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INTRODUCAO

A contaminacao da agua possui diferentes fontes de poluicao, sejam elas oriundas de descargas de efluentes, atividades agricolas
e esgotos domeésticos. Efluentes de industrias cervejeiras possuem altos niveis de matéria organica, fosforo, nitrogénio, elementos
organicos e inorganicos. Esta mistura complexa liberada no ambiente deve ser investigada para identificar os possiveis efeitos toxicos e

genotoxicos que esses contaminantes podem causar.

OBJETIVOS

Esse estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade celular
utilizando o ensaio colorimétrico de MTT ((3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)), a
genotoxicidade e mutagenicidade através do Ensaio Cometa e
Teste de Micronucleos em células de fibroblastos de pulmao de
Hamster Chinés (V79). Além disso, identificar e quantificar os
elementos inorganicos através da técnica de PIXE, em amostras
de dguas do Rio Jacui (RS/Brasil) sob a influéncia de despejo de
efluentes industriais, principalmente da industria cervejeira.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de aguas superficiais € ;- ------ S 1

sedimentos foram coletadas no rio em. : @'
trés locais durante o verao: 1 km antes do e
descarte da cervejaria (local A); em frente : ,
ao local de descarte de efluentes, apds o' g
tratamento quimico e bioldgico (local B);
cerca de 1 km depois do local de descarte - '

do efluente (local C). Para os ensaios de MTT, cometa e
micronucleos, as células foram plagueadas (1x10°) em cada poco,
colocadas em estufa por 372 a 5% CO? por 24hs para aderéncia nos
pocos, apos as células foram expostas as amostras (10%) por 3hs.
No Ensaio de viabilidade celular foi adicionado o sal de MTT em
cada poco e realizado leitura em comprimento de onda de 540 nm.
Para o ensaio cometa as células foram expostas por 3hs e apos
retiradas das placas e submetidas a eletroforese, e analisadas
conforme a classe de danos (0-4) em microscopio optico. Para o
teste de micronucleos as células foram expostas por 3hs e apos
serem retiradas da placa as células foram dispostas em laminas e
coradas.
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As amostras também foram submetidas a
técnica de PIXE que identifica e quantifica os
elementos inorganicos presentes em uma
amostra.
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RESULTADOS

As ceélulas V79 expostas as
intersticiais demonstraram viabil

amostras de aguas superficiais e
idade celular no Ensaio de M

acima de 70% quando comparadas ao controle negativo (100%) nos

trés tempos de exposicao. Os da
apresentaram genotoxicidade nos

dos observados no ensaio cometa
trés locais (A, B e C), em amostras

de agua e sedimento, e mutagenicidade para local B (aguas
superficiais) e para os locais A e C (sedimentos). O Local C também

induziu apoptose em células V79

expostas ao sedimento. As analises

fisico-quimicas realizadas com as amostras de agua apresentaram
parametros dentro dos limites estabelecidos pela legislacao
brasileira. Os elementos inorganicos encontrados nas amostras de
aguas e sedimentos, mostraram uma relacao com o dano observado
no DNA e um aumento na concentracao destes elementos no local de

descarte do efluente e logo apos.
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Fig 1. Avaliacao da viabilidade das células V79 atraves do
MTT apos tratamentos com amostras em diferentes
tempos. Os valores sao a meédia * desvio padrao.
Viabilidade celular percentual acima de 70%.
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Surface water (pg/iem®) Interstitial water (sediment) (ppm)
Elements
Site A Site B Site C Site A Site B Site C
hMsenmesium 87 =24 53 = LT Fl=4 210 =41 6701 =422 =° 3714=338"7
Aluminium 335 = 37 230 = TD X5 = IT 1002 = B4 106853 =4840 = ° 40372 =048 7
Silicon 555=160 453 = 148 3BE =30 34381 = £45  L1DES7I = 12041 ¢ 33747 =32854%°
Phosphoms i nd nd it nd GO02 = 418 =<
Sulfur B TO=13 2 = 20 108 = 20 1123 = 58° 3343 = 181°%°
Chlorina 304 = 38 180 = 45 104 = 18 144 = 22 % sl
Fotassium T5=11 120 = 37 Th= 24 B3 =44 4757 =313 °¢ 480 = 1300 ¢
Caleinm 1260 =68 1387 =123 113257 622 = 218 4353 = 536°¢ 18821 = 3570 =°
Titanium 52=19 112=17*% L= 15 15= 15 TIDE = BRT 1720 = 3447
Chrominm 12=6 17=2 10=4 ] 66 =13 = 43=18"7
Manganase 1T=11 41 =11 =4 2x1 G571 = o7 = ¢ 180 =167
Iron I1=105 S45=025F 515= 136 T = 53 43407 = 4454 =° 12802 = 2004 ©
Cobalt T=1 Ww=4 117=7%¢ 1=1 140 = 54+ 2 34=1
HNickal i ol o 1=01 1g=7% 2T=11°
Coppar =1 3=l 1=1 1=01 Th= 183 47=123%
Zine T=4 l4=4 BEx=7 2x1 233 =35°¢ 24 =017
Arsanic ol hii | 38=13°" 1=01 17T=4*2 BEx=4
Eromins 4x=1 Ex1 D=2 13=0.1 3T=1g=" 1212

Zirconium g e e 15=1 5P =872 23 =223%
Fig 2. Elementos inorganicos presentes em aguas
superficiais e intersticiais (sedimentos) em trés locais
de coleta no rio Jacui (média * desvio padrdo pela
analise PIXE).

Damage Index Damage Frequency

Surface water Interstitial water (sediment)

Groups Parameters Negative Positive
@D (DF) Control* Site A Site B Site C Site A Site B Site C Control®
Negative Control? 1225 =568 825709 Cell proliferation
(1000 cells)
Surface water NDI 1.78 007 1.830.04 1.73£0.02 1.81=0.03 1.76 =0.02 1.69=0.03 1.78£0.52 1.83=0.04
T AN s+ T84 Y 4 ° 4 4 P Laeg anL £ L4 SH 15 L AT
Site A 5550231962 3033217322 BN 650255335 6192521005 591.00+£9.83 568.00=8309 5802521513 558503352 601.00£5000 656254237
DNA damage
Site B 73.83+4586° 35.00£21.08° (1000
binucleated)
Site C 8200 +44729¢b 42 50 £ 2005 ¢ AN 4502342 Q06247 1288=237¢ 1091403 11692230 931+£514 12702195 1323527«
NPB 128080 138145 290091 2952107 1202098 166228  074=087 1.76 £0.27
Interstitial water
NBUD 0.79£0.92 126148 276020 2.03=1.63 0.62=0.83 166084 191068 125£1.04
(sediment)
Cell death
Site A 51.67+35.40¢2 27.00+15.56 2 (1000 célls)
Apoptotic 0272031 1.08£049 1.02£0.57 0.79£0.56 0.86 £ 0.61 0442051 152x1.19¢ 100107
Site B 59.33229.07° 3283=16.13+ Necrotic 0002000 0282056 000000 0042028 0252050 0282056 0142028 1762126
Site C 71.67 4235 395016230 3 Culture medium; ® MMS (8 X 105 M). ¢ Significant of P<0.05 in relation to negative control; ANOVA Tukey's " test. Data were transformed by Y=Log ().
Fig 4. Deteccdo de frequéncia de micronucleos (MN), pontes
Positive Control ® 12550 £44 25+ 5225x727¢

nucleoplasmaticas (NPB), botdes nucleares (NBUD), indice de

Fig 3. Analise de danos no DNA em células
V79 tratadas com amostras de aguas
superficiais e intersticiais (sedimentos).
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CONCLUSOES FINAIS

As amostras de aguas superficiais e intersticiais foram capazes de causar danos genotoxicos em células V79 expostas a 10% de
amostra. Esses danos podem ser oriundos de quantidades significativas de elementos inorganicos causadores de efeitos genotoxicos.
Os resultados obtidos demonstraram que existe a necessidade de verificar outros parametros fisicos e biolégicos ao avaliar recursos
hidricos impactados por efluentes industriais de cerveja e outros efluentes industriais de elevada carga poluidora. Portanto é
imprescindivel a busca por solucdes para identificar e diminuir (formas de tratamento do efluente) a quantidade de compostos toxicos,
potencialmente genotdxicos e mutagénicos oriundos de efluentes industriais de cervejarias no Rio Jacui/RS, que ird impactar direta e

indiretamente na qualidade dos recursos hidricos.
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