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RESUMO. Este trabalho teve por objetivo testar aspectos metodoldgicos referentes ao
emprego da cinética de consumo de oxigénio dissolvido (OD), como indicador dos
processos de mineralizagio em ecossistemas aquiticos. Foram utilizados 10 frascos (vol. =
5L) contendo solugdes de glicose (20mg.L™"), preparadas com amostras de dgua da represa
do Monjolinho (22° 00’S e 47° 54'W). As solugdes foram inicialmente aeradas ¢ durante 33
dias foram determinadas as concentragdes de OD e as temperaturas. Os processos
anaerébios foram evitados através de reacragdes, quando as concentragdes de OD
aproximaram-se de 2,0mg.L”". A concentragio média de oxigénio gasta para realizar os
processos de mineralizagio foi 12,4mg.L", com taxas didrias de consumo (k;) e reoxigenagio
(k,) iguais a 7,7% ¢ 3,7%, respectivamente. Com base em andlise nio-paramétrica (teste de
Kruskal-Wallis), foi possivel verificar que, para a execugio de experimentos de
mineralizagio sob as condi¢des adotadas, a utilizagio de 1 frasco foi suficiente para o
acompanhamento da evolucio do consumo de OD. No entanto, devido as variagdes
observadas, a utiliza¢io de 3 frascos pode ser apontada como ideal.

Palavras-chave: consumo de oxigénio, testes metodoldgicos, mineralizagio aerdbia.

ABSTRACT. Aerobic mineralization experiment for aquatic ecosystems:
determination of replicas number. This study aimed to test methodological aspects
related to the kinetic use of oxygen consumption as an index of mineralization process in
aquatic ecosystems. The experiment comprised 10 bottles (5 liters) with water samples from
Monjolinho reservoir (22° 00’S and 47° 54'W) enriched with glucose (20 mg.L-1). The
solutions were previously oxygen saturated and during 33 days the dissolved oxygen
concentration and the temperature were registered. The anaerobic processes were avoided
by reacrations, when the dissolved oxygen concentrations were near to 2.0 mg.L-1.
Concerning to the fitting of the grouping data, the total amount of oxygen used in the
mineralization processes was 12.4 mg.L-1, with the daily rates of consumption (k1) and
reacration (k2) equals to 7.7 and 3.7%. The non-parametric analysis (Kruskal-Wallis)
showed that the use of 1 bottle is sufficient to describe the temporal oxygen consumption
evolution through the adopted experimental conditions. However, due to experimental
variations, the use of 3 bottles was suggested.

Key words: oxygen consumption, methodological tests, acrobic mineralization.

Introdugdo

Nos ecossistemas aquiticos, a ciclagem do
carbono ocorre basicamente pela fotossintese,
quimiossintese e pela decomposi¢io (aerdbia e
anaerébia; Thurman, 1985). A decomposi¢gio ¢é
constituida por trés eventos: a lixiviagio, a
fragmentacio e o catabolismo. No catabolismo, os
detritos sdo transformados em moléculas pequenas e
simples, através de uma reagio ou de uma cadeia de
reagdes. Nesse caso, os produtos gerados (orginicos

ou inorginicos) poderdo ingressar no metabolismo
dos decompositores e ser incorporados as suas
estruturas. Outros poderio ser convertidos em
compostos orginicos nio-celulares (e.g. substincias
hdmicas; Swift et al. 1979).

Diante da importincia da decomposi¢io para o
entendimento dos ciclos biogeoquimicos dos
ecossistemas aquaticos, virios métodos tém sido
propostos para descrever a evolugio desse processo.
Dentre os mais usuais, citam-se: os rastreamentos de
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is6topos radioativos e de elementos inorginicos ¢ os
acompanhamentos: da geragio de gases, dos
decréscimos das  concentragdes de compostos
orginicos, da formacio de compostos hiimicos ¢ da
deplecio das concentragdes de oxigénio dissolvido
(OD). Os métodos que envolvem a estimativa da
mineralizagio (conversio de compostos orginicos
em inorginicos) aerdbia através da deplegio das
concentragdes de OD, muitas vezes, tém como base
a seguinte reacio geral de oxidacio:
CH, O, + [ x+((y-2)/2)] O, = x CO, + y H,0

O exemplo mais comum dessa reagio refere-se 2
respiragio aerébia da glicose; na qual a oxidacio é
completa e todos os produtos sio inorginicos. Os
estudos cinéticos referentes 3 decomposi¢io
admitem, usualmente, que exista proporcionalidade
entre o desaparecimento do substrato ¢ a formagio
dos produtos. No caso dos processos ocorrerem em
condicdes aerdbias, admite-se, por extensio, que tal
proporcionalidade seja vélida, também, entre o
consumo de oxigénio e a formagio de produtos
(Stumm e Morgan, 1981; Chapra ¢ Reckhow, 1983;
Jorgensen, 1986). Entretanto, no curto prazo, a
mineralizagio pode ser incompleta. Nesse caso,
experimentos de degradagio de compostos orginicos
simples demonstraram que o rendimento para a
formagio de biomassa de microrganismos foi, em
média, 62%; embora possa ser verificada grande
variabilidade (e.g. 26 a 88%; Ramanathan e¢ Gaudy
1972).

Dentre os procedimentos utilizados para avaliar a
decomposi¢io, o método de acompanhamento do
consumo de OD é um dos mais difundidos, uma
vez que os testes de DBO utilizam-se desse
principio. Para que houvesse padronizagio das
respostas, estabeleceram-se  nesses  testes  as
condicoes de preparo e de incubagdes das amostras
(Davis e Cornwell, 1991). Por outro lado, os
consumos de oxigénio podem ser também utilizados
para avaliar os efeitos de condicionantes ambientais
(e.g. temperatura ¢ concentragdes de nutrientes)
sobre a mineralizagio. Nesse caso, experimentos
projetados a semelhanca dos ensaios de DBO tém
sido utilizados para descrever as influéncias de
fatores bidticos e abidticos na ciclagem de matéria
orginica de sistemas aquiticos (Brum et al., 1999;
Farjalla et al., 1999; Antonio ¢ Bianchini Jr., 2002).

Experimentos de mineraliza¢io com virios tipos
de recursos indicaram que os parimetros cinéticos
de consumo de oxigénio alteraram-se em funcio de
caracteristicas qualitativas dos substratos. Tais
experimentos sugeriram, ainda, a ocorréncia de
variacbes nos coeficientes estequiométricos que
tratam do consumo de oxigénio por itomo de
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carbono oxidado (Cunha e Bianchini Jr., 1998;
Antonio et al., 1999; Bitar ¢ Bianchini Jr., 2002;
Cunha-Santino et al,, 2002). Em termos
quantitativos, experimentos efetuados com glicose
indicaram que o incremento da velocidade de
mineralizagio pode também ser devido ao aumento
da concentragio de substrato, conforme o modelo
proposto por Michaelis-Menten, bem como
sugeriram que a alteracio da concentragio de
substrato  pode interferir no rendimento dos
processos de formacio de biomassa de
microrganismos (Bitar e Bianchini Jr., 1994). Com
base no consumo de oxigénio, como indicador dos
processos  aerébios de  decomposi¢io  em
ecossistemas  aquiticos, esse  trabalho  visou
determinar o ntmero de frascos necessirios para
experimentos de mineraliza¢io aerdbia.

Material e métodos

Para a execucio do experimento foram coletadas,
no reservatério do Monjolinho, Estado de Sio Paulo
(22°00°S e 47°54'W), duas amostras de,
respectivamente, 45 ¢ 5 litros de dgua. As amostras
foram levadas ao laboratério e filtradas em 13 de
vidro. Foram utilizados 10 frascos (vol. = 5L), aos
quais se adicionaram solugdes de glicose preparadas
com as amostras de dgua (concentragio: 20mg.L™).
Os frascos referentes 3 primeira amostragem (45L)
foram numerados de 1 a 9. O frasco 10 conteve a
amostra da segunda coleta, que foi efetuada 2 horas
apés a primeira. Esse procedimento foi necessirio
pois a quantidade de amostra obtida na primeira
coleta nio foi suficiente.

Em seguida, as solugdes foram aeradas (= 1 hora)
para elevar as concentragdes de OD préximas 2
saturagio. Durante 33 dias, os frascos foram mantidos
fechados, no escuro e em temperatura ambiente.
Periodicamente, foram determinadas, com oximetro, as
concentracdes de OD e a temperatura das solugdes. Os
processos desenvolveram-se sob temperatura média de
229°C (= 1,3°C). A ocorréncia de anaerobiose foi
evitada devido 2 reaeragio das solugdes, quando as
concentragdes de OD aproximaram-se de 2,0mgL™.
Esse processo induzido de reaeracio constituiu-se em
um procedimento controlado, pois foi possivel
determinar, 2o seu final, a quantidade adicionada de
oxigénio. Os argumentos que tratam da reoxigenagio
como um processo interferente (na apresentacio da Eq.
4) nio incluem esse procedimento.

Considerando que, na mineralizagio, os consumos
de oxigénio seguem uma cinética de primeira ordem
(Jorgensen, 1986; Antonio e Bianchini Jr., 2003) é
possivel descrever esses processos de acordo com as
seguintes equagoes:
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1°) Deplecio das concentracdes de oxigénio
dissolvido.

dC,,
dt

em que:
Cpo = variagio temporal da concentragio de OD, mg.L™!
k, = coeficiente de consumo de OD, dia™

= —k,Cpponnn. (Equagio 1)

2°) Consumo de oxigénio.

dCyc ~
- k,.Cpo — k,C ... (Equagio 2)
em que:
Coc = evolugio temporal do consumo de OD, mg.L™!
k, = coeficiente de reaeracio, dia™!

Se a reaeragio devido 2 manipulacio das amostras for
evitada, a exemplo dos procedimentos adotados nos
testes de DBO (nos quais as garrafas sio abertas somente
no ultimo dia), admite-se que k, = 0. Nesse caso, Co¢
pode ser considerada como equivalente a DBO e a
integracio analitica da Eq. 2 resulta em:

OC=Lx(1-e ). (Equagio 3)
em que:
L = consumo total de oxigénio, mg.L™"

Por outro lado, caso os processos de reaeragio nio
sejam controlados (devido as aberturas periddicas dos
frascos para as determinacoes das concentragdes de OD
e pela agitagio magnética das amostras, durante as
quantificaces com o uso de eletrodo) a integragio
analitica da Equacio 2 resulta em um modelo cinético
(Eq. 4) similar ao clissico proposto por Streeter e Phelps
(1925), para descrigio das variagdes longitudinais das
concentracdes de OD em rios.

k1 kit —kyt =
OCZLan(e " —e™™) ... (Equagio 4)
2~ Ky

em que:

OC = evolugio temporal do consumo acumulado de

OD, mg.L"
L = consumo total de oxigénio, mg.L™!
k, = coeficiente de consumo de oxigénio, dia™
k, = coeficiente de reaeragio, dia™

De posse dos resultados (evolugdes temporais de
consumo de OD), efetuou-se uma anilise de
varidncia nio-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis)
para verificar a existéncia de diferencas significativas
entre os grupos de dados de cada frasco (Siegel,
1975). Em seguida, as variagdes temporais de
consumo de oxigénio foram ajustadas (por meio de
regressdo nio-linear) ao modelo cinético proposto

(Eq. 4). A partir do agrupamento dos resultados, de
forma crescente e ao acaso (através de sorteio), esses
foram novamente ajustados ao modelo (Eq. 4),
através dos quais foram obtidos os coeficientes de
consumo de oxigénio (k) ¢ de reoxigenagio (k,) dos
conjuntos dos resultados. Com base nas relagdes
k/k, dos resultados agrupados, comparou-se a
variagio dos valores dessas razdes com o nimero de
garrafas, tendo em vista verificar a reprodutibilidade
do método (sugerida pelo teste de Kruskal-Wallis) e
identificar a quantidade minima de frascos necessiria
para a execu¢io de um ensaio de mineralizacio, sob
as condigOes experimentais adotadas.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados da andlise
de Kruskal-Wallis. Diante do nivel de significincia
obtido, observa-se que houve diferenga entre os
resultados de média de “rank”, quando considerados os
resultados de todos os frascos simultaneamente (p <
0,05). Portanto, ao considerar os 10 frascos rejeitou-se a
hipétese inicial (H,) de que houve homogeneidade entre
os dados. No entanto, ao reaplicar esse teste (3 vezes) a
partir da retirada de grupos com valores de médias de
“rank” consideradas discrepantes (grupo 10, grupo 7 e
grupos 10 e 7), verificou-se que, ao excluir apenas os
dados referentes ao grupo 10 (resultados do frasco 10), ja
se obteve a aceitagio da hipétese H, (p 20,05), levando-se
em consideracio a similaridade significativa entre os
demais resultados (referentes aos frascos de 12 9).

Tabela 1. Anilise de Kruskal-Wallis dos grupos de resultados.

Frasco n® Tamanho Amostral Média do “Rank”
1 19 63,90
2 19 98,29
3 19 95,76
4 19 77,74
5 19 99,20
6 19 99,55
7 19 112,55
8 19 74,61
9 19 91,05
10 19 142,40

Teste estatistico = 27,01
Nivel de significincia = 0,0014

As indicagbes previstas pelo teste de Kruskal-
Wallis corroboram a evidéncia obtida das
comparagdes das cinéticas de consumo de oxigénio
(Figuras 1 e 2) a partir das quais foi possivel verificar
a diferenciacio de escala dos resultados do frasco 10
frente aos demais. De acordo com esses resultados,
inferiu-se que os procedimentos metodoldgicos
adotados foram sensiveis o suficiente para acusar a
presenga de uma amostra provavelmente distinta.
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Figura 1. Cinéticas de consumo de oxigénio durante os processos de mineralizagio nos frascos 1 a 6.

Do ponto de vista cinético (Figuras 1 e 2,) nota-se
que houve uma tendéncia geral de consumo de oxigénio
mais acentuado nas etapas iniciais. Com o decorrer do
tempo, verificou-se um gradual decréscimo na utilizagio
do OD e, nas etapas finais, foi possivel registrar o
predominio dos processos de reacragio (devido as
manipulagbes das amostras), pelos decréscimos na
quantidade de oxigénio consumido. Descartando os

resultados referentes ao frasco 10 e agrupando os demais,
determinou-se, através do ajuste a0 modelo adotado
(Equagio 4), que a quantidade total tedrica de oxigénio
consumido foi de 12,4mgL”, a taxa tedrica didria de
consumo de oxigénio foi de 7,7%, enquanto que a de
reoxigenacio foi de 3,7%. Convém assinalar que esses
valores foram também obtidos ao ajustar os valores
médios de consumo de OD desses 9 frascos (Figura 3A).
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Figuras 2. Cinéticas de consumo de oxigénio durante os processos de mineralizagio nos frascos 7 a 10.

Os resultados (Figuras 1 e 2) permitiram
constatar, também, que houve boa aderéncia dos
pontos experimentais a0 modelo proposto, indicando
a adequagio das equagdes sugeridas. Nesse contexto,
ressalta-se a necessidade da inclusio do termo de
reoxigenagio (k,) nas estimativas de consumo de
oxigénio, caso sejam adotados procedimentos
metodolégicos similares aos utilizados. No que se
refere 2 dispersio dos resultados, em relagio ao
modelo (Eq. 4), é possivel que um dos fatores
responsdveis tenha sido a falta de controle da
temperatura. Nesse caso, pelos resultados obtidos
(Figura 3B) foi possivel notar a acentuada oscilacio
dessa varidvel durante todo o ensaio. Ainda sobre a
dispersio dos resultados experimentais, em relagio
aos ajustes (valores tedricos), deve-se considerar que o
consumo de oxigénio provavelmente ocorre,
simultanecamente, por meio de vdrias reagdes (e.g.
nitrificagio, formagio de sulfatos e oxidagio dos
compostos de carbono), que evoluem temporalmente
de modo diferenciado. Todos esses processos, por sua
vez, foram agrupados por um modelo cinético global
que considera somente o consumo de oxigénio,
independentemente das rotas bioquimicas e suas
épocas de ocorréncia.

Na Tabela 2 sio apresentados os coeficientes de
consumo, de reaeragio e a relagio entre k/k,
referentes aos ajustes dos resultados agrupados (por
amostragem aleatdria) 2 cinética de mineralizagio
representada pela Equacio 4. A partir desses
resultados foi possivel verificar que, embora o teste de
Kruskal-Wallis tenha acusado similaridade entre as
evolugbes de consumo de oxigénio (frascos 1 a 9),
sugerindo que ensaios dessa natureza possam  ser
efetuados com apenas uma garrafa, as variagdes dos
coeficientes e da razio ky/k,, verificadas em fungio do
agrupamento de resultados, apontam para a
convergéncia dos valores dos parimetros (k; e k) a
partir do agrupamento dos resultados de 3 frascos
(Tabela 2; Figura 3C). Além disso, evidenciam que
experimentos dessa natureza devam utilizar 3
repetigdes por amostra. Convém esclarecer que k; e k,
sdo coeficientes que apresentam interagio numeérica, o
que significa que na fungio representada pela equagio
4, quando um deles apresenta incremento de valor,
ocorre, obrigatoriamente, decréscimo no valor do
outro. Diante dessa interatividade, utilizou-se
também a razio k/k, para a confirmagio do teste de
Kruskal-Wallis.
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Figura 3. Cinética dos valores médios de consumo de oxigénio durante os processos de mineralizagio (A) e variagio temporal da
temperatura nos frascos (B). Alteragdes da razio ky/k, (C) e dos demais pardmetros (L, k; ¢ k;) em fungio do agrupamento dos resultados

(D,EeF).

As convergéncias dos valores dos parimetros L,
k, e k,, a partir da utilizagio dos resultados de 3
frascos, puderam ser confirmadas através das
repetigdes dos ajustes dos resultados agrupados 2
equagio 4, considerando (fixando), em separado, 3
situagdes: 1%) que a concentragio de OD necessaria
para a efetivagio dos processos de mineraliza¢io (L),
de todos os frascos, fosse de 12,4mg.L"; 2%) que o
coeficiente de consumo de oxigénio (k;) tenha sido,

em todos os frascos, 0,075 dia' e 3% que o
coeficiente de reoxigenacio k, referente 2
manipulagio das amostras, no decorrer do
experimento, tenha sido 0,036 dia™, para todos os
frascos. A escolha desses valores, para a fixagio dos
parimetros, tem como base o ajuste dos resultados
agrupados dos frascos 1 a 9 e/ou o ajuste dos
resultados médios desses frascos (Figura 3A).
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Tabela 2. Razio ky/k, e taxas obtidas a partir do ajuste cinético
dos resultados, em funcio do agrupamento aleatério dos dados.

Agrupamento dos k, (dia™) k, (dia™) k/k,
Frascos

3 0,3807 0,0259 14,72
3ec4 0,2051 0,0183 1121
6,7¢8 0,0454 0,0386 1,18
1,6,7¢9 0,1059 0,0208 509
256,7¢8 0,0456 0,0405 1,13
236,78¢9 0,1285 0,0191 6,72
1,2345,7¢8 0,0641 0,0440 1,46
1,234,5,6,7¢8 0,0593 0,0416 1,42
12345,6,78¢9 0,0755 0,0364 2,07

Desses novos ajustes, pode-se notar também que,
no geral, o conhecimento prévio de um dos
parimetros diminui a variabilidade dos demais, e a
convergéncia dos valores, em fung¢io do ndmero de
garrafas, tende a ser mais ripida (Figuras 3D, 3E e
3F). Por exemplo, ao assumir que a taxa de
reoxigenagio (k,) inerente aos procedimentos
experimentais adotados seja 0,036 dia™, isso fez com
que a convergéncia dos valores de k; ji fosse
praticamente alcangada a partir da utilizacio de 2
frascos (Figura 3E). Além disso, fez que houvesse
uma diminuicio nas amplitudes de variagdes de L e
k, (Figuras 3D e 3E), em funcio do ntmero de
garrafas, quando comparadas com suas respectivas
dispersdes, quando nenhum parimetro foi
previamente fixado.

Conclusao

De acordo com os procedimentos metodolégicos
utilizados, os resultados indicaram que os
experimentos de mineralizagio podem ser efetuados
com apenas uma garrafa por amostra. No entanto,
devido a possivel variabilidade amostral, sugeriu-se o
emprego de 3 garrafas; a utilizagio de mais de 3
frascos foi considerada desnecessiria. Para a
descrigio do consumo de OD sob as condigdes
adotadas, os efeitos das reaeragdes das amostras
devem ser neutralizados, incluindo-se o coeficiente
k, no equacionamento.
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