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1 INTRODUCAO

O efluente gerado pela atividade de refinarias de petréleo € uma mistura complexa
cujas caracteristicas dependem dos tipos de processos empregados no refino. No geral, os
constituintes presentes neste efluente sdo: hidrocarbonetos, inclusive policiclicos arométicos
(HPA), dioxinas, metais, fendis, amonia e compostos de enxofre.

Os efeitos genotoxicos dos derivados de petrdleo e efluente de refinarias ja sdo
conhecidos (LEME; MARIN-MORALES, 2007, MAZZEO; MARIN-MORALES, 2008;
RODRIGUES, 2007). Uma das formas utilizadas para a detec¢do dos efeitos mutagénicos de
amostras € o Teste de Ames.

No Teste de Ames sdo utilizadas diferentes linhagens da bactéria Salmonella
typhimurium derivadas da parental LT2, que apresentam diferentes mutacdes no operon da
histidina, sendo auxotréficas para este aminoacido. Estando a bactéria em meio minimo (sem
histidina), no qual as linhagens mutantes ndo conseguem crescer, apenas as revertentes serao
capazes de se desenvolver, ou seja, aquelas que, por meio de mutagdes, recuperaram sua
capacidade de sintese deste aminodcido. A quantificagdo dos revertentes € feita contando-se
as colonias que cresceram em meio minimo (RIBEIRO et al., 2003).

Ao expor uma populacdo de bactérias a amostra a ser testada é possivel determinar a
taxa de reversdo causada pela substincia. A partir dai € possivel analisar se a substincia teste
apresenta atividade mutagénica ou nio.

Porém, muitas vezes os compostos mutag€nicos apresentam-se muito diluidos na
amostra, de tal maneira que ndo sdo detectdveis em sua concentracdo original. Isso acontece,

por exemplo, em amostras de dgua de rio.
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Por este motivo, o uso de técnicas de extracdo e concentragdo de amostras torna-se
essencial. Uma destas técnicas € a extracdo em fase s6lida, com a utilizacdo de resinas que
adsorvem diferencialmente os compostos da amostra.

Nesta técnica, as amostras sdo aplicadas sobre a resina, a qual apresenta adsorc¢ao
seletiva, sendo os compostos de interesse recuperados posteriormente por meio da extragdo.
Para o Teste de Ames, a resina recomendada é a XAD4. Trata-se de uma resina nao ionica,
polimérica de estireno-divinilbenzeno. Pereira et al. (2007), Valente-Campos et al. (2009)
entre outros autores identificaram compostos mutagénicos aplicando o Teste de Ames em
amostras concentradas com a utiliza¢do da resina XAD4.

A resina denominada C;g utiliza o método de parti¢ao, apresenta estrutura de silica gel
onde estd ligado o radical octadecilsilano. Varios trabalhos apontam para a viabilidade de
utilizagdo desta resina para a extragdo de compostos mutagénicos (LIMA, 2008; FARIA,
2004; RICHLING et al., 1998).

Uma vez que o Teste de Ames ndo identifica os compostos presentes na amostra € que
diferentes tipos de resinas sdo capazes de extrair diferentes tipos de substincias, é muito
importante que seja definido qual a resina mais eficiente para cada tipo de amostra a ser
testada por este método.

Nesta situacdo, em que o efluente de refinaria estd sendo analisado, € necessario
esclarecer experimentalmente qual a resina € mais conveniente para concentracdo das

substancias de interesse para andlise de mutagenicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mutagenicidade

Substancias mutagénicas ou genotdxicas sdo aquelas capazes de induzir mutagdes, ou
seja, alteragdes na sequéncia de bases do dcido nucléico do genoma de um organismo
(MADIGAN et al., 2010).

No genoma, que inclui o c6digo genético, cada conjunto de trés nucleotideos (c6don)
do DNA (ou RNA,, correspondente) especifica um aminoacido no polipeptideo traduzido.
Quando ocorrem modificagdes na sequéncia de bases do dcido nucléico sdo ocasionadas
modificacOes na molécula traduzida. Cada cédon especifica um tinico aminodcido, mas cada
aminodcido pode ser codificado por mais de um cédon.

Segundo Griffiths et al. (2008) as mutacdes podem ser consideradas cromossOmicas
ou gé€nicas. As cromossOmicas sdo relacionadas com alteracdes estruturais no cromossomo ou
alteracdoes no nimero de cromossomos em uma célula. Por outro lado, as muta¢des génicas
ocorrem, conforme o proprio nome indica, eventos que ocorrem dentro de genes. Dentre as
mutacdes génicas, as principais sdo a mutacdo por substituicao de base e as mutacdes “indel”
(por adi¢ao ou delecao de base).

A substituicdo de um par de bases pode resultar em uma mutagdo silenciosa (ou
sindbnima), de sentido trocado ou sem sentido. A primeira ndo gera alteracdo na ordem dos
aminodcidos traduzidos a partir da fita DNA molde mutada. Isso porque esta mutagdo muda
um cédon de um aminoécido por outro cédon do mesmo aminodcido. Diferente das mutacdes
de sentido trocado, nas quais o cddon mutado codifica um aminodcido diferente do c6don ndo
mutado. Nas mutagdes sem sentido, o cédon mutado codifica uma sequéncia de finalizacdo da

transcricao, causando a interrup¢cao da mesma antes do término do gen.



4%, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp ™ “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

As mutagdes indel sdao causadas por adicao ou delecdo de pares de bases na sequéncia
do DNA. Esta muta¢do gera a modificacdo na matriz de leitura, fazendo com que toda a
sequéncia de aminodcidos codificados apds a mutacdo ndo tenha relacio com a sequéncia
original.

Alteragdes genéticas podem ocorrer espontaneamente nos organismos, sendo que a
selecdo natural age no sentido de manté-las ou elimind-las. Estas alteracoes podem ser
benéficas, maléficas ou neutras, porém a porcentagem de alteracdes benéficas € muito inferior
as maléficas. No caso do ser humano, mesmo pequenas alteracdes podem causar doengas
sérias, mal-formacdes ou até a morte (BRUSICK, 1980).

As alteracOes espontineas ocorrem normalmente a uma taxa muito baixa, sendo que as
substancias mutagénicas aumentam a frequéncia das muta¢des. Ha muitas evidéncias que
mostram que uma grande propor¢cdo de canceres humanos apresenta causas ambientais,
principalmente pela exposi¢c@o a agentes quimicos. Nem sempre um agente mutagénico é um
agente cancerigeno, porém hd uma correlacdo muito forte entre eles (MADIGAN et al., 2010).

As mutagdes desempenham papel fundamental na etapa de iniciagdo da carcinogénese.
O termo carcinogénese significa literalmente a origem de neoplasias epiteliais (carcinomas),
porém na pratica este termo € utilizado para designar neoplasias em geral (oncogénese),
sentido que vai ser mantido neste trabalho (GOMES-CARNEIRO et al., 1997).

A carcinogénese desenvolve-se em duas fases: iniciagdo e promog¢do. A iniciacao se dd
quando uma lesao no DNA ndo € reparada e € transmitida as células filhas (mutac¢do). A etapa
de promog¢ao envolve principalmente a ativacdo e transcricdo de genes. A maioria dos
tumores tem origem unicelular e desenvolve-se por expansao clonal, sendo que suas células
apresentam vantagens em relacdo as outras células quanto a sua capacidade proliferativa
(AZEVEDO; CHASIN, 2004).

Os efeitos mutagénicos das substancias podem ser avaliados mediante ensaios com
microrganismos os quais avaliam basicamente o dano provocado ao DNA pelo agente
toxicante ou pelos seus produtos de biotransformacdo. Dentre os testes empregados, 0 mais
comum ¢é o teste de mutagdo gé€nica reversa em Salmonella typhimurium, conhecido como

ensaio ou teste de AMES (LARINI, 1997).
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2.2 Teste de Ames

O Teste de Ames, ou teste de Salmonella / microssoma € atualmente o método mais
utilizado para detectar atividades genotéxicas em substancias (RIBEIRO et al., 2003). Este
ensaio foi desenvolvido por Bruce Ames e colaboradores na década de 1970, tendo sido
aprimorado posteriormente pelo préprio Dr. Ames e por outros pesquisadores (AMES et al.,
1973a, 1973b; MARON; AMES, 1983).

O Teste de Ames, como ficou conhecido, vem sendo utilizado na analise de diferentes
tipos de amostras e € recomendado por conceituadas entidades governamentais e 6rgaos de
pesquisa nos Estados Unidos, Canadd, assim como diversos paises da Europa (COMPANHIA
AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 1994).

H4 mais de dez mil publicacdes relacionadas ao Teste de Ames com dados de milhares
de agentes mutagé€nicos, sendo que este teste pode ser considerado uma ferramenta
indispensével na toxicologia do século 21 (CLAXTON et al, 2010).

No teste sdo utilizadas diferentes linhagens da bactéria Salmonella typhimurium
derivadas da parental LT2, que apresentam diferentes mutagdes no operon da histidina, sendo
auxotroficas para este aminodcido (RIBEIRO et al., 2003). Cada linhagem pode ser revertida
ao tipo selvagem por mutdgenos particulares (AMES et al., 1973b). Inoculando-se a bactéria
em meio minimo (sem histidina), no qual as linhagens mutantes ndo conseguem crescer,
apenas as revertentes serao capazes de se desenvolver, ou seja, aquelas que por meio de
mutacdes recuperaram sua capacidade se sintese deste aminodcido. A quantificagdo dos
revertentes € feita contando-se as coldnias que cresceram em meio minimo (RIBEIRO et al.,
2003).

S. typhimurium é capaz de apresentar reversdo espontanea a taxas relativamente
baixas. Ao expor uma populacdo de bactérias a amostra a ser testada € possivel comparar o
numero de revertentes espontaneos esperados (controle negativo) e a taxa de reversao causada
pela substiancia. Com os dados obtidos, é possivel analisar se a substdncia testada apresenta
atividade mutagénica ou ndo.

Apesar da metodologia do Teste de Ames nao permitir identificar os contaminantes
presentes na amostra, a utilizaciao de diferentes métodos de extragcao e diferentes linhagens de

Salmonella pode auxiliar na identificacdo da classe dos mutdgenos presentes (UMBUZEIRO

et al., 2004).
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Mutantes de S. typhimurium utilizados no teste sdo capazes de detectar mutagdes do
tipo deslocamento do quadro de leitura e substituicdes dos pares de bases no DNA. Cada
linhagem apresenta caracteristicas distintas que permitem detectar a atividade mutagénica em
grupos especificos de substancias. A tabela 1 apresenta algumas caracteristicas das linhagens

utilizadas.

Tabela 01: Cepas de S. typhimurium utilizadas no teste

. Alvo da Taxa de reversao ~
Linhagem ~ N Deteccao
mutacao espontanea
TA 1537 CG 5-25 Deslocamento do quadro de leitura no DNA
TA 1538 CG 15-35 Deslocamento do quadro de leitura no DNA
TA 97* CG 90-180 Deslocamento do quadro de leitura no DNA
TA 98 CG 25-75 Deslocamento do quadro de leitura no DNA
TA 1535 GC 25-35 Substitui¢do de pares de base do DNA
TA 100 GC 75-225 Substitui¢do de pares de base do DNA
TA 102 AT 240-320 Substitui¢do de pares de base do DNA
TA 104 AT 245-475 Substitui¢do de pares de base do DNA
TA 98 NR GC 25.75 Nitrocompostos transformados pelas redutases
bacterianas
TA 98/1 8DNP, GC 25.75 Nitrocompostos transformados pelas redutases
bacterianas

Fonte: Modificado de COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 1994.

As linhagens TA98 e TA100 sao as mais utilizadas para triagem, sendo consideradas
eficientes na deteccdo de numerosas substancias mutagénicas. Outras linhagens conhecidas
podem ser utilizadas, dependendo do objetivo do estudo (RIBEIRO et al., 2003).

Além das caracteristicas apresentadas, as linhagens de Salmonella utilizadas no teste
apresentam outras mutagdes que aumentam a sensibilidade na deteccdo dos agentes
mutagénicos.

A mutagdo rfa, presente em todas as linhagens, que causa perda parcial da barreira
lipopolissacaridica, facilita a difusdo de moléculas grandes para dentro da célula. O gene uvrB
€ um dos responsaveis pelo reparo por excisdao. A delecdo deste gene, presente na maioria das
linhagens, proporciona elevacdo do nimero de lesdes no DNA que sdo reparadas por
mecanismos sujeitos a erros. Esta delecdo estendeu-se até o gene responsdvel pela sintese de
biotina, causando a dependéncia da mesma em linhagens que apresentam esta mutagdo

(RIBEIRO et al., 2003).
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Além disso, o plasmideo pKM101 foi introduzido em algumas linhagens, o que
aumentou a atividade do sistema de reparo do DNA passivel de erro, elevando a mutagénese
espontanea e a induzida. Na linhagem TA102 o plasmideo introduzido foi o hisG428 que
aumenta o nimero de locais especificos para mutagénese (RIBEIRO et al., 2003).

No ensaio do Teste de Ames, é utilizado com frequéncia um sistema de ativacao
enzimatica (fracdo S9) composto pela fracdo microssomal de figado de rato que permite a
avaliacdo dos metabdlitos da substancia em teste, ou seja, auxilia na determinacdo da
promutagenicidade da amostra (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO, 1994). Promutdgenos sdo compostos que ndo apresentam a¢do direta sobre o DNA,
mas apds metabolizacdo no organismo sao convertidos em compostos capazes de interagir
com o material genético. Como o teste € realizado com e sem ativagao enzimadtica, é possivel
avaliar se amostra contém tanto mutdgenos diretos quanto indiretos.

Atualmente o Teste de Ames é amplamente aceito, podendo ser utilizado para a
avaliacdo da atividade mutagénica de diversos tipos de amostras, como de alimentos (SATO
et al., 2008; SEVERIN et al., 2010), subprodutos da desinfec¢ao de dgua (GUZZELA et al.,
2004; KING et al.,, 2009), dgua de rio (LIU et al, 2007; OHE et al, 2003, 2008;
UMBUZEIRO et al., 2004; VARGAS et al, 2001), sedimentos de rio (UMBUZEIRO et al.,
2004), agua subterranea (HUANG et al., 2009; VALENTE-CAMPOS et al., 2009), efluentes
(FATIMA; AHMAD, 2006; GUPTA et al., 2009; MONARCA et al., 2000), extratos vegetais
(LOH et al., 2009; SISENANDO et al.,, 2009; VERSCHAEVE; VAN STADEN, 2008),
medicamentos e excipientes farmacéuticos (AARDEMA et al., 2008; BRUSICK, 2009),
inseticida (ILA et al., 2008), solo (ANSARI; MALIK, 2009; WATANABE et al., 2008),
tabaco (RICKERT et al., 2007), entre outros tipos de amostras.

2.3 Caracteristicas de efluente de refinaria

O efluente gerado pela atividade de refinarias de petréleo é uma mistura complexa
cujas caracteristicas dependem dos tipos de processos empregados no refino e da sua propria
origem. No geral, dentre os constituintes presentes neste efluente podem ser citados:
hidrocarbonetos, inclusive policiclicos aromaticos (HPA), dioxinas, metais, fendis, amdnia e
compostos de enxofre.

Em termos especificos, a caracterizacdo do efluente de uma refinaria de petréleo

localizada nos Emirados Arabes Unidos revelou a presenca de hidrocarbonetos totais de
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petréleo (HTP), hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA), principalmente naftaleno, além de
componentes fendlicos, principalmente fenol, m-cresol, o-cresol, p-cresol, 2.4-
dimethylphenol, e bifenilos policlorados (BPC) (ZAROONI; ELSHORBAGY, 2006).

Em uma refinaria localizada na China, foi detectado que altas concentragdes de pentil-
amina e anilina no efluente dificultam o tratamento do mesmo (WANG et al., 2007).

Ainda, em relacdo a China, foi demonstrado que a concentracdio de HPA nos
sedimentos do Rio Amarelo neste pais € afetada pelas descargas de efluentes de refinaria de
petréleo assim como de esgoto urbano, e que os HPAs tem origem tanto pirogénica quanto
petrogénica (XU et al., 2007).

Atividade genotdxica foi evidenciada em derivados de petréleo como o benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (MAZZEO; MARIN-MORALES, 2008) e em HPAs presentes
no efluente de uma refinaria (RODRIGUES, 2007).

Ainda, apds vazamento de oleoduto no rio Guaecd, S@o Sebastido, as aguas
contaminadas por hidrocarbonetos totais de petréleo e hidrocarbonetos policiclicos arométicos
apresentaram efeitos mutagénicos detectados pelo teste de Allium cepa (LEME; MARIN-
MORALES, 2007).

Como visto, os efeitos genotoxicos dos derivados de petrdleo e efluente de refinarias
sdo conhecidos. Apesar disso, muitas vezes 0s compostos mutagénicos apresentam-se muito
diluidos na amostra, de tal maneira que ndo sdo detectiveis.

Uma vez que uma unica molécula de um composto mutagénico € capaz de causar
alteracdoes no DNA da célula de organismos expostos, é essencial que haja algum processo de
concentracdo das amostras analisadas. Por este motivo, o uso de técnicas de extracdo e

concentracdo de amostras mostra-se tdo importante.

2.4 Métodos de extracio

Alguns métodos de extracdo de substancias presentes em pequenas quantidades podem
ser utilizados no preparo das amostras para a realizacdo do Teste de Ames. Entre eles pode-se
citar a extragdo liquido-liquido (ALEEM; MALIK, 2005; UMBUZEIRO et al., 2004), o blue
rayon (KUMMROW et al., 2006; KUMMROW; UMBUZEIRO, 2006; OHE et al., 2003;
UMBUZEIRO et al., 2004) e a extra¢do em fase sélida (ALEEM; MALIK, 2005; GRABOW
etal., 1981; KUTLU et al., 2007; LIU et al., 2007; SUJBERT et al., 20006).
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A extracdo liquido-liquido baseia-se na solubilidade relativa dos analitos em dois
solventes idealmente imisciveis (LANCAS, 2004). Por outro lado o blue ayon é um
adsorvente composto por um conjunto de fibras de rayon ligadas covalentemente a pigmentos
que apresentam a capacidade de adsorver seletivamente compostos policiclicos. A extracdo

dos compostos adsorvidos € efetuada com eluentes especificos.

2.4.1 Extracao em fase sélida

Um processo amplamente utilizado para a concentracdo de amostras analisadas pelo
método do Teste de Ames € a extracdo em fase s6lida (ALEEM; MALIK, 2005; GRABOW et
al., 1981; KUTLU et al., 2007; LIU et al., 2007; SUJIBERT et al., 2006; UMBUZEIRO et al.,
2004).

Extracdo em fase sélida, do inglés Solid Phase Extration (SPE) é uma técnica de
separacdo liquido-sélido que resulta na extracdo de analitos de interesse de uma amostra.
Emprega-se uma coluna aberta contendo a fase soélida (também denominada cartucho) pela
qual a amostra (fase liquida) permeia. Os analitos ficam retidos na coluna e sdo eluidos
posteriormente com um pequeno volume de solvente (LANCAS, 2004).

A extracdo em fase sélida pode ser realizada de algumas maneiras diferentes,
dependendo do objetivo da extragdo. Segundo Langas (2004), dentre os principais modos de
operacdo destacam-se a concentracdao de analitos, o isolamento de analito (clean-up) e o
isolamento da matriz.

O método de concentracdo de analitos consiste em utilizar volumes grandes de
amostra de modo que o solvente e os interferentes passam pela fase sélida e os analitos de
interesse ficam retidos. Posteriormente elui-se os analitos aprisionados no cartucho com
pequena quantidade de solvente de maneira que o analito coletado esteja bem mais
concentrado que na amostra ambiental.

No método de isolamento de analito, também denominada clean-up, o objetivo € isolar
o analito de interesse dos interferentes da matriz. Neste caso o objetivo ndo é concentrar a
amostra, € sim eliminar os compostos de uma matriz potencialmente complexa, isolando o
analito de interesse.

O método de isolamento da matriz consiste em reter na fase sélida os compostos da
matriz, em vez do analito de interesse. Desta maneira o analito é coletado em um frasco e o

cartucho contendo os interferentes da matriz é descartado.
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Os materiais geralmente utilizados em SPE sdo silica gel, alumina, silicato de
magnésio, carvao ativado, polimeros e silica quimicamente ligada. A escolha do material
apropriado para a fase sélida depende da natureza do analito de interesse e da matriz na qual
ele se encontra. Os cartuchos que utilizam fase sélida polimérica geralmente t&ém a vantagem

(sobre as de silica) de poderem ser utilizadas em ampla faixa de pH (LANCAS, 2004).

2.4.2 Mecanismos de separacao

Os mecanismos utilizados em SPE sao adsorcao, parti¢do, troca idnica e exclusao por
tamanho.

Os adsorbentes mais comuns utilizados para adsor¢do sdo a silica, a alumina e o
Florisil®, que é um silicato de magnésio (PAWLISZYN, 2002). A silica é o adsorbente mais
utilizado, possui uma superficie ligeiramente dcida que retem compostos basicos. A alumina
apresenta superficie bésica, retendo compostos dcidos e o Florisil® é geralmente utilizado na
adsorc¢do de pesticidas (LANCAS, 2004).

Grande area superficial e alta atividade sdo propriedades que aumentam a retencao dos
analitos pelos adsorbentes. Por outro lado as propriedades dos analitos que influenciam no
grau de reten¢do dependem do numero e tipo de grupos funcionais presentes nos mesmos
(PAWLISZYN, 2002).

De maneira geral a adsorcdo € utilizada para o isolamento de analitos de baixa e média
polaridade de solucdes ndo aquosas, para o isolamento de cdtions e anions de solucdes
aquosas tamponadas e simplificacdo de matriz por fracionamento em grupos contendo tipos e
quantidades similares de grupos funcionais (PAWLISZYN, 2002).

Frequentemente as fases estaciondrias utilizadas na adsor¢do apresentam o problema
de adsorcdo irreversivel a compostos altamente polares, por esse motivo foram desenvolvidos
materiais sintéticos que apresentam o mecanismo da particdo (LANCAS, 2004) chamados de
sorbentes de baixa especificidade (PAWLISZYN, 2002).

Os sorbentes de baixa especificidade sdo amplamente utilizados para o isolamento de
contaminantes na dgua (PAWLISZYN, 2002). No mecanismo da particao, as fases sélidas
empregadas sdo preparadas a partir da silica utilizada nos processos de adsor¢do, sendo
adicionado a sua estrutura basica um radical alquilico ou grupo funcional (LANCAS, 2004).
Estes sorbentes podem ser elaborados com uma vasta gama de densidade de ligacdes,

tamanho de poros e tipos de grupos funcionais (PAWLISZYN, 2002).
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Os grupos silandis na fase estaciondria que permanecem sem estarem ligados a um
grupo funcional podem ser fontes de adsorcdo e criar uma superficie heterogenea no material.
Para a eliminagao destes grupos pode ser utilizado o trimetilclorosilano para que ocorra uma
reacdo de finalizacdo denominada “endcapping” (LANCAS, 2004).

Neste mecanismo utiliza-se o termo fase normal quando a fase sélida € mais polar que
a fase liquida, e, de maneira andloga, denomina-se fase reversa a particdo na qual a fase sélida
€ menos polar que a fase liquida. O grupo funcional adicionado a silica é que define se a fase
serd normal ou reversa (LANCAS, 2004).

O mecanismo de troca i6nica € utilizado para o isolamento de analitos de carater acido
ou bdsico presentes em solugdes aquosas. Os principais fatores que influenciam a separagdo
por este método sdo: pH, seletividade do contra-ion, forca i6nica solvente e fluxo (LANCAS,
2004).

No mecanismo de exclusdo por tamanho, a fase sélida utilizada é geralmente um
polimero cujo tamanho dos poros determina quais compostos serdo retidos e quais serao

eluidos através do cartucho (LANCAS, 2004).

2.4.3 XAD4 e Cys

A resina denominada C;g utiliza o0 método de particdo e apresenta estrutura de silica
gel onde esta ligado o radical octadecilsilano. Trata-se de um sorbente ndo polar, de fase
reversa, sem finalizacdo (non endcapped) que, por isso, confere interagdes polares adicionais
associadas com os grupos silandis. Recomenda-se tal resina para extracao em fase sélida para
propositos gerais, de analitos polares e apolares (AGILENT TECHNOLOGIES, 2010).

Esta resina mostrou-se eficiente na recuperagdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromdticos em amostras de dgua superficial (LIMA, 2008) e pesticidas (FARIA, 2004), além
de aminas aromadticas heterociclicas em amostras de carne (RICHLING et al., 1998).

Por outro lado, a resina XAD4 é um produto ndo idnico, polimérico, sendo composto
de estireno-divinilbenzeno. Esta resina € utilizada para a extracdo de fenol, compostos
fendlicos e arométicos e ainda compostos organicos e organoclorados, herbicidas e pesticidas.

Nascimento Filho et al. (2001) utilizaram esta resina para extracdo de amostras de
chorume e posterior cromatografia de ion total, identificando diversas classes de compostos,

entre eles dcidos carboxilicos, alcodis, compostos nitrogenados e cetonas.
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Pereira et al. (2007), Valente-Campos (2009) entre outros autores identificaram
compostos mutagénicos mediante aplicacdo do Teste de Ames em amostras concentradas com

a utilizacdo da resina XAD 4.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

A amostra do efluente foi coletada apds os tratamentos fisico-quimico e biolégico da
estacdo de tratamento de efluentes da refinaria de petr6leo REPLAN, localizada no municipio
de Paulinia, Estado de Sao Paulo, no ponto de descarte para o rio Atibaia.

A coleta foi realizada no més de julho do ano de 2010 e armazenada em recipientes
devidamente identificados e mantidos em balde de isopor com gelo para o transporte até o
laboratério, onde permaneceram refrigerados a 4°C até o momento da extracdo em fase sélida.

A amostra apresentava as seguintes caracteristicas gerais fisicas e quimicas: pH 8,35;

temperatura 27,88°C; condutividade 1547,13uS/cm e 6leos e graxas 1,08mg/L.

3.2 Extracao

3.2.1 Resina XAD4

Para o preparo da resina, a mesma foi lavada com dgua destilada vérias vezes de
maneira que impurezas inorgénicas tais como cloreto de s6dio e o carbonato de sédio
presentes na mesma fossem eliminados. O condicionamento da resina foi realizado utilizando-
se SmL de metanol e 20 mL de diclorometano (DCM).

Ap6s o preparo da resina, uma amostra de 20 litros do efluente foi eluida através da

resina Amberlite® XAD4 (Spectrum Chemical), tendo sido utilizado 1mL de resina por litro
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de amostra. Apds a eluicdo da amostra de efluente, descartou-se o eluato (dgua e substincias
nao adsorvidas pela resina).

A extracdo dos compostos de interesse foi realizada utilizando-se SmL de metanol e
20mL de diclorometano (DCM). Para a secagem do extrato, preparou-se uma coluna de
Na,SOy anidro por onde eluiu-se 10mL de diclorometano, o extrato e mais 2mL adicionais de
diclorometano.

Os solventes foram evaporados sob fluxo de nitrogénio e em seguida o extrato foi
ressuspenso em 20mL de dimetilsulféxido (DMSO).

A ressuspensdo foi esterilizada em membrana e posteriormente diluida em DMSO
esterilizado nas mesmas condi¢des de maneira a obter-se concentracOes apropriadas para o

teste das doses de 500; 400; 300; 200 e 100 mL equivalentes de efluente por placa.

3.2.2 Resina Cyg

O preparo da resina foi realizado conforme Innocentini (2006). Os cartuchos foram
lavados inicialmente com 4 porcdes de 10mL de diclorometano e 4 por¢des de 10mL de
metanol, de maneira que entre uma porcao e outra nao foi permitido que a resina secasse.

Adicionou-se uma por¢ao de 10mL de dgua desionizada, deixou-se secar o cartucho e
adicionou-se nova por¢cao de 10mL de dgua desionizada de maneira que a fase estaciondria
ficasse coberta com uma camada de cerca de Imm de dgua. O orificio dos cartuchos foi
bloqueado para evitar que a resina secasse até a realizacdo da extracao das amostras.

Ap6s o preparo da resina, uma amostra de 20 litros do efluente foi eluida através de
cartuchos de resina C;g Accubond II ODS (Agilent Technologies), tendo sido utilizado 1mL
de resina por litro de amostra. Apds a eluicdo da amostra de efluente, descartou-se o eluato
(4gua e substancias nao adsorvidas pela resina), lavou-se o cartucho com 10mL de dgua mili-
Q secando-se o cartucho por 10 minutos.

A extrac@o dos compostos de interesse retidos na resina foi realizada com a eluicao de
3 por¢des de SmL de diclorometano através de cada cartucho. Para a secagem do extrato, fez-
se uma coluna de Na,SOy anidro por onde passou-se 10mL de diclorometano, o extrato e mais
2mL adicionais de diclorometano.

Os solventes foram evaporados sob fluxo de nitrogénio e em seguida o extrato foi
ressuspenso em 20mL de DMSO. A ressuspensdo foi esterilizada em membrana e
posteriormente diluida em DMSO estéril de maneira a obter-se concentragdes apropriadas

para o teste das doses de 500; 400; 300; 200 e 100 mL equivalentes de efluente por placa.
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A eluig@o foi realizada utilizando-se SmL de etil acetato e SmL de diclorometano. Os
solventes foram evaporados sob fluxo de nitrogénio e em seguida ressuspenso em 8mL de
DMSO.

A ressuspensdo foi filtrada em membrana com poros de 0,22um de didmetro para
eliminar microrganismos presentes, € posteriormente diluida em DMSO esterililizado de
maneira a obter-se concentragdes apropriadas para o teste das doses de 150; 100; 75; 50 e 25

ml equivalentes por placa.

3.3 Teste de Ames

3.3.1 Microrganismo indicador

Foram utilizadas no teste as linhagens mutantes TA 98 e TA 100 de S. typhimurium
como organismo indicador da presenca de compostos mutagénicos nas amostras analisadas.

As caracteristicas das cepas utilizadas sdo apresentadas na Tabela 02.

Tabela 02: Caracteristicas das cepas de S. typhimurium utilizadas no ensaio

Alvo da L. . P
Cepa mutagiio Gendétipo Tipo de mutageno detectado
his D3052, rfa, A uvrB, bio’, Causadores de deslocamento do quadro de
TA 98 CG R )
pKM101 (Ap") leitura do DNA
TA G his G46, rfa, A uvrB, bio’, Causadores de substitui¢do de pares de base
100 pKM101 (Ap®) no DNA

Fonte: Modificado de Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo, 1994.

3.3.2 Verificacao — Provas genéticas

Antes do inicio dos ensaios, foram realizados testes para a verificacdo das
caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium a serem utilizadas. As cepas foram
testadas quanto a dependéncia de histidina, mutagao rfa, presenca de delecao uvrB e presenca

do plasmideo pKM 101, conforme descrito abaixo.

Dependéncia de histidina
Foi testado o carater de dependéncia de histidina nas linhagens de S. typhimurium T98
e T100 utilizadas no teste semeando-se a cultura crescida em caldo em duas placas de petri

previamente preparadas com meios de composi¢do diferente: (i) 4gar minimo com biotina e
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(i1) 4gar minimo com biotina e histidina. As placas foram incubadas invertidas por 24 horas a
37°C.

A dependéncia de histidina é confirmada pelo crescimento bacteriano apenas em
placas contendo meio com este aminodcido. Nas placas cujo meio ndo contém histidina, as

linhagens com a muta¢@o ndo apresentam crescimento.

Presenca de mutaciao rfa

A mutacdo rfa gera maior permeabilidade da célula a moléculas grandes devido a
modificagdes na camada lipopolissacaridica da membrana celular bacteriana.

A presenca desta mutacdo nas cepas de S. typhimurium utilizadas foi testada por meio
da sensibilidade das mesmas ao cristal violeta.

No centro de placas contendo 4gar nutriente, previamente semeadas com as culturas
bacterianas, foi colocado um disco de papel de antibiose embebido em cristal violeta. As
placas foram incubadas invertidas por 24 horas a 37°C.

As linhagens com a mutagdo rfa apresentam halo de inibi¢ao ao redor do disco.

Presenca da delecao uvrB

Placas de dgar nutriente semeadas com as culturas bacterianas foram cobertas pela
metade com papel aluminio e irradiadas por oito segundos com ldmpada germicida, sendo
incubadas posteriormente por 24h a 37°C.

A presenca da delecdo uvrB € confirmada nas linhagens que crescerem apenas do lado

da placa que nao foi irradiado.

Presenca do plasmideo pKM101

As culturas bacterianas foram inoculadas em placas de petri com dgar nutriente de
forma perpendicular as estrias de solu¢do de ampicilina previamente aplicadas no mesmo. As
placas foram incubadas invertidas por 24 horas a 27°C.

As linhagens que contiverem o plasmideo pKM101 sao identificadas pois apresentam

crescimento normal mesmo sobre a linha onde foi aplicado o antibidtico

3.3.3 Taxa de reversao espontinea

Cada cepa de S. typhimurium apresenta uma taxa caracteristica de reversao espontanea

de auxotréficas para prototréficas em relacdo ao aminoécido histidina.
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Para a verificacio da taxa de reversdo espontinea das linhagens utilizadas, inoculou-se
100 puL de cada cultura em 2,0 mL de dgar de superficie fundido, homogeneizou-se o tubo e
em seguida verteu-se o conteido do mesmo em placa contendo 4gar minimo.

O teste foi realizado em triplicata, sendo que a taxa de reversdo espontdnea foi
avaliada apds 66 horas de incubacgdo a 37°C. A taxa de reversdo esperada para cada linhagem,

de acordo com NORMA CETESB ¢€ de 25 a 75 para TA 98 e de 75 a 225 para TA 100.

3.3.4 Teste de viabilidade

Uma vez que as culturas de bactérias utilizadas no ensaio devem apresentar nimero de
células por mililitro na faixa de 1 a 2 x 109, foi realizado o teste de viabilidade para a
verificacdo da concentra¢do das mesmas.

Para a realizac@o deste teste, diluiu-se a cultura de bactérias até 1 x 10 e inoculou-se
0,1 mL em placa de Petri contendo dgar nutriente, espalhando-se esta aliquota sobre o meio
com auxilio de uma alca de Drigalsky. Apds a incubacdo por 24 horas a 37°C as colonias
foram contadas. Este teste foi realizado com ambas as linhagens de S. typhimurium, em

duplicata.

3.3.5 Procedimento do ensaio

O método de ensaio utilizado para a realizacdo do Teste de Ames foi o Método Direto
com pré-incubagdo com e sem sistema de ativacdo metabdlica.

Para obtenc¢do das culturas de S. typhimurium para a realiza¢do do teste, inoculou-se
0,1 mL das culturas provenientes de ampolas de uso rotineiro armazenadas sob refrigeracao
em 20 mL de caldo nutriente e incubou-se por 18 horas a 37°C sob agitagao.

Para o ensaio sem ativagdo metabdlica, foram adicionados em tubos de ensaio a
amostra de dgua, 0,1 mL de cultura de S. typhimurium previamente crescida e 0,5 mL de
tampao fosfato 0,2 M. No caso do ensaio com ativacdo metabdlica, ao invés do tampao,
adicionou-se 0,5 mL da fragao S9.

Os controles negativos e positivos foram realizados da mesma maneira, sendo que
para os negativos a amostra de dgua foi substituida por 100 uL. de DMSO e para os positivos

foi substituida por 10 uL de substancias padrio, conforme Tabela 03.
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Tabela 03: Substancias padrao utilizadas para realizacio dos controles positivos

Ensaio Composto Solvente Concentracio Cepa
por placa
4-n1tr0(/1u.1n011na 1- DMSO 0,5 ug TA 98
) 6xido
Sem ativacdo
metabélica Azida s6dica Agua destilada 50ug TA 100
Com ativagio 2-aminoantraceno DMSO 2,5 g TA 98 ¢ TA 100

metabdlica

Fonte: Modificado de Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo, 1994.

Homogeneizou-se os tubos em vortex de baixa velocidade e os mesmos foram
incubados por 30 minutos a 37°C sem agitagao.

Ap6s o periodo de incubacgdo, adicionou-se o dgar de superficie, homogeneizou-se os
tubos e o conteido dos mesmos foi vertido em placas de Petri contendo 20 mL de agar
minimo que foram incubadas por 66 horas a 37°C. O teste foi realizado em triplicata com
cinco concentragdes de amostra de dgua diferentes. Os controles positivos foram realizados
em duplicata e os negativos em quintuplicata.

As quantidades de 4dgar de superficie e de amostra inseridas nos tubos de ensaio estao

descritas na Tabela 04.

Tabela 04: Concentracio de agar de superficie e volume de amostra utilizados no ensaio

Concentraciao do agar de Volume de agar de superficie Volume de amostra de agua
superficie por tubo (mL) por tubo (mL)
1,0 x 3,0 0,1
1,5x 2,5 0,5
2,0 x 2,0 1,0
2,5 x 1,5 1,5
3,0x 1,0 2,0

Fonte: Modificado d¢ COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 1994.

Ap6s o periodo de incubacdo, as colonias foram contadas e os resultados foram

analisados esatisticamente como descrito no item a seguir.

3.3.6 Analise e interpretaciao dos resultados

Os dados obtidos da contagem de coldnias revertentes nas placas foram inseridos no
programa computacional Salanal para a realizacdo de andlises de variancia (ANOVA) e ajuste

dos dados aos modelos mais adequados.
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Considerou-se uma amostra positiva para mutagenicidade quando a razdo de
mutagenicidade (RM) foi maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses testadas e o
efeito dose-resposta foi verificado.

A razao de mutagenicidade foi calculada dividindo-se a média do nimero de
revertentes na placa teste (espontaneos e induzidos) pela média do nimero de revertentes por
placa do controle negativo (espontaneos).

A existéncia do efeito dose-resposta é verificada quando os dados se enquadram em
um dos trés modelos utilizados pelo programa: linear simples, linear atenuado por toxicidade
exponencial simples e linear atenuado por toxicidade exponencial a segunda poténcia.

Quando nenhum destes modelos adapta-se aos dados, o programa seleciona apenas
algumas doses a serem testadas, de modo que os dados sejam condizentes com o modelo
linear. Esta variagdo € chamada truncagem tipo Bernstein e os resultados obtidos devem ser
analisados com cautela.

Os resultados sdo fornecidos pelo programa em termos de probabilidade, sendo:

- Andlise de variancia — Teste F (ANOVA): valores de P menores ou iguais a 5%
indicam que ha diferenca significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses
testadas;

- Modelo mais aceitdvel: quanto maior o valor de p, mais ajustados estdo os dados em
relacdo ao modelo;

- Dose resposta: Valores de P iguais ou menores que 5% indicam positividade na dose-

resposta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Provas genéticas

Observou-se que ambas as cepas testadas (TA98 e TA100), apds periodo de

incubacdo, cresceram em meio contendo histidina e ndo cresceram em meio que ndo continha

este aminoacido

Nas placas onde foram utilizados discos com cristal violeta, apds periodo de incubacao

foi constatado halo de inibi¢do de crescimento bacteriano com didmetro de 15 mm na placa

semeada com a linhagem TA98 e 19 mm para a TA100.

Além disso, ambas as cepas testadas cresceram apenas na metade da placa nao

irradiada por luz UVe ndo apresentaram inibi¢do no local onde foi aplicado antibiético.

Os resultados das provas genéticas estdo resumidos na Tabela 05, apresentada a seguir.

Tabela 05: Resultados das provas genéticas.

Concentracao
(mL eg/placa) TA100 TA 98
Meio com histidina Crescimento Crescimento

Meio sem histidina
Lado irradiado por luz UV
Lado ndo irradiado por luz UV
Local de aplicacdo de antibidtico

Local sem aplica¢@o de antibidtico

Disco contendo Cristal Violeta

Auséncia de crescimento
Auséncia de crescimento
Crescimento
Crescimento

Crescimento

Halo de inibi¢do de 19mm de
didmetro

Auséncia de crescimento
Auséncia de crescimento
Crescimento
Crescimento

Crescimento

Halo de inibi¢do de 15mm de
diametro
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Analisando-se os resultados obtidos nas provas genéticas, tem-se que a bactéria
utilizada nos ensaios apresentava as caracteristicas necessarias a0 mesmo, ou seja, carater

auxotrofico para histidina, mutagdo rfa, mutacao uvrB e plasmideo pKM101.

4.2 Taxa de reversao espontanea

Na Tabela 06 sdo apresentados os resultados para a prova de reversdo espontanea,
assim como a taxa indicada pela norma L.5.621 (CETESB, 1994).
Pode-se observar que as cepas utilizadas apresentaram niimero de coldnias revertentes

dentro do intervalo indicado pela norma.

Tabela 06: Analise da taxa de reversio espontinea.

Cepa Taxa de reversio espontanea Taxa indicada
P (niimero de coldnias/por placa) (CETESB, 1994)
TA100 127 147 91 75-225
TA98 26 27 26 25-75

4.3 Teste de viabilidade

A viabilidade de cultura pernoite resultou acima do indicado pela norma L5.621

(CETESB, 1994), como pode ser observado na Tabela 07.

Tabela 07: Analise dos resultados do teste de viabilidade.

Cena Teste de viabilidade Taxa indicada
P (niimero de coldnias/por placa) (CETESB, 1994)
TA100 255 253 100-200
TA98 262 279 100-200
4.4 Ensaio

4.4.1 Consideracoes gerais

Conforme pode ser observado nas Tabelas 08 a 14, o controle negativo realizado

concomitantemente ao Teste de Ames representa a taxa de reversdo espontdanea da bactéria
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nas condicdes do ensaio. Os resultados obtidos deste controle demonstram que a bactéria,
mesmo ndo exposta a substancias mutagénicas, apresentou reversao.

Em contrapartida, muitas placas do ensaio nas quais foram aplicadas diferentes doses
de efluente ndo apresentaram nenhum crescimento. Uma vez que a bactéria apresentou
reversdo espontdnea no controle negativo, tem-se que nas placas que ndo apresentaram
crescimento a bactéria ndo sobreviveu.

Isso pode ter ocorrido no periodo de pré-incubacdo devido a alta concentracdo de
substancias téxicas presentes nas amostras testadas. Uma vez que o efluente é uma amostra
complexa, ndo € possivel determinar qual substancia causou a morte das bactérias.

Assim, os testes estatisticos foram realizados ignorando-se os resultados iguais a zero,
pois tais resultados ndo representam que nao houve reversdo, mas sim que a bactéria morreu.

Este fato comprometeu os resultados do presente trabalho, uma vez que o ensaio com
a amostra concentrada pela resina XAD4 com ambas as cepas com presenca de S9 ndo
apresentaram crescimento em nenhuma placa, inviabilizando a comparacdo entre os
resultados das duas resinas.

Além disso, devido ao desvio padrdo muito elevado e auséncia de dose-resposta em
alguns tratamentos, pode-se inferir que mesmo nas placas onde ocorreu o crescimento parte
das bactérias pode ter morrido em decorréncia da toxicidade da amostra, comprometendo os

resultados.

Tabela 08: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na auséncia de ativacao
metabdlica (S9) — extraciio por resina Cis.

((f:l)zc:(;l/t;ggc?; (nl’lmerorltileszglé)srzas/placa) Média Mediana I]));(il“’;()) RM
0 115 110 167 176 89 131,40 115 38,02 -
100 - - - - - - -
200 222 - - 222,00 222,00 - 1,69
300 50 50 100 66,67 50,00 28,87 0,51
400 1080 1120 840 1013,33 1080,00 151,44 7,71
500 800 800 800 800,00 800,00 - 6,09
Valor de P para dose resposta 0,995
Valor de P para ANOVA < 0,001
Modelo aceitavel (p) Bernstein (0,165)
Revertentes/mL -0,213

Limite de confianca <-0,334; -0,092>
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Como pode ser observado nas Tabelas 08 e 09 e na Figura 01, referentes a cepa TA98

sem a utilizacdo de S9, o valor de P para dose resposta da amostra concentrada pela resina

Cis, € maior que 0,05 indicando resultado negativo para este parametro. J4 o valor de P para a

amostra concentrada com a resina de XAD4 resultou menor que 0,05, podendo-se considerar

positiva a relacdo dose-resposta neste caso.

Para as amostras concentradas com ambas as resinas o valor de P para ANOVA indica

que ha diferenca significativa entre os resultados das diferentes doses testadas.

Tabela 09: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na auséncia de ativacdo

metabdlica (S9) — extracao por resina XAD4.

(CI;)EC::;/;E:};(; (nﬁmerorl(;ézglzﬁsngias/placa) Média Mediana [])):;1"’;1(()) RM
0 115 110 167 176 89 131,40 115,00 38,02 -
100 - - - - - - -
200 - - - - - - -
300 - 240 240 240,00 240,00 - 1,83
400 - 864 268 566,00 566,00 421,44 4,31
500 - - - - - - -
Valor de P para dose resposta 0,016
Valor de P para ANOVA 0,046
Modelo aceitavel (p) Linear (0,137)
Revertentes/mL 0,609
Limite de confianca <0,187; 1,032 >
TA98 -S9
__ 1200
3
::.:: 1000 &
;g 800 ¢ +C18
S 600 N EXAD4
g 400
T 200 . u
g o0 .
0] 100 200 300 400 500 600
Dose (mL/placa)

Figura 01: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na auséncia de ativacao

metabdélica (S9) — Comparacio entre resinas

CIS e XAD4.
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Tabela 10: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na presenca de ativacao
metabdélica (S9) — extraciio por resina Cig.

(Clr(l)llic:(l;/g;it; (nﬁmeroglzgcf)lziigas/placa) Média Mediana 1])):31"’;()) RM
0 119 134 52 52 151 101,60 119,00 46,67 -
100 - - - - - - -
200 124 - 295 209,50 209,50 120,92 2,06
300 - - 50 50,00 50,00 - 0,49
400 760 - 107 433,50 433,50 461,74 4,27
500 - - - - - - -
Valor de P para dose resposta 0,5
Valor de P para ANOVA 0,196 (ndo significante)
Modelo aceitavel (p) Linear (0,112)
Revertentes/mL 0,000
Limite de confianca <-0,356; 0,356>

As Tabelas 10 e 11 e Figura 02 apresentam os resultados do ensaio realizado com a
cepa TA98 na presenca de ativacdo S9 para amostras concentradas com a resina C;g e XAD4,
respectivamente.

Conforme pode ser observado, a amostra da resina C;3 apresentou relacdo dose-
resposta e diferenca no nimero de revertentes nas diferentes doses testadas ndo significativas
(valores P maiores que 0,05).

Ja o ensaio realizado nas mesmas condi¢cdes com a amostra concentrada na resina
XAD4 apenas apresentou crescimento nas placas de controle negativo, devido a morte da
bactéria nas demais placas. Isso pode indicar uma maior citotoxicidade do eluato obtido da

resina XAD4 em comparacao com o obtido da resina Cjs.
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Tabela 11: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na presenca de ativacao
metabélica (S9) — extraciio por resina XAD4.

Concentraciao TA98 +S9 Desvio

(mL eq/placa) (nimero de coldnias/placa) Média Mediana padrao RM
0 119 134 52 52 151 101 119 46 -
100 - - - - - - -
200 - - - - - - -
300 - - - - - - -
400 - - - - - - -
500 - - - - - - -
Valor de P para dose resposta -
Valor de P para ANOVA -
Modelo aceitavel (p) -
Revertentes/mL -

Limite de confianca -

TA98 +S9

500
450 ®
400

350
300 ¢ C18

250
EXAD4
200 *

150
100 B
50 *

Revertentes (colonias/placa)

0] 100 200 300 400 500 600

Dose (mL/placa)

Figura 02: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA98 na presenca de ativacao
metabolica (S9) — Comparacao entre resinas C;ge XAD4.
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Tabela 12: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na auséncia de ativacio

metabdlica (S9) — extraciio por resina Cis.

((f:l)zc:(;l/t;ggc?; (nl’lmeroT(ﬁalc(:)(:f)-:igas/placa) Média Mediana []));il“’;()) RM
0 25 29 22 17 28 24,20 25,00 4,87 -
100 - 360 90 225,00 225,00 190,92 9,30

200 - - - - - - -
300 - 600 - 600,00 600,00 - 24,779
400 640 400 400 480,00 400,00 138,56 19,83
500 2240 1080 1840 1720,00 1840,00 589,24 71,07
Valor de P para dose resposta < 0,001
Valor de P para ANOVA 0,001
Modelo aceitavel (p) Bernstein (0,536)
Revertentes/mL 1,309
Limite de confianca 0,903, 1,714

Conforme pode ser observado nas Tabelas 11 e 12 e Figura 03, o ensaio realizado com

a cepa TA100 na auséncia de ativacdo metabdlica com amostras extraidas tanto pela resina

C18 quanto pela resina XAD4 apresentaram relacdo dose-resposta positiva e diferenca

significativa entre o nimero de revertentes nas diferentes doses testadas (valor de P menor

que 0,05)

Tabela 13: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na auséncia de ativacao
metabdlica (S9) — extracao por resina XAD4.

((f:l)zc:(;l/t;ggc?; (nl’lmeroT(ﬁalc(:)(:f)-:igas/placa) Média Mediana []));il“’;()) RM
0 25 29 22 17 28 24,20 25,00 4,87 -
100 - - - - - - -
200 - - - - - - -
300 - - 200 200,00 200,00 - 8,26
400 - - - - - - -
500 300 296 320 305,33 300,00 12,86 12,62
Valor de P para dose resposta 0,005
Valor de P para ANOVA < 0,001
Modelo aceitavel (p) Linear (0,760)
Revertentes/mL 0,567

Limite de confianca

<0,510; 0,623 >
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TA100-59
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Figura 03: Avaliacdo mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na auséncia de ativacio
metabolica (S9) — Comparacao entre resinas C;ge XAD4.

Tabela 14: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na presenca de ativacio
metabdélica (S9) — extraciio por resina Cig.

&’EC:;;:‘E:}C:‘(; (nl’lmer(;r (ilgglgrizs/placa) Média Mediana 1])):31"’;()) RM
0 32 16 20 40 28 27,20 28,00 9,55 -

100 - - 120 120,00 120,00 - 4,41

200 3213 44 - 44,00 44,00 - 1,62

300 - - 270 270,00 270,00 - 9,93

400 119 640 352 370,00 352,00 260,98 13,62

500 - 210 - 210,00 210,00 - 7,72

Valor de P para dose resposta 0,006

Valor de P para ANOVA 0,052 (ndo significante)
Modelo aceitavel (p) Linear (0,173)
Revertentes/mL 0,397

Limite de confianca

<0,177,0,618 >

As Tabelas 14 e 15 e Figura 04 apresentam os resultados obtidos com a cepa TA100

na presenga de ativacdo metabdlica com amostras concentradas pelas resinas C18 e XAD4

respectivamente.

Observa-se relacdo dose-resposta positiva para o ensaio realizado com amostra

concentrada com a resina C18 (valor de P menor que 0,05); e valor de P para ANOVA
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ligeiramente acima de 0,05, o que ndo descarta a significancia da diferenca entre o nimero de
revertentes nas diferentes doses testadas.

Ja nas placas do ensaio realizado com a amostra concentrada com a resina XAD4 nao
houve crescimento o que indica morte de bactérias e uma maior citotoxicidade do eluato

obtido da resina XAD4 em comparac¢ao com o obtido da resina Cjs.

Tabela 15: Avaliacio mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na presenca de ativacio
metabdélica (S9) — extracio por resina XAD4.

Concentracio TA100 +S9 Desvio

(mL eqg/placa) (niimero de colénias/placa) Média Mediana padrao RM
0 32 16 20 40 28 27 28 9 -
100 - - - - - - -
200 - - - - - - -
300 - - - - - - -
400 - - - - - - -
500 - - - - - - -
Valor de P para dose resposta -
Valor de P para ANOVA -
Modelo aceitavel (p) -
Revertentes/mL -

Limite de confianca -

TA100 +59

400
350
300
250 ¢ C18

*

200 . BXAD4
150

100
50 *

.

0] 100 200 300 400 500 600

Revertentes (colonias/placa)

Dose (mL/placa)

Figura 04: Avaliacao mutagénica de efluente realizada com linhagem TA100 na presenca de ativacao
metabolica (S9) — Comparacio entre resinas C;ge XAD4.
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4.4.2 Atividade mutagénica

A amostra testada pode ser considerada mutagénica, uma vez que (a) a razdo de
mutagenicidade de pelo menos uma dose por tratamento resultou em valor maior que 2; (b)
em 3 tratamentos (XAD4 TA98 -S9; XAD4 TA100 -S9 e C18 TA100 -S9) o p-value da

curva dose resposta e da andlise de variancia resultaram significativos (menores que 5%).

4.4.3 Efeito do sistema de metabolizacao (mistura S9)

O maior crescimento nas placas que nao receberam o sistema de metabolizagao S9
pode indicar a inativagdo total ou parcial de mutidgenos pela fracdo. Isso pode ocorrer
enzimaticamente ou por ligacdes ao acaso entre espécies moleculares dos compostos da
amostra e as enzimas microssomais. A diminui¢cdo da atividade mutagénica na presenca do
sistema de metabolizagdo também foi verificada por Valent (1990), Aleem e Malik (2003),
Horn (2004).

Além disso, verifica-se uma maior incidéncia de auséncia de crescimento em placas
onde foi adicionada a fra¢do S9, o que pode indicar interagdo entre os compostos do sistema

de metabolizacdo e da amostra, gerando efeito citotdxico.

4.4.4 Analise da mutagenicidade através das duas cepas utilizadas

A cepa TA100 é capaz de detectar mutagdes de substitui¢io de pares de bases no
DNA, enquanto a cepa TA98 detecta mutacdes de deslocamento do quadro de leitura.

Nao foi possivel determinar qual o tipo de mutigeno prevalente nas amostras
analisadas, uma vez que para as amostras eluidas na resina C;g houve maior nimero de
revertentes da cepa TA100 enquanto para amostras eluidas na resina XAD4 o maior nimero
de revertentes foi da cepa TA9S.

Uma vez que as resinas utilizadas adsorvem diferentes tipos de compostos, € possivel
que a resina XAD4 adsorva diferencialmente mais compostos que causam mutagdes do tipo
deslocamento do quadro de leitura e a resina C;g adsorva mais compostos que causam
mutacdes do tipo substitui¢do de pares de bases, porém seriam necessarios mais estudos para

que esta relacdo fosse afirmada.
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4.4.5 Comparacao entre as resinas C;g e XAD4

As placas que receberam o eluato da resina XAD4 apresentaram maior nimero de
auséncia de crescimento em compara¢do com as placas que receberam eluato da resina Cis.
Isso pode ter ocorrido devido a adsorcdo diferencial das resinas, sendo a XAD4 mais eficiente
para adsorcdo de compostos mais toxicos, que causaram a morte das bactérias.

Além disso, nas placas de XAD4 que receberam o fator S9 ndo houve crescimento
algum, o que pode indicar interagdo entre os compostos adsorvidos por esta resina e o sistema
de metaboliza¢do de maneira a gerar toxicidade elevada as células bacterianas. Porém, devido
ao grande numero de placas sem crescimento algum, sdo necessarios novos estudos para a
elucidacdo desta relacdo.

Conforme ja explanado no item anterior, para as amostras eluidas na resina C;g houve
maior numero de revertentes da cepa TA100 enquanto para amostras eluidas na resina XAD4
o maior nimero de revertentes foi da cepa TA9S.

Isso pode ser explicado pela adsorcdo diferencial das resinas utilizadas, sendo possivel
que a resina XAD4 adsorva diferencialmente mais compostos que causam mutagdes do tipo
deslocamento do quadro de leitura e a resina C;g adsorva mais compostos que causam
mutacdes do tipo substituicdo de pares de bases, porém seriam necessarios mais estudos para
que esta relacdo fosse afirmada.

A comparacdo dos dados obtidos dos ensaios realizados utilizando-se a resina Cig € a
resina XAD4 foi comprometida devido ao grande ndmero de placas com auséncia de
crescimento. Este fato foi provocado, provavelmente, pelas altas concentracdes de amostra
utilizadas, o que pode ter gerado um efeito citotéxico muito potente e, consequentemente,
morte das bactérias. Para obten¢do de dados mais acurados € necessario que o experimento

seja repetido com doses menores de amostra.
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4.5 Controles positivos

Na Tabela 16 sao apresentados os resultados obtidos dos controles positivos.

Tabela 16: Resultados do controle positivo.

Cepa Ativagiio metabglica (nﬁmer(l} (eizecr(:ff?r:ie;s/placa)
TA98 -S9 0 0
TA98 +89 41 22
TA100 -S9 1080 830
TA100 +S9 478 260

Como pode ser observado, nas placas de controle da cepa TA98 sem o sistema de
metabolizacdo S9 ndo houve crescimento. Uma vez que as taxas de reversdo espontanea da
bactéria estavam dentro dos limites esperados, pode-se inferir que houve morte da bactéria.
Além disso, o controle da cepa TA98 realizado sem o sistema de metabolizacao S9 apresentou
baixo crescimento em comparagdo com os controles negativos de iguais condi¢des. Desta
maneira € possivel que a bactéria desta cepa estivesse apresentando alguma caracteristica que
impediu a mutagdo reversa e que ocasionou a morte das mesmas.

Os controles positivos da cepa TA100 resultaram em dados que certificam que a

bactéria apresentou mutagdo reversa.
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que as doses de amostra utilizadas (100; 200; 300; 400 e 500
mL/placa) geraram um efeito citotéxico que comprometeu a andlise adequada dos dados.

Nao obstante os dados faltantes foi possivel observar as seguintes diferencgas entre os
testes realizados com as resinas C;g e XAD4:

o

Toxicidade: Maior toxicidade do eluato obtido da resina XAD4;
° Interac@o com a fragdo S9: Maior potencializac¢do do efeito citotéxico do eluato
da resina XAD4 quando em presenca da fracao S9;

Tipo de mutacgdo prevalente detectada: Deslocamento do quadro de leitura para

resina XAD4 e substitui¢do de pares de bases, para resina Cs.

Devido a alta mortalidade das bactérias e auséncia de dados suficientes para algumas
analises estatisticas, sA0 necessarios novos ensaios, utilizando-se doses menores de amostra,

para a confirmacao dos dados obtidos neste trabalho.
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6 ETAPAS A SEREM CONCLUIDAS

A realizacdo de novo ensaio ndo foi possivel até o prazo final de entrega do presente
trabalho uma vez que a resina C;sg necessdria para a realizacdo dos novos testes ndo estava
disponivel nos fornecedores nacionais. Por este motivo houve a necessidade de encomenda da
resina de fornecedor localizado fora do Brasil, sendo que a entrega da mesma nao foi
realizada em tempo hébil para a realiza¢do do novo ensaio.

Devido ao motivo apresentado, as etapas que serdo concluidas posteriormente a
entrega do presente trabalho sdo: (a) realizacdo de novo ensaio com a utilizagdo de

concentracdes menores de amostra; (b) publicacdo dos resultados.
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