transferir 1 mL de diluente (solugdo de NaCl 2%) nas cubetas de
A 1 a A4. Nao adicionar nada na cubeta A5. Transfira 500 puL de diluente
(solucdo de NaCl 2%)nas cubetas B1 a B5. Obs.: Estas diluicbes devem ter
duas vezes o valor da concentracdo que se quer testar, pois ao se misturar a
suspensao bacteriana na razdo 1:1 nas cubetas de leitura, obtem-se as
concentracbes desejadas. Ex.: Para analisar uma amostra a 25%, deve-se
prepara-la a 50%. Desta maneira, quando a mesma for misturada na cubeta
na razao 1:1 com solucao diluente (NaCl 2%) ficara, entdo, com concentracao
final de 25%.

Reconstitua o reagente bioldgico vertendo rapidamente o contetido da cubeta
gue se encontrava no espaco destinado ao reagente no reagente bioldgico.
Homogeneizar o conteddo e esperar mais 10 minutos, com auxilio de um
crondmetro calibrado, antes de transferir aliquotas desta solucdo para as
cubetas teste.

Preparo da amostra:

Adicionar 2,5 mL da amostra na cubeta A5 e adicionar 250 pL de solucao de
ajuste osmotico.

Para preparar as diluicbes transfira 1 mL da amostra de A5 para A4,
homogeneizar e assim por diante até a cubeta A2. A cubeta Al sera a cubeta
do controle e devera ter 1 mL da solugédo de NaCl a 2%.

Transfira 10puL da suspensao bacteriana para as cubetas B1 a B5. Atencao
para ndo se formarem bolhas durante a pipetagem garantindo que o volume
tenha sido totalmente adicionado, esperar 15 min, com auxilio de um
cronémetro calibrado, para que seja atingido o equilibrio térmico, antes de
comecar a ler a intensidade luminosa.

Apdés os 15 minutos ler as cubetas 81 a 85 (esta é a leitura no tempo O).
Transfira 500uL da cubeta Al para B1, A2 para B2 e assim sucessivamente
até A5 para B5.

Repita a operacao de leitura 15 minutos apos ter adicionado as amostras nas
cubetas com bactérias (esta € a leitura no tempo 15), com auxilio de um



crondmetro calibrado.
Execucdao do teste:

O teste pode ser executado em uma ou duas etapas:

a) Se necessario, um teste preliminar pode ser executado para estabelecer o
intervalo de concentracdes a ser testado no ensaio definitivo (em geral, é necessario
realizar este teste para substancias quimicas e amostras que nunca tenham sido
analisadas por este método).

b) Teste definitivo que permite determinar os resultados finais.

1) Para realizacdo de um teste preliminar da substancia-teste, preparar
solucbes-teste de modo a abranger uma faixa ampla de concentracfes em
progressdo geomeétrica, preferencialmente com razdo 10 entre as concentragdes,
por exemplo: 0,1; 1; 10 e 100 mg/l (substancia-quimica).

2) Para realizagdo do teste definitivo utilizar a razdo 2 para o intervalo das
concentracées, por exemplo:
0,1;0,2;0,4;0,8; 1,6 e 3,2 mg/l (subst.-quimica) ou 1; 2; 4; 8; 16 e 32 % (efluente).

RESULTADOS

Calculo da porcentagem de inibicao:
O efeito toxico da substancia-teste sobre as bactérias luminescente é
calculado da seguinte maneira:

IAO x (IC15/ICO) - IA15 / 1AO x (IC15/ICO) * 100 = % INIB.
Onde,

% INIB = % inibicdo da emisséo de luz na concentracéo/diluicéo i (solucéo-teste).
IAO = Intensidade luminosa ( na diluicdo/concentracdo i ) da solucdo-estoque de
bactérias sem presenca da amostra, no tempo zero.

IA 15 = Intensidade luminosa da sol.-estoque de bactérias em presenca da
substancia-teste no tempo 15.

ICO = Intensidade luminosa do controle no tempo zero.

IC15 = Intensidade luminosa do controle no tempo 15.

Célculo de CE50

Para Efluentes

Calcular a CE50 graficamente plotando os valores de % inibicdo versus as
correspondentes concentracdes ou diluicdes da substancia-teste em papel grafico
semilogaritimico ou logprobit (concentracbes na escala logaritimica). Ajustar uma
reta para os pontos. Extrair deste grafico a CE50 - concentracdo da amostra
correspondente a 50% de inibicdo de emisséo de luz.

Para Substancias Quimicas
Calcular a CE50 e seu intervalo de confianca a 95 % pelo método de prébitas,



conforme procedimento.

Correcao da cor:

Amostras aquosas extremamente coloridas, particularmente aquelas que séo
vermelhas ou marrons, podem causar reducbes nao-especificas no nivel de luz
emitida quando testadas de acordo com este método. Estas reducdes no nivel de luz
ndo podem ser distinguidas, pelo instrumento, daquelas causadas por acéo téxica.

O procedimento abaixo. utilizando-se cubetas de corre¢do da absorvancia
(CCA - corpo duplo) especialmente desenhadas, mede a magnitude da interferéncia
devido a cor de uma amostra. Esta medida é entdo usada para -corrigir
matematicamente os resultados obtidos pelo método padréo.

Usar o seguinte procedimento para executar a medida de correcédo da
absorvancia:

e Pipetar 1,5 mL de solugéo salina a 2% na camara externa da CCA e colocar
na torre de leitura do fotémetro.

e Pipetar 1,0 mL de suspensdo bacteriana em uma cubeta padrdo e colocar
numa das camaras de incubacéo do fotometro.'

e Pipetar 2,0 mL de amostra na concentracao escolhida, normalmente a maior
concentracdo testada, em uma cubeta padrao e coloca-la numa das camaras
de incubacéo do analisador.

e Esperar por, pelo menos, 5 minutos, com auxilio de um cronémetro calibrado,
para que todas as solucbes possam atingir o equilibrio térmico. As medidas
de correcéo da absorvancia devem ser feitas na mesma temperatura do teste.

e Transferir, para a camara interna da CCA, uma gquantidade de suspenséo
bacteriana, previamente climatizada, suficiente para igualar o nivel de liquido
com a solucéo salina na camara externa.

e Ajustar a faixa de medicédo e ao 16° minuto, comecar a registrar as leituras da
emissdo de luz apresentadas no instrumento, a cada minuto, até o 20°
minuto, com auxilio de um cronémetro calibrado.

e Considerar os cinco ultimos minutos de registro para efeito de célculos.

e Logo apds o 20° minuto, com auxilio de um cronémetro calibrado, tdo rapido
quanto possivel, remover a maior quantidade possivel da solucéo-salina da
camara externa da CCA com auxilio de uma pipeta de Pasteur, sem retira-la
da torre.

e Rinsar a camara externa da CCA com amostra na concentracdo desejada,
adicionando e, em seguida, retirando aproximadamente 1 mL de amostra na
camara externa, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

e Com a CCA ainda na torre, adicionar a amostra na camara externa até o nivel
da suspensdo na camara interna.

e Retomar a leitura da emissédo de luz a partir do 22° minuto, registrando as
leituras da emisséo de luz apresentadas no instrumento, a cada minuto, até o
26° minuto, com auxilio de um crondémetro calibrado.

Célculos para correcdo da absorvancia

Calculodalp e do Ig.
|o =120 min. - ((|16 min. = |20 min) /4)



Ir =128 min. + 7 ((l2g min. - 132 min.) /4)

Célculo da absorvancia devido a cor na concentracdo da amostra usada no
ensaio de correcao (Ac).

Ac=31In*lo/I¢

Obs.: A constante 3,1 é um fator para a CCA que corrige diferencas geométricas
entre ela e a cubeta padréo.

Célculo da absorvancia devido a cor para cada concentracdo de interesse (Ax).

Ax=C/Cy*XAcC

Onde C é a concentracdo de interesse e Co € a concentracdo para qual Ac é
determinada.

Caélculo da transmiténcia para cada concentracdo testada (Tx).

Ty =1- C™/ A
Calculo da correcédo das % inibicéo.

%INIB;C = %INIB;C -100 (1- Ty)

Tx

Onde %INIB,C = % inibicdo da emisséo de luz na concentracao i, apds correcdo do
efeito da absorvancia.

PROCEDIMENTOS DE BIOSSEGURANCA NO MANUSEIO DA BACTERIAS
LIOFILIZADAS MARINHAS

Todo material utilizado na manipulacdo de "Bactérias Liofilizadas Marinhas"
deve ser acondicionado em bécher de vidro contendo etanol a 70% ou
embrulhado em papel aluminio. O material deve ser, posteriormente,
autoclavado a 121°C por 20 minutos, com auxilio de um cronémetro
calibrado.

Caso haja derramamento de suspensao de "Bactérias Liofilizadas Marinhas”,
deve-se desinfetar o local imediatamente com papel absorvente molhado em
etanol a 70%. O material usado na desinfeccédo deve ser adicionado a bécher
de vidro forrado com saco de autoclavagem contendo alcool a 70% ou
embrulhado em papel aluminio. O material deve ser, posteriormente,
autoclavado a 121°C por 20 minutos, com auxilio, de um cronémetro
calibrado.

Caso haja contato da suspensdo de "Bactérias Liofilizadas Marinhas" com a
pele, deve-se desinfetar com etanol a 70% e em seguida lavar o local afetado
com agua corrente e sabdo. O material usado na desinfeccdo deve ser
adicionado a bécher de vidro forrado com saco de autoclavagem contendo
alcool a 70% ou embrulhado em papel aluminio. O material deve ser,
posteriormente, autoclavado a 121°C por 20 minutos, com auxilio de um
cronémetro calibrado.



Obs.: Recipientes contendo etanol a 70% devem estar a disposi¢cao, proximos ao
local de trabalho.

REGISTROS

Conforme descrito no procedimento TRLAB-IA-01 - Controle de Documentos.

Os dados dos testes (leituras de 10 e 115) deverdo ser registrados nos
formularios padrées de acordo com a necessidade de concentracfes a serem
testadas.

Como segue:

FP-01: Folha de teste de bioluminescéncia - direto - amostras rotineiras ou com
algum historico de analise no laboratério;

FP-02: Folha de teste de bioluminescéncia — 50% - testes realizados com as
amostras a 50%;

FP-03: Folha de teste de bioluminescéncia com preliminar - amostras sem historico,
pode-se realizar um teste preliminar e depois o teste definitivo através de média;
FP-04: Folha de teste de bioluminescéncia - teste com correcdo de cor - amostras
gue precisam de correcao de cor.

REFERENCIAS

ISO 11348-3 - Water Quality - Determination of the inhibitory effect of water saples
on the light emission of Vibrio fischeri (luminescent bacteria test) - 1998





