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SINOPSE

Este estudo teve como objetivo avaliar e discutir, quanto a ecotoxicidade e quanto
ao potencial mutagénico, do sulfato de aluminio férrico (base anidra) e amostras do filtrado
do lodo do tratamento de dgua de uma industria de papel e celulose, no caso, da Riocell
S.A, através de testes de toxicidade cronica com Ceriodaphnia-dubia, toxicidade aguda
com Daphnia similis ¢ Ceriodaphnia dubia e mutagenicidade com Vibrio fischeri cepa
M169 (Sistema Mutatox) com e sem ativagdo metabolica. Observou-se que as amostras de
sulfato de aluminio férrico (base anidra) apresentaram quanto & toxicidade crénica um
efeito observado a partir de 1 ppm. Na avaliagdo aguda com Ceriodaphnia dubia,
observou-se que 1 ppm também € a concentragdo efetiva que causa 50% de imobilidade
aos organismos-teste. O sulfato de aluminio apresenta potencial mutagénico a partir de
8.75 ppm, na leitura de 16 horas, no meio Mutatox, sem enzima S-9 e na concentracio de
2,19 ppm, leitura de 20 e 24 horas, nas mesmas condigdes.Com ativacdo metabélica, as
amostras ndo apresentaram mutagenicidade. A amostragem coletada do residuo da estacéo
pulsator, na estagdo de tratamento de agua, apds a filtragem a vacuo, indicou um efeito
observado, quanto a toxicidade crénica do filtrado na concentracio referente a 4,2% de
amostra (equivalente a 0,12 ppm de sulfato de aluminio base anidra). Apresentou
toxicidade aguda o referente a EC50 = 3,5%, para Ceriodaphnia dubia e EC50 = 4,2%,
para Daphnia similis. A toxicidade desse filtrado era um somatdério da presenca de
compostos de aluminio e de hipoclorito de sodio, ja que a agua bruta sofre pré-cloragdo
nesse sistema de tratamento.

1-INTRODUCAO

Com o crescente desenvolvimento tecnolégico e urbano das sociedades humanas.
faz-se necessario um controle preventivo das possiveis alteragdes que consequentemente
possam OcoITer no meio ambiente.

O sulfato de aluminio ¢ um insumo quimico amplamente utilizado em tratamento
de aguas e efluentes. As industrias de celulose e papel empregam atundantemente este
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produto, no tratamento dos grandes volumes de agua de que necessitam, na clarificacdo de
seus efluentes.e na colagem acida de pape.: (sulfato isento de ferro para esse caso). No
caso, de uma estacdo de tratamento de agua, utiliza-se entre 6 a 10 ppm de sulfato de
aluminio férrico (base anidra) para tratamento de agua. Esse tratamente € comum tanto em
indlstrias como em estacbes de tratamento de 4gua municipais para fins de consumo
humano.

O presente trabalho abordou a ecotoxicidade cronica, aguda e a mutagenicidade.
presente ou ndo, no sulfato de aluminio férrico (base anidra) e no filtrado do residuo
decorrente do tratamento de agua.

Os testes de toxicidade avaliam os efeitos causados aos representantes das especies-
teste & consistem em €Xpor 0S Organismos aquaticos representativos do ambiente a varias
concentracbes de uma ou mais substancias, ou a fatores ambientais, durante um
determinado periodo de tempo.

A avaliacdo da atividade mutagénica ¢ de grande importancia, considerando o danc
que pode provocar ao material genético das futuras geracdes € a existéncia de uma estreita
correlacdo entre mutagénese e carcinogenese.

Os objetivos propostos para este estudo foram os seguintes:

- Detectar através da avaliagio ecotoxicolégica do sulfato de aluminio férrico (base
anidra) e do filtrado do residuo da estagio de tratamento de dgua, os niveis de toxicidade
cronica com Ceriodaphnia dubia, toxicidade aguda com C.dubia e Daphnia similis .

- Avaliar o nivel de mutagenicidade do sulfato de aluminio férrico (base anidra)
através do Teste de Mutatox, utilizando-se como organisino-teste, a cepa mutante M169 de
Vibrio fischeri.

2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideracdes sobre Sulfato de Aluminic

O sulfato de aluminio férrico liguido que chega at€¢ a Riocell apresenta
aproximadamente os seguintes teores analisaveis:

-Oxidos de ferro (Fe,0;) = 1% (max. 1,50)

-Oxido de aluminio (Al,0;) = 7.4% (min.6,50)

-Sulfato de aluminio anidro (Al,(SO,);) = 25% (min.21,80)

-Sulfato férrico anidro (Fe,(SO,) ;) = 2.6% (max.3,75)

-Densidade = 1,33 g/cm® (min.1,315 g/cm?)

E um sal acido, corrosivo para a maioria dos metais ¢ a alguns concretos. Sua
solubilidade ¢ 86,9 partes por 100 partes de H,O a 0°C.E necessario alcalinidade quando
for aplicado a agua para formar floco.A agua coagulada com sulfato de aluminio pode
conter compostos de aluminio em solugdo ou particulas especificas de 6xido de aluminio
hidratado. A natureza dos compostos ¢ tdo complexa que estes sdo registrados como 6xido
de aluminio ou de altimen (Al,0;), determinando-se a concentragio do ion aluminio (AI’")
¢ convertendo em alumina equivalente multiplicando-se por 3.77.0 sulfato de aluminio
residual ndo pode ser registrado desta maneira, pois € incorreto admitir que 0 cOmposto
residual seja sulfato de aluminio. Como hidroxido de aluminio ¢ solivel na agua até o
limite de 0,3 a 0.5 mg por litro, deve-se prever alguma alumina residual, porém a
quantidade ndo deve exceder cerca de 0.3 mg por litr0.0 sulfato de aluminio, comumente



denominado alimen €, provavelmente, a substdncia quimica mais amplamente usada para
coagulacdo dos suprimentos publicos de 4gua, devido a excelente formagédo do floco, sua
relativa economia e sua facilidade de manuseio.Os suprimentos de agua tratados
adequadamente com compostos de aluminio, tal como o sulfato de aluminio, podem conter
menos aluminio do que a agua ndo tratada, devido a insolubilidade dos compostos de
aluminio formados e sua remogdo por sedimentagio e filtragdo. (BABBITT, DOLAND e

CLEASBY,1973)

2.2. Floculacao no Tratamento de Agua

A é4gua bruta contém em suspensdo particulas sélidas de pequenas dimensdes e
baixos pesos moleculares e particulas coloidais, principais responsédveis pela sua turbidez,
que devem ser eliminadas. Esta eliminacdo € obtida por floculagéo, isto €, pela reunido das
particulas em aglomerados volumosos, seguida pela decantagéo e filtragdo. A formagéo dos
fléculos se processa ao redor das particulas de um precipitado absorvente, geralmente um
hidréxido de aluminio. Este tltimo, através de fenomenos fisico-quimicos diversos, atrai e
fixa as particulas coloidais originando os floculos que sdo adensados durante a floculagdo e
eliminados na decantag¢do e filtragdo. O hidréxido de aluminio € obtido pela adi¢do & agua
bruta de dosagens convenientes de sulfato de aluminio e hidréxido de sédio. O sulfato de
aluminio € o reagente coagulante, isto €, responsavel direto pela formacgdo dos ntcleos
iniciais dos fléculos. Quando adicionado a dgua, sofre hidrdlise reagindo com a
alcalinidade natural da agua ou com a alcalinidade a ela adicionada, originando o hidréxido
de aluminio. Para uma perfeita floculacdo e decantagdo € necessario que se faca uma
neutralizacdo, ou seja, uma corre¢cdo de pH, fixado mais ou menos de 7.0 a 7.2 como
alcalinidade suficiente para uma boa floculagdo (Riocell). Tratando-se de um composto
bastante eficiente para flocular matéria organica, deve afetar os organismos testes nos
ensaios de toxicidade.E objetivo desse estudo detectar a que nivel isso ocorre.

2.3. Sistema Mutatox para Avaliag¢io de Mutagenicidade

Os testes, empregando microrganismos para avaliar o efeito genotoxico de
substincias quimicas, s3o utilizados com duas finalidades principais: distinguir compostos
quimicos capazes de induzir processos carcinogénicos, e avaliar a atividade mutagénica
estudando o modo de ag¢@o dos agentes genotoxicos. O conhecimento destes mecanismos
de interagdo com DNA fomece informagGes sobre a natureza da alteracdo primaria na
molécula, o tipo de mutacdo preferentemente induzida e a influéncia dos processos de
reparacdo na atividade genotoxica. (Quillardet et alli, 1988).Para avaliacio da
genotoxicidade foi utilizado o Teste Mutatox, com Vibrio fischeri .E um sistema analitico
de teste, o qual indica a presenca de algum agente em uma substincia que cause danos
genéticos ao organismo-teste. Este sistema utiliza um cepa mutante, sem Iuminescéncia
(Vibrio fischeri, cepa M169), para detectar agentes genotdxicos.A cepa-teste utilizada no
Mutatox, mostra um aumento na producdo de luz quando cresce na presenca de
concentracdes sub-letais de agentes genotdxicos.Mutatox € um sensivel e rapido teste para
caracterizacdo da genotoxicidade de &guas, efluentes, sedimentos e residuos
perigosos.Detecta substéncias que tenham potencial para causar danos genéticos para os
organismos. Além das ja citadas vantagens, este teste estabelece uma correlagido com o
Teste de Ames, utiliza cepa padronizada de microrganismos ndo patogénicos que sio
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mantidos liofilizados, prontos para o uso imediato a qualquer momento por procedimentos
também padronizados com ou sem S-9 (fragdo microssomal). Estes procedimentos sio de
simples operacionalizagdo e empregam cOmo Unico parametro para avaliagdo, a luz emitida
pela bactéria. Contrariarmente ao Teste Microtox, que serve para avaliar toxicidade cronica
e aguda usando microrganismo que emite luz, o Teste Mutatox baseia-se numa cepa nac
luminescente. Se ela sofrer uma mutagdo e passar a gerar luz, essa luminescéncia €
detectada e o composto testado ¢ referido como mutagénico.

2.4 Controle Regulatorio do Sistema-Lux da Bactéria Vibrio fischeri (MICROBICS,
1993)

O mecanismo de regulacio do sistema de luminescéncia desta bactéria tem sido
extensivamente estudado nos tltimos quatorze anos. Englebracht et al. foi o primeiro a
clonar e mapear o conjunto de sistema de luminescéncia da Vibrio fischeri.Os estudos
mostram que o sistema luminescente da V.fischeri € organizado em dois divergentes
transcritos operons (P, e P® ) separados por uma regido regulatoria comum.Operon € um
sistema de cistrons, sitios operador e promotor, pelos quais € regulada uma determinada
atividade metabélica geneticamente controlada.O 6peron da direita consiste de seis genes
(luxICDABE), os quais codificam as enzimas requeridas para a formagdo auto-induzida
(alfa (JuxA) e beta (luxB)-sub-unidades), da enzima luciferase. Os genes luxC, luxD e luxE
codificam as enzimas participantes na formag#o da longa cadeia diretamente pelo cAMP e
a proteina ligante cAMP(CRP) e indiretamente pelas proteinas sigma-32 ¢ GroESL.De
acordo com o recente modelo proposto por Adar, a GroESL estabilizada interage com a
proteina LuxR, para formar o LuxR-Complexo promotor. Este complexo € a molécula
regulatoria responsavel para a inducdo do sistema luminescente.A transcricdo do P®
comeca sobre a ligagio do LuxR-Complexo promotor com palindromo (sequéncia de pares
de bases do DNA )que tem a mesma leitura nos filamentos complementares do fragmento
de DNA que separa os dois 6perons.Presume-se que o LuxR-Complexo promotor desloca a
proteina LexA (que atua como o repressor do Operon de luz), deste modo iniciando a
transcricdo do 6peron da direita. Esta suposig&o é suportada pelas descobertas de Ulitzur et
alli. que mostrou que agentes induzidos SOS séo ativos em mutantes RecA. Agentes SOS,
todavia, desenvolveram o comego da luminescéncia ao natural e em espécies clonadas da
bactéria luminescente.A cepa M169 é uma variante de V.fischeri A lesdo responsavel pela
baixa luminescéncia desta cepa ndo tem sido ainda completamente elucidada. Dados
suportam a hipétese que a atividade de GroESL nas células de M169 ¢ alterada. Esta
suposigéo ¢ devida as seguintes observagdes:As celulas de M169, enquanto submetidas a
uma tipica indug&o no sistema-lux, desenvolvem luminescéncia 10° para 10° vezes, abaixo
da cepa selvagem. Demonstra que a lesdo das células do M169 € originaria de uma lesdo np
sistema regulatorio, do que de uma mutagio em um dos genes-lux estruturais. Esta
premissa é firmada pela observagdo de que as células da M169 permaneceram escuras
quando o conjunto de sistema-lux da V.fischeri foi introduzido nestas células pela ajuda de
um plasmidio RP4-lux. Novamente transferido do plasmidio RP4, para dentro de uma cepa
selvagem de Escherichia coli, produziu células luminescentes.Quando as células M169 sao
submetidas a falta de nitrogénio, elas sofrem uma total indugio do sistema-lux. Um
fendmeno similar ocorre em cepas de E.coli com o sistema-lux da V. fischeri. Isto foi
atribuido ao efeito da caréncia na formacdo de proteinas HtpR (sigma-32) e
GroESL Baseando-se nestas observagdes podemos considerar como diferentes agentes
genotéxicos podem restabelecer a luminescéncia na M169:
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A-Ativacgo do sistema SOS, pelos agentes prejudiciais ao DNA, ou inibidores da
sintese do DNA;

B-Formagio de mutantes auxotréficos para aminoacidos os quais direcionam para o
empobrecimento celular com subsequente indug@o dos genes htpr e groESL.

C-Produ¢do do mutante lexA demonstrando baixa afinidade para a posigdo de
ligagdo do DNA-lux.

D-Formagdo de mutantes-lux com uma alterada posi¢do de ligagcdo no DNA lexA.

E-Eventos mutacionais que aumentariam o “pool” celular das proteinas HtpR ou

GroESL.
F-Um outro caminho para o controle regulatério de luz por agentes do DNA.

2.5. Bioensaios de Toxicidade

Bioensaios sdo técnicas de laboratério usadas para avaliar experimentalmente a
toxicidade de uma amostra. Os organismos-teste sdo expostos a uma amostra e assim se
determina uma resposta bioldgica, permitindo uma avaliagdo do efeito toxico daquela
amostra.Desta forma, biomonitoramento, € a observagdo direta dos organismos vivos
autdctones de um determinado ecossistema, e estudo de sua evolug@o sob os efeitos da
poluigdo.As alteragbes observadas durante um certo periodo de tempo, servem como
indicadores de evolugdo do ecossistema em estado de maior ou menor contaminagio.A
toxicidade de substincias quimicas e residuos deve ser determinada experimentalmente,
usando ensaios bioldgicos, utilizando organismos vivos em laboratério. Esta ¢ a melhor
solugdo para obter diretamente dados de * primeira méo”, sobre os efeitos toxicos de um
produto e poder comparé-lo com outros produtos (RIBO, 1992).

O teste de toxicidade € o método utilizado para detectar e avaliar a capacidade
inerente do agente téxico em produzir efeitos deletérios em organismos vivos,
manifestados em toxicidade aguda e cronica. Efeito agudo € causado por agentes quimicos
aos organismos-teste, que manifesta-se rdpida e severamente. Geralmente este efeito ocorre
apos curto periodo de exposi¢do. No caso do efeito cronico, este normalmente manifesta-se
apos dias ou anos, dependendo do ciclo vital da espécie utilizada para o estudo. Esse efeito
ocorre, em geral, apos um prolongado periodo de exposigdo (CETESB, 1988).

2.6. Mutagenicidade

Uma mutagdo € uma alteracdo na informagdo contida no material genético que ¢é
propagada através das subsequentes geragdes de células ou individuos. Mutagdes surgem
espontaneamente ou podem ser induzidas por uma variedade de agentes fisicos e quimicos
e podem ocorrer tanto em células somaticas como em germinativas.Estas alteragdes podem
ser expressas por alteragbes na estrutura de proteinas que podem levar para alteracdes, ou
exclusdo de atividades enzimaticas.Apesar das diferentes espécies de metabolismo, a
reparagdo do DNA e outros processos fisioldgicos que afetam a indugdo de mutagdes por
quimicos, ocorre uma universalizagdo do DNA como material genético, proporcionando
uma razoavel utilizag@o de diversos testes com bactérias, insetos, células de mamiferos em
cultura para prognosticar a mutagenicidade intrinseca dos produtos quimicos.Adicional
suporte para 0 uso em sistemas ndo humanos € provido pela observagdo que quimicos
causadores de efeitos genéticos em uma espécie-teste, frequentemente causam efeitos
similares em outras espécies ou sistemas.Alteragdes no conteido ou combinagdo de
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informacdes no DNA pode ocorrer em diversas formas e niveis, partindo desde de uma
mudanca em um unico nucleotideo dentro de um codon, para mudancas no numero de
cromossomos.As mutagdes nos genes sdo alteragdes na sequéncia de nucleotideos. Ela
pode ocorrer por substitui¢go de base (onde uma base no DNA ¢ substituida por outra), ou
ainda a adi¢do ou delegfio de uma ou mais bases, alterando a sequéncia de bases no DNA,
alterando a estrutura de leitura no RNA- mutacdo “frameshift”.As mutagdes também
podem ser cromossomal (estrutura do cromossoma) e no genoma (alteragdes no nimero de
cromossomas no genoma). (OECD-Guidelines on Genetic Toxicology).

A célula eucari6tica apresenta o sistema enzimatico citocromo P-450, um dos mais
complexos metabélicos, capaz de catalisar a ativagdo de pré-mutagénicos. Atua,
principalmente, com a fungdo de defesa dos organismos, degradando, fisiologicamente,
substancias quimicas estranhas ao metabolismo celular. Também tem sido considerado
importante o seu papel na desintoxicacdo de substincias estranhas a cé€lula, como os
poluentes ambientais, perigosos em decorréncia de sua potencialidade toxica. Entretanto, as
células bacterianas sio deficientes em certos sistemas enzimaticos (citocromo P-450, por
exemplo). Tais deficiéncias podem ser compensadas pelo uso de um sistema de
inducdo,associado aos ensaios com Organismos procaridticos, constituido de homogenato
microssomal obtido a partir de figados de rato. previamente tratado com agente mdutor
enzimatico (MARON e AMES,1983). Desta forma torna-se possivel mimetizar a ativagao
in vivo do composto teste.Em alguns casos o sistema de metabolizagdo pode inativar
compostos mutagénicos tanto enzimaticamente como por ligagbes ao acaso entre espécies
moleculares dos compostos com estas enzimas microssomais, tornando-os inativos ou
menos ativos (KAMRA et al.,1983; VALENT,1990).

3-MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

Neste estudo foram avaliadas amostras de sulfato de aluminio fémrico liquido
(ecotoxicidade e potencial mutagénico) e filtrado do lodo da estagéo de tratamento de agua
(ecotoxicidade).O sulfato de aluminio adquirido para o tratamento da dgua chega a estacdo,
em solucdo a 25% base anidra, transportado em caminhGes com reservatorios especiais
para o acondicionamento do produto e dispositivos para a entrada ¢ saida da solucao.Para a
utilizacdo desta solugdio ocorre uma diluicdo a2 10% no tanque de armazenamento €
posteriormente a 5% para o emprego no tratamento de dgua. A dosagem utilizada € alterada
de acordo com as condi¢des da dgua (particulas sélidas, algas presentes), mas geralmente €
de aproximadamente 7.8 ppm na base anidra do produto.No residuo do lodo do tratamento
de agua, filtrado a vacuo, est4 presente o equivalente a 2.85 ppm de sulfato de aluminio
(base anidra).

3.2 Amostragem
As coletas das amostras foram realizadas com frascos de polietileno com

capacidade de 500 ml para o sulfato de aluminio férrico e de 2.000 ml para o residuo do
tratamento de agua. As amostras do residuo foram filtradas a vacuo. Para os testes com

368



sulfato de aluminio, apés a analise da densidade e concentragdo,todos os ensaios foram
referenciados como sulfato de aluminio base anidra.

3.3. Teste de Toxicidade Crénica com Ceriodaphnia dubia

O género Ceriodaphnia é um microcrusticeo encontrado em iniimeros ecossistemas
aquaticos. A espécie Ceriodaphnia dubia tem uma ampla distribuigdo geografica, inclusive
no Estudrio da Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul.Sua reprodugdo ¢ partenogenética,
ou seja, assexuada gerando somente fémeas, em condigdes ambientais equilibradas. A
utilizacdo desta espécie para teste de toxicidade crénica € devido ao curto ciclo de vida, o
que permite, num periodo de sete dias, obter-se trés desovas, quando submetida ao teste.O
método de avaliagdo da toxicidade crdnica, consiste em expor fémeas jovens, a varias
concentragdes da substincia em estudo, durante um periodo em que ocorram trés desovas
(geracio de jovens).Neste caso, o sulfato de aluminio férrico foi testado nas seguintes
concentracdes: 0,5 ; 0,8 ; 1,0 ; 1,6 ; 3,25 e 6,5 ppm. O filtrado do residuo da estagdo de
tratamento de 4gua, nas concentragdes de: 0,7% ; 1,0% ; 1,5% ; 2,0% ; 3,0% e 4,2%.A0
final deste periodo se determina o nimero de jovens produzidos partenogeneticamente, por
fémea e o numero de adultas sobreviventes. Com estes dados calcula-se o CENO
(conceritrag:ﬁo de efeito ndo observado), ou seja, a maior concentragcdo do agente toxico que
ndo causa efeito deletério, estatisticamente significativo, na sobrevivéncia, crescimento ¢
reproducdo dos organismos-teste, num determinado periodo de exposi¢éo.O teste cronico
deve ser iniciado com jovens (neonatas), com idade de no méximo oito horas.Estas jovens
sdo colocados em béquer ou tubo de ensaio nas varias concentracdes da solugdo-teste e o
controle, sendo 10 réplicas para cada concentragdo, num volume de 15 ml por tubo. Séo
mantidos sob controle: temperatura, fotoperiodo e alimento com suspensédo algacea e uma
ragdo balanceada. A cada troca de solugdes, conta-se e registra-se a sobrevivéncia do adulto
e o numero de jovens. Para verificar a sensibilidade e a qualidade do ensaio, executa-se, na
mesma condigdo, um teste controle, onde ndo se adiciona a substdncia que se avalia a
toxicidade.

3.4. Teste de Toxicidade Aguda com Ceriodaphnia dubia e Daphnia similis

A Daphnia similis é um microcrustaiceo de aguas continentais, conhecida
popularmente como pulga dagua, e € facilmente encontrada em varios ecossistemas
aquaticos tais como: rios, represas, lagos, etc. A reprodugdo € partenogénica, isto €,
assexuada. Os ovos séo incubados na cdmara embrionaria e, apds 3 a 4 dias em condigdes
favorédveis, da-se o nascimento somente de fémeas que, apds 5 a 9 dias se tornam adultas
com as mesmas caracteristicas da daphnia-mae. Para a avaliagdo de toxicidade aguda do
filtrado do residuo do tratamento de 4gua e sulfato de aluminio férrico (base anidra)
utilizou-se o género Ceriodaphnia. Daphnia similis foi empregada como organismo-teste
na avaliagé@o aguda do filtrado do residuo da estagdo de tratamento de 4dgua.

O método consiste na exposi¢do de individuos jovens (6 a 24 horas de idade)
obtidos de culturas mantidas sob controle em laboratério. Temperatura 20 £2°C,

fotoperiodo controlado [ 16 h (luz),8 h (escuro) ] , alimentacio com suspensio algicea e
ragdo balanceada.Para o filtrado do residuo foram utilizadas as seguintes concentragdes:
0.7% ; 1,0% ; 1,5% ; 2,0% ; 3,0% e 4,2%. O sulfato de aluminio férrico foi testado nas
concentracées de 0,5 ; 0,8 ; 1,0 ; 1,6 ; 3,25 ; e 6,5 ppm. Assim , para cada concentragao,
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tem-se um total de 20 organismos, distribuidos em numero de 5 em cada uma das 4
réplicas contendo 10 ml de solucdo-teste.O teste € incubado a temperatura igual ao das
culturas,porém em ambiente escuro, por um periodo de 48 horas € no término desse
periodo registra-se 0 nimero de organismos moveis € iméveis em cada tubo. Aqueles que
n3o sdo capazes de nadar por um intervalo de 15 segundos sao considerados imodveis.
Qualquer modificagdo no comportamento dos organismos-teste deve ser registrada. Este
procedimento permite determinar a concentragdo letal média-CES0 a 50 % dos
organismos.Igualmente, executa-se um teste controle onde nao se adiciona a substdncia em

estudo.
3.5 Teste de Mutagenicidade-Sistema Mutatox com Vibrio fischeri

Aliquotas do reagente Mutatox re-hidratado sdo incubadas com diluigdes de
amostras-teste em meio de cultura (com ou sem S-9).A luminosidade emitida da bactéria
em controle-meio, controle-solvente, controle-positivo e diluigdes da amostra testada ¢
medida no Microbics Model 500 Analyzer, depois de 16, 20 e 24 horas de incubagéo a
27°C.Sd0 detectados agentes genotoxicos, nas amostras que induzem o crescimento de
niveis de luminescéncia de pelo menos duas vezes a média da leitura controle. Utiliza-se o
reagente bacteriano liofilizado, especialmente selecionado da cepa mutante de Vibrio
fischeri. Cada frasco de suspens&o celular bacteriana devera apresentar 1,1 ml de densidade
celular apos a hidratagdo com a Solu¢do de Reconstituigdo Mutatox. O Reagente-Teste
Mutatox, deve ser mantido a 20°C (x 5°C), hidratado com Solugéo de Reconstitui¢ao
Mutatox a 4°C (+ 3°C) e usado imediatamente apés a reconstituigdo.

A metodologia bem como a andlise de resultados estd descrito no Microbics
Mutatox Manual.

4-RESULTADOS

Para o teste cronico, os dados foram reunidos e tabelados. Registrou-se o nimero
de fémeas sobreviventes e calculou-se o niimero de jovens produzidas por fémea adulta. A
esses dados aplicou-se o Teste Estatistico de Dunnett, que segue com uma comparagao da
média do efeito observado em cada concentragdo do produto-teste com a media do
controle. Os resultados foram expressos em:

-CENO (concentracio de efeito ndo observado): A maior concentragdo do agente
téxico que ndo causa efeito deletério, estatisticamente significativo, na sobrevivéncia,
crescimento e reprodugio dos organismos-teste, num determinado periodo de exposigéo.

-CEO (concentragio de efeito observado): A menor concentragdo de um agente
toxico que causa efeito deletério, estatisticamente significativo, na sobrevivéncia,
crescimento e reprodugio dos organismos-teste, num detrminado periodo de exposig@o.

-UT (unidade t6xica):unidade que exprime a transformacdo da relag@o inversa da
toxicidade em relacao direta, obtida através da equagéo: 100/CENO.
Os resultados sdo aceitos quando a letalidade no controle ndo exceder a 20% das

fémeas adultas.
Para o teste de toxicidade aguda, com os dados de imobilidade obtidos no teste,

determina-se a CE 50 (48 horas) e seu intervalo de confianga, através do método estatistico
de Trimmed Spearman-Karber Analysis.
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-CE 50 (48 horas):Concentragdo do agente toxico que causa efeito agudo
(imobilidade) a 50% dos organismos-teste, num determinado periodo de exposi¢do (48

horas).
O teste de Mutatox define como uma resposta positiva genotdxica, quando, pelo

menos, duas dilui¢des apresentem um valor de emissdo luminosa duas vezes ou mais em
relagdo a média dos valores do controle.

4.1 Ecotoxicidade do Sulfato de Aluminio Férrico (base anidra)

De acordo com os testes preliminares e definitivos realizados com diferentes
amostras deste produto, constatou-se que:

Toxicidade Cronica Toxicidade Aguda
CEO = 1,0 ppm CE 50 = 1,0 ppm
CENO = 0,8 ppm

UT =125 UT =100

*Organismo-teste: Ceriodaphnia dubia
4.2.Ecotoxicidade do Residuo (filtrado) da Estacio de Tratamento de Agua

De acordo com os testes preliminares e definitivos realizados com as amostras,
constatou-se que:

Toxicidade Crdnica Tox. Aguda c/C.dubia | Tox. Aguda ¢/D.similis
CEO =4,2% CE 50=13,55% CE50=4.2%

CENO =3,0%

UT = 33,33 UT =28,17 UT =23,81

Observou-se toxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia quando a dilui¢do do
filtrado do lodo era de 4,2%. Ao se medir a concentragdo de aluminio nesse filtrado, e
expressando-a como sulfato de aluminio base anidra, o resultado foi de 2,85 ppm. Essa
concentragdo, trazida para as condi¢des que conferiram toxicidade cronica a C.dubia,
correspondeu a um valor de 0,12 ppm de sulfato de aluminio base anidra. Quanto ao CE50,
com Ceriodaphnia dubia, equivale a 0,10 ppm e com Daphnia similis a 0,12 ppm.

No caso especifico da Riocell, o processo de tratamento de 4gua possui uma etapa
de pré-cloragdo da agua bruta que objetiva a esterilizagdo para evitar problemas de
crescimento microbiolégico na estagdo. Sdo dosados 3 ppm de hipoclorito de sédio de
forma a garantir um residual de 0,2 a 0,5 ppm de hipoclorito. Dessa forma, o filtrado do
residuo (lode) da estagdo de tratamento de 4gua tem toxicidade maior que a solucdo do
sulfato de aluminio férrico em razdo desse residual de hipoclorito. Devemos também
recordar, que nesse liquido, o sulfato de aluminio ja estd presente numa forma variada de
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compostos, cada qual apresentando efeitos biologicos distintos e ndo compardveis ao

sulfato de aluminio como tal.
De qualquer forma, esse filtrado mostra potencial de toxicidade. Recomenda-se que

o lodo das estagdes de tratamento de agua sejam igualmente tratados como efluentes. No
caso da Riocell, o residuo da estagdo de tratamento de dgua € destinado ao tratamento na

estacdo de tratamento de efluentes.

4.3 Mutagenicidade do Sulfato de Aluminio Férrico (base anidra)

De acordo com os testes realizados, foram obtidos os seguintes resultados:

MUTAGENICIDADE-SULFATO DE
ALUMINIO FERRICO (base anidra)
Meio Mutatox Sem S-9

ppm 16 h 20h 24h
1,09 negativo negativo negativo
2,19 negativo positivo positivo
4,38 negativo. positivo positivo
8,75 positivo positivo positivo
17,50 positivo positivo positivo
35,01 positivo positivo positivo
70,02 positivo positivo positivo
140,04 positivo positivo positivo

Observou-se que o sulfato de aluminio férrico (base anidra) apresenta
potencial mutagénico, na cepa M169 da bactéria Vibrio fischeri, nas concentracdes
de 140,04 a 8,75 ppm, na leitura de 16 horas, no meio Mutatox sem enzima S-9 e nas
concentragdes de 140,04 a 2,19 ppm, nas leituras de 20 e 24 horas, nas mesmas
condigdes. Quanto as mesmas concentragdes, porém com a enzima S-9, ndo foi
detectado potencial mutagénico com sulfato de aluminio férrico (base anidra).

5-CONCLUSOES

O uso do sulfato de aluminio férrico é universalmente difundido como
floculante em estagdes de tratamento de agua. Como floculante eficaz, e possuindo
ions aluminio que sabemos apresentaram efeitos biolgicos, os resultados
encontrados por essa pesquisa confirmam as previsdes de que devemos estar atentos
aos problemas toxicolégicos que podem advir de um mal uso desse floculante.

Os efeitos cronicos e agudos com organismos testes ocorrem em
concentragdes proximas a 1 ppm base anidra. Sugere-se portanto, que as estacdes de
tratamento de dgua evitem trabalhar com super-dosagens do floculante, que posssam
deixar residuais toxicos elevados na agua.
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Fortunadamente, ndo foi observado potencial mutagénico quando testado em
meio Mutatox com S-9, ou fracdo microssomal (enzima microssomal), presente em
células eucarioticas.
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