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RESUMO

O admulo de mutagdes, ateragdes incorporadas ao patriménio genético de céulas
somaticas e germinais, pode caisar reducéo de populagdes naturais que sdo criticas para a
cadeia dimentar, pondo em risco a sobrevivéncia de determinadas espédes. Embora o dano
causado pela montaminac@® quimica ocorra an nivel moleaular, existem efeitos emergentes
nas populagdes, tais como perda da diversidade genética, que ndo é previsivel com base
somente no conhedmento dos mecanismos de toxicidade ndo genéticos. Alguns compostos de
origem antrépica tendem a alsorver no material organico do sedimento, sendo concentrados
ao longo do tempo. Contaminantes ambientais podem ser mais associados com a porcéo fina
dos sdimentos (silte ou argila) do que cm a grossira (areia ou cascaho). O presente estudo
avaliou a dividade mutagénica e ¢totdxicade extratos moderadamente polares de sedimento
em trés pontos durante 5 coletas redizadas nos anos de 1999 e 2000 no arroio Bom Jardim,
gue drena aregido do Complexo Petroquimico, locdizado no municipio de Triunfo, Rio
Grande do Sul. Foi utilizado na avadiac® da mutagenicidade e dtotoxicidade o ensaio
Salmonella/microssoma, método de microssuspensdo. A andlise de granulometria mostrou um
contelido de particulas finas em média menor no ponto em frente a complexo, sendo este
também o ponto amostral com menor percentua de material organico extraido. Observou-se
baixa dividade mutagénica nos diferentes locas estudados, variando de 3,3% até 8,3%, sendo
a dtototoxicidade o mais importante deito biologico observado na regido, variando de 20%
até 40%, somados os resultados dos ensaios em presenca e aséncia de metabolizaca externa.
Os pontos com meior contaminacé@ estdo locdizados em frente e ajusante da geaindustrial,
havendo uma distribuicdo gradativa e sazonal das respostas a medida que o locd se groxima

da foz do arroio. Em ensaios com auséncia de fracé de metabolizac@® hepatica, as respostas



para mutagénese e dtotoxicidade foram mais freqlentes, sendo os danos do tipo erro no
guadro de leitura os mais presentes. A determinacé da dividade mutagénica e @totoxica em
amostras de sedimento mostrou-se importante na determinacé da qualidade anbiental, apesar
da mmposicdo quimica desta matriz ser bastante complexa. O ensaio Salmonella/microssoma
monitorando danos molealares e, principamente dtotoxicidade, foi uma ferramenta
importante no diagndstico da presenca de poluentes. A posshilidade de avaliar danos
precoces, através deste ensaio, promove amelhoria da qualidade anbiental e motiva ages de

preservacd do patriménio genético dafauna eflora dingidas pela dividade antropica



ABSTRACT

The acomulation of mutations, aterations incorporated to the genetic heritage of
somatic and germ cdls, may cause the reduction of natural populations that are aiticd to the
food chain, pladng the survival of certain spedes at risk. Although the damage caused by
chemicd contamination occurs at a moleaular level, there ae dfeds emerging on a
population level, such as lossof genetic diversity, which are not predictable based only on the
knowledge of non-genetic toxicity medhanisms. Several anthropicaly-originated compounds
tend to adsorb into the organic material of the sediment and to become ncentrated over
time. Environmental contaminants tend to be more dosely asciated with the fine portion of
sediments (silt or clay) than with the grossone (sand or gravel). The present study evaluated
the mutagenic and cytotoxic ectivity of moderately polar extrads of sediments at three points
in 5 samplings in 1999 and 2000in Bom Jardim Stream, which drains the region of the
Petrochemicd Complex, Triunfo — Rio Grande do Sul. For mutagenic and cytotoxicity
analysis it's used the Salmonella/microsome microsuspension method assay. Grain size
analysis siowed a smaller amount of fine-particles on average in front of the complex, this
also being the sampling point with the lowest percentage of extraded organic material. Low
mutagenic adivity was observed at the different sites gudied, ranging from 3.3% to 8.3%, and
the g/totoxic adivity isthe most significant in that areg ranging from 20% to 40%, adding up
the results of the asays in the presence and absence of external metabolization. The points
with highest contamination are located in front of and downstrean from the industrial areg
with a gradual and seasonal distribution of the responses as the site gproades the stream
mouth. In assays performed in the @sence of a hepatic metabolization fradion, the responses
for mutagenesis and cytotoxicty were more frequent, frameshift error type damages being

seen most often. Mutagenic and cytotoxic adivity in sediment samples proved important to



determine environmental quality, despite the fact that the chemical composition of this matrix
is very complex. The Salmonella/microsome assay monitoring molecular damage and
especialy cytotoxicity, was an important tool to diagnose the presence of pollutants. The
possibility of evaluating early damages using this assay promotes the improvement of
environmental quality and motivates actions to preserve the genetic heritage of fauna and

flora affected by anthropic activity.



1. INTRODUCAO

O aumento da industridizacédo e o desenvolvimento ecndmico conseguientemente
geram uma demanda maior na producéo de dluentes nos processos produtivos. Estes rejeitos
se @ngstituem em preocupacd® tanto para 0 setor produtivo quanto para 0s 0Orgaos
responsaveis pela protecé ambiental, devido aos custos de seu tratamento e de sua disposicéo
final no ambiente, pondo em risco os rios utilizados como depositarios finais do lixo e
efluentes gerados, industriais ou urbanos, que podem ser acumulados nos sedimentos.

O sedimento é uma parte integrante e ©mponente dos ecossstemas aquaticos,
servindo como habitat para muitos organismos. Apresenta-se também como um reservatorio
de poluentes e, portanto uma fonte potencial de cntaminac¢é@ da @luna d’ agua eorganismos
(USEPA, 200]). Alguns compostos de origem antropica tendem a alsorver no material
organico do sedimento, sendo concentrados ao longo do tempo.

Poluentes ou compostos quimicos diversos lancados nos reaursos hidricos formam
uma mistura complexa de dificil diagnostico tanto em nivel quimico quanto eaotoxicoldgico.
Um grande nimero de trabalhos em diversas abordagens, estudando éaguas superficiais,
intergticiais e sedimentos, tém constatado a @ntaminacd destes reaursos por misturas
complexas de substancias téxicas e indutoras de dano genético (Loper, 198Q Meier, 1988
Vaent, 1990 Houk, 1992 Stahl, 1991 Vargas, 1992 Claxton et al., 1998 Vargas et al.,
1993 2001a). Compostos deste tipo podem apresentar ampla distribuicéo no ambiente, sendo
detedados também em amostras de a e solo (Miguel et al., 1990 Rosenkranz, 1996
DeMarini et al., 1994 Sato et al., 1995 Vargaset al., 1998 2003.

Vargas et al. (2001b) referem que o acidmulo de mutagdes, alteragdes incorporadas ao
patriménio genético de cédulas maticas e germinais, pode caisar reducéo de populagdes

naturais que sio critices para a caela dimentar, pondo em risco a sobrevivéncia de



determinadas espédes e detar a riqueza ediversidade da fauna eflora locd. Embora o dano
causado pela montaminac@® quimica ocorra an nivel moleaular, existem efeitos emergentes
populadonais, tais como alterac® da diversdade genética que ndo € previsivel com base
somente no conhedmento dos mecanismos de toxicidade ndo genéticos. JA a &posicéo
humana a ess agentes genotoxicos através da ingestdo, por via respiratoria ou pelo contato
cuténeo, pode promover conheddos efeitos a salide. E bem documentado que mutagbes tém
um papel importante no proces® de cacinogénese, potenciaidade teratogénica e podem
promover a devacé® das taxas de vérias doengas degenerativas (Connel, 1987 Vargas, 1992
Claxton, 1997 Bicckham et al., 2000.

Amostras ambientais representam uma mistura mmplexa de substancias orgéanicas e
inorganicas que pode gerar compostos com propriedades genotéxicas. Os efeitos no genoma
dependem da composicédo da mistura, da cgaddade de biotransformacd e das interagdes
entre os diferentes compostos presentes na anostra eno material bioldgico.

A atividade genotdxica de substancias puras ou misturas pode ser avaliada dravés de
diferentes testes, tais como o0 ensaio Salmonella/microssoma em seus diversos métodos (pré-
incubacé, incorporac@® em placa emicrossuspensdo ou de Kado). Este teste ja é utilizado
por agéncias de @ntrole anbiental do Brasil (FEPAM/RS — Fundacd Estadual de Protecé®
Ambiental Henrique Luis Roesder do Rio Grande do Sul, CETESB/SP — Companhia de
Temologia de Saneanento Ambiental de Sao Paulo) e normatizado internadonalmente por
diversos paises (USEPA - United States Environmental Protedion Agency, 1985 Canadd,
1986 UKEMS - United Kingdom Environmental Mutagen Society, 1989 1990e 1992 FDA
— Food and Drug Administration, 1993 ICH — International Conference on Harmonization,

1995 OECD - Organization for Economic Co-operation and Development, 1997).



1.1. Aplicabilidade do ensaio Salmonella/microssoma para avaliar mutagenicidade

em estudos ambientais

O estudo da mutagenicidade de amostras ambientais utilizeando o0 ensaio
Salmonella/microssoma tem sido objeto de pesquisas com o desenvolvimento de programas
colaborativos (Claxton et al., 1987 1991, 1995 buscando a selecd® de metodologias que
apresentem resultados comparaveis entre diversos laboratorios, em diferentes paises. Este
ensaio tem sido escolhido como metodologia basica para estudo de amostras ambientais
devido a0 seu amplo uso e ntinuo aprimoramento.

Em revisdo da literatura, Vargas (1992 destacaos estudos de avaliac® mutagénica
por teste de Ames (Salmonella/microssoma) em reaursos hidricos, redizados no Brasil, nos
estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo. Estes trabalhos revelam atividade mutagénica
em agua bruta, tratada e orpos de &ua receptores de dluentes industriais (Martins, et al.,
1982 Sanchez et al., 1988e Vaent, 1990 no estado de S&o Paulo. No Rio Grande do Sul, em
estudos na &eade influéncia de Complexo Petroquimico, abrangendo efluentes industriais e
amostras de aua do rio Cai, os autores também verificalam a presenca de dividade
mutagénica (Vargas et al., 1988 1993 1995. Ainda devem ser destacalos os estudos da ac®
de metais pesados na dividade genotdxica en amostras de &ua e sedimento de reaursos
hidricos no Rio Grande do Sul (Vargas et al., 2001a), bem como em diagndsticos relativos a
contaminacd do compartimento atmosférico (Vargas et al., 1998 Ducati et al., 2001).

Os ensaios envolvendo microorganismos permitem associar fracd® de metabolizac@®d
hepatica de organismos superiores e analisar compostos que, metabolizados, podem ser
biologicamente importantes, pela geracd ou degradacé@® de cmmpostos prejudiciais. Uma das

fragdes mais utilizadas é o homogenato de figado de rato induzido pela substancia Aroclor



1254 (mistura bifenil policlorinada-PCB), que permite o diagndstico de metabolitos que
possiem acé@ no DNA.

Entre os grupos de substancias organicas de maior redividade biolégica para
diferentes organismos estdo os PAHSs (hidrocarbonetos policiclicos arométicos), compostos
classficados pela USEPA como mutagénicas e cacinogénicas através da geracd de aluctos
no DNA (Henrer et al., 1997 Singh et al., 1998. Os PAHs apresentam-se anplamente
distribuidos (Magi et al., 2002 sendo que dguns autores referem-se a ées como marcadores
antropogénicos, pois tém como principal fonte a ©mbustdo e a pirdlise de mmbustiveis
fésweis e madeira (Canton & Grimalt, 1992 Kowalewska & Konat, 1997). Sua deposicdo no
ambiente érgpida pela asciacd®d com particulas, sendo que eta ligac@® é responsavel pelo
maior mecanismo de transporte de PAHs da superficie para a oluna d’agua esua amwmulacé
no sedimento (Gogou et al., 2000. A detecc®d e a dosagem quimica destes compostos
implicam o0 uso de garelhos de dta sensbilidade para determinar a presenca de
microdosagens biologicamente aivas com custo elevado de andlise. No entanto, ensaios
sensiveis que avaliem a presenca da substéncia dravés da dividade biol6gica @mo, por
exemplo, através da inducdo de mutacd® génica podem inferir a sua distribuicdo no
essstema

Ensaios que avdiam atividade mutagénica sdo utilizados como ferramentas na
detecc@® da presenca de compostos com potencialidade genotoxica em diferentes matrizes
ambientais, constituindo-se en metodologias importantes na adocd de medidas preventivas e

de protec& a0 emssistema.



1.2. Ensaios em sedimentos

Em gera, os contaminantes ambientais tendem a ser mais asciados com a por¢éo
fina dos sdimentos (site ou argila) do que mm a grossira (areia ou cascdho). Os
sedimentos finos originam-se, em parte, das particulas organicas suspensas que alsorvem
vérias substancias da mluna d'agua. Uma vez depositados, sdo encobertos por sedimentos
mais novos e a oluna dé&gua pode perder as ligagdes originais com as fontes de
contaminantes (USEPA, 1994. Ainda en um contexto eootoxicologico, a direcd®d e a
magnitude de alsor¢cdo de materiais particulados no sedimento podem determinar os
movimentos dos contaminantes no ambiente, sua aamulac® e sua biodisponibilidade
(Knezovich et al., 1987).

A distribuicdo de compostos quimicos nos edimentos depende, portanto, ndo somente
das fontes locas, mas também dos process naturais € aitropicos que redistribuem os
sedimentos contaminados. A qualidade do sedimento em éreas de deposicéo pode refletir a
historia dos eventos de poluicéo que ocorreram por décalas. No entanto, os resultados obtidos
de wmletas restritas a0 sedimento superficial (isto €, alguns centimetros) ndo representam
exatamente aqualidade do sedimento na série histérica € sSim, uma deposicéo receite. Desta
forma, o nimero, a posicéo e o tipo de anostras devem ser plangjados para assegurar 0S
objetivos a serem alcangados no estudo.

Sedimentos de anbientes erosivos consistem geralmente de aeia grossa ou cascdho e
apresentam uma probabilidade menor de @ntaminacd® em deorréncia da auséncia das
porcoes finas. Ja nos ambientes deposicionais onde existe uma baixa velocidade da @rrente
d’agua e ressuspensdo do sedimento, ou onde o transporte de @ntaminantes pelo fluxo
ascendente éimprovavel, a ontaminac¢é® do sedimento pode ser avaliada, coletando somente

amostras de superficie. De fato, a menos que o transporte por fluxo ascendente sga



significativo, a liberacd® dos contaminantes para a ©luna d &gua ocorrera somente na
superficie de contato ou na interfacesedimento-agua (USEPA, 1994), permitindo a exposicéo
de organismos aquéticos, animais %lvagens e humanos , somente na canada superficial do
deposito.

Historicamente, a adliacd® da qualidade do sedimento foi limitada genas a
caacterizag@es quimicas. Entretanto, a quantificaca das concentragdes dos contaminantes de
forma isolada, ndo possbilita obter informagdes suficientes para avaliar as interagdes entre 0s
produtos quimicos e os organismos, a biodisponibili dade dependente do tempo e os potenciais
efeitos adversos a0 emssstema. Portanto, a avaliac® quimica de forma isolada gresenta
limitagdes em sua habilidade de prever a toxicidade de misturas complexas (Brouwer et al.,
1990 Samoiloff et al., 1983 Houk, 1992. A avdiagg do risco potencial destes
contaminantes &, freqlentemente, associada a &alises quimicas e/ou bioensaios de laboratério
onde o foco principal de resposta é aposshili dade de toxicidade ayuda (White et al., 1996 e
cronica Contudo esta resposta somente representa o0 primeiro nivel de impado sobre o
emssstema aguético (Van Coilli e et al., 1989 De Raa et al., 1985. E conheddo que muitas
descagas industriais contém substancias que ndo desencadelam um efeito agudo nos
organismos alvo, mas $0 capazes de reduzir, ao longo do tempo, a sua sobrevivéncia, através
de danos ao genoma, a céulas ssmaticas ou mesmo germinais (Houk, 1992).

Bioensaios para avadliar toxicidade en amostras de sedimento sdo témicas
relativamente novas, utilizadas em avaliagdes de risco emldgico. Os primeiros testes neste
tipo de anostras foram desenvolvidos no final dos anos 60 e inicio dos 70 em decrréncia dos
interesses de @rporagdes em dragar material contaminado e a onveniéncia an depositar seus
rejeitos em mananciais hidricos (USEPA-USACOE, 1977. No fina da décala de 80, houve

um aumento importante an sua utilizac@ em diagnéstico ambiental (Burton, 19917).



O objetivo de um teste de toxicidade no sedimento € determinar, iniciamente, se ete
pode ser potencialmente prejudicial a organismos aguaticos. Estes organismos aquéaticos
medem respostas bioldgicas diretamente, esclarecendo efeitos toxicos interativos de misturas
complexas de @ntaminantes no sedimento (Kemp & Swartz, 1988. Testes de toxicidade em
sedimento podem ser utilizados com diferentes finalidades, como por exemplo: definir areas
contaminadas; investigar as interagdes entre 0s contaminantes; determinar o reladonamento
entre os efeitos observados e abiodisponibili dade de substancias toxicas, determinar 0 padréo
espada e a distribuicdo temporal da toxicidade; avaliar perigos em meteriais dragados;
monitorar a dicada de a@es de remediacd e gerenciamento do ambiente.

Varios métodos foram desenvolvidos para avaliar a toxicidade do sedimento. Estes
procedimentos variam na mplexidade, desde testes de aurto prazo para letaidade, que
medem efeitos de substancias quimicas individuais em uma Unica espéde, até testes de longo
prazo, que determinam os efeitos de misturas quimicas na estrutura e na funcd das
comunidades. Estes méodos podem incluir o sedimento inteiro, 0 sedimento suspenso, 0s
eluatos ou os extratos quimicos de sedimento (Lamberson & Swartz, 1992 Burton , 1997).
Burton (1992 fornece uma revisdo detalhada de métodos para avdliar a toxicidade do
sedimento, suas vantagens, desvantagens, bem como consideragbes reladonadas as etapas de
amostragem. Na literatura, estd descrito um grande programa de estudos redizados pela
USEPA (1999, referindo que amanipulac® ou 0 armazenamento de anostras de sedimento
total podem alterar a biodisponibilidade de mntaminantes, sendo que estas alteragdes podem
afetar substancialmente atoxicidade. Entretanto referem que o armazenamento de amostras
coletadas a 4°C por diversos meses parece ndo resultar em mudancas sgnificaivas na
guimica ou na toxicidade. Contudo, alguns autores (Burton , 1991 Stemmer et al. 1990
mostraram que podem ocorrer alteragdes no sedimento, dentro de dias ou semanas, de a®rdo

com a naturezaquimicado contaminante. Sedimentos contaminados por compostos organicos



ndo idnicos, semivolateis mudam pouco com 0 armazenamento a 4°C, por posslir uma
resisténcia relativa a biodegradacé® e a asor¢cdo aos lidos. JA os metais e os metaldides
podem ser afetados através da mudanca de potencial redox, oxidacd@® ou metabolismo da
fauna microbiana (como ocorre @m 0 arsénico, selénio e mercurio, 0s quais 80 metilados
por véarias badérias e fungos), implicando em uma andlise mais cuidadosa erépida, sem que
haja muita manipulacé das amostras.

E importante destaca que o fradonamento quimico do sedimento para andlise tem a
propriedade de separar grupos de mmpostos por afinidade organica adeterminados lventes,
permitindo simplificar a mistura de substancias presentes no extrato e fadlitar a observacé
das respostas quimica ebiologica A identificac® de substancias quimicas espedficas como
resposta para aividade genotdxica en amostras ambientais € bastante dificil, uma vez que
poucos compostos estdo presentes em altas concentragdes. Raramente as substancias mais
abundantes causam atividade genotdxica (Stahl, 1991). Muitas vezes, a ac® ndo pode ser
atribuida a @mpostos espedficos da mistura, mas a um conjunto de propriedades e interagdes
guimicas da anostra wmo um todo (McGeorge et al., 1983 Vargas, 1992. Estudos
asociando o0 ensaio Salmonella/microsoma e o fradonamento quimico de amnostras tém
evidenciado que uma grande parte da dividade mutagénica de vérias misturas complexas é
causada por compostos de uma dasse ou de poucas classes quimicas presentes (DeMarini et
al., 1994 Vargas et al., 1995 1998 e 20019). Portanto, a utilizac® de estratégias de
abordagem distintas para o estudo da amostra ambiental, asciadas a diferentes ensaios
sensiveis a cetos compostos, pode permitir a maior predsdo na determinacd de componentes
da mistura dravés do seu efeito bioldgico.

Partindo destes principios, a etrac® de cmpostos organicos por fradonamento

guimico associado a andlise bioldgica de genotoxicidade, fornece uma resposta pratica na



identificac@® de &eas contaminadas e na busca de medidas saneadoras, representando etapa

importante no diagnostico ambiental.

1.3 Informacfes relevantes das principais fontes poluidoras

O presente estudo avaliou a dividade mutagénica de sedimentos da regido do
Complexo Petroquimico do Sul. Implantado em 1982 no tredho final do Rio Cai (Triunfo,
Rio Grande do Sul), este ammplexo industrial ocupa uma geade 3.600 hedares, empregando
6.300 pesas, aproximadamente. O Complexo Petroquimico possui um sistema cetral de
tratamento de dluentes liquidos, sendo que estes 90 separados em trés correntes distintas -
organica, inorganica epluvial ndo contaminada. Apés pré-tratamento nas proprias industrias,
os efluentes 80 encaminhados ao Sistema Integrado de Tratamento de Efluentes Liquidos
(SITEL). Os efluentes orgéanicos, inicidmente, passam por tratamento primario, com a
remocéo do material grosseiro e aeias, seaundario, com degradac@® bioldgica por sistema de
lodo ativado; e tercidrio, com tempo de residéncia an sistema @mposto por oito lagoas de
estabili zac® (LE; a LEg) dispostas em série.

Os efluentes inorganicos, constituidos principalmente por aguas de purgas das torres
de refrigerac® e dluentes da unidade de desminerdlizac® de &ua, sdo equalizados e
integrados aos efluentes orgénicos na LE; sofrendo apenas tratamento terciario. A Le
Estadual 7.691, de 1982 (Rio Grande do Sul, 1982, dispbe sobre os procedimentos de
disposicédo do efluente liquido tratado deste Complexo, que g0s o Ultimo estagio de
tratamento (LEg), € apergido no solo (Figura 3.5), onde sofre os efeitos da esaporac,
evapotranspiracd® e infiltracd ou percolac@® no solo. A aspersio no solo € utilizada en duas

areas de 100 hedares, sendo que 0 uso da primeira iniciou-se an 1983. A outra aeapasou a



ser empregada a partir de 1993, nas proximidades do arroio Bom Jardim. No ano de 2000,

foram aspergidos no solo cerca de 6.871.000 m® de efluentes tratados (FEPAM, 2000).

Figura1l.1: Aspersores de dluentes liquidos no solo.

As aguas pluviais ndo contaminadas 80 conduzidas para trés badas de acmmulacé e
seguranca e posteriormente, ao rio Cai. Se ocorrer eventual contaminacgé, as badas dispdem
de dispositivos para retencéo destas &guas, sendo encaminhadas para diluicéo ou tratamento
adequado. Estas badas recdoem, como contribuicdes, aguas pluviais provenientes da deade
estocagem e manuseio do cavao empregado nas cddeiras (bada 3); dgua excedente das
unidades de reauperacé® de dnzas do carvéo (bada 4); e lodo da estacé® de tratamento de
aguas do Complexo Petroquimico do Sul (bada 7).

Os rgeitos lidos produzidos no Complexo tém sua destinac@® fina no Sistema
Centralizado de Controle de Residuos Solidos (SICECORS). Em fun¢éo dos riscos potenciais
a0 meio ambiente, os residuos lidos s0 classficados (comuns, inertes ou potencialmente
perigosos) e dispostos em aterros snitérios, em valos de tratamento e disposicdp, em
tambores ou nas fazendas de lodo. As cinzas geradas nas cddeiras com a mmbustdo de
cavao mineral sdo reutilizadas em procesns de obtencd de dmentos, as lamas de

caalisadores $i0 confinadas em valas impermeabilizadas, e o lodo ativado resultante do



tratamento seaundario € injetado subsuperficiamente no solo, na &eadas fazendas de lodo.
Liquidos percolados resultantes da &ea do SICECORS sdo coletados em uma bada de
aamulacé e encaminhados para tratamento.

Durante o projeto FEPAM/PADCT/FINEP (FEPAM, 2002 foram levantados os
principais usos do solo da microbada em estudo. Esta avaliac® apontou que, na &ea
predominam 0s campos, sendo a peau&ria e a gricultura de subsisténcia a principais

atividades econémicas, além do extrativismo vegeta e dos reflorestamentos (figura 3.6).
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Figura 3.6: Mapa de usos do solo da microbada do arroio Bom Jardim.

FONTE: FEPAM, 2003

A FEPAM tem desenvolvido um programa de avaliac@® ewmtoxicoldgica desta aea
desde 1983 No periodo de 19831997 foram redizados varios estudos, abrangendo os
compartimentos aguatico e adeo, que ersidenciaram liberac@® de substancias genotoxicas,
citotoxicas e wom atividade toxica abnica em organismos de diferentes niveis bioldgicos

(Vargas et al., 1988 1993 1995 Vargas, 1992 Lemos et al., 1994 FEPAM, 1997). Até o



momento, porém, o sedimento ainda ndo fora objeto de estudos para avdiar a presenca de
sustancias com agdes mutagénica e @otoxica

A asciacd®d entre estudos de mutagenicidade de amostras ambientais de diferentes
compartimentos, incluindo os sdimentos, é importante, considerando que:

- as substéncias % dispersam nos essstemas de aordo com suas propriedades
fisicas e guimicas e nestes interagem entre sl e cm os diferentes organismos,

- 0 nivel de xposicdb a agentes genotoxicos geralmente sdo baixos e por longos
periodos, com posshili dade de bioaaumulacé e biotransformaca;

- a posshilidade de avdiar de forma comparativa, utilizando ensaios diretos ou
asociando sistema de metabolizac® hepatica externa, permite uma etimativa do efeito da
poluicdo industrial sobre populagdes agudaticas naturamente epostas e uma possvel
repercussio em memiferos e na caleia dimentar;

- a dividade mutagénica pode detar populagdes mais susceivels, diminuindo a

variabili dade genéticada populacé locd.



2. OBJETIVOS

O presente estudo € parte do Projeto “Estratégias Ecotoxicoldgicas de Avaliacé de
Risco, FEPAM/EcoRISCO/PADCT/FINEP” atuamente em finalizaca na FEPAM.

Os objetivos espedficos deste trabalho buscaram:

- avdiar a dividade mutagénica e @otéxica do sedimento do arroio Bom Jardim
através do ensaio Salmonella/microssoma, pelo método de microssuspensio, em presenca e
auséncia de sistema de metabolizac@® exdgena;

- determinar o comprometimento da &ea en relac® aos compostos com agdes
mutagénica e @totoxica avaliando suas distribuicbes espadal e temporal;

- subsidiar o Org&o de Prote¢@® Ambiental do Estado na avaliac® do impado de risco

da &eade maior influénciado Complexo no ambiente.



3. MATERIAISE METODOS

3.1. Pontos de amostragem

As amostras de sedimento foram coletadas em trés locas (Figura 3.1) definidos
aravés de trabaho de canpo, no aroio Bom Jadim  (Projeto

FEPAM/EcoRISCO/PADCT/FINEP em finalizac®):

Figura3.1: Mapa da &ea eseus pontos amostrais.

FONTE: FEPAM, 2003

- Ponto BJn (referéncia) (669748MN; 455403.) — Acude formador do arroio Bom Jardim,
locdizado a montante da &ea de apersdo do efluente fina liquido tratado oriundo de

atividades petroguimicas (Figura 3.2).



Figura 3.2: Ponto BJn

- Ponto BJO02 (66991530N; 4623184L) — Locd em frente a &eade aspersdo do efluente
liguido tratado, recébendo ainda a ontribuicdo da drenagem da &eade disposicéo da fazenda

de lodo e residuos lidos (Figura 3.3).

Figura 3.3: Ponto BJ0O02

- Ponto BJOOO (66990956N; 4645960L) — Foz do arroio Bom Jardim préximo ao Rio Cai,

receoendo contribuicéo de &uas de drenagem provenientes das areas de disposicéo fina do



efluente liquido, da fazenda de lodo e do sistema integrado de tratamento de rejeitos do Pélo

Petroquimico (Figura 3.4).

Figura 3.4: Ponto BJOOO

3.2. Coletas

As coletas foram redizadas, nos trés locas descritos, durante o ano de 1999 (verdo em
janeiro, outono em abril, inverno em julho e primavera en outubro) e 2000 (somente veréo
em novembro). Nas amostragens, foi utilizado um sistema wletor em PVC de 100mm de
diametro em formade “L” (figura 3.7). Consistiu em 2 a 3 passagens do coletor no sedimento,
sendo a anostra homogeneizada an bandgja, sendo armazenado em media 1kg ce anostra.
As amostragens foram redizadas pela equipe do Setor de Amostragens da Fundacé Estadual
de Protec® Ambienta de a®rdo com o APHA (1992. Foram coletadas amostras de
sedimento superficial, representando uma deposicéo receaite, sendo estocadas em camara fria

(4°C), a0 abrigo da luz &é a e&tracd® quimica e posterior andlise de mutagenicidade e

citotoxicidade.



Figura 3.5: Coletor em PV C utilizedo nas coletas.

3.3. Extracdo de acompostos quimicos organ cos

3.3.1. Extracdo Umida ke sedimento

A extracd® de compostos organicos foi adaptada de White et al. (1998 e redizada por
espeddista de &ea de quimica participante do grupo de pesgquisa. As amostras foram
homogeneizadas, sendo retirada uma diquota de 50g, aaescida do solvente diclorometano
grau pesticida (100ml) e submetida a etracé por ultra-som (Thornton — GA/TA, 4 ciclos de
3 minutos). Os extratos foram pré-filtrados em 1a de vidro e sulfato de sodio anidro, sendo
filtrados em coluna aomatografica (sulfato de sddio anidro e cdite 545). Posteriormente a
amostra foi concentrada @&é um volume groximado de 15ml em aparelho concentrador
rotatério (rota-vapor a 40°C — Yamato RE 52). Nafigura 3.8 estd goresentado um esquema da

extracd redizada.



Os extratos concentrados foram acondicionados em tubos de kuderna danish
graduados, retirando-se uma diquota de 1ml para a determinagd® do material orgéanico
extraido. Neste proces, a anostra foi submetida a secagem em estufa a 100°C sendo a
massa determinada por diferenca en balanca detronica anditica de dnco casas dedmais
(Sartorius BP211D). Os extratos foram acondicionados a temperatura de -4 °C, até o

momento da andlise. Todos as extragdes foram redizadas na Divisdo de Quimicada FEPAM.

Figura 3.6: Diagrama de redizac@® da extrac@® Umida de sedimento.

3.4. Andlise de grandometria

A andlise granulométrica do sedimento foi redizada no Laboratorio do Centro de
Estudos Costeiros, Ingtituto de Geociéncias da UFRGS. A granulometria do sedimento
consistiu na separacd das principais classes texturais dos sdimentos gross e finos. Para 0s

sedimentos gross (> 0,0625 mm), foi empregado um conjunto de peneiras sgundo as



escdas de Wentworth/Krumbein (Wentworth, 1922 Krumbein, 1934 e, para os sdimentos
finos (< 0,0625 mm), correspondentes as fragdes slte e agila, foi empregado o método da
pipetagem (figura 3.9), baseado na lel de sedimentac@® de Stokes (Stokes, 1851), sendo

classficados como cascdhos, areias, site e agila

Figura 3.7: Andlise granulométricade materiais finos

3.5. Avaliacdo damutagenicidade

3.5.1. Principio dométodo

O ensaio de mutagenicidade en Sdmonella typhimurium foi desenvolvido por Ames

(1971, sendo revisado por Maron & Ames (1983 e modificado por Kado et al. (1986

criando o método de microssuspensdo. Na literatura, foram ainda publicadas revisdes por



Gatehouse et al. (19949 e Mortelmans & Zeiger (2000. O mecaiismo basico do teste &
determinar alteragdes na moléaula de DNA, no operon da histidina, causadas por mutagdes
reversas para prototrofia, tendo como marcador o requerimento a este aminoaddo, sendo
possvel detedar mutagdes do tipo erro no quadro de leitura esubstituicdo de pares de bases
(figura 3.10). Sao utilizadas diferentes linhagens derivadas da parental LT-2 modificadas

geneticamente (tabela 3.1).

Tabela 3.1: Linhagens baderianas utili zadas no ensaio de mutagenicidade.

Sitio da mutacdo histidina Mutacdo dee@o plasmidios Tipos de
Cepa hisD6610 hisG46 hisD3052 rfa uvrB fator R Danos
TA 97a + - - + + + Erro no quadro
TA 98 - - + + + + deleitura
TA 100 - + - + + + Substituicdo
TA 1535 - + - + + - Pares de bases

Legenda: (-) auséncia e(+) presencado genotipo.

FONTE: Vargaset al., 2001 (modificado).

Figura 3.8: Diagramas do mecanismo de ac® de mutagdes do tipo substituicéo de pares de
bases (@) e dedocamento do quadro de leitura (b)

FONTE: Vargaset al., 2001b.




3.5.2. Controle dos marcadares genéticos dos organ smos bioindicadares

As caaderisticas genéticas das linhagens baderianas necesstam ser verificadas a
cada dois meses, ou quando suas caaderisticas ® dteram espontaneanente. Os ensaios

verificam a manutencéo de:

- Dependéncia ahistidina e abiotina
Aliquotas das culturas 0 estriadas em placateste, contendo biotina, e em placa
controle, com 0,1 ml de histidina (0,1 M) e de biotina (0,5 mM). Ap6s incubacé a 37°C, por

24h, deve-se observar auséncia de aescimento nas placas-teste.

- Presencade plasmidios

A resisténcia a anpicilina é detedada pela presenca do plasmidio pKM101 qe mntém
0 gene mucAB. Culturas resistentes e sensiveis $0 estriadas em placas agar nutriente acescidas
de ampicilina. Apds incubacd® a 37° C, deve-se observar o crescimento das linhagens

portadoras do plasmidio de resisténcia.

- Permeabili dade da membrana plasmatica (mutaca rfa)

A permeabilidade cdular a um nimero maior de mMpostos quimicos € devida auma
mutacd® génica induzida, que dtera a canada lipopolissacaidica da membrana cdular
baderiana. Uma diquota de 100 pl das linhagens, em égar de superficie (45°C), é semeala
em placa &ar nutriente. Em pequeno disco de papel filtro estéril, colocado no centro da placa
é alicionado 10 pl de solucédo de aistal violeta. Apds 12 horas de incubacéd, a 37 °C,

observa-se na de inibicd do crescimento.



- Mutacd® uvrB

O sstema de reparo de excisdo baderiano foi alterado através de mutacd® génica
induzida tornando-o mais snsivel a cetos tipos de aentes mutagénicos, devido a
impossbilidade de correc@® do evento mutadonal. Estrias de aulturas com a mutac@® uvrB sdo
redizadas em placa agar nutriente. Metade da placa € oberta, sendo a outra irradiada com luz
UV (15 W-germicida) a distancia de 33 cm, por 8 (TA100 TA98, TA97a) ou 6 segundos
(TA1535. Apds incubacéd de 12-24 horas, a 37° C, deve-se mnstatar crescimento na metade

ndo irradiada da placapara as linhagens.

- Mutac® espontanea einduzida

A repetibilidade do ensaio, ao longo dos anos, estabelecau faixas de revertentes tanto
induzidas como esponténeas. As linhagens s0 testadas em presenca e aséncia de fracé
SOMix. Mortemans & Zieger (2000 apresentam como valores histéricos acetavels em
revertentes/placa (-S9): TA97a (75200, TA98 (20-50), TA100 (75 —200), TA1535 (5-20);

(+S9): TA97a (100-200), TA98 (20-50), TA100(75-200), TA1535(5-20).

3.5.3. Ensaio de mutagenicidade

Os protocolos mais empregados na detecc® de mutagenicidade utilizan o ensaio
Salmonella/microsooma. Kado et al. (1986 desenvolveram uma modificac® no ensaio
original, possbhilitando seu uso para avaliacd® de pequenas quantidades de amostra. Esta
variacd inclui um periodo de pré-incubacé de 90 minutos, a 37°C, elevando a sensibili dade
para dguns compostos e édenominada de método de microsauspensdo ou Teste de Kado. A

cultura baderiana (crescida en meio nutriente espedfico, por periodo de 16 horas), tem sua



concentrac@® determinada por espedrometria en 0,35-0,40 de asorbancia no comprimento
de onda de 650nm, representando uma densidade de 1 a 2x10° cdulas por ml. Apés este
procedimento, é redizada a oncentracd® da alltura baderiana por meio de centrifugacé a
10.000g mr 10min a 4°C, ressuspendendo-se o predpitado em volume 10 vezes menor
(cultura al a 2x10'“ cd./ml). Cada uma das dosagens que mmpde a airva dose-resposta
(2,5u0; 10ug; 40ug e 80ug) dos extratos de sedimento é pré-incubada juntamente com uma
aliquota de 10Qul da aultura baderiana (por 90 minutos), sendo, posteriormente, solidificada
em placa de meio restritivo por meio de uma solucéo de &jar de superficie, contendo tragos
de higtidina e biotina. A concentrac@® de histidina alicionada € necessiria para & primeiras
divisdes cdulares, formando uma linha de base de aescimento baderiano, mas ndo suficiente
para produzir colénias individuais. As placas 0 incubadas no escuro, por 72 horas, a
temperatura de 37°C, em estufa baaerioldgica (figura 3.11). Apos este periodo, 0 nimero de
col6nias revertentes por placa éregistrado em protocolo espedfico. Os ensaios 0 redizados
com luz amarela para prevenir a fotoativacé e fotodesativaca das sibstancias. Em todas as
baterias, sdo adicionados os controles negativos para titulac® da cepa (meio nutriente
liguido), o solvente utilizado no ensaio, os controles positivos ( azda sodica- AZS, CASRN.
2662822-8; 2-aminofluoreno - 2AF, CASRN. 153 78-6 e 4-nitroquinoleina-1-oxido - 4NQO,
CASRN. 56-57-5), de aordo com a cga e o tratamento utilizado e os controles de
esterilizac@® necessarios.

Os ensaios s0 redizados, pelo menos em dupicaa, com repeticéo da aurva dose-
resposta, em presenca e aséncia de um sistema de divaca® metabdlica exdgeno obtido a
partir de teddos de mamiferos. O sistema mais comumente utilizado é obtido a partir de
figado de rato Sprague-Dawley, induzido pela substancia Aroclor 1254 (mistura bifenil

policlorinada-PCB), produzido por centrifugac® a 9.000g resultando na fragcd® S9 de



enzimas microsomais hepaticas (Maron & Ames, 1983. A frac® utilizada no presente
trabalho foi adquirida mmercialmente sob forma liofilizada (MOLTOX S.A.).

A redizac® de ensaios em presenca e aséncia de fracd® S9 permite o diagnostico
dos compostos que possiem acd direta no DNA e dos que requerem um sistema de
metabolizac® de mamiferos para serem ativados, ou sgja, mutégenos de ac® indireta ou pro-
mutégenos. E importante destaca que dguns compostos com acd direta podem ser
desativados pelo sistema metabolico atuando como protetor biolégico (Weisburger, 1999.
Os ensaios foram redizados no Laboratdrio de Mutagénese Ambiental da Divisdo de Biologia

da FEPAM.

Figura 3.11: Esquema do método de ensaio de determinacd de mutagenicidade.



3.5.4. Ensaio de dtotoxicidace

A citotoxicidade da substancia testada pode ser um interferente importante no ensaio
de adiac® mutagénica, mascaando resultados e gerando falsas respostas negativas,
devendo ser avaliado concomitantemente. No ensaio de dtotoxicidade, a mistura cepa
amostra édiluida cmm tamp&o fosfato a uma mncentracé de 1 a 2x107 cdulas/ml e semeada
em meio nutritivo completo, sendo 0 nimero de mloénias registrado apos incubagé por 72
horas, a 37°C (Vargas et al., 1988. Os ensaios foram redizados no Laboratério de

Mutagénese Ambiental da Divisdo de Biologia da FEPAM.

3.5.5. Avaliacdo dcs resultados

3.5.5.1. Calculo doindicede atividade mutagénica (IM)

Para deitos de mmparac@® entre diferentes amostras, foi cdculado um indice de

mutagénese. Este foi obtido através da raz@® entre a média de revertentes por placa da

amostra testada e amédia do nimero de revertentes esponténeos observados no ensaio,

segundo Vargas (1992:

Meédia de revertentes/placada anostra

Meédia de revertentes/placado controle negativo



3.5.5.2. Calculo do percentual de sobrevivéncia cdular

A resposta foi comparada @ numero de colénias observadas em ensaio redizado
frente a anostra e @ controle negativo da bateria de testes. Uma taxa menor do que 60% de

col6nias obreviventes na anostra an relacé ao controle indica dtotoxicidade.

Sobreviventes da anostra

Sobreviventes do controle negativo

3.5.5.3. Critérios de avaliacdo doensaio

Resposta Mutagénica O critério final a ser utilizado parainterpretacé e avaliac@® dos
resultados neste ensaio, leva en considerac@ o valor de reversdo igual ou maior do que duas
vezes a taxa de mutacd esponténeada linhagem, a significancia entre a dosagens (ANOVA,
p <0.05) e a wrva dose-resposta reproduzivel com inclinagd significantemente positiva (p <
0,05) avaliadas pelo programa SALMONEL (Myerset al., 1997).

Resposta Indicativa de Mutagénese: A amostra foi considerada indicaiva de
mutagenicidade quando apresentou dues vezes a mutacd espontanea ou ANOVA e relacé®d
dose-resposta significante (p < 0,05).

Resposta Citotoxica A amostra € onsiderada dtotdxica quando a sobrevivéncia
cdular for inferior a 60% daguela observada no controle negativo.

Resposta Negativac A amostra € dassficada wmo negativa quando apresenta
mutagenicidade menor do que duas vezes 0 valor espontaneo, curva dose-resposta nao

significante e @saio de sobrevivéncia cdular maior do que 60%.



3.5.5.4. Expressio ke resultadcs

As respostas para aividade mutagénica podem ser apresentadas b forma do nimero
de wmlbnias revertentes HIS+/placa de indice de mutagénese e revertentes induzidos por
unidade de amostra testada

As respostas para dividade dtotoxica sdo apresentadas em percentuais de

sobrevivéncia da anostra en relacé ao observado no controle negativo.

3.6. Avaliacdo edtatistica

3.6.1. Avaliacdo edtatistica dacurva dcse-resposta doensaio de microssuspensao

As curvas dose-resposta obtidas no ensaio Sdmonella/microssoma sdo avaliadas por
uma série de andlises e modelos estatisticos (Claxton, 1997). Entre estes € bastante utilizado e
aceto internadonalmente o programa SALMONEL, elaborado por Myers et al. (199]) e
descrito em Vargas et al. (1993. Este programa prevé que arelacd® dose-resposta destes
ensaios, em qualquer das linhagens utilizadas ou condicdes de metabolizac®, pode ser
enquadrada em pelo menos quatro modelos de regressio: CONSTANTE y = b; LINEAR y =
bx+a; LINTOX1 (linea atenuado por toxicidade exponencial simples) y = (bx+a)~T1X;
LINTOX2 (linea atenuado por toxicidade exponencial elevada a segunda poténcia) y =
(ax+b)-T2X?, Ainda, este programa @nsidera 0 modelo BERNSTEIN (Bernstein et al., 1982
gue onsiste an retirar da andise uma ou mais doses, usando somente os resultados
compativeis com 0 modelo linea.

Através desta andlise, pode-se obter o cdculo e asignificancia estatisticade:



- Andlise de variancia entre & médias do nimero de revertentes nas diferentes doses
testadas (teste F gjustado), em que valores de P menores ou iguais a 0,05 indicam diferencas
significdivas,

- Ajuste @ modelo mais aceatavel em que os valores de P indicam a probabili dade de
guste @ modelo mais adequado. Quando estes valores s0 inferiores a 0,05, o programa
somente cdcula a adlise de variancia.

- Célculo da positividade da aurva dose-resposta no qual os valores de P menores ou
iguais a 0,05 indicam que eiste inclinacd positiva na origem da airva. Quando ocorre
inclinac® podtiva dignificante na origem da arva dose-resposta, podemos levar em
considerac@® outros parametros caculados pelo programa. A inclinagé da reta na parte linea
da airva dose-resposta fornece aestimativa do nimero de revertentes induzidos por unidade
de anostratestada

O programa estabelece @nda o erro padréo e o intervalo de @nfianca de 90% desta

determinacd®. No anexo Il esta goresentado uma saida do software SALMONEL.
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Abstract

This gudy presents an evaluation of the mutagenic and cytotoxic adivity of sediment
in Bom Jardim stream, one of the cntributors to the Cai River basin, RS, Braal. This dream
recaves the indired contribution of treaed effluent from a petrochemicd industry plant. The
Salmonella/microsome asay, a microsuspension method, was used to evaluate moderatelly
polar extrads of sediment samples at three points along the stream. The grain size analysis
showed a lower mean content of fine particles in front of the cmplex, and this was aso the
sampling point with the lowest percentage of extraded organics. The bioassay results srowed
that there has been eatoxicologicd degradation of the stream as the first areaof impaad of the
petrochemicd complex on the environment. Low mutagenic adivity has been observed at the
different stes dudied, ranging from 3.3% to 8.3%, cytotoxic adivity being the most
important in the aea ranging from 20% to 40%, adding up the results of assays in the
presence and absence of external metabolization. In assays without metabolization, there were
more frequent responses for mutagenesis and cytotoxicity, with more frequent damage of the
frameshift error type. The results also showed that there was a gradual, seasonal distribution
of the responses as one gproades the stream nouth, the most compromised points being in
front of and downstrean from the cmplex. Mutagenic and cytotoxic adivity in sediment
samples has proved important to determine the environmental quality, despite the complexity
of the demicd compostion of the ewironmental matrix. Furthermore, the
Salmonella/microsome asay monitoring moleaular damages and, mainly cytotoxicity, helped
diagnose the presence of pollutants, and it is an important tool, aiming mainly at adions to
preserve the genetic heritage of the fauna and flora dfeded by anthropic adivity and the

improvement of environmental quality.



4.1. INTRODUCTION

Compounds for environmental or individual use, such as pesticides, agricultural
inputs, food additives, pharmaceuticals and chemotherapeutic agents, as well as a complex
sample resulting from the sum between the natural and anthropic contribution, have been
diagnosed as presenting toxic properties that induce genetic damage. The levels of exposure
to these agents are generally low and last a long time, with a possibility of bioaccumulation
and biotransformation, putting the integrity of the environment and human health at risk
(Vargas et al. 2001a). Chemical contamination may also cause population reduction due to
effects of somatic and heritable mutations, as well as to non-genetic toxicity, speeding up
stochastic processes in small populations due to the increased frequency of mutations, and
reducing the fitness of these individuals (Bickham et al. 2000).

A large number of studies, with different approaches, studying interstitial surface
waters and sediments have verified the contamination of sources with complex mixtures of
toxic substances that could induce genetic damage (Loper, 1980; Meier, 1988; Vaent, 1990;
Houk, 1992; Stahl, 1991; Claxton et al., 1998; Vargas et al., 1993; 2001b). Generaly, the
contaminants tend to be more associated with the fine portion (silt or clay) than with the
larger sediments (sand or gravel). The fine sediments are partly originated from the suspended
particles that adsorb several contaminants in the water column until they are deposited at the
bottom. Once they have been deposited, they are overlaid by new layers of sediments and the
watter column thus loses the original connection to the sources of contaminants (USEPA,
1994). The distribution of chemical contaminants in the sediments depends not only on
localized or diffuse sources, but aso on natural and anthropic processes that redistribute the
contaminated sediments. Sediment quality in deposition areas may reflect the history of

pollution events that occurred over decades or in arecent period in the surface layer (USEPA,



1994. A sgnificant portion of these pollutants is deposited in the sediment by adsorption,
flocaulation and sedimentation, constituting potential sources of chemicd contamination of
the water column (Bonret, et al. 2000.

It is very difficult to identify spedfic chemicds as a response to genotoxic adivity in
environmental samples, since few compounds are present at high concentrations. Rarely, the
more aundant substances cause genotoxic adivity (Stahl, 1991). Often the adion cannot be
attributed to spedfic compounds of the mixture but to a set of chemicd properties and
interadions of the sample & awhole (McGeorge et al., 1983 Vargas, 1992.

This gudy presents an evaluation of the sediment of Bom Jardim Stream, one of the
contributors to the Cai river basin in Rio Grande do Sul (RS), Brazl, which receves the
indired contribution of treaed effluents from a petrochemicad industry complex. This area
was evaluated previously using samples of surface water in a Salmonella/microsome asay,
and the presence of base pair substitution and frameshift mutagens was diagnosed (Vargas et
al., 1988 1993 1995 FEPAM, 1997. Sediment evaluation along the stream suppies a
diagnosis of the ewotoxicologicd impad on the aeg as deposit of cetan groups of

compounds with toxic and genotoxic properties over time.

4.2. MATERIALSAND METHODS:

4.2.1.Chemical substances

The mutagenic substances used in this sudy were sodium azde (AZS, CASRN.

2662822-8), dichlorometane (DCM, CASRN. 7509-2) from Merck do Braal; 2-

aminofluorene (2AF, CASRN. 153-78-6) and 4-oxide-1-nitroquinoline (4NQO, CASRN. 56-

57-5), Glucose-6-phosphate (G-6-P) and nicotinamide aenine dinucleotide phosphate



(NADP) from Sigma Chemicd Company, St. Louis, MO and dmethilsulfoxide (DMSO,
CASRN. 67-685) from Riede and Rddel. A metabolic adivaton fradion (S9 MIX)
purchased from MOLTOX (Moleaular Toxicology Inc., Boone, NC), was prepared from

Sprague-Dawley rat livers pretreaed with AROCLOR 1254

4.2.2. Sudy areas

Five samplings were performed at three points in Bom Jardim Strean, RS, Braal,
which drains the dfluent disposal areaof the Petrochemicd Complex, during 1999 (summer,
spring, autumn and winter) and 2000 (summer). The samples of surface sediment were
colleded and stored in a wld chamber (4° C), sheltered from light until chemicd extradion

was performed.

The sampling sites are defined in Figure 4.1

- Point BJn (669748IN; 455403) — One of the ponds that form the Bom Jardim
Stream, locaed upstrean from the aea influenced by the deposition of the industria
effluents.

- Point BJ0O02 (66991530N; 4623184L) - The locaion in front of the aeawhere the
treaed liquid effluents were sprayed.

- Point BJOOO (6699095%N; 4645960L) — Mouth of Bom Jardim Stream close to the
Cai River receves drainage water from final disposal areas of the liquid effluent, from the

dudge farm and integrated industrial waste treament system.



4.2.3. Wet extraction of sediments

The etradion of organic compounds was adapted from White et al. (1998. The
samples were homogenized, and a 509 aiquot was removed. Extradion was performed by
ultrasound (4 3-minute ¢ycles), using the pesticide grade solvent dichloromethane (total of
100 ml). The extrads obtained were pre-filtered in glasswool and anhydride sodium sulfate,
and filtered in a chromatographic column (anhydride sodium sulfate and cdite 545). Later the
sample was concentrated until a volume of approximately 16 ml was adieved in a rotary

evaporator (at 40°C), and the massof extraded organic matter was determined.

4.2.4. Grain Size analysis

Grain size aayss used the Wentworth/Krumbein method (Wentworth, 1922
Krumbein, 1934 and Stokes (1851) and they were dassfied as gravels, sands, st and clay.
All analyses were performed in the Sedimentology Laboratory of the Federal University of

Rio Grande do Sul.

4.2.5. Mutagenic and cytoxicity evaluation assay

The Salmonella/microsome microsuspension method assay also cadled Kado Test was
used (Kado et al., 1986 using the TA97a, TA98, TA100 and TA1535dtrains. The baderia
culture (1-2x10' cdl/ml) was pre-incubated with an diquot of the chemicd extrad of the
sediment sample for 90 min, at 37°C, and the mixture was later solidified by means of a

surface gar solution containing traces of histidine and biotin (Maron and Ames, 1983. The



plates were incubated for 72 hours at 37°C in a baderiologicd chamber. The samples were
evaluated at least in dugicae in the presence and absence of an exogenous metabolic
adivation system, S9 mix. In al assys, negative (100 pl buffer) and postive @ntrols
(sodium azde — 5ug/plate; 2-aminofluorene — 5 pg/plate and 4-oxide-1-nitroquinoline — 0.5
ug/plate) were alded acarding to the strain and treament utili zed, acampanied by a cdlular

viability assay (Maron and Ames, 1983 Vargaset al., 1988.

4.2.6. Satistical analysis

The sample was considered positive when the induced mutation values readed double
the mutagenic adivity observed in the negative ntrol, a significance between the doses
(ANOVA, p < 0.05) in the presence of a significant elevation in the dose-response relation
evaluated by the SALMONEL program (Myers et al., 1991). The sample was considered
indicative of mutagenicity when it presented twice the spontaneous mutation or ANOVA and
significant dose-response relation. In the cdl viability test, the responses were cnsidered
cytotoxic when the percentage of survival in the sample was lessthan 60% of that observed in

the negative wntrol (Vargaset al., 1993

4.3. RESULTS

The mutagenic adivity responses observed in the different sampling periods are
compared in figures 4.2 to 4.5, for assays in the asence (Figures 4.2 and 4.4) and in the
presence of exogenous metabolization (figures 4.3 and 4.5), both for mutagenic responses of

the frameshift error type (figure 4.2 and 4.3) and base pair substitution (figures 4.4 and 4.5).



Results indicating direct mutagenic activity of the frameshift error type were observed
in the assays with strains TA98 (figure 4.2), BJOOO (sampling 11) and for TA97a at BJO0OO
(Sampling 11 and 111). In assays in the presence of an exogenous metabolization fraction
(Figure 4.3), indicative mutagenic activity can be observed in a sampling of all points
evaluated BJn (1V), BJ0O02 (I) and BJOOO (I11) in strain TA98. No mutagenic activity was
observed for strain TA97a

Mutagenic activity indicating the base pair substitution type was observed at least once
at all sampling points, and was diagnosed in TA100 at BJn (1) and BJOOO (1) and at TA1535 at
BJO002 (11) for direct assays (figure 4.4). In the presence of a S9mix fraction (figure 4.5) this
type of activity was observed only for assays with strain TA1535 at BJn (V).

Generally a higher frequency of the frameshift mutations can be observed (figure 4.6)
as to the base pair subgtitution in the responses observed adding up the results of the strains
used. The most frequent responses were detected at sampling station BJO0O. The seasonal
distribution showed a decrease in the mutagenic activity throughout the sampling period
(figure 4.7) and higher activity in the absence of external metabolization (figure 4.8). The
change in the type of action of the mutagenic compounds should be noted. More direct
activity occured in summerl and autumn and during the other seasons indirect compounds
activity was seen.

Cytotoxic activity was monitored in all assays and proved to be the most significant
parameter in the area studied. Analyzing the data according to the season of the year, there
was more marked activity in summers, and it was absent in spring (figure 4.9). A gradient of
responses as summer>winter>autumn>spring may be observed. The most compromised
sampling point was BJO0O, presenting a higher percentage of cytotoxic responses. In addition,
more activity was observed in the direct assays, i.e., without externa metabolization, both

according to the occurrence at sampling points and in seasonality (figure 4.10).



The results of grain size analysis (Figure 4.11) showed that point BJO02 pesented a
higher sand content (72.65%) as compared to other sampling points (BJn-57.38% and BJO00O=
61.53%). This result consequently caused a lower concentration of compounds presenting on
the average 2 times less organic material extraded as compared to points BJn and BJOOO

(figure 4.12).

4.4. DISCUSSION

The results of grain size analysis made it possble to show the importance of the
matrix that forms the sediment in the percentage of organic compound adsorption. A lower
content of clays and silts that are more porous materials $owed a lower adsorption of
compounds, evidenced by low values of extraded organic mass (figure 4.11). Therefore, the
physicd aspeds of the sediment samples are relevant fadors for the diagnosis of the
contamination of this environmental compartment, since the demicad compounds are
asociated mainly to the fine fradion of sediments (clays and silts) (USEPA 1994). Further,
contaminated sediments may be diredly toxic to aquatic life or could be a source of
contaminants for bioacawmulation in the food chain (USEPA, 2000

The results obtained show that there is mutagenic and cytotoxic adivity dispersed
throughout the aeaof study. The main adivity of this region is petrochemicd, and the points
in front of and downstream from the aeawhere the greaest deposition of treaed effluents
ocaurs, were the sites that presented the greaest degradation of environmental quality (BJ0O02
and BJO0OO) defined by the presence of mutagenic and cytotoxic adivity. These results
observed at the mouth of the strean (BJO0OO) agree with previous gudies on surface water
(Vargas et al., 1993 FEPAM, 1997, as being the site of highest incidence of positive

responses in the Cai river basin. They also agree with the results observed in water samples



collected at the same sites and on the same collection dates, and evaluated by the classical
Salmonella/microsome test. In this associated study (Cardozo et al., 2001; Vargas et al.,
2003) a higher percentage of mutagenic samples was observed at the two sites with the
greatest environmental degradation.

In the present study, activity indicating mutagenicity was also observed at the
reference point upstream from the complex area (BJn). This activity may be related to the
atmospheric pollution generated by the complex, since the area investigated is present in the
main pollutant dispersion plume of this area (Ducatti et al., 2001). The chemical extraction of
the samples using a specific solvent enables the characterization of some types of
contaminants, as in studies by Grifoll et al.(1990) ) which related the mutagenic activity in
sediments extracted by moderately polar solvents in the presence of compounds such as
phtalic esters, aromatic amines and ketones, and substances such as nitro-PAHS, azaarenes
and aromatic anhydrides extracted by polar solvents. Fernandez et al., (1992) showed that the
sediments extracted using solvents that were not highly polar or non-polar presented a higher
number of compounds such as chlorinated pesticides and hepta and octachlorodibenzo-p-
dioxins. These authors also showed that the origin of these compounds was the oxygenation
of PAHs during combustion and or photo-oxidation of fossil materials and wood. He also
revealed that other compounds with mutagenic activity extracted by moderately polar
solvents, belong to the nitroarenes group and originate in the fuel combustion in cars. They
are more active in the presence of external metabolic activation.

The mutagenic activity observed in this study did not present high indices, varying
from 0.28 to 2.29 times the values observed in the negative control with responses that are
only indicative of mutagenicity. The linear regression analysis (Myers et al., 1991) alowed

the estimation of values of 1.38 rev/ug of the extract.



According to Vargas € al. (1999, different chemicd extradion processes do not
preserve the volatile cmpounds present in the samples. In a study of water samples from the
Cai river in an areaunder petrochemicd influence, using a spedfic processto extrad volatile
compounds, they showed that these substances could be the main agents responsible for the
mutagenic adivity observed. Therefore, the low mutagenic adivity observed in the sediments
in this areamay be related to this fador. Despite this, differences could be observed in the
mutagenic adivity between the upstream point and the stream nouth (figure 4.6), and at the
latter it was more frequent in assays with metabolic adivation. It should also be mentioned
that different types of mutagenesis were found, indicaing dfferent contributions in the aeas
sampled.

Cytotoxicity proved to be the main marker of pollution for sediment samples in the
areg showing an increasing gradient of responses as it approaches the industrial complex and
the downstream areaof the stream. This response was higher during the periods of the yea
with higher and lower mean temperatures, and was lower or absent when the weaher was
mild. Following up these analyses with chronic toxicity type asays has suppied responses
that are complementary to this gudy, evidencing this adion in Daphnia magna, in sediment
samples from the same sites and colledion dates (Felden et al., 2002.

Therefore, it is clea that the stream is undergoing emtoxicologicd degradation as the
first area of impad of the petrochemicd complex on the environment. Mutagenic and
cytotoxic adivity in sediment samples proved an important tool to determine the degradation
of environmental quality. The chemicd composition of this environmental matrix is complex
and not fully understood, alowing multiple interadions between the biotic and abiotic
components, generating synergigtic, antagonistic  and/or toxic dfeds. The
Salmonella/microsome a&say monitoring data & the moleaular level served as a bioindicaor,

helping to determine impads. This property of the asay and its use in aress with



environmental impad, alows the diagnosis of the presence of low concentrations of
pollutants that cause mutagenesis and/or cytotoxicity, serving as an dert against
environmental contamination and preventing damage to the genetic heritage of the fauna and

flora dfeded by anthropic adivity.
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Figure 4.6: Mutagenic activity according to the types of damages observed in the DNA
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5. CONSIDERACOESFINAIS:

Ao longo dos anos, foram redizados vérios estudos de avaliac® eatoxicoldgica na
areg sendo evidenciadas atividades toxica adnica genotoxica mutagénica e @totoxica nos
compartimentos ambientais aéeos e ajuéticos (Vargas et al., 1988 1993 1995 FEPAM
1997. O estudo atual mostrou a eisténcia de aividade mutagénicabaixa ssociada a éevada
citotoxicidade no sedimento desta &ea com neior resposta nas proximidades do Complexo
Petroquimico. A atividade observada foi de natureza organica e originada por compostos
moderadamente polares, causando danos principalmente do tipo erro no quadro de leitura. Foi
observada variac@® sazonal tanto na dividade dtotoxica (maior nos verfes), quanto na ac®
mutagénica A granulometria do sedimento mostrou uma maior presencade aeias que resulta
em adidmulo de diferentes sibstancias no ambiente e influencia na intensidade da resposta
biologica ena massa de material organico extraido. Portanto, 0 aspedo fisico das amostras de
sedimento € fator relevante para o diagndstico da ntaminac@® deste mpartimento
ambiental. O ensaio Salmonella/microssoma, monitorando danos em nivel moleaular, serviu
como bioindicador e auxiliou na determinac® de impados. Esta propriedade do ensaio
permite diagnosticar a presenca de baixas concentragdes de poluentes que caisam mutagénese
e/lou citotoxicidade, servindo como derta de ntaminagcd® ambiental. A elevada
citotoxicidade observada pode detar significantemente a ©munidade agudtica, sendo o
indicativo mais efetivo na definicéo das éreas contaminadas neste estudo. No entanto, apesar
dos baixos niveis de mutagenicidade, é importante aprevencéo deste tipo de dano bioldgico
de longo prazo. E importante saientar ainda, que estas amostras de sedimento apresentaram
toxicidade aénica en Daphnia magna (Felden et al., 2002 e amnostras de gua mostraram
elevado percentual de respostas mutagénicas (Cardozo et al., 2001). O acdidmulo deste tipo de

lesdo é prejudicia aos ecssstemas naturais, podendo reduzir a sobrevivéncia de organismos,



influenciar na sua reproducédo e nos sus padroes de alaptacd, e dterar o patriménio genético

das populagdes expostas.
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Scope and policy of Mutagenesis

Mutagenesis is an international multi-disciplinary journal designed to bring together
research aimed at the identification, characterization and elucidation of the mechanisms
of action of physical, chemical and biological agents capable of producing genetic change
in living organisms and the study of the consequences of such changes.

A variety of different types of manuscripts are published in Mutagenesis:

Original articles, reporting the results of fundamental and molecular studies upon the
mechanisms of induction of point, chromosomal and genomic mutations and their roles in
inherited and somatic disorders.

Papers on guidelines for mutagenicity testing of environmental agents, which
describe and discuss the techniques and quality control standards necessary for adequate
testing of environmental agents.

The results and conclusions of mutagenicity testing programmes. Authors wishing
to publish the results of extensive testing programmes are invited to submit their
complete laboratory data for inclusion in the Database Section of Mutagenesis. The
conclusions of such studies are published in summary form in the Journal and copies of
laboratory data for specific agents may be obtained directly from the Publisher, quoting
Journal reference, test system and test agent. Authors wishing to publish their data in
this section should consult the paper by Brooks, T.M., Meyer,A.L. and Hutson,D.H. (1988)
The genetic toxicology of some hydrocarbon and oxygenated solvents. Mutagenesis, 3,
227-232, for an example of the appropriate format.

Cell lines, strains, DNA probes etc. The submission to and acceptance of a manuscript
for publication in Mutagenesis implies that the authors will provide samples of such
materials as cell lines, strains, mutants and DNA probes described in their publication to
other investigators for research purposes.

Animal husbandry. Papers that report experiments involving live animals must include
a statement that the animals were treated and housed in accordance with approved
guidelines (giving the source) or supervised by an animal care committee (giving the
name) or both.

Letters to the Editors may be submitted on current topics. Such letters may cover
theoretical, social and practical aspects of mutational change, but should aim for a
concise presentation.

Reviews The Editors welcome the submission of reviews of topics covering all aspects of
mutagenic change.

All manuscripts submitted to Mutagenesis are refereed for their pertinence, content and
relevance to the scope of the journal.



Submission of manuscripts

The manuscript (the original and three copies), together with a signed conflict of interest
form http://www3.oup.co.uk/mutage/instauth/mutacon.pdf from each author, should be
submitted directly to the appropriate Executive Editor

For the American Continent: Dr ] L Schwartz, University of Washington Medical Center,
Radiation Biology Laboratory, 1959 NE Pacific, Seattle, WA 98195-6069, USA

For Japan: Dr M.Hayashi, Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of
Health Sciences, 1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158-8501, Japan.

For Europe and the Rest of the World: Prof. D H Phillips, Institute of Cancer Research,
Brookes Lawley Building, Cotswold Road, Sutton, Surrey, SM2 5NG, UK.

Submission of a paper implies that it reports unpublished work and that it is not under
consideration for publication elsewhere. If previously published tables, illustrations or
more than 200 words of text are to be included, then the copyright holder's written
permission must be obtained. Copies of any such permission letters should be enclosed
with the paper.

The final revised version of the manuscript should be returned to the editor on floppy
disk. Whilst the publishers can accept most computer and word processor disks, the
preferred combinations are either PC MS-DOS, PC WINDOWS or APPLEMAC, and either
Microsoft Word or WordPerfect. It is important to note that the disk MUST be
accompanied by two hard copy printouts of the revised manuscript and a completed disk
submittal form. (Please note that disk submission is not necessary prior to revision.)

Proofs

Authors are sent page proofs electronically as a PDF file, or by post if required. To avoid
delays in publication, proofs should be checked immediately for typographical errors and
returned to the publishers by express (special delivery) post. Alternatively, to save time,
corrections may be given to Oxford University Press by fax (01865 353773). Essential
changes of an extensive nature may be made only by insertion of a Note added in proof.
A charge is made to authors who insist on amendment within the text at the page-proof
stage.

Licence to publish

It is a condition of publication in the Journal that authors grant an exclusive licence to UK
Environmental Mutagen Society. This ensures that requests from third parties to
reproduce articles are handled efficiently and consistently and will also allow the article to
be as widely disseminated as possible. Authors may use their own material in other
publications provided that the Journal is ackowledged as the original place of publication,
and Oxford University Press is notified in writing and in advance.

Preparation of manuscripts

Manuscripts should be in their final form when they are submitted so that proofs require
only correction of typographical errors.

Sections of the manuscript

Regular full-length papers should be subdivided into the following sequence of sections:
Title page, Abstract, Introduction, Materials and methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Legends to figures, Tables. The Title page must include
the telephone and fax numbers and E-mail address of the corresponding author. In the



Journal, the Materials and methods, Acknowledgements and References sections are
printed in smaller type to accommodate more text. The Materials and methods section
must give precise details of strains, concentrations and solvents. Where an activation
system has been included it is necessary to know (i) the source, (ii) the inducer and (iii)
the concentration treatment time, and incubation time with conditions should be given.
Positive and negative controls together with their concentrations must be included. The
number of replicates and the number of repeat experiments should be stated. Additional
factors for in vivo tests should include age, weight, sex and total number of animals used
in each experiment. A detailed dose regime is required. Papers for the Mutagenicity
testing section should conform to the above requirements. In addition, results should be
presented in tabular form.

General format

Manuscripts should be legibly typed on A4 or American quarto paper. All sections of the
manuscript must be double-spaced (space between the lines of type not less than 6
mm). Margins of 25 mm (1 inch) should be left at the sides, top and bottom of each
page. Number each page top right (Title page is 1). Please avoid footnotes; use instead,
and as sparingly as possible, parenthesis within brackets. Underline only words or letters
to appear in italics. Clearly identify unusual or handwritten symbols and Greek letters.
Differentiate between the letter O and zero, and the letters I and | and nhumber 1. Mark
the position of each figure and table in the margin.

Abstract

The second page of every manuscript must contain only the Abstract, which should be a
single paragraph not exceeding 300 words. Please abide strictly by this limitation of
length. Published papers will only have the first 300 words of their abstracts incorporated
into Medline, text in excess of this limit will be lost. The Abstract should be
comprehensible to readers before they have read the paper, and abbreviations and
reference citations should be avoided.

Acknowledgements

These should be included at the end of the text and not in footnotes. Personal
acknowledgements should precede those of institutions or agencies.

References

Authors are responsible for the accuracy of the references. Published articles and those in
press (state the journal which has accepted them) may be included. In the text a
reference should be cited by author and date; not more than two authors may be cited
per reference; if there are more than two authors use et al. At the end of the manuscript
the citations should be typed in alphabetical order with the authors surnames and initials
inverted. References should include, in the following order: authors' names, year, paper
title in full, journal title, name and address of publisher (books only), volume number and
inclusive page numbers. The name of the journal should be abbreviated according to the
World List of Scientific Periodicals and underlined to indicate italics.

References should therefore be listed as follows:

Hartley-Asp,B. and Hyldig-Nielsen,F. (1984) Comparative genotoxicity of nitrogen
mustard and nor-nitrogen mustard. Carcinogenesis, 5, 1637-1640.
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Warren,W. (1984) The analysis of alkylated DNA by high pressure liquid chromatography.
In Venitt,S. and Parry,].M. (eds), Mutagenicity Testing - a Practical Approach. IRL Press,
Oxford, pp. 25-44.

Personal communication (J.Smith, personal communication) should be authorized by
those involved, in writing, and unpublished data should be cited as (unpublished data).
Both should be used as sparingly as possible and only when the unpublished data
referred to is peripheral rather than central to the discussion. References to manuscripts
in preparation or submitted, but not yet accepted, should be cited in the text as (B.Smith
and N.Jones, in preparation) and should NOT be included in the list of references.
Tables

Tables should be typed on separate sheets, and numbered consecutively with Roman
numerals. Tables should be self-explanatory and include a brief descriptive title.



Footnotes to tables indicated by lower case letters are acceptable, but they should not
include extensive experimental detail. An arrow in the text margin should be used to
indicate where a table should be inserted in the text.

Illustrations

All illustrations (line drawings and photographs) should be referred to in the text as
Figure 1 etc., which should be abbreviated to 'Fig. 1.' only in the figure legend. Write the
title of your paper, the name of the first author and the figure number lightly in blue
pencil on the back of each figure. On the back also indicate clearly the top margin of each
figure. On the manuscript indicate with an arrow in the margin the most appropriate
position for the figure.

Photographs. These must be submitted in the desired final size so that reduction can be
avoided. The type area of a page is 248 x 185 mm (width) and photographs, including
their legends, must not exceed this area. A single column is 88 mm wide. A double
column is 185 mm wide. Ideally, photographs should fit either a single column or a
double column. Photographs should be of sufficiently high quality with respect to detail,
contrast and fineness of grain to withstand the inevitable loss of contrast and detail
inherent in the printing process. Please indicate the magnification by a rule on the
photographs.

Colour plates. There is a special charge for the inclusion of colour plates. The cost is
£600 per plate. (For cost purposes, the definition of a single figure is artwork that can be
processed as a unit and printed on a single page without intervening type. Authors
should note the potential cost savings inherent in this definition; for example, two
consecutive half-page colour figures mounted as a composite and printed on one page,
with both legends below or on the facing page, would be treated as one figure.)

Line drawings. Please provide these as clear, sharp prints, suitable for reproduction as
submitted. No additional artwork, redrawing or typesetting is done. Therefore, all
labelling should preferably be made with a lettering set. Ensure that the size of lettering
is in proportion with the overall dimensions of the drawing. Ideally, line drawings should
be submitted in the desired final size to avoid reduction (maximum dimensions 248 x 185
mm including legends) and should fit either a single (88 mm) or a double column width
(185 mm). If submitting line drawings which require reduction, please check that the
lettering will be clearly legible after the drawing has been reduced to the size at which it
will be printed. After reduction, letters should not be smaller than 1.5 mm in height.
Figure legends. These should be on a separate, numbered manuscript sheet. Define all
symbols and abbreviations used in the figure. Common abbreviations and others in the
preceding text should not be redefined in the legend.
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Follow Chemical Abstracts and its indexes for chemical names. For guidance in the use of
biochemical terminology follow the recommendations issued by the IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature, as given in Biochemical Nomenclature and
Related Documents, published by the Biochemical Society, UK. For enzymes, use the
recommended name assigned by the IUPAC-IUB Commission on Biochemical
Nomenclature, 1978, as given in Enzyme Nomenclature, published by Academic Press,
New York, 1980. Where possible, use the recommended SI (Systeme International)
units.

Genotypes should be italicized; phenotypes should not be italicized. For bacterial genetics
nomenclature follow Demerec et al. (1966) Genetics, 54, 61-76.

Abbreviations

Try to restrict the use of abbreviations to SI symbols and those recommended by the
IUPAC. Abbreviations should be defined in brackets after their first mention in the text.
Standard units of measurements and chemical symbols of elements may be used without
definition in the body of the paper.
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ANEXO 11: Saida do software SALM ONEL.

Source/Bateh/Lot: SEDIMENTO

Solvent: UMSO

Record No,: 4 Fxp, bates 07727/01  Exo, Ne,: 12/01 Techwician: RCH
Assay Type: Preincubation. EXTKACAQ FOR HCM GRAU PESTICEDA

Strain: TA3Ta Activation S9: -

Data File Nome: C:ASALMONEIA\padet3\sedimenticoletad\tadla

(ode Dose -- counts -- Mean S0, Predicred
Litear
0 a0 135 183 146 16U 156,00  7.44 165, 44
250 138 1 179,50 12,02 167,18
10,00 19% 19! 195,00 5.66%% 171,18
40,00 143 163 175.50 10,61 187,21
30,00 739 186 212,50 57.{8 208.58

Note: #4 = siquificant ot {%: ¥significont at 9%

¢ Meqative control for use in anaivsis (soivent controf)
Pr Positive control not used in analvsis

P-vatee tor ANOVA test of dose response is (.029

At acceptable model s Limear with pval = 0,100

Press LSC to quit; any ofher Kev to coptinue

Salmonel([a Assay

Record Ne.: 4 Experiment Date: 07721101 Experiment No,: 12/
Tost Sample Name: TA97a - KjO00 (Ensafo de microssuspensao/extrato)
Tester Strofn: TASTa

Lstimate of the slope is = 0,5342718 .
Standard error of the slope is = 0.157210 .
90% confidence limits for the sfope are <0,236434. 0,832120),

P-value for the test of the positive dose resposse

isfope at origin) is 0,006
Wote: Smalier P-value means more positive dose respense

Press ESC fo quit; any other kev to continue



