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SINOPSE

Os objetivos deste estudo foram a avaliagdo ecotoxicologica e de genotoxicidade de dez
produtos quimicos freqiientemente utilizados nos processos de cozimento e branqueamento de
indlstrias de celulose Kraft. Para a avaliagdo de toxicidade crbnica, foram realizados testes com
microcrustdceos da espécie Ceriodaphnia dubia. Os resultados quanto & genotoxicidade, foram
obtidos através do Sistema Mutatox, com e sem ativagdo metabdlica, utilizando a bactéria Vibrio
fischeri como organismo-ensaio. Observou-se uma acentuada toxicidade crénica do diéxido de cloro e
hipoclorito de sédio frente aos demais produtos. Nas menores concentragcfes testadas, 0,031 e 0,003
ppm respectivamente, apresentaram efeito observado. No diéxido de cloro também foi detectado
potencial genotdxico referente a 4,44ppm no meio Mutatox, com ativagdo metabdlica. O perbxido de
hidrogénio, a partir da concentragdo de 0,03ppm, com S-9 e na concentragdoo de 2,42ppm nas
leituras de 16 e 20 horas, sem ativagdo enzimética, caracterizou-se por ser genotéxico. Isto significa
que produtos quimicos altamente oxidantes, independentemente de serem compostos de cloro ou de
oxigénio, possuem capacidade de afetar a biologia de seres vivos, o que é perfeitamente entendivel.
Tanto diéxido de cloro como peroxido de hidrogénio sdo eficazes oxidantes, bactericidas e
antissépticos. Como recomendacdo a industria, sugere-se evitar residuais desses oxidantes em seus
efluentes, além de cuidados especiais na utilizagdo e manuseio industrial.

Palavraschave: produtos quimicos, genotoxicidade, Mutatox, Vibrio fischeri, bioensaios de
toxicidade, Ceriodaphnia dubia.

1-INTRODUGAO

A industria de celulose e papel vem se adequando rapidamente &s crescentes demandas por
medidas de protecdo ambiental. Essa indlstria tem como matéria-prima, a madeira, esta formada de
fibras e também pela lignina que age como ligante. Para a separagio destas fibras, unidas por forgcas
coesivas, intermoleculares, € necessario despender uma certa quantidade de energia. Através do
processo de polpagdo ocorre a separagdo destas fibras da madeira, mediante a utilizacdo de energia
em processos quimicos e/ou meclnicos. Esta separagdo é conseguida pela dissolugdo ou
fragmentacdo da lamela média, composta de lignina e de material péctico. O processo de polpagédo
tipo Kraft, 0 mais comum, tem como agentes ativos de cozimento o hidréxido de sodio e o sulfeto de
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sédio. A aplicagdo seqiiencial dos reagentes de branqueamento, conjugada a extragdes e lavagens
intermedidrias, permite a obtengfio de pastas celulésicas branqueadas. Existem vérios reagentes que
podem ser empregados, o nimero de combinagdes é amplo e variado. A selecdo de uma sequéncia
de branqueamento € determinada, além de outros fatores, pela matéria-prima utilizada, o processo de
polpacdo e a finalidade da pasta celulgsica.

O presente estudo visou conhecer a toxicidade crénica e genotoxicidade, presente ou néo, em
reagentes quimicos utilizados e/ou gerados nas reagdes dos processos de polpacdo, deslignificacdo e
branqueamento da celulose. Os reagentes quimicos selecionados para este estudo foram: hipoclorito
de sodio, diéxido de cloro, peréxido de hidrogénio, clorato de sédio, cloreto de sodio, carbonato de
sddio, sulfato de magnésio, silicato de sédio, DTPA, e EDTA. Todos sio produtos encontrados nos
processos de cozimento, branqueamento e plantas quimicas

Anteriormente, com dezesseis destes produtos foram realizados testes de toxicidade aguda
com microcrustaceos da espécie Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 e com a bactéria Photobacterium
phosphoreum Cohn, 1878 - Sistema MICROTOX (Foelkel et alli, 1996). Para complementar esta
avaliagcdo ecotoxicolégica foram aplicados métodos ja padronizados nacional e intemacionalmente e
que sdo utilizados para avaliar os efluentes hidricos. Através da avaliagdo ecotoxicol6gica dos
reagentes quimicos foi possivel detectar o nivel de toxicidade crénica utilizando-se como organismo-
teste Ceriodaphnia dubia. Estes testes foram realizados no Laboratério de Pesquisa-Centro
Tecnoldgico, Riocell S.A.

Para avaliagdo da genotoxicidade foi utilizado o Teste Mutatox, este é um sistema analitico de
teste, o qual indica a presenga de algum agente em uma substancia que cause danos genéticos ao
organismo-teste. Este sistema utiliza uma cepa mutante (Vibrio fischeri, cepa M169), de bactéria
luminescente, para detectar efeitos genotoxicos. Esta etapa do presente trabalho, foi realizada nos
laboratérios da Bahia-Sul Celulose S.A..

2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Consideragdes sobre Produtos Quimicos

Um grande nidmero de quimicos de diversas estruturas moleculares e propriedades fisicas
tem sido relacionado com a indugdo de tumores em animais-teste e muitos destes s&o carcinogénicos
ao homem. O mecanismo de indugdo destes tumores continua desconhecido. Todavia, evidéncias
mostram que a iniciacdo do cancer humano envolve eventos mutacionais. ( McCann, J. and Ames,
B.N. citados por Ulitzur, S.)

Segundo Devoret citado por Ulitzur, um quimico € um carcinogénico em potencial se este é
um agente danificador de DNA (genotdxico) e ndo simplesmente porque causa mutacgfes. A
correlacdo entre a acdo mutagénica na bactéria e a carcinogénese em mamiferos (homem) €&
primeiramente manifestada através de uma mutagéo indireta, o qual resuita de um DNA danificado.
Vé-se, portanto, a crucial importancia da avaliagio destes produtos t30 necessarios a producdo nas
diversas areas industriais. ]

Durante o branqueamento com oxigénio ocorrem simultaneamente a deslignificacdo e a
degradacdo de carboidratos. Esta degradag@o pode ser minimizada por protetores dos carboidratos,
tendo os compostos de magnésio um efeito especialmente favoravel a esse respeito (Loras, 1980
citado por Gongalves, 1997).

O sulfato de magnésio & consumido, empregado nos mais diversos propésitos. Na inddstria
farmacéutica, quimica e também na fabricagio de papéis e fertilizantes. Quanto a toxicidade aguda-
TDLo (menor dose toxica divulgada) observada em homens, o sulfato de magnésio ocasiona uma
debilidade muscular e também efeitos téxicos nos pulmdes, térax, atingindo a agfio respiratéria. Isto
com uma administragdo oral de 428 mg/kg (Japanese Journal of Toxicology, 1989 citado no Tomes
Plus, 1997). Nas mulheres, a TDLo observada com uma administracio intraespinhal, dose de 20
mg/kg, ocasionou efeitos t6xicos no nervo periférico com sensagio de uma branda paralisia (South
African Medical Joumal, 1985 citado no Tomes Plus, 1997). A agio catartica (purgativa) também
observada, resulta do fato, que o sulfato de magnésio nfo é absorvido pelo trato intestinal, deste
modo retém agua suficiente dentro do limen do intestino, podendo ocasionar uma agdo desidratativa
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(Osol & Hoover et al, 1975 citados no Tomes Plus, 1997). O mecanismo exato de agdo depressiva no
sistema nervoso central, ndo € totalmente conhecido. Todavia com excesso de magnésio pode surgir
um decréscimo de acetilcolina liberada pelo impulso do nervo motor (American Society of Hospital
Pharmacists, 1984 citados no Tomes Plus, 1997).

O peréxido de hidrogénio € utilizado em estagios finais de sequéncias de branqueamento,

com o objetivo de obter um alto grau de alvura (D'Almeida, 1981 citado por Goncalves, 1997). Hoje
tem se tomado reagente importante tanto em seqiiéncias ECF como TCF de branqueamento de
celulose.
. Algumas das formas de utilizacdo do peréxido de hidrogénio sdo: na inddstria de plasticos,
branqueamento de seda, cabelos, palha, ossos, gelatina, farinha, na industria téxtil, produtos
farmacéuticos, em indastrias de celulose, no tratamento de agua, entre outros. Para humanos,
concentragdes acima de 10% podem ser consideradas potencialmente, muito téxicas. Quanto a
bioacumulagdo, ndo se espera que o peroxido de hidrogénio seja acumulativo na cadeia alimentar
(OHM/TADS, 1996 citados no Tomes Plus, 1997). Aplicadas no tecido, solugbes de peréxido de
hidrogénio tém pouca penetrabilidade. Quando o per6xido de hidrogénio entra em contato com a
catalase, uma enzima encontrada no sangue e na maioria dos tecidos, € rapidamente decomposto em
oxigénio e agua, principalmente em ferimentos e mucos (American Medical Association, 1992 citados
no Tomes Plus, 1997). A atividade farmacolégica da droga, depende da liberagdo do oxigénio
originado, o qual tem um forte efeito oxidante que destr6i alguns microrganismos e altera
quimicamente algumas substancias orgdnicas (American Society of Hospital Pharmacists, 1993 citado
no Tomes Plus, 1997).Quanto a genotoxicidade do peréxido de hidrogénio, foi detectado em linfécitos
humanos e de ratos, danos ao DNA sob uma concentragéo de 30%. Inibigdo do DNA, em fibroblastos
e celulas pulmonares de humanos, sob 90% de peréxido de hidrogénio (RTECS, 1991). Mutacdes
foram observadas em bactérias, células pulmonares de mamiferos e celulas embrionarias de
humanos, com concentragdes de 30% de peréxido de hidrogénio (RTECS, 1991). Aberragdes
cromossdmicas, através de analise citogenética em celulas de embrides humanos, foram detectadas
(RTECS, 1991).

Muitas vezes o perdxido de hidrogénio é utilizado junto com o sulfato de magnésio. Esse é
aplicado ao estagio com peroxido de hidrogénio e age como um estabilizador, provavelmente
formando flocos insoliveis que adsorvem ou precipitam ions de transigio indesejaveis (Peroxidos do
Brasil, s.d. citado por Goncalves, 1997).

O tratamento de pasta com quelantes é importante para a estabilizagdo das solugdes de
per6xido e ozbnio, pois contribuem para a inativacdo dos ions metdlicos, que catalisam a
decomposigdo dos mesmos, provocando um maior consumo destes reagentes sem aumento de
alvura (Peroxidos do Brasil s.d. citado por Goncalves, 1997). Para evitar essa a¢do negativa dos ions
metalicos, principaimente do ferro e do manganés, € usado um agente sequestrante, sendo o mais
indicado o DTPA ( pentasddio dietileno triamina pentacetato). Uma répida decomposicdo do peréxido
sugere a necessidade do uso do DTPA, e a quantidade necessdria esta relacionada com a anélise
dos metais presentes (Per6xidos do Brasil s.d. citado por Goncalves, 1997).

O EDTA, é comumente utilizado nas mais diversas areas industriais. Como antioxidante, em
alimentos. Como agente quelante no aquecimento e resfiamento da &gua; na fabricagdo de
detergentes para uso doméstico e téxtil; no processo de polpagdo da madeira; industrializacdo de
produtos farmacéuticos e cosméticos. Também € usado como componente de anticoagulantes
sangiiineos, sendo neste caso por sua propriedade de faciltar a entrada de compostos pela
membrana celular. E importante citar que alguns efeitos na reprodugdio e efeitos genéticos,
observados em ratos, sdo caracterizados por anormalidades no desenvolvimento dos olhos, ouvidos e
demais oOrg8os localizados na regifo cranio-facial. Efeitos nos sistemas musculo-esqueletal,
cardiovascular, urogenital e respiratério, entre outros, problemas na fertlidade também s&o
evidenciados (Toxicology and Applied Pharmacology, 1977 citado no Tomes Plus, 1997). Quanto aos
efeitos genéticos, foram observados: danos ao DNA em linfécitos (Mutation Research, 1988),
mutagcbes em células sométicas (Mutagénesis, 1988), troca de cromatides imas, etc (Shigaku
Ondotology, 1987). O EDTA influencia a ruptura cromossdémica, por agentes mutagenos. Quando
combinado com mutagenos quimicos, aumenta a freqiiéncia de aberragdes induzidas por estes
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agentes. Ele também interfere com o processo de reparagdo do DNA, apds a exposicdo ao mutageno
(Mutation Research, 1983). O EDTA n#o é metabolizado pelo corpo humano, sendo rapidamente
excretado pela urina. Cerca de 50% do EDTA administrado, é excretado dentro de uma hora e 90%,
em sete horas. Significativamente ele n#do ultrapassa a membrana celular, permanecendo no fluido
extracelular até ser eliminado pela urina (Intemational Labour Office, 1983 citado no Tomes Plus,
1997). Porém este composto, causa um aumento da permeabilidade da membrana celular,
ocasionando uma maior absor¢do de outros produtos (bases, acidos e compostos neutros) (Casarett
and Doull's Toxicology, 1986 citados no Tomes Plus, 1997). Talvez o EDTA altere a permeabilidade,
pelo aumento do tamanho dos poros da membrana ou por dilatacdo dos espagos entre as células
epiteliais (Fundamentals of Drug Metabolism and Disposition, 1971 citado no Tomes Plus, 1997).

O hipoclorito de sédio é utilizado no processo de branqueamento de inddstrias de celulose e
papel; na purificagdo da agua; na medicina; como desinfetante de piscinas; como reagente; como
germicida e fungicida (Sax & Lewis, 1987; Budavari, 1989 citados no Tomes Plus, 1997). Quanto a
sintomatologia em humanos ap6s a exposicdo ao hipoclorito de soédio, podemos citar: dor e
inflamagdo na boca, faringe, esdfago e estdmago; erosdo das membranas das mucosas; vémitos;
hemorragias; colapso circulatério; cianose; respiracdo superficial, deliros; coma; edema de glote;
perfuragdo do esdfago e estdmago, entre outros. Quanto a bioacumulagfo, o hipoclorito de sédio ndo
apresenta um significante potencial de bioacumulagdo. Porém, é extremamente toxico para peixes.
Alguns dos efeitos genéticos observados, em células de embrides humanos foi referente a troca das
croméatides irmds, com uma dose de 149 ppm (Chromosome, 1980). Em Salmonelia typhimurium, a
mutagdo ocorre com uma dose de 1mg/placa, em meio sem S-9 (Applied Methods in Oncology, 1980
citados no Tomes Plus, 1997). O mecanismo toxicologico ocorre porque o hipoclorito de sédio, quando
entra em contato com as membranas das mucosas, como solugdo acidifera, produz acido hipocloroso,
gerando irritagcdo, podendo ser corrosivo.

Industrialmente, o carbonato de sédio pode ser empregado para os mais diversos fins. Na
manufatura de vidros e sab8es, branqueamento de linho ou algoddo, como controlador de pH, em
fotografia, dacido famrmacéutico, reagente em quimica analitica, intermedidrio em reagdes
termoquimicas, desinfetante, etc. Alguns dos efeitos clinicos observados, podem ser causados pela
ingestdo de grandes quantidades do produto, causando corrosdo do trato gastrointestinal, vémitos,
diarréia, colapso circulatério e até mesmo a morte. Carbonato de sodio € alcalino o suficiente para
danificar o epitélio da comea, quando ocorrer exposi¢cdo ocular. Em solugdes concentradas, pode
causar opacidade permanente da cémea. Efeitos crénicos observados foram enfermidades
respiratdrias, na pele e gastrointestinais (Kamaldinova et al.,1987 citado no Tomes Plus, 1997).

O silicato de s6dio quando foi testado em ratos, apresentou LD50 (dose letal a 50% dos
organismos expostos) equivalente a 1153mg/kg, com administracdo oral. Os efeitos téxicos neste
mesmo organismo-ensaio, foram no trato gastrointestinal, tais como: ulceragdo no estémago, duodeno
e intestino (Toxicology Letters, 1986 citado no Tomes Plus, 1997). Os efeitos em humanos, quanto a
irritabilidade para a pele, foram severas. Observadas com administragdo de 250 mg/24h (Toxicology
and Applied Pharmacology, 1975 citado no Tomes Plus, 1997).

Cloreto de sédio é naturalmente originario do cloro e sodio. E usado na medicina, no
tratamento de deplegdo do volume extracelular, desidratagio e deplecio de sédio. E também utilizado
na indistria em varios processos quimicos. Quanto a absorg¢io do cloreto de sédio, pelo organismo de
mamiferos, podemos caracterizé-lo como facilmente absorvido pelo frato gastrointestinal. A glicose,
facilita esta absorgdo (Reynolds, 1989 citado no Tomes Plus, 1997). A excre¢do, ocorre nos rins,
sendo eliminada via glomérulos e apés reabsorvido no tibulo proximal (Hey & Hickling, 1982 citado no
Tomes Plus, 1997). Junto com a agua, o cloreto de sédio se constitui no basico meio interno dos
mamiferos. Um colaborador para estabilidade extracelular e deste modo para a osmolaridade
intracelular. O ion sédio é distribuido exclusivamente no compartimento extracelular. Referindo-se ao
mecanismo de toxicologia, a intoxicagdo aguda pelo sal, produz danos ao sistema nervoso central,
quando células nervosas comegam a desidratar, seguindo a troca aguda osmética do fluido
intracelular para o compartimento extracelular (Habbick et al.,1984 citado no Tomes Plus, 1997).

O diéxido de cloro tem sido empregado para a maioria das pastas celulésicas em que a

462



alvura elevada e boas propriedades fisico-mecanicas sdo exigidas. A quantidade empregada deste
alvejante dependera do tipo de madeira, do tipo de pasta celul6sica e do teor de lignina da pasta ndo
branqueada. O diéxido de cloro é um 6timo branqueador que oxida a lignina e as resinas ate
substancias incolores com pouca degradagdo dos carboidratos (D'Almeida, 1981 citado por
Goncalves, 1997).

Diéxido de cloro é usado no branqueamento da celulose, papel, farinha, couros, éleos e
gorduras; na purificacao da 4gua, controle do gosto e odor da 4gua. E também usado como um
agente oxidante, bactericida e antisséptico (Budavari, 1989 citado no Tomes Plus, 1997).0 gas
diéxido de cloro causa severas iritagdes respiratérias e nos olhos. Pode causar edema pulmonar. O
mecanismo de agdo consiste quando o gas cloro e convertido para HCI e oxigénio ativo no
parénquima pulmonar, ocasionando danos ao tecido pela agéo direta do oxigénio (Tomes Plus, 1997).

Os cloratos s&o fortes agentes oxidantes. A toxicidade do clorato de sédio origina-se da forte
reacdo oxidante nos tecidos do corpo, particularmente uma acdo destrutiva nas celulas vermelhas do
sangue (Clayton & Clayton, 1981 citado no Tomes Plus, 1997). Agente oxidante e branqueador,
especialmente para fazer diéxido de cloro para indistria de celulose e papel, ou processados para
fazer percloratos. Cloratos sdo principalmente téxicos por ingestéo e inalagdo. Sao nefrotéxicos;
causam hemoélise no sangue; causam hipotens3o e danos ao musculo cardiaco. Problemas
neurolégicos tais como: letargia e coma tém sido registrados (Tomes Plus, 1997).

2.2. Sistema Mutatox para Avaliagdo de Genotoxicidade

O Sistema Mutatox éum sistema analitico de teste, o qual indica a presenga de algum agente
em uma substancia que cause danos genéticos ao organismo-teste. Este teste utiliza cepas mutantes
de Vibrio fischeri que tiveram sua habilidade de produzir luz afetada pela repressdo do Operon
responsavel pela luminescéncia. Estudos mostram que o sistema luminescente da V.fischeri é

organizado em dois divergentes transcritos 6perons (PL e P ) separados por uma regido regulatéria
comum. Operon é um sistema de cistrons, sitios operador e promotor, pelos quais é regulada uma
determinada atividade metabdlica geneticamente controlada. O teste bacterial luninescente, mede a
habilidade de amostras-teste, no caso produtos quimicos, de restaurar a luminescéncia,
provavelmente pela liberagdo deste 6peron que estava reprimido. A desrepressdo pode ocorrer por
varios mecanismos (Ulitzur, 1986). O primeiro destes é uma inativacdo pela direta interagdo com o
repressor. Isto poderia ser o resultado de uma téxica ligagéo, alterando o repressor e interferindo com
o local de ligagdoo do gene luciferase. Agentes alquilantes, determinadas proteinas e luz UV sédo
agentes os quaisl atuam nestes mecanismos. Outro, seria uma interferéncia com a sintese do
repressor. A inibicio da sintese do repressor pode resultar da interagdo com agentes que atuam no
DNA ou RNA. Estes agentes incluem: Agentes DNA-intercalantes (quimicos que s&@o habeis para
inserir eles mesmos entre as bases da fita dupla de DNA, causando uma extensdo no mesmo),
agentes que danificam o DNA ou qualquer outro que pode afetar a expressdo do gene (Ulitzur et al.,
1980 citados por Elmore and Fitzgerald, 1990).

A resposta genotxica e indicada quando o quimico testado restaura o estado de
luminescéncia na bactéria: o aumento do nivel de luminosidade identifica a relativa genotoxicidade da
amostra.

Mutatox é um sensivel e rapido teste para caracterizagdo da genotoxicidade de &guas,
efluentes, sedimentos e residuos perigosos. Além das ja citadas vantagens, este teste estabelece
uma correlagdo com o Teste de Ames, utiliza cepa padronizada de microrganismos ndo patogénicos
que sdo mantidos liofilizados, prontos para o uso imediato a qualquer momento por procedimentos
também padronizados com ou sem S-9 (frag&do microssomal).

A célula eucariética apresenta o sistema enzimatico citocromo P-450, um dos mais complexos
metabélicos, capaz de catalisar a ativagdo de pré-mutagénicos. Atua, principalmente, com a fungéo de
defesa dos organismos, degradando, fisiologicamente, substéncias quimicas estranhas ao
metabolismo celular. Também tem sido considerado importante o seu papel na desintoxicagdo de
substancias estranhas & célula, como os poluentes ambientais, perigosos em decorréncia de sua
potencialidade t6xica. Entretanto, as células bacterianas sdo deficientes em certos sistemas
enzimaticos (citocromo P-450, por exemplo). Tais deficiéncias podem ser compensadas pelo uso de
um sistema de indugdo,S-9 mix, associado aos ensaios com organismos procariéticos, constituido de
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