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As indistrias de celulose e papel
caracterizam-se ambientalmente

pela geraciio de grandes quantidades de
residuos sélidos, efluentes hidricos e
emissdes gasosas, oriundos das vdrias
etapas do processo de produgio e que
sdo lancados ao meio ambiente tratados
ou nao.

Dentre estes, a geragdo de efluentes
vem recebendo especial atengiio nas tlti-
mas décadas e, certamente, continuard
recebendo devido ao questionamento da
compatibilidade destas descargas hidricas
com 0 ambiente aqudtico (Smith, 1992)
e, conseqgiientemente, ao homem (Houk,
1992: Kringstad, 1981). Os processos de
produgdo de celulose e papel consomem
grandes volumes de dgua, captados
principalmente de fontes superficiais, mas
também de fontes subterrineas, sendo
que, em contrapartida, estes volumes sio
devolvidos aos corpos d’dgua receptores
sob a forma de efluentes com expressiva
carga poluente (Rosa, 1990).

Estes efluentes vém sendo bastante
estudados através dos anos ¢ sdo bem
conhecidos pelos efeitos deletérios cau-
sados a biota dos corpos d'dgua recepto-
res. Os testes biolégicos (bioensaios) e
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andlises de residuos gerados pelas indis-
trias de celulose e papel sdo considerados
uma das maiores fontes de dados na
literatura de efluentes industriais. Devido
as atividades das indistrias de celulose e
papel descarregarem considerdveis volu-
mes de residuos. existe uma grande rela-
¢io quanto ao potencial destes efluentes
causarem efeitos deletérios a satide hu-
mana (Houk, 1992).

A carga poluente destas dguas resi-
dudrias apresentam, entre outras carac-
teristicas, uma significativa demanda de
oxigénio, expressa na forma de DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio) e DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio), a
presenga de cor, a geragdo de compostos
organoclorados, além de compostos que
exibem toxicidade aguda e cronica frente
a diversas formas de vida (Smith, 1992;
Nestmann, 1979; Kringstad, 1981;
Hoglund, 1979; Walden, 1977; Monter,
1990; Rosa, 1990; Voss, 1980).

A partir de 1977, em um estudo
pioneiro realizado por Ander e col.
(1977), demonstrou-se que entre as
propriedades toxicologicas apresentadas
por efluentes de uma indistria de celulose
lipo kraft utilizando madeira de coniferas
(softwood) como fonte de matéria-prima,
efluentes dos estdgios de branqueamento
da polpa celulésica também eram capazes
de causar efeitos mutagénicos indicados
através dos testes de mutagenicidade de
Ames.

Esta propriedade de causar mutage-
nicidade merece especial aten¢do e es-
tudos, visto que as mutagcoes no genoma
de células somdticas e germinativas dos

individuos expostos podem aumentar a
incidéncia de céincer e doengas here-
ditdrias nas populagdes (Cetesb, 1993).

A demonstragdo de que estes residuos
industriais podem induzir efeitos geno-
téxicos em espécies aqudticas e terrestres
(incluindo o homem) tem estimulado
pesquisadores na drea da toxicologia
genética (Houk, 1992).

Areas, onde a dgua é captada para fins
de abastecimento piiblico (potabilidade),
merecem especial aten¢do em termos de
genotoxicidade, uma vez que o trata-
mento convencional parece nio ser sufi-
ciente para reduzir a mutagenicidade pré-
existente na dgua bruta e a adig¢io de
cloro promover, ainda, a geragdo de com-
postos clorados com atividade mutagé-
nica (Valent, 1993).

Efluentes das plantas de branquea-
mento contém um amplo espectro de
substincias orgénicas. Uma vez que o
cloro e o hipoclorito sdo usados como
agentes de branqueamento, compostos or-
ganoclorados estdo comumente presentes
no licor residudrio. A maioria destes com-
postos € mutagénico e altamente téxico
para a flora e fauna aquatica (Ionescu,
1989; Langi e Priha, 1988).

A partir dos iltimos anos, tem-se
observado um considerdvel crescimento
relacionando os possiveis impactos
ambientais dos compostos organoclora-
dos (Rosa, 1993). Alteracoes genéticas
sdo um dos possiveis danos a longo prazo
(long-term), as quais sdo de extrema im-
portincia, uma vez que existe um alto
grau de correlagio entre efeitos genéticos-
mutagénicos e o desenvolvimento de
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cincer (Ames, 1978, apud Kringstad,
1981; Ramel, 1978, apud Ander, 1979;
Valent, 1990). Além disso, compostos
organoclorados, formados durante o
branqueamento da pasta celul6sica, €m
sido, geralmente, considerado os mais
importantes agentes mutagénicos em
efluentes de industrias de celulose (Langi
e Priha, 1988).

Por mutagénese, define-se como sendo
a indugio de alteragdes hereditdrias no
material genético de um organismo.
Estudos de cincer humano tém esta-
belecido que o evento mutagénico ¢ muito
provavelmente o fator iniciante em alguns
tipos de cincer. A maioria dos quimicos
carcinogenos e a radiacdo sao também
mutagénicos. Portanto, a demonstragao
da atividade mutagénica sugere que a
substincia pode ser (mas ndo necessa-
riamente precisa ser) carcinogénica
(Apha, 1992).

Existem vdrias maneiras para se de-
tectar a atividade mutagénica em amos-
tras liquidas, mas a utiliza¢ao de bioen-
saios com microrganismos tem sido uma
das melhores alternativas nos programas
de monitoramento, por serem estes testes
sensitivos e confidveis, podendo ser reali-
zados em curto periodo de tempo, com
um custo relativamente baixo (Houk,
1992; Valent, 1993), Entre os bioensaios
microbianos, o Teste de Ames ¢ o ensaio
mais amplamente utilizado para esta
finalidade (Houk, 1992; Valent, 1993;
Apha, 1992; Maron e Ames, 1983)eé o
teste proposto pela U.S. Environmental
Protection Agency - EPA (1989) através
do Clean Water Act (Valent, 1993).

O ensaio de mutagio génica reversa
em Salmonella typhimurium vem sendo
aplicado desde a década de 70 como
ferramenta na deteccao da mutageni-
cidade para virios tipos de aplicagoes,
que viao desde a avaliagdo de grande nu-
mero de composlos quimicos puros ou
fracionados, no monitoramento de popu-
lagoes expostas a agentes quimicos, na
detec¢ido de mutigenos em urina de fu-
mantes ou de animais tratados com mutd-
genos, até a avaliagdo de alimentos conta-
minados com agentes quimicos. O Teste
de Ames tem sido também amplamente
aplicado na deteccao da mutagenicidade
de amostras ambientais (dgua, ar, efluen-
tes industriais, lixiviados de residuos soli-
dos, produtos fracionados etc.) (Cetesb,
1993).

O ensaio em Salmonella/microssomo*
de células de mamifero, também deno-
minado de teste de Ames, mede a poten-
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cialidade de amostras-teste em induzir
alteracOes genéticas (mutagdes) em li-
nhagens especialmente desenvolvidas da
bactéria Salmonella typhimurium (Houk.
1992; Cetesb, 1993; Maron e Ames,
1983; Claxton, 1987), onde sao utilizados
linhagens (cepas) ndo virulentas desta
bactéria, especialmente desenvolvidas
para tal.

Alguns dos quimicos mutagénicos (os
promutigenos) requerem uma conversao
metabdlica por ativagiio enzimética para
vir a tornarem-se geneticamente ativos.
Entretanto, estas enzimas encontram-se
ausentes na bactéria-teste, sendo neces-
sdria a adigdo de uma mistura exogena
para a ativagio metabdlica.

Esta conversio metabolica de pro-
mutdgenos para mutagenos ativos, a qual
pode vir a ser detectdvel através do teste
de mutagdo génica reversa em Salmo-
nella, é realizada adicionando-se uma
preparagio de enzimas de mamiferos,
denominada de fragdo S9Y, que consiste
em homogenato de figado de rato
induzido com Aroclor 1254 (Houk, 1992;
Apha, 1992; Cetesb, 1993; Maron e
Ames, 1983; Claxton, 1987).

Bioensaios genéticos de curta duragio
(short-term) estao tornando-se cada vez
mais um importante teste para a iden-
tificagio de compostos individuais ou
misturas ambientais complexas, a qual
podem apresentar um potencial risco a
satde (Zeiger, E. 1982, apud Holmbom,
1984).

Seus resultados sdo relevantes para a
saide humana uma vez que o alvo toxi-
colégico € 0 DNA, o qual existe em todas
as formas de vida celular. Assim, pode
ser extrapolado que compostos que se
mostram reativos com o DNA em uma
espécie tém o potencial de produzir
similar efeito em outra espécie. Em geral,
perturbagtes do material genélico sao
deletérios para organismos e podem con-
duzir a conseqiiéncias severas e irrever-
siveis a satde. Efeitos a saide humana,
comumente associados com exposi¢ao a
compostos genotoxicos, incluem céncer,
anomalias congénitas e doengas do cora-
¢do (Houk, 1992).

O teste com Salmonella tem sido uti-
lizado para determinar a mutagenicidade
de amostras ambientais complexas e mis-
turas biolégicas. Virios dos componentes
mutagénicos dessas misturas tém sido
caracterizados quimicamente. Um con-
siderdvel nimero de mutdgenos, inicial-
mente detectado pelo teste com Salmo-
nella, tem se mostrado, subseqiientemen-

te, ser carcinogénico em lestes com ani-
mais (Maron ¢ Ames, 1983),

O Teste de Ames € relativamente sim-
ples. sensivel e de baixo custo, fornecen-
do resultados em dois dias, e apresentan-
do boa correlacdo entre mutagenicidade/
ndo mutagenicidade e carcinogenicidade/
nio carcinogenicidade para com ensaios
em roedores. Desvantagens deste teste
sdo que alguns mutigenos ativados em
células de mamiferos podem nio ser
detectados, e a poténcia relativa dos muta-
genos no teste pode ndo ser necessa-
riamente correlacionada com a poténcia
carcinogénica nos mamiferos (Apha,
1992).

Embora o teste forneca informagio
“qualitativa” quanto aos mutigenos, cle
apresenta grande variabilidade entre labo-
ratorios em termos de quantitativos. Con-
tudo, ele é de grande valor como teste
preliminar de triagem (Apha, 1992).

As propriedades mutagénicas dos
efluentes das inddstrias de celulose e
papel tém sido estudadas, testando-se
principalmente descargas de dguas resi-
dudrias tratadas ou ndo, ou testando-se
compostos puros identificados no eflu-
ente (Langi e Priha, 1988).

Ander e col. (1977) e, posteriormente,
Hoglund e col. (1979), detectaram que o
licor residual do estigio de cloragio da
seqiiéncia de branqueamento da polpa
celulésica de fabricas kraft exibia um
significativo efeito mutagénico quando
testado de acordo com o Teste de Ames.

Mais tarde, esta propriedade de causar
mutagenicidade frente a organismos-teste
foi confirmada para um nimero de
fabricas de celulose, tanto para polpacao
kraft como também para sulfito, utili-
zando-se como fonte de matéria-prima
madeira de folhosas (hardwood) e/ou de
coniferas (softwood) para virias se-
qiiéncias de branqueamento (Langi e
Priha, 1988; Holmbom, 1984, Nestmann,
1979; Houk, 1992; Stockmann, 1980;
Erickson, 1982; Holmbom, 1981;
Bjorseth, 1979, Kringstad, 1981). A
maior parte desses levantamentos

(*) Segundo o Henderson's Dictionary of
Biological Terms 97 Ed.- Microssomes: a
particula de menor tamanheo que fica abaixo
na wltrafiltragdo do homogenato de células
¢ incluem partes de outras fragaes,
especialmente reticulo endoplasmdtico com
ribossomos relacionados com a sintese
proteica; formalmente utilizado pela
maioria dos citologistas para designar
qualquer pequeno granulo no citoplasma.
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referem-se as industrias instaladas nos paises
Escandinavos, Canada e Estados Unidos.

Progressos na drea da toxicologia ge-
nética sdo devidos, em grande parte, ao
desenvolvimento e ao uso comum dos
bioensaios de curta duragéo (short-term).
Sua simplicidade e sensibilidade para da-
nos genéticos, a relativa rapidez e baixo
custo de experimentagdo, além da pe-
quena quantidade de amostra requerida
para o ensaio, {€m permitido que as pes-
quisas em toxicologia genética apresen-
tassem éxito (Houk, 1992).

Revisdo blbllcjo’
efeitos mutagénicos
& lmpwl'ﬁncm de sva defeccdo

A detecgido de mutigenos em amostras
ambientais tem importincia principal-
mente quanto a dois aspectos: em relagiio
a carcinogénese e as doengas hereditdrias
(Valent, 1990).

Durante as ultimas trés décadas tém
sido reunidas cada vez mais evidéncias
de que o cincer ¢ uma doenga genética ¢
que pode ser entendido como o resultado
de virias mutagdes que se acumulam no

Figura 1: Distribuicdo do potencial mutagénico de efluentes
industriais baseada na atividade por unidade de volume do
efluente total
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(revertentes/L) iy

1011

Extrema 1010

10®
107

Alta celulose kraft

‘ 10° | celulose

nitrotolueno)

celulose sulfito

Moderada

herbicidas

Baixa 10°

- dgua residudria da produgao de furazolidone i
- descarga de fabrica quimica (nitrofurano) apés ]
passagem através do quimiostato >

100 |- agua residuaria da producgao de nitrofurfural

- efluente do estagio da cloragao da industria de
- efluente do branqueamento de palha de industria de
‘ - residuo de produgao quimica (acido nitrobenzdico e

; - residuo de produgao quimica (industrias orgéanicas)
100 |- efluentes da producao de tintas e resinas epoxi

- agua residuaria de tanques de separagao oleo-agua de

estagoes de gasolina

- efluente do estadgio da cloragao de uma industria de

- residuo de fabrica téxtil

- efluente total de industria de celulose

- efluente da produgéo farmaucética

10¢ | - agua residudria da produgao de tinta para cabelo e

- efluente da producao de resinas

- efluente da producao de quimicos (perdxidos)
- tinturaria téxteis

- efluente de refinaria de petréleo &
- efluente de fundigao

| - efluente da produgao de papel colorido
| - efluente total da industria de celulose, biotratado em

lagoa aerada

Abaixo do
nivel de
detecgao

U

I

- residuo da producao de PVC
- efluente de industria de celulose termomecéanica
- efluentes da extracao alcalina e estagio da
| hipocloragao em industria de celulose

- Resultados obtidos a partir do ensaio em Salmonella (TA 100, TA 98, TA 1535).
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para andlise de avaliagao de risco e sdo baseadas, em parte, nas informagoées fornecidas pelos

estudos de compostos puros e mlsruras

- Modificado do original no
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DNA de uma célula somatica, levando a
perda do controle de crescimento
(Watson e col., 1987, apud Valent, 1990).
Desta forma, pode-se inferir que quanto
maior a exposigio de uma populagio a
agentes mutagénicos, maior a incidéncia
de cancer nos individuos.

Outra consideragio ¢ que mutiagenos
agindo em células germinativas (basica-
mente 6vulos e espermatozoides) causam
modificagdes no material genético, ou
seja, mutagoes que podem levar a maior
incidéncia de doengas genéticas, sendo
que as mais facilmente identificadas nas
populagdes siio as de cardter dominante
e aquelas causadas por aberragoes cro-
mossomicas (Saxena, 1984; apud Valent,
1990).

Cientistas estimam que, baseados nos
estudos epidemiolégicos, mais de 90%
de todos os cinceres sdo ambientalmente
relacionados (American Industrial Health
Council, 1978 apud Lee, 1981). Poluentes
e quimicos industriais sdo estimados
serem responsaveis por algo em torno de
1 a 5% de todos os ciinceres, sendo que
alguns cientistas afirmam que este quadro
pode ser (do critico como algo em torno
de 25% (Lee, 1981).

Associagdo comum entre atividade
mutagénica e carcinogenicidade é a base
para o uso dos testes de mutagenicidade
de curta duragio (short-term) com bac-
térias e cultura de c€lulas para se detectar
a potencialidade dos carcindgenos (Apha,
1992).

Atualmente, os testes de mutage-
nicidade mais utilizados em amostras
ambientais sdo os que utilizam as bac-
térias e, em especial, o teste de Ames ou
teste de mutagiio génica reversa em
Salmonella typhimuritm/microssomos de
células de mamifero (Valent, 1990; Houk,
1992; Claxton, 1987).

O teste em Salmonella tem sido
selecionado devido a sua facilidade de
aplicacdo e sua correlacio reportada entre
mutagenicidade e carcinogenicidade dos
quimicos (Nestmann, 1979; Kringstad,
1981: Apha, 1992; Claxton, 1987). Ames
e McCann (1981-apud Maron e Ames,
1983), em um levantamento sobre a
correlacido entre mutagenicidade/ carci-
nogenicidade, estimaram que esta relagio
estd em torno de 83% para 300 quimicos
relacionados.

A validagio do teste de Ames como
instrumento confiavel na avaliagio de
carcindgenos e/ou mutdgenos foi exaus-
tivamente realizada como pode ser
observado nos trabalhos de Purchase ¢
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col. (1978), Dunkel e col. (195), Tennant
e col. (1987) e Auleta e Ashby (1988) -
(apud Valent, 1990).

Uma classificac@o (ranking) realizada
por Houk (1992) apresenta em ordem de
grandeza a poténcia de mutagenicidade
verificada para virios tipos de descargas
residudrias geradas por atividades
diversas, avaliada através do ensaio em
Salmonella (figura 1). Esta classificacdo
¢ de significativa importancia, uma vez
que ¢ considerada a carga de muta-
genicidade langada ao meio ambiente,
ou seja, a mutagenicidade observada ¢é
multiplicada pela vazao do efluente em
questdo.

Segundo esta mesma autora, embora
a mutagénese seja uma medida do
potencial genotdéxico, esta representa
apenas um dos trés tipos de danos
estruturais a0 DNA (como serd citado
mais adiante), e interpretagoes do risco
relativo devem ser feitas com precaugiao
quando baseados neste tnico end point.
Contudo, tal sistema de classificagdo
pode ajudar na medida de risco, centrando
ateng¢ao nas industrias cuja descarga de
residuos possam significar ameaga
mutagénica para a satide humana e do
meio ambiente.

Vallent (1990) afirmou que 0s ensaios
genotoxicos, de um modo geral, ndo sdo
100% precisos e que nenhum ensaio €
capaz de detectar todos os carcinégenos
conhecidos, o que faz do teste de Ames o
principal ensaio de rotina devido a sua
alta reprodutividade, baixo custo e uso
generalizado, facilitando comparagoes
entre resultados e permitindo andlise de
virias amostras em um curto espago de
tempo.

Consideracoes sobre o Teste de
Ames e do uso de testes de
genotoxicidade na deteccdo de
mutégenos ambientais

Danos genéticos sdo mais precisamen-
te definidos como sendo lesoes especifi-
cas estruturais que ocorrem ao longo do
DNA. Trés maiores classificagoes de
danos podem ser descritas: a) mutagéne-
se, refere-se a mutagdo do gene ou muta-
¢iio ponto, a qual s@o alteragbes na
seqiiéncia do DNA dentro do gene; b)
clastogénese, a qual refere-se a alteragao
na estrutura do cromossomo, usualmente
resultando em ganho, perda ou rearran-
jamento de partes do cromossomo; e c¢)
aneuploidia, a qual refere-se ao ganho
ou perda de cromossomos intactos (Houk,
1992).
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Mais de 200 testes de curta e longa
dura¢@o que utilizam microrganismos,
insetos, plantas e animais foram desen-
volvidos durante os tltimos 20-25 anos
para auxiliar na identificagio de agentes
(ue possuem ou apresentem risco gené-
tico para a populagio humana (Water e
col. 1988, apud Houk, 1992). Estes testes
podem ser separados em grupos maiores
baseado no sistema biolGgico empregado
(bioensaio em organismos precariontes ¢
bioensaios em organismos eucariontes),
e ao end point genélico detectavel
(mutagido génica, danos e reparos ao
DNA, danos aos cromossomos e aneu-
ploidia).

Bioensaios com procariontes (bacté-
rias) detectam agentes que induzem muta-
¢do génica e danos primdrios ao DNA,
incluindo nesta categoria o teste de Ames.
Ensaios com eucariontes incluem testes
em fungos, cultura de células de mami-
feros, entre outros, na qual detectam uma
ampla faixa de danos genéticos citados
acima.

Dos numerosos bioensaios genéticos
disponiveis, o ensaio de mutagio génica
reversa em Salmonella (teste de Ames) é
o mais fregiientemente selecionado para
avaliar a genotoxicidade de efluentes
industriais, residuos e descargas em geral
(Langi e Priha, 1988; Houk, 1992; Valent,
1990; Apha, 1992; Cetesb, 1993).

Desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e
colaboradores na década de 70 (Ames ¢
col. 1973) e revisado por Marion e Ames
(1983), o ensaio em Salmonella tem sido
utilizado mundialmente nas Gltimas duas
décadas para avaliar a mutagenicidade
de substincias quimicas puras e misturas
ambientais complexas. Em 1987, Claxton
e col. apresentaram as principais orien-
tagoes e recomendagoes para a realizagao
deste ensaio e interpretagio dos resulta-
dos. No ensaio, € utilizado um conjunto
de variedades (cepas) autotroficas para
histidina (his’) da bactéria Salmonella rv-
phimurium, especialmente desenvolvidas
para detectar mutagdes do tipo desloca-
mento do quadro de leitura frameshift ou
substitui¢io dos pares de bases (base par
substitution) induzidas pelo agente teste
(Cetesb, 1993; Claxton, 1987; Valent,
1990 Maron e Ames, 1983).

O ensaio é denominado de mutagio
génica reversa devido as variedades-teste
serem mutadas (em laboratério) no gene
-operon- para o caminho biosintético da
histidina e, conseqiientemente, ndo po-
dem produzir histidina, um aminodcido
necessdrio para o crescimento da bactéria.

Uma mutagao adicional é requerida para
reverter a célula em prototréfica para
histidina (his* - estado selvagem), prove-
nientes de mutagoes provocadas pela
amostra-teste ou originadas de mutagoes
espontaneas (Marion e Ames, 1983
Houk, 1992; Cetesb, 1993; Claxtonm,
1987, Valent, 1990).

No sentido de aumentar a sensibilidade
das variedades-teste de Salmonella frente
aos mutdgenos, virias modificagoes
foram feitas para a variedade do tipo
selvagem. Modificagdes incluem a re-
mogdo do sistema de reparagido por ex-
cisio do DNA bacteriano (delegio do
gene uvr B) e, também, perda parcial da
estrutura de lipossacarideos da parede da
célula bacteriana (mutagdao denominada
rfa), facilitando a difusao de moléculas
grandes para dentro da célula (Cetesb,
1993, Valent, 1990).

Em adi¢do, um fragmento extra-
cromossomico de DNA denominado de
plasmidio (pKM 101), que confere
resisténcia a ampicilina e contém o gene
muc, cuja expressao causa um estimulo
no sistema de reparo suscetivel ao erro
(erro prone), foi inserido em algumas
das variedades-teste. Variedades (cepas)
contendo plasmidio reparam incorreta-
mente certos tipos de danos ao DNA e,
conseqiientemente, sao mais suscetiveis
para expressar a mutacao.

Algumas das variedades teste de Sal-
monella contém mutagcdo do tipo fra-
meshift (mutagdo por deslocamento do
quadro de leitura através da adigio ou
dele¢do de nucleotideos dentro da mo-
lécula de DNA) e podem ser revertidos
somente pelos agentes que induzem mu-
tagao frameshift. Outras variedades con-
tém mutagdo por substituigiio dos pares
de bases (nucleotideos alterados) e podem
ser revertidas somente por agentes que
induzem substitui¢io dos pares de bases
(Houk, 1992; Marion e Ames, 1983;
Claxton, 1987; Cetesb, 1993).

Durante os dltimos anos, duas varie-
dades, TA 98 (a qual detecta mutagio
[frameshift), e TA 100 (a qual detecta
mutagdo por substituicdo dos pares de
bases) tém-se apresentado como as mais
sensitivas na andlise da mutagenicidade
tanto para compostos quimicos (Zeiger
1985, apud Houk, 1992) como também
para misturas ambientais complexas (De
Marini, 1991, apud Houk, 1992). A Nor-
ma-Cetesb L5-620 prescreve que, para
uma triagem de rotina, o uso das cepas
TA 100 e TA 98 tem se mostrado efi-
ciente na detec¢io de um grande nimero
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de mutigenos ambientais; além disso, a
literatura para mutagenicidade em eflu-
entes de indistrias de celulose e papel
tem descrito a utilizagiio dessas duas ce-
pas para a maioria dos trabalhos reali-
zados.

Uma deficiéncia do ensaio em proca-
riontes € que se encontram ausentes nas
bactérias muitas das enzimas metabdlicas
presentes nos mamiferos. Neste sentido,
o metabolismo dos mamiferos pode ser
imitado in vitre através da adig¢do de
homogenato de figado de roedor (deno-
minado de fragio S9) ao ensaio. As enzi-
mas deste homogenato, juntamente com
cofatores (por exemplo, NADP), podem
ativar muitos dos compostos que, de outra
forma, nio seriam mutagénicos nos bio-
ensaios in vitro, os chamados promu-
tdgenos.

Porém, em alguns casos, o sistema de
metabolizagio pode inativar compostos
mutagénicos tanto enzimaticamente co-
mo por ligagdes ao acaso entre espécies
moleculares dos compostos com essas
enzimas microssomais, tornando-se ina-
tivos ou menos ativos (Kamura 1983,
apud Valent, 1990).

Para realizar o ensaio padriio de incor-
poragio em placa, a variedade-teste de
Salmonella é exposta a doses crescentes
da substincia-teste (na presenga ou ausén-
cia de S§9) em meio dgar de superficie.
Os contetidos sdo, entdo, vertidos em um
meio dgar seletivo (dgar minimo) o qual
permite o crescimento apenas dos mu-
tantes revertentes (além dos mutantes es-
pontaneos caracteristicos para cada cepa
utilizada), ou seja, as células que se rever-
teram do estado auxotréfico (his’) para o
estado prototréfico (his?) crescerio e for-
mardo colonias. A resposta mutagénica
pode ser quantificada calculando-se o au-
mento na dose relacionada e o nimero
de colbnias prototroficas para histidina
(revertentes) que ocorre por unidade de
volume da substincia testada.

Os danos genéticos expressos pelo
ensaio em Salmonella representam uma
classe de danos ao DNA, chamados de
mutagio génica ou mutagio ponto. Outras
duas maiores classes de danos ao DNA -
clastogénese e aneuploidia - referem-se
a alteragdes estruturais no cromossomo
e no nimero de cromossomos, respecti-
vamente, a qual sdo detectadas por outros
tipos de ensaios e organismos, lais como
fungos, plantas, cultura de células de
mamiferos e animais (Houk, 1992).

O teste de Ames vem sendo o principal
teste empregado na avaliagdo da muta-
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genicidade de produtos quimicos puros
(McCann e col. 1975, Mortelmans e col.
1986) de amostras atmosféricas (Hughes
e col., 1980) e de amostras ambientais
liquidas, tanto para efluentes industriais
como para os corpos d’dgua que os re-
cebem (como rios, lagos etc.), além da
dgua tratada para abastecimento ptiblico
(apud Valent, 1993).

Constituintes da madeira
relacionados aos efeitos mutagénicos

Os licores residudrios (efluentes) de
branqueamento da polpa celulésica
contém uma mistura complexa de lignina
dissolvida, produtos da degradagio da
celulose e outros extrativos da madeira
origindrios do processo de polpagiio, além
dos compostos clorados derivados do
processo de branqueamento (Nestmann,
1979); desta forma, constituem os licores
residudrios da cloragdo e da extragio
alcalina a maior por¢ao, tanto em carga
como em volume, de todo o efluente ge-
rado pela indistria de celulose integrada
ou nio (Rosa, 1990).

Bjorseth e col. (1979) afirmam ainda
que os efluentes das indistrias de celulose
sdo fortemente relacionados com as
condi¢oes de cozimento, tipos de madeira
e métodos de cloragiio, variando, portan-
to, qualitativamente e quantitativamente
de fabrica para fibrica.

Desta forma, surge o questionamento
de quais dos conslituintes presentes na
madeira sdo os responsdveis pela muta-
genicidade, ou seja, qual do(s) componen-
te(s) da polpa nio branqueada ¢ a origem
dos compostos geneticamente ativos?

Stockman e col. (1980) observaram
que quando da cloracao da celulose,
holocelulose e de extrativos isolados da
polpa ndo branqueada, tendo sido os eflu-
entes testados de acordo com o teste de
Ames, nenhum efeito mutagénico foi
detectdvel em qualquer um destes
componentes. Contudo. quando testou-
se o efluente da lignina residual clorada
e isolada de uma polpa kraft nio bran-
queada, obteve-se uma resposta positiva,

Isto demonstra que os compostos
geneticamente ativos originam-se ou sdo
primariamente formados a partir da lig-
nina residual isolada da polpa nio bran-
queada (Stockmann, 1980; Nazar e
Rapson, 1982: Houk, 1992; Kringstad,
1981).

Consideragées sobre os efeitos
genotéxicos descritos e fontes de

geragdo de mutagenicidade nas

industrias de celulose

Como citado anteriormente, a detecgio
do potencial mutagénico presente nos
efluentes das inddstrias de celulose e tam-
bém nos efluentes preparados em labo-
ratdrio, foi primeiramente avaliado por
Ander e col. (1977), na qual observaram
que os licores residudrios do estigio da
cloragao de branqueamento da polpa kraft
softwood apresentavam propriedades mu-
tagénicas quando testados em Salmonella
(cepas TA 1535 e TA 1537). Além disso,
efluentes do estdgio da hipocloragio
apresentaram, também, uma fraca ativi-
dade mutagénica, apés concentragdo da
amostra.

Esses autores observaram que o efeito
mutagénico devia ser ocasionado por
mais de um tipo ou grupo de compostos,
uma vez que a detec¢iio da mutage-
nicidade foi positiva para duas diferentes
variedades de Salmonella ryphimurium
(TA 1535, que detecta mutagao por
substituicdo dos pares de bases e TA
1537, que detecta mutagdo por desloca-
mento do quadro de leitura-frameshifi),
inferindo-se¢ mecanismos diferentes da
a¢do mutagénica.

Ander e col. observaram, ainda, que
nenhum dos outros efluentes da seqiiéncia
convencional de branqueamento (extra-
¢iio alcalina e diéxido de cloro) exibiram
efeito mutagénico frente ao teste em Sal-
monella, da mesma forma que para os
testes em Escherichia coli, na qual para
esta espécie todos os efluentes testados
apresentaram-se nio mutagénicos, con-
cluindo que este teste nio apresentava
sensibilidade para com os efluentes das
industrias de celulose. Além disso, o efei-
to mutagénico era reduzido quando a mis-
tura de S9 foi adicionada ao ensaio em
Salmonella.

O efluente da cloracao foi, ainda, divi-
dido, em relagio ao peso molecular rela-
tivo, em maior e menor do que 1000,
onde observou-se que os efeitos muta-
génicos eram quase que exclusivamente
restritos a fragiio de baixo peso molecular
relativo e que tanto compostos éter soli-
veis como hidrossoliveis eram respon-
sdveis pelo efeito genotéxico observado
(com significativa predomindncia para a
fase éter solivel, como serd visto mais
adiante), concluindo que os efluentes do
estdgio da cloragdo continham vdrias
substincias mutagénicas.

Ap6s estes resultados terem sido repor-
tados, os estudos da genotoxicidade pre-
sente em efluentes de industrias de celu-
lose intensificaram-se significativamen-
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te. Questionamento quanto a avaliagdo
de risco envolvida na descarga dos
efluentes mutagénicos junto aos corpos
receptores requeriam informagoes da
natureza dos compostos mutagénicos. a
potencialidade de se acumularem nos
tecidos bioldgicos e sua estabilidade e
biodegradabilidade sob as condic¢des
encontradas no ambiente. Além disso, se
¢ mutagénico o efluente das plantas de
branqueamento, qual a melhor maneira
para se eliminar este efeito?

Um importante estudo veio, posterior-
mente, elucidar parte das questoes rela-
cionadas & mutagenicidade presente nos
efluentes das industrias de celulose e pa-
pel. Erickson e col. (1979), do mesmo
grupo de trabalho (Laboratério de Pes-
quisas de Produtos Florestais da Suécia)
do artigo acima citado, demonstraram que
aproximadamente todos os efluentes do
estigio da cloragio de branqueamento
da polpa hardwood ¢ softwood tanto para
o processo kraft como para o sulfito, apre-
sentavam-se mutagénicos para as con-
centragoes normais de processo, frente
ao ensaio em Salmonella.

Este efeito mutagénico era ainda mais
significativo para o efluente do estagio
da cloragio de branqueamento da polpa
kraft softwood, e em ordem decrescente,
kraft hardwood, sulfilo softwood e sulfito
hardwood, sendo que para este (ltimo o
efeito foi considerado insignificante.

Um dado importante de processo obti-
do desse trabalho foi a observacgio de
uma relagio linear entre a diminuicio do
efeito mutagénico e o aumento da pro-
porgio de substituigio de cloro por dié-
xido de cloro no primeiro estdgio da se-
qiiéncia de branqueamento. Proporgdes,
tais como 0/100, 15/85. 30/70, 70/30,
100/0 %, de substituicao de cloro por
dioxido de cloro, foram avaliadas e, quan-
do da utilizagdo de 100% de diéxido de
cloro no primeiro estagio de branquea-
mento, ndo foi detectada a formacao de
efluentes mutagénicos.

Para os demais efluentes da seqiiéncia
de branqueamento, nio foi detectado efei-
to mutagénico frente ao ensaio em Salmo-
nella para as concentragoes de processo,
ou seja, sem concentragdo da amostra.

Ainda neste trabalho, investigou-se
formas para eliminacdo do potencial mu-
tagénico utilizando-se como padrao o
efluente do estagio da cloragio de bran-
queamento da polpa kraft softwood e as
conclusdes sdo apresentadas no item
redugio/remogio do potencial mutagé-
nico mais adiante.
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A partir da constatagio de que o eflu-
ente do estagio da cloragio apresentava-
se como o mais genotdxico de todas as
descargas do processo e, até certo ponto,
a0 maior conhecimento quanto 4 forma-
¢do e natureza dos compostos organoclo-
rados gerados nas plantas de branquea-
mento, novos estudos vieram elucidar al-
guns dos pontos obscuros quanto a pro-
blemadtica da mutagenicidade presente
nos efluentes das indistrias de celulose,
além da subseqiiente identificagio de
organoclorados mutagénicos especificos.

Neste sentido, os efluentes do estigio
da cloragio de branqueamento nido so-
mente causam mutagio por substituigio
de pares de bases e deslocamento do
quadro de leitura em Salmonella (Ander,
1979; Bjorseth, 1979; Rannug, 1980; Lee,
1981; Holmbolm, 1981, 1984; Kamra,
1983; Langi e Priha, 1988) como também
causam mutacio em células de mamiferos
(CHO) (Rannug, 1981); aberragdes
cromossOmicas também em células de
mamiferos (CHO) (Douglas. 1985; Lee,
1981), conversdo génica e recombinagao
mitética em levedura (Douglas, 1983;
Kamra, 1983 apud Houk, 1992; Nest-
mann, 1985) e troca de cromatides irmis
(SCE) em células de ovdrio de hamster
chinés (CHO) (Douglas, 1983, apud
Houk, 1922; Langi e Priha, 1988).

Em contraste a significativa atividade
genotoxica demonstrada pelo efluente do
estigio da cloragdo, a qual foi detectada
em seu estado bruto sem a necessidade
de técnicas de extragio/concentragio,
efluentes dos estdgios de extragio alca-
lina, hipocloracdo e dioxido de cloro da
seqiiéncia de branqueamento, apresenta-
ram-se em geral menos mutagénicos ou
até mesmo ndo mutagénicos para as
concentragoes normais de processo; da-
dos positivos para estes efluentes foram
obtidos apenas quando as amostras foram
concentradas e/ou extraidas (Houk, 1992;
Stockmann, 1980; Langi e Priha, 1988).

Quanto a mutagenicidade do efluente
final de descarga para o corpo receptor,
no mesmo estudo realizado por Lee e
col. (1988), foram estudadas sete fibricas
de celulose, sendo cinco do tipo kraft,
uma sulfito e uma mecanica. O autor
observou que, no efluente geral da ldbrica
niio tratado e tratado biologicamente pelo
processo de lagoa aerada, ndo foi detec-
tado a presencga de material mutagénico,
supondo-se que a mutagenicidade apre-
sentada pelo efluente da cloragdo ou era
diluida pelas outras fontes nao mutagéni-
cas da fibrica ou era eliminada por meca-

nismos de rea¢iio desconhecidos. Estas
conclusdes foram observadas frente ao
ensaio em Salmonella e também para o
teste de aberragdo cromossémica em
CHO, quando as amostras foram testadas
para as mesmas concentracoes de des-
carga ao corpo receptor,

Contudo, os autores verificaram ini-
bi¢do no processo de reparo ao DNA nos
testes em células de fibroblasto humano,
evidenciando, portanto, que ainda havia
a presenca de materiais que afetam o
mecanismo genético da célula. Desta
forma, parece que em adigdo ias mutagoes
em bactérias e danos cromossémicos em
cultura de células de mamiferos causados
por certos efluentes das inddstrias de ce-
lulose, o mecanismo de reparo de dano
ao DNA dos organismos pode também
ser afetado.

Podemos citar ainda Hoglund (1979)
e Douglas (1980, apud Houk, 1992), que
observaram que o efluente total de uma
fabrica de celulose nido apresentava-se
mutagénico, porém, apés significativa
concentragiio da amostra, alguns valores
positivos puderam ser observados e que
este fato era decorrente da diluigio do
efluente do estdgio da cloragiao por outras
contribuicoes nido mutagénicas da in-
dustria de celulose, diluindo, portanto, o
efeito desta fonte, mas também princi-
palmente pela instabilidade quimica dos
compostos mutagénicos presentes.

Porém, quando Nestmann (1984),
apud Houk, 1992) usou uma versao mais
sensitiva do ensaio em Salmonella, cha-
mado de teste flutuante, ele encontrou
uma relagio dose/resposta quando o
efluente total ndo tratado da fabrica foi
testado. Além disso, diluigoes do efluente
total das inddstrias de celulose podem
causar numerosos efeitos citolégicos em
plantas, por exemplo, em Allium cepa,
além da indug@o de micronticleos em eri-
trocitos de peixes (Das Nanda, 1986;
Mohapatra e col., 1985; Shantlamurthy e
Rangaswanay, 1979; apud Houk, 1992).

Quando Langi e Priha (1988) usaram
diferentes métodos para a deteccao de
efeitos mutagénicos (mutagio reversa, re-
paracdo ao DNA e aberragae cromos-
sOmica) para trés diferentes indadstrias de
celulose, sendo duas kraft e uma meca-
nica integrada com fabrica de papel, cons-
tataram também a presenga de compostos
mutagénicos (apenas através do ensaio
de SCE) no efluente total da indistria de
polpagao mecinica a qual ndo utiliza o
cloro ou seus derivados para o alveja-
mento da polpa. Para as outras duas
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indistrias avaliadas, mutagdo por SCE
foi também observada para o efluente
final da fabrica tratado através de lagoa
aerada.

Segundo estes autores, a detecgao de
mutagenicidade no efluente de uma
indidstria de celulose do tipo mecanica
indica a presenga de compostos nao
clorados também causadores de efeito
mutagénico e que, além disso, a detecgao
de efeito genotdxico frente a diferentes
vias de detecgio indica mais uma vez
que estes efeitos devem ser causados pela
agiio de diferentes compostos.

Houk, em 1992, em uma importante
revisdo quanto, genotoxicidade de resi-
duos e efluentes industriais diversos, cita
estudos realizados com plantas e animais
selvagens em ambientes naturais proxi-
mos as industrias de celulose e papel,
onde foram observadas evidéncias dos
efeitos genotoxicos fora dos limites das
indistrias. Para uma populagdao de
samambaia (Osmunda recalis) crescendo
a jusante de uma fabrica de celulose e
papel, foi observada uma alta incidéncia
de mutagdo cromossomica (Klekowski e
Berger, 1976; Klekowski e Lewin, 1979),
e que extratos de tecidos de vidrias espé-
cies de peixes coletados de um rio conta-
minado com efluentes de uma indistria
de polpa kraft branqueada integrada
exibiam significante atividade muta-
génica quando testados de acordo com o
teste de Salmonella (Blevins, 1991).

Nesta revisao, Houk conclui que, com-
parando com outras industrias, o efluente
do estdgio da clora¢do gerado pela
industria kraft demonstra um alto po-
tencial mutagénico baseado na atividade
por unidade de volume de descarga (co-
mo foi observado na figura 1); contudo,
o efluente total da fabrica na qual encon-
tra-se diluido o efluente da cloragiio com
outras descargas de processo apresenta-
se apenas moderadamente mutagénico.
No entanto, estudos quanto a biota,
incluindo peixes e plantas que habitam
as proximidades das descargas dos
efluentes das indistrias de celulose, tém
sugerido que o impacto desses lanca-
mentos no ambiente € bastante signi-
ficativo.

Natureza e identificacgo de alguns
dos compostos mutagénicos presente
nos efluentes das industrias de
celulose

Uma vez amplamente observada a
potencialidade dos efluentes do estdgio
da cloracdo de branqueamento das
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indistrias de celulose em causar efeitos
genotéxicos, virios pesquisadores dire-
cionaram esfor¢os no sentido de se iden-
tificar quais sao os compostos respon-
sdveis por tais efeitos, qual € a natureza
quimica destes e como se comportam
sob as condigbes que prevalecem no
ambiente.

Stockmann e col. (1980) relatam a
presenga de um diferente nimero de com-
postos jd determinados como respon-
sdveis pelo efeito mutagénico. Alguns
deles apresentam-se relativamente ins-
tiveis e 1rao se decompor em produtos
geneticamente inativos sob condigdes
neutras e temperatura ambiente. Outros
sfio estdveis durante relativamente longos
periodos sob tais condi¢des e que, por
enquanto, parte dos materiais encontrados
na qual apresentam-se geneticamente
ativos sao compostos clorados de natu-
reza alifitica.

Este autor, assim como Langi e Priha
(1988), reportou ainda que a maior parte
da mutagenicidade indicada pelo teste
de Ames, ou seja, em torno de 85%, foi
encontrada na fragio contendo compostos
com peso molecular menor do que 500.
Do material com peso molecular maior
do que 1.000, nio foi observado qualquer
efeito mutagénico.

Ander e col. (1977) ja haviam relatado
que os efeitos mutagénicos eram re-
lacionados quase que completamente a
fragio de baixo peso molecular (<1.000)
e que parte deste efeito era relacionado a
fragio éter solivel,

Ja com relagio a solubilidade, os
compostos geneticamente ativos sio
encontrados na maior parte da fragio éter
solavel, sendo que 75% do efeito
mutagénico estd relacionado i fase
lipofilica, a qual apresenta uma afinida-
de para concentrar-se nos tecidos gordu-
rosos podendo, assim, acumular-se em
virios organismos. Os outros 25% en-
contram-se distribuidos na fragao hidros-
solivel (Stockmann, 1980; Kringstad,
1981).

Para o efluente do estigio da cloragio
da polpa kraft softwood, os compostos
mutagénicos sio predominantemente de
natureza neutra. Por cromatografia gasosa/
espectrometria de massa (CG/MS), 20
diferentes compostos neutros foram
identificados, entre estes, 9 isébmeros de
acetonas cloradas , nas quais em alguns
casos as propriedades mutagénicas-e car-
cinogénicas estiio descritas na literatura.

_ Kringstad e _col. (1981), através de

CG/MS, demonstraram a presenga de

uma variedade de alcanos, alcenos, és-
teres, cetonas ciclicas e aciclicas e aldei-
dos saturados e insaturados no licor
residual da cloragdo. Alguns destes
compostos sdo conhecidos ou foram
encontrados serem mutagénicos. Entre
estes incluem-se 1,3-dicloroacetona (um
clorado derivado do MX) e 2-cloropro-
penal, a qual apresentaram particularmen-
te elevada atividade mutagénica (Stock-
mann 1980, Hoglund, 1979; McKague,
1988).

Holmbom e col. (1981), baseados em
espectroscopia de massa de alta resolucido
e espectroscopia de Ultra Violeta (U.V.)
e Infravermelho (1.R.), identificaram um
outro potente composto mutagénico, o
3-cloro-4-diclorometil-5-hidréxi-2(5H)-
furanona, um hidréxi-furanona também
denominada de MX, a qual apresenta uma
férmula empirica de CHOCl. A
posi¢ao relativa do cloro e dos grupos
diclorometil ndo foram seguramente esta-
belecidas.

A maioria dos compostos genelica-
mente ativos, a qual tem sido identifica-
dos nos efluentes dos estigios da
cloragdo, estdo presentes em baixas con-
centragdes e, em alguns casos, em extre-
mamente baixas concentragdes (Stock-
mann, 1980). Embora nenhum dado
esteja ainda seguramente disponivel
quanto as concentragoes destes compos-
tos mutagénicos, recentes estudos indi-
cam um limite superior da ordem de apro-
ximadamente 50 pg/l (50 ppb) para a
maioria dos compostos puros testados
sob concentragdo ou fracionados da
amostra (Kringstad, 1981). Holmbom e
col. (1981) reportaram que a concentra-
¢io dos compostos mutagénicos estd em
torno de 5- 10 pg/l no efluente original
do estdgio da cloragio.

Extragbes por etil acetato e resina
XAD-4 forneceram aproximadamente
uma completa (70-90%) extragio de toda
a mutagenicidade do efluente do estigio
da cloragdo de branqueamento de uma
polpa kraft softwood. Estes resultados
sugerem, segundo Holmbom e col.
(1984), que a mutagenicidade desses
efluentes é causada principalmente por
compostos nio voldteis e de polaridade
intermediaria. Em torno de 10 a 20% da
mutagenicidade foi relacionada a com-
postos altamente hidrossoldveis, ndo
extraiveis por solventes orginicos.

-Ainda segundo este autor, através de
fracionamento dos extratos mutagénicos,
conseguiu que do extrato da extragio por
etil acetato, tratado com solugiio a 2% de

57



NaHCO, fosse removida maior parte
(entre 60 a 70%) da mutagenicidade a
Ames. Porém, este material mutagénico
poderia ser essencialmente recuperado
ap6s acidificagao a pH=2,0 e ser reex-
traido com etil acetato.

McKagre e col. (1988), estudando a
natureza e propriedades de alguns
compostos orgénicos clorados lipofilicos
isolados do licor residudrio de bran-
queamento de uma polpa kraft softwood,
identificaram, através de CG/MS, a pre-
senga de 20 compostos lipofilicos clora-
dos, entre estes enol lactonas cloradas e
enol dionas cloradas, as quais mostra-
ram-se fracamente mutagénicas e quimi-
camente instiveis, presumindo-se decom-
porem-se sob as condigbes encontradas
nos corpos d’dgua receptores, porém, a
propriedade lipofilica foi a estes relacio-
nada e um potencial para bioacumulagio
deve ser considerado.,

Nestmann e col. (1979), trabalhando
com dez resinas dcidas naturais ou clora-
das, identificadas como constituintes dos
efluentes das industrias de celulose e estu-
dadas para a determinagdo do potencial
mutagénico frente ao ensaio em Salmo-
nella, encontraram que apenas o acido
neoabiético apresentou-se mutagénico, ¢
que as resinas como um todo sdo usual-
mente biodegraddveis e nio persistem nos
corpos d'dgua receptores das descargas
destes tipos de industrias.

Os autores relataram ainda que, em-
bora o dcido neoabiético seja um compo-
nente mutagénico do efluente, este com-
posto ocorre naturalmente na madeira
utilizada para a fabricagio da celulose.

Uma importante observagio foi rela-
tada por Langi e Priha (1988) que,
avaliando os efluentes de indistrias de
polpagio quimica e também de uma
indistria mecénica integrada com fébrica

Figura 2: Compostos genotoxicos identificados nos efluentes
das induastrias de papel e celulose

Organismo indicador

acido neoabiético

Salmonella typhimurium

benzil cloreto

Salmonella typhimurium

bromocimeno

Salmonella typhimurium

bromodiclorometano

Salmonella typhimurium

| 3-cloro-4-diclorometil-5-hidréxi-2(5H)-furanona (MX)

Salmonella typhimurium

2-cloropropenal

Salmonella typhimurium

dibromoclorometano

Salmonella typhimurium

1,3-dicloroacetona

Salmonella typhimurium

diclorocatecol

S. cerevisiae

dicloroguaiacol

S. cerevisiae

dicloro-p-cimeno

Salmonella typhimurium |

dicloroetano

Salmonella typhimurium

diclorometano

Salmonella typhimurium

hexacloroacetona

Salmonella typhimurium

monocloroacetaldeido

Salmonella typhimurium

1-oxa-6,7,10,10-tetraclorospiro(4,5)dec-6-en-8,9-dione

Salmonella typhimurium

1-oxa-6,10,10-triclorospiro(4,5)dec-6-en-8,9-dione

Salmonella typhimurium

pentacloroacetona

Salmonella typhimurium

pentacloropropeno

Salmonella typhimurium

1,1,3,3-tetracloroacetona

Salmonella typhimurium

1,1,2,2-tetracloroacetona

Salmonella typhimurium

tetracloroetileno

Salmonella typhimurium

tetracloropropeno

Salmonella typhimurium

1,1,3-tricloroacetona

Salmonella ryphimqr.r’urn

tricloroetano

Salmonella typhimurium

tricloroetileno

Salmonella thimurium

1,2,3-trihidroxibenzeno

Salmonella typhimurium

Fonte: Houk (1992), a partir de varias referéncias; modificado do original por conter apenas os
mutagenos frente ao teste de Ames, com exceg¢ido para doclorocatecol e dicloroguaiacol
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de papel, verificaram que o efluente desta
tltima ndo apresentava mutagenicidade
frente ao teste de Ames, mas quando o
efluente foi testado em células de ovério
de hamster chinés-CHO para indugio
SCE, efeito mutagénico positivo foi
detectado, o qual indica a atividade de
compostos ndo clorados também causa-
dores de efeito genético, uma vez que o
cloro ndo é utilizado como agente alve-
jante neste tipo de processo.

Houk (1992), em seu trabalho de revi-
sdo sobre a genotoxicidade de efluentes
e residuos industriais, relata a partir dos
trabalhos acima citados que trés com-
postos tém sido identificados como parti-
cularmente potentes mutdgenos nos eflu-
entes da polpa kraft: 3-cloro-4-dicloro-
5-hidréxi-2(5H)-furanona (conhecido
como MX, o qual também tem sido mos-
trado induzir aberragbes cromossomicas
em células de mamiferos), 1,3-dicloro-
acetona (um cloreto derivado do MX) e
2-cloropropenal.

Esta autora apresenta uma lista dos
compostos ji identificados como respon-
sdveis pela atividade genotéxica a partir
dos efluentes das indistrias de celulose
integradas ou ndo. Destes, os relacionados
em causar efeito frente ao teste em
Salmonella sdo citados na figura 1.

Por fim, resume a autora, estes muti-
genos sido quase que exclusivamente
compostos clorados de baixo peso mole-
cular; que mutdgenos hidrossoliveis
(hidrofilicos) e éter soliveis (lipofilicos)
tém sido isolados e identificados e que a
maioria encontra-se na fragdo éter lipo-
filica. Os mais predominantes mutdgenos
lipofilicos sdo compostos neutros, in-
cluindo as cloroacetonas e outros clorados
alifiticos apresentados na figura 2. Mu-
tagenos hidrofilicos incluem as resinas
acidas e compostos fendlicos, tais como
clorocatecéis e cloroguaiacais.

Devido a natureza clorada e lipofilica
de muitos desses genotoxicantes, existe
uma relagiio de que estes podem ser resis-
tentes a degradacdo e com isso ampli-
ficar-se na cadeia alimentar. Felizmente,
muito desses compostos sio relativamen-
te instaveis sob condi¢des esperadas pre-
valecer nos corpos d'dgua receptores e
decompbdem-se rapidamente em sub-
produtos geneticamente inativos. Os dois
compostos responsédveis pela maior parte
da atividade mutagénica no licor residud-
rio da cloragio (MX e 2-cloropropenal)
ndo sdo particularmente lipofilicos e, as-
sim, apresentam baixo potencial para bio-
acumulagio.
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Contudo, alguns compostos téxicos
presentes nos efluentes das indistrias de
celulose ndo sao facilmente degradiveis
e podem persistir no ambiente e/ou
bioacumularem-se. Ambos estudos de
Stockmann e col. (1980) e Kringstad e
col. (1984) tém demonstrado que uma
pequena fracdo da mutagenicidade do
efluente do estagio da cloracdo pode ser
detectavel ap6s longos periodos de
estocagem, sendo que esta atividade pode
ser atribuida a compostos com alto grau
de lipoficidade, tendo assim potencial de
se acumularem na cadeia alimentar
(Houk, 1992).

Redugdo/remogéo do potencial
mutagénico presente nos efluentes
de industrias de celulose

Tém sido_propostas na literatura di-

versas maneiras para se reduzir ou
eliminar (pelo menos abaixo do limite de
deteccdo) o potencial genotéxico presente
nos efluentes de inddstrias de celulose e
papel e, concomitantemente, diminuir o
risco de impacto destas descargas ao meio
ambiente e ao homem.

Dentre estas, alternativas em planta
(de processo), como substitui¢do de cloro
por diéxido de cloro para o primeiro
estdgio de branqueamento, e alternativas
de tratamento externa, tais como
tratamento biolégico, elevagao de pH do
efluente para niveis alcalinos, troca i6nica
e tratamento com SO, estio entre as
tecnologias mais avaliadas e as conclu-
soes, de forma geral, sio apresentadas a
seguir.

Ander e col. (1977), citados anterior-
mente neste plano, reportaram que para
cinco diferentes efluentes do estigio da
cloracio de branqueamento de polpa kraft
softwood, o efeito mutagénico era redu-
zido quando microssomo de figado (mis-
tura S9) era adicionado ao sistema de
ensaio com Salmonella, indicando uma
detoxificagao metabdlica dos mutdgenos
responsdveis pelo efeito. Os autores
testaram, ainda, a adicao de S9 inativado
(sem NADP), a qual também observou-
se reduciio do efeito mutagénico e que
isto devia ser, em parte, devido a absor¢io
das subsiancias mutagénicas pelo micros-
somo. - -

Lee e col. (1981) relataram que entre

os processos envolvidos na redugio da
mutagenicidade através da mistura S9
incluem degradagio ou transformagao de
substincias mutagénicas pelas enzimas
hepaticas ou adsor¢do dos mutdgenos nas
proteinas do figado.
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Outras conclusdes sobre a avaliagio
do S9 foram apresentadas por Bjorseth e
col. (1979), que obtiveram redugao da
mutagenicidade com a adi¢ao de S9 ao
ensaio, com excecao para o efluente do
estigio da cloragio de uma planta sulfato.

J4 Houglund e col. (1979) relataram
que uma significativa redugio da
mutagenicidade foi obtida para o efluente
da cloracdo com adi¢do de S9 para a
cepa TA 98, e que para a cepa TA 100
obteve-se apenas uma moderada redugio
quando a mesma amostra foi ensaiada
com S9. Dos resultados experimentais,
na qual a fra¢do microssomal € incluida,
¢ plausivel ser esperado que organismos
tendo sistema de metabolizacdo com-
pardvel seriam capazes de reduzir subs-
tancialmente o efeito da atividade muta-

g€nica das substincias presente nos

efluentes das plantas de branqueamento.

Ainda em 1979, Nestmann e col.,
trabalhando com quatro diferentes cepas
de Salmonella typhimutium para resinas
dcidas identificadas nos efluentes das
industrias de celulose, observaram apenas
uma moderada reducdo da mutage-
nicidade para o dcido neoabiético (tendo
sido apenas este identificado como mu-
tagénico entre as resinas dcidas presentes)
quando adicionada a. mistura_S9_ao
ensaio.

Por fim, Houk (1992) afirma que o
efeito mutagénico presente nos efluentes
das indistrias de celulose, em geral, é
dramaticamente reduzido quando um
sistema exdgeno de ativa¢do metabdlica
€ introduzido no sistema teste, sugerindo
que o metabolismo in vivo pode influen-
ciar na resposta mutagénica.

Quanto ao efeito do pH sobre o
potencial mutagénico presente nos
efluentes das indistrias de celulose,
experimentos em laboratério tém de-
monstrado que a elevagdo do meio para
niveis alcalinos (principalmente entre a
faixa 10-11) destr6i uma substancial
fracdo da mutagenicidade quando testada
frente ao ensaio de Ames (Erickson,
1979; Stockman, 1980; Lee, 1981 e Nazar
e Rapson, 1982).

Citando novamente Erickson e col.
{1579) que investigaram maneiras para
se eliminar a mutagenicidade usando

_como padrdo o efluente do estigio da

cloragio de branqueamento de uma polpa
kraft softwood, por ter este se apresentado
como o mais mutagénico dos efluentes
estudados pelos autores, encontraram as
seguintes condicoes:

* a mutagenicidade presente no

efluente pode ser reduzida pelo trata-
mento com lama de cal, porém, a redugio
é moderada mesmo com dosagens da
ordem de 1 kg de lama de cal para cada
50 L de efluente;

= condigdes de estocagem consideran-
do-se temperatura e valores de pH de-
monstraram claramente que os compostos
mutagénicos presentes nestes efluentes
sdo dlcali sensitivos, principalmente
considerando-se temperatura ambiente
em torno de +20°C;

* diminui¢do da ordem de 1/3 foi
obtida através do tratamento do efluente
com solugdo aquosa de SO, (sulfito),
indicando que parte dos compostos muta-
génicos reagem com o SO,;

"= maior parte do efeito mutagénico é
removido passando-se o efluente através
de uma coluna de resina idnica trocadora,
obtendo-se remog¢do maxima em nimero
de mutantes na ordem de 90%:;

* ¢ por fim, elimina¢io da mutageni-
cidade do efluente da cloragio (testado
para as concentragoes de processo)
quando este foi tratado por 48h com uma
microbiota adaptada para este tipo de
substrato e com o pH corrigido para
neutro para suportar 0 meio bioldgico e,
posteriormente, mantido a +30°C sob

——condicdes aerébias.

Porém, estes autores realizaram ensaio
semelhante inoculando bactérias mortas
e um controle sem adi¢do de micror-
ganismos, apenas com as mesmas con-
digdes de tratamento, obtendo-se para ca-
da um destes casos uma parcial remogéo
do potencial mutagénico. Os autores
concluiram que parte da remogido da
mutagenicidade deveria ser atribuida aos
processos de adsor¢do, parte pela insta-
bilidade quimica dos compostos sob con-
dicoes neutras e que considerdvel parte
devia ser atribuida & degradagiio biolégica
das substincias mutagénicas.

Portanto, concluem os autores, o tra-
tamento biol6gico deve ser considerado
como um método promissor para se evitar
a contaminagio ambiental por substincias
potencialmente mutagénicas origindrias
das plantas de branqueamento.

Héglund e col. (1979), trabalhando
com efluentes de uma fabrica kraft com
seqiiéncia convencionai de branquea-
mento (com 10% de substitui¢io D/C no
primeiro estdgio), ndao detectaram efeito
mutagénico para TA 100 e TA 98 no
efluente total da fabrica antes do sistema
de tratamento, sem concentragdo da
amostra. Quando as amostras foram en-
contradas e extraidas, as fragoes dicloro-
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metano e éter solivel ndo apresentaram
efeito para a cepa TA 98, mas apresen-
taram-se positivo para a cepa TA 100,
embora o efeito tenha sido fraco.

Ja para o efluente apds o tratamento
biolégico, que consistia de lagoa aerada
com tempo de detengdo de cinco dias e
com eficiéncia de remocgdo para DBO
em torno de 70%, nao foi observado
efeito mutagénico tanto para TA 100
como para TA 98, nem mesmo para
concentra¢do de 100x da amostra.

Os autores comentam que a redugdo
demonstrada da atividade mutagénica,
provida pelos microrganismos do sistema
biologico de tratamento e pelo sistema
de metabolizagio de animais superiores,
indica que é pouco provdvel que as
substéncias responsdveis pelo efeito mu-
tagénico possam ser persistente no am-
biente.

Porém, Lee e col. (1981) relataram
que, em geral, o tratamento, biolégico
substancialmente reduz e, em alguns ca-
sos, completamente remove a atividade
mutagénica dos efluentes. Quando estes
apresentam elevadas quantidades de
organoclorados, por exemplo, os efluen-
tes dos primeiros estdgios da seqiiéncia
de branqueamento como o da cloragio e
extragdo alcalina, o tratamento biolégico
mostrou-se parcialmente efetivo, tendo-
se verificado a permanéncia de signifi-
cante atividade mutagénica nestes eflu-
entes apos o biotratamento. Por fim, os
autores comentam que hd evidéncias de
que certos compostos mutagénicos ori-
gindrios do efluente do estigio da clora-
¢do sdo recalcitrantes a biodegradagao.

Langi e Priha (1988), trabalhando com
diferentes indicadores de efeito geno-
toxico, observaram que o tratamento do
efluente total de uma fabrica kraft através
do sistema de lodos ativados era eficiente
na remogdo do efeito mutagénico tanto
para o teste de Ames como também para
o teste em células de ovirio de hamster
chinés-CHO (SCE). e que quando o
efluente de uma outra fibrica kraft era
tratado através de lagoa aerada, este ainda
apresentava-se mutagénico frente ao teste
em células CHO (SCE).

Lee e col. (1981) propdem que, de
modo geral, trés mecanismos em po-
tencial podem ser descritos como envol-
vidos na reducdo/remocio da atividade
mutagénica pelos sistemas de tratamentos
biolégicos: biodegradagio das subs-
tAncias mutagénicas, adsor¢cdo dos ma-
teriais mutagénicos a biomassa e hidro-
lise dos organoclorados sob condigoes
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neutras de pH necessdrias para o trata-
mento biolégico.

Nazar e Rapson (1982) reportaram
uma importante observagio quanto ao
comportamento das substdncias muta-
génicas presente nos efluentes das inds-
trias de celulose. Estes autores eviden-
ciaram, frente a ja conhecida instabilidade
dos mutdgenos em meio alcalino, que
quando da elevagiao do pH do meio a
quantidade de CI' ({ons cloreto) produzida
atingia limites mdximos, refletindo um
aumento na decomposi¢ao dos mutiage-
nos e que, seguramente, 0 mecanismo de
destruicdo dos mutigenos envolve a
formagao de CI inorgénico, o qual pode
ser linear nos estigios iniciais da reagdo.
Porém, devem ser considerados produtos
de reacdo nao mutagénicos na formacgao
de CI.

Por fim, os autores comentam que a
reacdo de decomposi¢do dos mutidgenos
contendo cloro, identificados nos etlu-
entes das industrias de celulose, procede
via clivagem do cloro organicamente
ligado pelo fon hidréxido.

Por outro lado, como alternativa em
planta para reducdo do potencial muta-
génico gerado pelas inddstrias de celulose
pode-se citar a substitui¢ao de cloro por
diéxido de cloro no primeiro estigio da
cloragdo de branqueamento. Uma relagdo
linear foi obtida por Erickson e col.
(1979), na qual quanto maior a porcen-
tagem de substitui¢do, menor é o
potencial mutagénico verificado no eflu-
ente deste estdgio, até¢ 100% de ClO,, a
qual ndo foi detectado efeito frente ao
teste de Salmonella, para ensaios sem
concentracao das amostras. Esta aborda-
gem jd foi descrita anteriormente no
primeiro item da revisdo bibliografica.

Comentdrios

Alternativas de gerenciamento

No Brasil, muito pouco tem sido es-
tudado e menos ainda sdo os dados repor-
tados na literatura quanto a avaliagio do
potencial genotéxico presente nos eflu-
entes das inddstrias de celulose e papel
aqui instaladas. Esta situacao demanda
maior atengio e pesquisas, uma vez que
o lancamento dessas descargas hidricas
nos corpos receptores traz questiona-
mentos quanto a compatibilidade desses
efluentes com o ambiente_aqudtico_e,
conseqiientemente, a0 homem, uma vez
que as dguas desses corpos receptores
sd0, na maioria das vezes, utilizadas para
fins de captacio e destinadas ao abas-

tecimento publico.

Como citado anteriormente nesta
revisdo, estudos tém revelado que o tra-
tamento convencional utilizado pelas
Estagdes de Tratamento de Agua (ETA)
nao se mostram eficientes na eliminagao
da mutagenicidade pré-existente na dgua
bruta.

Contudo, para uma avalia¢ao de risco
desses lancamentos potencialmente ge-
notdxicos, devem ser considerados diver-
sos fatores, tais como: o comportamento
e destino dos compostos responsaveis
pelo efeito mutagénico sob as condicdes
encontradas no ambiente, o coeficiente
de dilui¢do especifico para cada descarga
em questdo e também a capacidade de
mistura, além da estimativa do limite de
risco permissivel para o lancamento dos
efluentes das indistrias papeleiras, uma
vez que estes valores nao foram ainda
precisamente estabelecidos.

Além da referida estimativa de im-
pacto de langamento dos efluentes das
indistrias de celulose, a quantificagdo e
avaliagio da mutagenicidade presente
nestes efluentes é de considerdvel impor-
tdncia, uma vez que tem sido pratica co-
mum no mercado internacional na dltima
década impor barreiras comerciais rela-
cionando questdes ambientais as in-
dustrias do setor papeleiro destinadas a
exporta¢io, ocasionando muitas vezes a
necessidade de tomada de medidas
emergentes e quase sempre Onerosas.

Neste sentido, o nicleo de estudos
ambientais para o setor papeleiro do
Depto. de Hidriulica e Saneamento da
Escola de Engenharia de Sao Carlos -
USP vem desenvolvendo estudos quanto
aavaliacio do potencial mutagénico pre-
sente nos efluentes de algumas das maio-
res inddstrias de celulose instaladas no
Brasil. Essas pesquisas vao desde o
dominio da tecnologia dos ensaios
genotoxicoldgicos utilizados como ferra-
menta na detecgdo, até a correlagdo dos
valores encontrados com os tipos de pro-
cessos de polpacio e seqiiéncias de bran-
queamento adotadas, além, é claro, da
avaliacdo da eficiéncia de remocdo das
Estacoes de Tratamento de Efluentes
instaladas nas respectivas industrias.

Um pequeno nimero de grandes
indistrias instaladas no Brasil sdo
responsdveis pela maior parte de toda a
produgio de celulose nacional. De forma
geral, estas inddstrias estdo muito bem
alinhadas tecnologicamente, tanto para o
processo de produgio como para o tra-
tamento de residuos. Neste sentido, visto
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o histérico apresentado na literatura em
nivel mundial, é de se esperar algo muito
semelhante na avaliagdo das inddstrias
que serdo aqui estudadas. Dos métodos e
processos citados como eficientes na
diminuicao da geracgdo in plant e na re-
mogio/reducio dos compostos mutagé-
nicos pelos métodos externos de trata-
mento, pode-se observar que estes sio
praticados na quase a totalidade das in-
distrias nacionais.

Cabe comentar que, assim como 0§
dados referentes a toxicidade aguda e
cronica. e também aos valores de
organoclorados expressos na forma de
AOX observados para as indistrias em
questdo, estio de acordo com os limites
de lancamento mundialmente estipulados
e praticados, a avaliagdo da mutageni-
cidade deve, da mesma forma, apresentar-
se dentro do espectro esperado para tais
tipos de langamentos.

A mutagenicidade apresenta-se como
um efeito em potencial inerente aos
lancamentos das industrias de celulose ¢
e, por isso, deve ser corretamente esti-
mada e diagnosticada, visto que se en-
contram instaladas nestas inddstrias tec-
nologia suficiente tanto para prover me-
nor geracdo, como para a eliminagéo dos
compostos potencialmente mutagénicos,
Desta forma, pode-se previnir questoes
legais ou de mercado, nem sempre crite-
riosamente determinadas, apresentando-
se a avaliacdo desta referida abordagem
como um instrumento para atuais e fu-
turas discussoes.

Alguns dados preliminares, jd obtidos
para os efluentes de algumas fédbricas
avaliadas, confirmam tais estimativas,
que reforga uma previsdo de comporta-
mento esperado para a questdo da muta-
genicidade.

Contudo, situagoes caso a caso devem
ser suficientemente analisadas, no sentido
de se tracar a melhor estratégia de
gerenciamento quanto a previsio de
impacto e na medida de risco envolvida
para esta questao,
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Valvula H

A IMS - Industria Mecanica de Salvador esta expandindo suas Valvulas
Esfera junto aos mercados de gas, papel/celulose e induastrias quimicas e
petroquimicas, com a mesma qualidade de quem ¢€ a principal
fornecedora da Petrobras ha mais de trés décadas.
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IMS - INDUSTRIA MECANICA DE SALVADOR S.A.
Fibrica - Via Urbana, km 2 n. 1988 - Centro Industrial de Aratu
43700000 - Simdes Filho - Bahia - Tel.: 071-594-8577

Telex: 71.1033 - Fax 071-594-9137

Escritorios: 071-594-8577 - 021-262-4143 - 011-288-7720
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