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RESUMO

Compostos mutagénicos/genotéxicos podem nao ser removidos
durante 0s processos convencionais de tratamento de agua para
consumo humano e podem provocar mutacdes em células soméaticas e/ou
germinativas, o que pode trazer agravos a saude humana.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade genotdxica em
aguas brutas coletadas em seis locais (Itatiba, Valinhos, Sumaré,
Indaiatuba, Jundiai e Artur Nogueira) onde ocorre captagdo para
abastecimento publico, na bacia dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai
(Estado de Sao Paulo), que ndo tém sua mutagenicidade caracterizada.
Foi empregado o teste de Salmonella/microssoma, combinado a
processos de extracdo organica (resina XAD), com as linhagens TA98,
TA100 e YG1042. A linhagem YG1041 teve seu uso avaliado no
monitoramento de aguas superficiais. Foram avaliados também diferentes
critérios de positividade para o teste e o0 emprego de diferentes doses
maximas testadas.

Quatro captacbGes avaliadas apresentaram resultados negativos
enquanto as captacdes de Sumaré e Valinhos apresentaram atividade
mutagénica. O ribeirdo Jacaré foi identificado como uma das fontes da
mutagenicidade impactando na captacao de Valinhos. A poténcia maxima
detectada, na captacdo de Sumaré, atingiu 1020 rev/L para a linhagem
TA98 na auséncia de ativacao metabdlica e 2600 rev/L para a TA100 com
ativagcdo metabdlica, poténcias consideradas moderada e alta,
respectivamente. Estes resultados levaram & inclusédo do teste de
Salmonella/microssoma no monitoramento realizado pela CETESB nas

captacdes de Valinhos e Sumaré a partir de 2006.



ABSTRACT

Mutagenic/genotoxic compounds may persist after conventional
treatment for drinking water production and may induce mutations on
somatic or germinative cells which can lead to human health damage.

The objective of this study was to evaluate the genotoxic activity in
surface water samples at 6 sites (ltatiba, Valinhos, Sumaré, Indaiatuba,
Jundiai and Artur Nogueira) located at Piracicaba, Capivari and Jundiai
river systems (Sao Paulo state). These sites are used as source for
drinking water and were not previously screened for mutagenic activity.
The organic extract (XAD resin) was tested for mutagenicity with the
Salmonella assay using TA98, TA100 and YG1042 strains and YG1041
strain had its use in surface water monitoring evaluated. Different criteria
for analyzing Salmonella/microsoma assay data were also evaluated as
well as the use of different highest doses.

Four evaluated sites elicited negative results while Sumaré and
Valinhos samples presented mutagenic activity. Jacaré river was identified
as one of the mutagenic activity sources with impact on Valinhos drinking
water source. Maximum mutagenic potency, detected at Sumaré water
source, were 1020 rev/L for TA98 in the absence of S9 mix and 2600 rev/L
for TA100 in the presence of S9 mix. These potency values are classified
as moderate and high, respectively. These results lead to the inclusion of
the Salmonella/microsoma assay into the monitoring program performed
by CETESB (Sao Paulo State Environmental Protection Agency) at
Valinhos and Sumaré from 2006 on.
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Introdugdo

1. INTRODUGCAO

Historicamente, a disponibilidade de agua constitui fator importante
para a fixagdo humana no planeta, assim, muitas cidades desenvolveram-
se em torno de rios, lagos ou agua subterranea de facil acesso (OHE et
al., 2003). A agua é relacionada aos mais diversos usos, muitos deles
conflitantes, como o abastecimento publico, irrigacdo e afastamento de
efluentes domésticos e industriais (CETESB, 2005).

Com a industrializagéo e crescimento das atividades humanas no
planeta, fez-se cada vez mais necessario intervir na protecdo do meio
ambiente, ndo s6 como um fim em si, mas também visando a protecao da
saude humana. Novas atividades trouxeram novos poluentes, exigindo
novos procedimentos analiticos, e trazendo a descoberta de que velhos
problemas eram mais graves do que se pensava.

As aguas superficiais sdo o destino de grande quantidade de
efluentes industriais, agricolas, domésticos, além de receber substancias
carreadas pelas chuvas. Os efluentes e substancias carreadas sao
freqlentemente toxicos ou podem resultar em alteracdo do ecossistema
do corpo d’agua receptor (WHITE & RASMUSSEN, 1998).

Estima-se que nos Estados Unidos, mais de 800 ton® de compostos
lancados nas aguas superficiais e 60.000 ton® langados na atmosfera
sejam carcindgenos classificados como 1, 2A ou 2B pelo IARC e muitos
deles tém atividade mutagénica conhecida (OHE et al, 2004). Nesse
panorama, o estudo da genotoxicidade, especialmente da atividade
mutagénica da agua, ar, solo, efluentes industriais, compostos quimicos,
entre outros, tornou-se fundamental para a melhor compreensao de como
0 meio ambiente e seus poluentes podem causar danos a vida, sendo a
mutagenicidade objeto de estudos em diversas partes do mundo
(GALASSI et al., 1992; LANGEVIN et al., 1992; KUSAMRAN et al., 1994;
REHANA et al., 1996; KATAOKA et al., 2000; UMBUZEIRO et al., 2001).

Os seres humanos sofrem tanto mutagbes espontaneas quanto
induzidas e estdo expostos a mutagenos durante toda a vida. Fontes de
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Introdugdo

exposi¢cdo a mutdgenos incluem agentes toxicos no ambiente, alimentos,
produtos de limpeza, medicamentos, entre outros (MALLING, 2004).

A determinacdo e identificacdo de compostos genotéxicos
presentes em aguas utilizadas para abastecimento é um passo
fundamental para a predicdo dos efeitos do consumo desta mistura
complexa em humanos. Apesar do senso comum de que O maior risco
dos compostos mutagénicos seja a inducdao de cancer, atualmente ha
evidéncias de que as mutagbes de ponto podem provocar danos em
células germinativas ou somaticas levando ao desenvolvimento de outras
doencas como: doencgas hereditarias, cardiovasculares, anemia, disturbios
reprodutivos, neurocomportamentais e do desenvolvimento, além do
impacto no processo de envelhecimento (DEARFIELD et al., 2002).
Mutagbes em células somaticas senescentes, como 0s neurdnios, podem
estar envolvidas em doengas como Kuru ou Alzheimer (LENDON et al.,
1997).

Os ensaios de genotoxicidade, ao contrario das analises quimicas,
permitem a deteccao de efeitos combinados dos compostos presentes em
uma amostra, inclusive seus efeitos sinérgicos, antagbnicos, de
metabdlitos ativos, de produtos de degradacdo ou ainda a deteccédo de
substancias desconhecidas (HELMA et al, 1996). Os bioensaios nao
requerem ainda informacdes prévias sobre a composicdo quimica e
podem avaliar a genotoxicidade de amostras complexas (CLAXTON et al.,
1998). Dentre estes testes, em seus diversos end-points, o mais utilizado
em todo o mundo para a avaliagdo de aguas superficiais € o de
Salmonella/microssoma (OHE et al., 2004). Por ser tdo utilizado, o teste
de Salmonella/microssoma esta bastante desenvolvido e tecnhicamente
validado para ser utilizado em ensaios rotineiros para avaliagdo da
mutagenicidade de aguas superficiais (REHANA et al., 1995).

Em 1998 foi introduzido na Rede de Monitoramento da Qualidade
das Aguas Interiores do Estado de Sdo Paulo da CETESB o teste de
Salmonella/microssoma (ESTADO DE SAO PAULO, 1998), com as
linhagens TA98 e TA100, com o propdsito de aprimorar a avaliagdo dos
corpos d’agua com relagdo a presenca de substancias organicas tais
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como aminas aromaticas, HPAs entre outras, em niveis que possam
provocar mutagenicidade, passando a fazer parte do calculo do IAP
(indice de qualidade das aguas brutas para fins de abastecimento publico)
(UMBUZEIRO et al,, 2001). Com os resultados obtidos pelo teste de
Salmonella/microssoma pode-se priorizar os locais onde devem ser
realizados estudos mais detalhados das possiveis fontes de
contaminacdao, assim como determinacées quimicas dos compostos
organicos possivelmente genotdéxicos presentes nesses corpos d’agua
(CLAXTON et al., 1998).

Existem porém varias captacées de agua bruta utilizada para
abastecimento publico onde o monitoramento realizado pela CETESB
somente compreende alguns parametros de ordem sanitaria (oxigénio
dissolvido, coliformes, DBO, DQO, entre outros), sendo captagdes de
potencial genotdxico ndo caracterizado.

Os processos convencionais de tratamento da agua para
abastecimento podem ndo ser capazes de eliminar compostos
genotdxicos e ainda a cloracdo, ha muito utilizada como um processo
simples, efetivo e econbémico de desinfeccdo da agua, forma produtos
genotéxicos pela interacdo do cloro com compostos humicos
naturalmente presentes na agua ou outros xenobiodticos (VARTIAINEN &
LIIMATAINEN, 1986; SCHENCK et al, 1998; PARK et al, 2000;
MONARCA et al., 2004).

Assim sendo, € de fundamental importancia que se realizem outras
analises para complementar a avaliacdo ja realizada nos pontos de
captacao da agua para abastecimento especialmente no que se refere a
presenca de compostos mutagénicos. Os resultados obtidos irdo indicar a
necessidade de uma avaliacdo mais abrangente e detalhada nos pontos
estudados que apresentarem resultados positivos para o teste de
Salmonella/microssoma, bem como a necessidade de medidas de

controle e prevencao da contaminacdao em questao.
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1.1. Teste de Salmonella

O teste de Salmonella/microssoma foi desenvolvido pelo Dr. Bruce
Ames no comeco da década de 70 (AMES, 1971; AMES et al., 1975).
Ames estudava a estrutura e funcdo do operon da sintese de histidina e
com isso produziu um numero variado de mutantes de Salmonella
typhimurium. Mais tarde, Ames percebeu que algumas linhagens
mutantes poderiam ser usadas para detectar compostos mutagénicos
pela sua capacidade de reverter estas mutagdes.

Este teste foi revisado por MARON & AMES (1983) e por
MORTELMANS & ZEIGER (2000), sendo que CLAXTON e colaboradores
(1987), visando maior padronizacdo dos ensaios, definiram as principais
diretrizes para a realizagédo do teste.

Por ser um método sensivel, confiavel e por poder ser realizado em
pouco tempo, com custo relativamente baixo, o teste de Salmonella
tornou-se essencial em qualquer bateria de testes para avaliacdo
genotoxicolégica de qualquer matriz ambiental (ZEIGER, 2004). E ainda o
teste recomendado pelo Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 1998) e pela U.S. EPA (USEPA, 1989).

O teste utiliza linhagens de Salmonella typhimurium geneticamente
modificadas, derivadas da linhagem parental LT2, capazes de detectar
compostos quimicos que causam mutag¢des génicas por deslocamento do
quadro de leitura ou por substituicio dos pares de bases do DNA
(MARON & AMES, 1983). Em funcdo das alteracbes genéticas, as
linhagens sdo auxotroficas para a histidina, portanto sdo incapazes de
crescer em meio pobre neste aminoacido. As linhagens apresentam
diferentes mutacées em um dos genes do operon responsavel pela
sintese de histidina, assim apenas as células que reverterem a mutagao
no gene da histidina, passando a ser prototroficas para a mesma, seréo
capazes de crescer, produzindo colénias (UMBUZEIRO & VARGAS,
2003).

Existem diferentes tipos de mutacbées no gene da histidina, as
linhagens empregadas neste trabalho apresentam duas delas. A mutagéo
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hisG46, presente nas linhagens TA100 e YG1042, consiste na troca de
uma leucina (GAG/CTC) por uma prolina (GGG/CCC). Esta mutacao é
revertida por mutagenos que provocam trocas de pares de base. Ja as
linhagens TA98 e YG1041 contém a mutacao hisD3052, mutacéo -1 que
afeta o quadro de leitura de uma sequéncia repetitiva —C-G-C-G-C-G-.
Mutagenos que alteram o quadro de leitura como o 2-nitrofluoreno podem
reverter essa mutacdo (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

As linhagens de S. typhimurium empregadas no teste ainda
apresentam outras mutacbes que aumentam sua suscetibilidade a
mutacdes e consequentemente a sensibilidade do teste. A mutacédo rfa
altera a parede bacteriana, aumentando a permeabilidade da parede
celular e permitindo a passagem de compostos quimicos maiores, como
aminas aromaticas e HPAs. A maior parte das linhagens apresenta
delecdo de um dos genes responsaveis pelo reparo de excisdo, uvrB,
manipulagcdo genética que provocou a delecdo de parte do gene
responsavel pela sintese de biotina, tornando as linhagens teste
auxotréficas para esta vitamina. Neste trabalho foram empregadas
linhagens que apresentam o plasmidio pKM101, marcado com o gene de
resisténcia a ampicilina e contendo o0 gene muc, cuja proteina diminui a
fidelidade da DNA polimerase estimulando o reparo SOS, passivel de
erro, facilitando a ocorréncia de mutacées (MARON & AMES, 1983).

Em virtude da delecao do gene uvrB, as linhagens de Salmonella
sao sensiveis a radiagdo UV, assim sdo utilizadas ldampadas amarelas (ao
contrario de lampadas brancas convencionais) no laboratério, pois estas
nao emitem radiacao UV. Esta medida também previne a foto-oxidacao de
compostos que estejam sendo determinados.

Como alguns compostos tornam-se carcinédgenos ou mutagenos
para mamiferos apenas apds a biotransformacao para formas ativas,
como aminas aromaticas e HPAs, MALLING (1971) desenvolveu um
sistema de metabolizagao in vitro. Ames incorporou a idéia em seu teste e
chamou-o de fracdo microssomal S9 (AMES et al, 1973), tornando
rotineira a idéia da realizacdo de ensaios com ativacdo metabdlica

(MALLING, 2004). Esta fracéo é constituida pelo sobrenadante de figado
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de rato tratado com o indutor de P450, AROCLOR 1254, apés
centrifugagédo a 9000 g. A mistura S9 utilizada no ensaio é preparada com
a adicao de co-fatores como NADP, entre outros, para garantir a atividade
do sistema (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

O advento da metabolizacdo in vitro estabeleceu uma relacao
definitiva entre carcinogénese e mutagénese, embora se saiba que
existem diversos carcinégenos para roedores que nao sdo mutagénicos
ou clastogénicos, atuando nas fases de promocao e progressao do tumor
(ZEIGER, 2004). Assim, o teste de Salmonella, dentre outros testes de
genotoxicidade, é utilizado como teste de triagem na determinacédo do
potencial carcinogénico, visto que existe correlacdo entre a resposta
positiva no teste de Salmonella e carcinogenicidade em roedores
(MORTELMANS & ZEIGER, 2000). Apesar desta correlacao ter sido
discutida, variando entre 90% em alguns trabalhos (McCANN et al., 1975)
até 66% em outros (ZEIGER et al., 1990), ndo é baixa o suficiente para
que o ensaio tenha sua importancia reduzida (ZEIGER, 2004).

Amostras ambientais liquidas podem ser testadas in natura (apés
filtragdo para remogdo de microorganismos) frente ao teste de
Salmonella, porém para resultados mais confiaveis € ideal utilizar
métodos de extracdo/concentracdo em amostras de aguas superficiais,
uma vez que os contaminantes geralmente estdo presentes em
concentracdes relativamente baixas, em ppm ou ppb, dificeis de serem
detectadas (OHE et al., 2004). O método de extragdo mais utilizado em
amostras de aguas superficiais € a extracao em resina XAD (OHE et al.,
2004).

A resina XAD pode extrair por adsorcdo uma ampla gama de
compostos organicos, como HPAs, nitro-compostos, aminas aromaticas,
entre outros. E especialmente utilizada quando a composicdo quimica da
amostra € desconhecida (GUZZELLA & SORA, 1998). Para anélises de
pequenas quantidades de amostra disponiveis, ou para reducdo do
volume de amostra utilizado, como € o caso de amostras ambientais, é
adequado ainda o emprego do protocolo de Kado (microssuspensao) do
teste de Salmonella, que utiliza as linhagens de Salmonella concentradas
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10x e pré-incubacdo de 90 minutos, aumentando a sensibilidade do
ensaio (KADO et al., 1983).

Diversas linhagens de Salmonella typhimurium sao empregadas no
teste de Salmonella, com diferente sensibilidade aos tipos de danos
genéticos. As linhagens mais utilizadas em todo o0 mundo séo a TA98 e a
TA100, que, em conjunto, sdo capazes de detectar 90% dos compostos
(MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Recentemente, tém sido muito utilizadas linhagens com alta producgéo das

mutagénicos  conhecidos
enzimas acetiltransferase e nitro-redutase, como as YG (WATANABE et
al., 1989; WATANABE et al, 1990; HAGIWARA et al, 1993), que
possuem plasmidios com coépias adicionais dos genes destas enzimas. A
Tabela 1 indica as principais linhagens de Salmonella utilizadas para

andlises de agua superficial.

Tabela 1. Linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas no
Salmonella em aguas superficiais (OHE et al., 2004)

teste de

Linhagem

Descricao

Referéncia

Deslocamento no quadro de leitura

TA98
TA98BNR

TA98/1,8DNPg
YG1021

YG1024

YG1041

hisD3052, rfa, AuvrB, pKM101
TA98, mas deficiente na nitro-redutase classica

TA98, mas deficiente em O-acetiltransferase

TA98 (pYG216): linhagem com alta producdo de nitro-
redutase

TA98 (pYG219):
acetiltransferase
TA98 (pYG233): linhagem com alta produgdo de nitro-
redutase e O-acetiltransferase

linhagem com alta producdo de O-

Substituicao de pares de base

TA100
YG1026

YG1029

YG1042

Dano oxidativo
TA102

hisG46, rfa, AuvrB, pKM101

TA100 (pYG216): linhagem com alta produgdo de nitro-
redutase

TA100 (pYG219):
acetiltransferase
TA100 (pYG233): linhagem com alta produg¢do de nitro-
redutase e O-acetiltransferase

linhagem com alta produgdo de O-

hisA(G)8476, rfa, pAQ1(hisG428, pKM101)

AMES et al., 1975
ROSENKRANZ &
SPECK, 1975
McCOQOY et al., 1981
WATANABE et al.,
1989

WATANABE et al.,
1990

HAGIWARA et al,
1993

AMES et al., 1975
WATANABE et al,
1989

WATANABE ef al.,
1990

HAGIWARA et al,
1993

LEVIN et al., 1982

As linhagens YG apresentam maior sensibilidade para a detecgao

de compostos bioativados pelas enzimas acetiltransferase e nitro-
redutase (HAGIWARA et al., 1993). Portanto, uma resposta mais elevada
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com as linhagens YG em comparacao as suas linhagens parentais TA
sugere a presenca de aminas aromaticas na presenca de S9 e de nitro-
aromaticos na auséncia de S9 (OHE et al., 2004). As respostas obtidas
com diversas linhagens e procedimentos de extracdo podem ser
indicativos da classe de compostos mutagénicos presentes na amostra
(CERNA et al., 1996; UMBUZEIRO et al., 2004). Dentre as linhagens YG,
a YG1042 (desenvolvida a partir da TA100) ja foi utilizada no
monitoramento de aguas superficiais na CETESB. A linhagem YG1041
(desenvolvida a partir da TA98) porém, nunca foi empregada para este fim
e ha pouca base de dados sobre a sua utilizacdo em estudos de

monitoramento da qualidade das aguas superficiais.
1.2. Critérios de positividade do teste de Salmonella

Desde o desenvolvimento do teste de Salmonella, diversas formas
de interpretacao dos resultados foram aplicadas. Ainda hoje o0 método de
interpretacdo mais empregado é o desenvolvido por AMES e
colaboradores (1975), critério conhecido como RM (razdo de
mutagenicidade) =2 ou “two-fold rule” (KIM & MARGOLIN, 1999).

A razao de mutagenicidade (RM) é a razdo entre a média do
namero de revertentes na dose teste (espontaneos e induzidos) e a média
do numero de revertentes no controle negativo (espontaneos). De acordo
com este critério, a amostra é considerada positiva quando apresenta RM
igual ou maior do que 2, ou seja, quando a amostra é capaz, em pelo
menos uma dose, de dobrar o numero de revertentes observado no
controle negativo.

Esta abordagem é extremamente simples, ndo requer nenhum tipo
de analise estatistica e utiliza a reversao espontanea como base, levando
em consideracao variacdes no ensaio que afetem todas as placas (CHU
et al., 1981). Em compensagao, o critério trata igualmente linhagens com
reversdao espontanea muito baixa ou muito elevada e ndo tem o respaldo
estatistico de considerar o nimero de doses testadas, o numero de
replicatas ou a significancia estatistica (CARIELLO & PIEGORSCH,
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1996). O uso apenas deste critério pode ser radical demais para
linhagens de Salmonella com baixa reversdo espontanea, como as
linhagens TA1537 e TA1538 (levando a mais falsos-positivos do que o
aceitavel) ou conservador demais para linhagens com reversdo mais
elevada, como TA102 e TA104 (resultando em mais falsos-negativos)
(CARIELLO & PIEGORSCH, 1996).

Em funcao da falta de credibilidade estatistica do critério do RM =
2, no fim dos anos 70, métodos estatisticos para interpretacdo de
resultados do teste de Salmonella comecaram a ser desenvolvidos.
Existem diversos métodos estatisticos em utilizacdo atualmente
(MARGOLIN et al., 1981; STEAD et al., 1981; BERNSTEIN et al., 1982),
empregados especialmente por programas computacionais desenvolvidos
para este fim (LEROUX & KREWSKI, 1993; CLAXTON et al., 1995; KIM &
MARGOLIN, 1999). Todos possuem vantagens e desvantagens, sendo
que nao existe consenso cientifico sobre qual modelo estatistico seria o
mais adequado (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Outro critério de positividade empregado € a regra do percentual
95%. De acordo com este critério, é requerido que cada laboratério tenha
um histérico das reversdes espontaneas das diferentes linhagens de
Salmonella em seus controles negativos. Para ser considerada positiva,
uma amostra deve induzir reversdo acima de 95% da populagdo do
histérico (CARNES et al., 1985). Embora esta regra produza mais falsos
positivos do que a regra do RM = 2, leva em consideragao as variagcoes
nos controles de cada laboratério.

No teste de Salmonella, é facil avaliar resultados claramente
positivos, onde existe grande aumento dose-dependente na reversao, e
resultados claramente negativos, onde a amostra ndo induz aumento na
reversao, qualquer que seja o critério escolhido. Mas ha inevitavelmente
uma area entre estes dois extremos, onde os resultados ndo podem ser
satisfatoriamente interpretados como positivos ou negativos (WEINSTEIN
& LEWINSON, 1978; De SERRES & SHELBY, 1979).

A escolha de um critério deve considerar a finalidade da realizacao

do ensaio. No monitoramento ambiental o teste de Salmonella é
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empregado como uma ferramenta de avaliagdo de risco relativo. O teste
de Salmonella, ao contrario de outros bioensaios que se utlizam de
organismos representativos do préprio ambiente ou que se baseiam em
correlagbes conhecidas, ndao avalia um risco quantificavel. Porém se
realizado sistematicamente, o teste é uma ferramenta de avaliacdo de
piora ou melhora relativa de um ambiente. Assim, 0 que se espera de um
critério de positividade para o teste de Salmonella aplicado a amostras
ambientais € que seja capaz de separar os resultados claramente
negativos e os claramente positivos (que podem exigir acdo ambiental
especifica), mantendo uma regiao de resultados inconclusivos, diminuindo

a probabilidade de resultados falso-negativos ou falso-positivos.

1.3. O monitoramento da qualidade das aguas no Estado de
Sao Paulo e o teste de Salmonella

Criada em 1968, a CETESB ¢é a agéncia do Governo do Estado de
Sao Paulo responsavel pelo controle, fiscalizagdo, monitoramento e
licenciamento de atividades geradoras de poluicdo e em 1974, implantou
a rede de monitoramento da qualidade das &guas interiores, que
atualmente compreende 161 pontos de monitoramento no Estado
(CETESB, 2006).

A rede de monitoramento é complementada pelo monitoramento
regional (antigamente denominado perfil sanitario) com 115 pontos e pelo
monitoramento de sedimentos de agua doce, com mais 18 pontos
(CETESB, 2006).

Dada a impossibilidade de se monitorar todos os poluentes
existentes, a CETESB faz uso de 50 indicadores de qualidade de agua
em sua rede de monitoramento, nos quais estao inseridos os parametros
regulamentados pelas diversas leis estaduais e federais que regulam a
qualidade das aguas superficiais do Estado de Sao Paulo (BRASIL, 2005;
ESTADO DE SAO PAULO, 1976). Estes indicadores séo:
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Parametros Fisicos: absorbancia no ultravioleta, coloracdo da agua,
série de residuos (filtravel, ndo filtravel, fixo e volatil), temperatura da agua
e do ar e turbidez.

Parametros Quimicos: aluminio, bario, cadmio, carbono orgéanico
dissolvido, chumbo, cloreto, cobre, condutividade especifica, cromo total,
demanda bioquimica de oxigénio (DBOs»), demanda quimica de
oxigénio, fendis, ferro total, fluoreto, fésforo total, manganés, mercdurio,
niquel, éleos e graxas, ortofosfato solluvel, oxigénio dissolvido, pH,
potassio, potencial de formacao de trihalometanos, série de nitrogénio
(Kjeldahl, amoniacal, nitrato e nitrito), sodio, surfactantes (LAS) e zinco.
Parametros Microbioldgicos: Coliformes termotolerantes, Giardia sp e
Cryptosporidium sp.

Parametros Hidrobioldgicos: clorofila-a, fitoplancton, zooplancton e
bentos.

Parametros Toxicoldgicos: microcistinas, teste de toxicidade aguda com
Vibrio fischeri (sistema Microtox®), teste de Salmonella/microssoma para a
avaliacado de mutagenicidade e teste de toxicidade aguda/crdénica com
Ceriodaphnia dubia (CETESB, 2006).

A CETESB, entretanto, ndo avalia sistematicamente todos os
pontos da rede de monitoramento por meio de todos estes indicadores
(CETESB, 2006).

As legislacdes sobre qualidade das aguas superficiais em vigor no
Estado de Sao Paulo (ESTADO DE SAO PAULO, 1976; BRASIL, 2005)
regulam algumas caracteristicas fisico-quimicas, metais toxicos e
algumas substancias organicas toxicas como praguicidas na agua.
Entretanto, a atividade mutagénica ou genotdxica, seja por meio do teste
de Salmonella ou de algum outro teste, ndo é um parametro legislado.
Assim, muitas substancias envolvidas nos processos de carcinogénese
conhecidas ou desconhecidas ndo sao reguladas em aguas superficiais,
direta ou indiretamente, no Estado de Sao Paulo.

Embora sendo utilizado no Brasil pela CETESB desde 1979, foi a
partir de 1998 que o teste de Salmonella/microssoma foi introduzido de
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forma sistematica em sua rede de monitoramento (ESTADO DE SAO
PAULO, 1998). Atualmente, a atividade mutagénica, por meio do teste de
Salmonella, é parametro utilizado no calculo do IAP — indice de Qualidade
da Agua Bruta para fins de Abastecimento Publico — utilizado pela
CETESB. O IAP é calculado com base no IQA (indice de Qualidade de
Aguas) e no ISTO (indice de Substancias Téxicas e Organolépticas),
composto pelo grupo de substincias que afetam a qualidade
organoléptica da agua, bem como de substancias todxicas, incluindo
metais, além de resultados do teste de Salmonella e do potencial de
formacao de trialometanos (CETESB, 2005).

Atualmente, a CETESB monitora 70 captacées de agua para
abastecimento publico. Até 2003, 28 captacoes eram avaliadas também
por meio do teste de Salmonella, mas em fungdo de boa parte delas
apresentarem constantes resultados negativos frente a este parametro,
apenas 5 pontos mais problematicos continuam sendo monitorados com o
teste de Salmonella, sendo estes: reservatério Guarapiranga
(GUARO00900), reservatério Billings — braco Taquacetuba (BITQ0100) e
bragco Rio Grande (RGDE02900), rio Cotia (COTI0O3900) e ribeirdo dos
Cristais (CRIS03400). Com excecdo do bragco Taquacetuba, estes pontos
sao captacdes que abastecem a regidao metropolitana da cidade de Sao
Paulo (CETESB, 2006).

A importancia do teste de Salmonella no monitoramento das aguas
superficiais pode ser atestada pelo estudo realizado no ribeirdo dos
Cristais, onde foi encontrada atividade mutagénica no ponto onde é feita a
captacao da ETA de Cajamar. Por meio deste teste foi comprovado que a
responsavel pelo efeito observado era uma empresa téxtil que lancava
seus efluentes contendo corantes com atividade mutagénica — atendendo
a todos os parametros da legislacao vigente — a montante da captacao
(UMBUZEIRO et al., 2004). Por meio de ac¢des de controle realizadas pela
CETESB, os efluentes industriais foram coletados e afastados, ndo mais

impactando na qualidade da agua captada para abastecimento publico.
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1.4. Bacia dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai

A bacia dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai localiza-se no
Estado de Sao Paulo e a principal cidade da regiao € Campinas. A bacia
compreende 57 municipios com populacao total de mais de 4 milhdes de
habitantes, sendo uma regido de acentuado desenvolvimento industrial e
uma das mais populosas do Estado. A agricultura destaca-se pela cultura
de cana-de-agucar, laranja, pinus e eucalipto (CETESB, 2006).

A bacia como um todo apresenta problemas tanto de
disponibilidade de recursos hidricos quanto de disposicao e tratamento de
esgotos. A disponibilidade hidrica na regido é de 400 m®hab/ano, sendo
que o considerado ideal pela Organizagdo Mundial de Saude é de 2.000
m®hab/ano. Os 57 municipios da bacia geram cerca de 220 ton DBO/dia
de esgotos, sendo que apenas 30% recebem tratamento; com o despejo
dos esgotos a qualidade dos principais corpos d’agua da regiao foi
comprometida.

Em funcdo dos langcamentos de esgotos sem tratamento, os
principais rios da bacia encontram-se em processo de eutrofizagao,
devido a altas cargas de fésforo total, com alteracbes em varidveis
organolépticas (aluminio, ferro, manganés, fendis, etc.) e sanitarias (OD,
DBO, coliformes termotolerantes) (CETESB, 2005). A utilizacdo dos
corpos d’agua para afastamento de efluentes industriais e domésticos
sem tratamento prejudica a sua utilizacdo para abastecimento publico,
uma vez que a pior qualidade da agua bruta torna o tratamento mais
ONeroso.

Os municipios da regidao tém recebido estimulos governamentais
ou mesmo estabelecido parcerias (como entre Campinas e Valinhos) para
a despoluicao dos rios, através da construcao de Estacdes de Tratamento
de Esgoto (ETE). O Plano Diretor de Esgotos de Campinas prevé a
construcédo de 21 ETEs.
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1.5. Atividade mutagénica de aguas superficiais e tratadas
1.5.1. Agua superficial

A atividade mutagénica de aguas superficiais tem sido estudada
por diversos pesquisadores desde a década de 80, com a preocupacao
de se avaliar a sua contribuicdo para o potencial mutagénico das aguas
tratadas (OHE et al., 2004). Em 2004, OHE e colaboradores publicaram
revisdo completa sobre o assunto. A seguir serdo apresentados apenas
alguns estudos de avaliacao de mutagenicidade de aguas superficiais.

UMBUZEIRO e colaboradores (2001), com base de dados de 20
anos de monitoramento da mutagenicidade de &guas superficiais,
propuseram uma classificacdo para aguas superficiais de atividade
mutagénica em funcao da poténcia observada no teste de Ames (MARON
& AMES, 1983), baseada na classificacdo proposta por HOUK (1992)
para efluentes industriais. A classificagcdo proposta € atividade “baixa”
para poténcia de até 500 revertentes (rev)/L, “moderada” de 500 a 2.500
rev/L, “alta” de 2.500 até 5.000 rev/L e “extrema” acima de 5.000 rev/L.
Em 525 amostras de agua utilizada para abastecimento publico no Estado
de Sao Paulo, 18% apresentaram atividade mutagénica com poténcias
entre 12 a 3.625 rev/L; 79% da mutagenicidade foi detectada com a
linhagem TA98.

Na india, rio Ganges, REHANA e colaboradores (1995)
encontraram atividade mutagénica com poténcias entre 3.625 e 10.045
rev/L para a linhagem TA98. Encontraram ainda um perfil de
mutagenicidade semelhante para uma mistura de pesticidas, sugerindo
que esta poderia ser a fonte da mutagenicidade observada.

Na Europa, HELMA e colaboradores (1996) sugeriram que o
efluente de uma planta petroquimica poderia ser responsavel pela
mutagenicidade detectada nos rios Wilga (Poldnia) e Schwechat (Austria)
com poténcias entre 280 e 2.117 rev/L com as linhagens TA98 e TA100.

Em geral, a atividade observada diminuia com a ativacao metabdlica. Os
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rios Po e Adige, na ltalia, apresentaram atividade mutagénica com
poténcias de até 380 rev/L com as mesmas linhagens (GALASSI et al.,
1992)

Na América do Norte, OHE e colaboradores (2003) avaliaram a
atividade mutagénica de rios nos Estados Unidos (rios Providence,
Charles, Potomac e Hudson) e Canada (Saint Lawrence) com a técnica
de extracdo com Blue rayon in situ e encontraram poténcias de 300 a
18.400 rev/g Blue rayon. Foi verificada ainda predominancia de resultados
positivos com a linhagem YG1041 com ativagdo metabdlica.

WATANABE e colaboradores (2002) investigaram a atividade
mutagénica observada nos rios Mawatari, Asuwa e Kitsune no Japao, com
poténcias acima de 500.000 rev/g Blue rayon para a linhagem YG1024
com ativagcado metabdlica, e identificaram uma nova classe de compostos,
derivados do 2-fenilbenzotriazol (PBTAs) que era responséavel por pelo

menos 50% da atividade observada.
1.5.2. Agua tratada

A desinfeccdo da agua durante o processo de tratamento é
fundamental na prevencdao de doencas de veiculacdo hidrica (WHO,
2004). O método mais utilizado em todo o mundo para a desinfeccao da
agua é a cloracao (ZANI et al., 2005) e hoje sabe-se que o cloro livre
pode reagir com compostos organicos presentes na agua (naturalmente
ou nao), gerando produtos secundarios de desinfeccdo com atividade
mutagénica ou carcinogénica (ROOK, 1974), como os trialometanos
(THMs), 3-cloro-4(diclorometil)-5-5-hidroxi-2(5H)-furanona (MX), cloral
hidrato e acidos halogenados (MEIER, 1988; MONARCA et al., 2004),
alguns ja legislados na Portaria 518 (BRASIL, 2004). Assim, a atividade
mutagénica em aguas tratadas é esperada (VARTIAINEN &
LIIMATAINEN, 1986).

Apesar da baixa concentracdo destes compostos na agua, estes
poderiam representar um risco a salude humana em funcao da exposicao
ao longo de toda a vida. Estudos epidemiol6gicos mostram associacao
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entre 0 consumo de agua clorada e risco aumentado de incidéncia de
cancer do trato urinario, gastrointestinal e de ocorréncia de abortos
espontadneos e ma formacgao fetal (CANTOR, 1997; KOIVUSALO et al.,
1997; WALLER et al., 1998; HWANG & JAAKKOLA, 2003). A filtracdo em
carvao ativo pode ser eficiente na remocdo de parte dos produtos
secundarios da desinfeccao (EGOROQV et al., 2003).

A mutagenicidade observada na agua tratada pode ser oriunda da
contaminacao de aguas superficiais, da reacao do cloro com compostos
naturalmente presentes na agua (como acidos humicos e/ou fulvicos) ou
dos sistemas de distribuicdo e armazenamento de agua (MEIER, 1988).
Apesar da formacao dos produtos secundarios da cloracdo, o processo de
desinfeccao da agua nunca deve ser comprometido (WHO, 2004). Assim,
como a quantidade de cloro utilizada na desinfeccao é diretamente
proporcional a quantidade de matéria organica presente na agua bruta
(ZANI et al., 2005), os niveis destes produtos secundarios podem ser
consideravelmente reduzidos pela diminuicdo da quantidade de matéria
organica presente na agua bruta (VAN LEEUWEN, 2000).

E possivel, por meio de processos de extracdo diferenciados,
detectar separadamente com o teste de Salmonella os compostos
genotoxicos esperados pelo processo de cloracdo e aqueles compostos
genotoxicos oriundos de contaminacdo da agua bruta (MEIER, 1988;
KUMMROW et al., 2003). Produtos secundarios da cloragédo, formados a
partir de compostos naturalmente presentes na agua sado detectados
preferencialmente no ensaio com linhagens que detectam substituicao de
pares de base (como a TA100) sem ativacdo metabdlica (MONARCA et
al., 1985; PARK et al., 2000). Pela alta polaridade destes compostos, sua
extragdo deve ser realizada em meio acido, assim a extragdo de amostras
de agua tratada é feita no pH natural da amostra e em meio acido e os
extratos sdo testados separadamente no teste de Salmonella
(PELLIZZARI et al., 1984).
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1.5.3. Fontes de contaminacao de aguas superficiais

Compostos genotdxicos podem atingir as aguas superficiais por
meio de despejo de efluentes liquidos. Muitas vezes as aguas que
recebem efluentes industriais ou domésticos sao posteriormente utilizadas
na agricultura, recreago ou mesmo como fonte de 4gua potavel (CERNA
et al., 1996).

Em funcdo da complexidade da natureza quimica dos efluentes
industriais, os bioensaios tém sido amplamente utilizados em sua
avaliagdo genotoxica, sendo o teste de Salmonella o mais empregado
nesta avaliacao (HOUK, 1992). Existem diversos estudos que indicam que
compostos genotoxicos antropogénicos estdo presentes no meio aquatico
e podem ser associados a atividades industriais especificas
(UMBUZEIRO et al., 2004; VARGAS et al., 1988).

HOUK (1992) revisou a genotoxicidade de efluentes industriais e os
classificou de acordo com sua poténcia. Efluentes ndo tratados de
processos industriais semelhantes apresentavam poténcia genotdxica
dentro da mesma ordem de grandeza. As poténcias mais elevadas foram
encontradas em efluentes de producédo de furazolidona, nitrofurfural e
ainda producao de compostos organicos e refinarias de petréleo.

Os processos de tratamento de efluentes industriais podem reduzir
ou mesmo eliminar a mutagenicidade de um efluente (HOUK, 1992),
entretanto o tratamento nem sempre reduz a genotoxicidade do efluente e
pode as vezes, até mesmo aumenta-la (UMBUZEIRO et al, 2005;
CLAXTON et al., 1998).

No caso de efluentes municipais, dependendo das caracteristicas
dos mesmos, o tratamento pode ser eficiente na remocdo da
genotoxicidade (JOLIBOIS & GUERBET, 2005) ou mesmo aumenta-la
(MEIER et al., 1987; HELMA et al., 1996). Efluentes municipais incluem
efluentes domésticos, comerciais, industriais, infiltracbes de &gua
subterrdnea e aguas pluviais com o arraste de substancias da superficie.
Embora seja dificil estimar as contribuicées destes efluentes ao efluente
municipal, em grandes cidades com mais de 200.000 habitantes a
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contribuicdo volumétrica dos efluentes industriais ao efluente municipal é
geralmente menor do que 25% (WHITE & RASMUSSEN, 1998).

Apesar de trabalhos internacionais mostrarem que efluentes
municipais apos processamento por ETEs podem ser genotoxicos, sua
poténcia estd muito abaixo das observadas para efluentes industriais.
Entretanto, efluentes municipais tratados consistiriam um risco genotdxico
as aguas superficiais em funcido de sua alta vazdo (WHITE &
RASMUSSEN, 1998).

Além das fontes consideradas pontuais, como o0 langamento de
efluentes licenciados, existem ainda cargas difusas, de dificil
caracterizagdo, como a chuva e aguas de irrigagdo da agricultura, que
podem transportar contaminantes do ar e do solo para o corpo d’agua, ou
mesmo o sedimento que pode devolver compostos para a coluna d’agua.
Isto pode ser evidenciado pela recente deteccdo em amostras de solo
(WATANABE et al., 2005) e agua de chuva (MURAHASHI et al., 2003) do
3-nitrobenzantrone, potente mutageno formado pela combustdo
incompleta de combustiveis fosseis (ENYA et al., 1997).
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2. OBJETIVO

Avaliar a contaminagdo por compostos genotoéxicos, utilizando o
teste de Salmonella/microssoma combinado a processos de extracédo
organica (XAD), da agua superficial de locais onde ha captagdo para
abastecimento publico apds tratamento, na bacia dos rios Piracicaba,
Capivari e Jundiai.

2.1. Objetivos especificos

e No caso de mutagenicidade detectada, iniciar avaliacao de fontes;

e Avaliar a utilizagdo da linhagem YG1041 no monitoramento de
aguas superficiais;

e Determinar qual o critério de positividade mais adequado para o
conjunto de resultados do trabalho;

e Determinar qual a dose maxima mais adequada para a avaliacao
de aguas brutas neste trabalho por meio do teste de Salmonella em

microssuspensao com extracdo em resina XAD.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Meios de cultura e solucoes

e Meio de Vogel Bonner 50x

Composto por 10g de sulfato de magnésio (MgSO,47H 20O), 100g de
acido citrico (CeHgO7.HO), 175g de fosfato de sodio e ambnio
(NaHNH4PO,4.4H-0), 500g de fosfato de potassio dibasico (KoHPO,4) e 1L
g.s.p. de agua destilada morna. ApoOs esterilizacdo, o meio deve ser
estabilizado a 55°C em banho de agua (MORTELMANS & ZEIGER,
2000).

e Solugao de agar

15g de agar sao dissolvidos em 180mL de agua destilada. Apds
esterilizagcdo o meio deve ser estabilizado a 55°C em banho de agua. Esta
solucdo deve ser esterilizada por 30 minutos (MORTELMANS & ZEIGER,
2000).

e Solucgao de biotina e histidina 0,5mM

0,012g D-biotina e 0,011g de L-histidina sdo dissolvidos a quente
em 100mL de agua destilada. Ap6s esterilizacdo por filtracdo em
membrana 0,45um, a solucdo deve ser estocada em refrigerador
(MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

e Agar minimo

Este meio de cultura é composto por 200mL de solucao de glicose
10%, 780mL de solucdo de agar e 20mL de meio Vogel Bonner (50x).
Sao distribuidos 20mL em placa de Petri (MORTELMANS & ZEIGER,
2000).
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e (Caldo nutriente

259 do caldo nutriente sdo dissolvidos em 1L de agua destilada.
Volumes de 20mL sao distribuidos em frasco com tampa de rosca, e
submetidos a esterilizagdo em autoclave. O caldo nutriente utilizado deve
ser Oxoid no.2, pois o processo de fabricacdo de outros caldos pode levar
a formacao de mutagenos a partir do extrato de carne (MORTELMANS &
ZEIGER, 2000).

o Agar de superficie

6g de Bacto agar e 6g de cloreto de sédio sao dissolvidos em
900mL de agua destilada, sob aquecimento, sem ferver. Adicionar 100mL
de solugdo de biotina/histidina 0,5mM e homogeneizar. Volumes de
150mL s&o distribuidos em frascos com tampa de rosca e submetidos a
esterilizagdo em autoclave (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

e Agar Nutriente

Este meio de cultura é composto de 259 de caldo nutriente, 15g de
agar e 1L de agua destilada quente. Apés esterilizagcdo em autoclave sédo
distribuidos 25mL em placa de Petri. O caldo nutriente utilizado deve ser
Oxoid no.2 (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

e Solucao de biotina 0,5mM

0,012g de D-biotina sao dissolvidos a quente em 100mL de agua
destilada. A esterilizagdo desta solucdo deve ser feita por membrana
filtrante de 0,45um (MILLIPORE) e armazenada em refrigerador em frasco
escuro (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

e Solucgao de histidina 0,5%

0,59 de L-histidina sdo dissolvidos a quente em 100mL de agua
destilada. A esterilizagdo desta solucdo deve ser feita por membrana
filtrante de 0,45um (MILLIPORE) e armazenada em refrigerador em frasco
escuro (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).
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e Solucao de ampicilina 8mg/mL

0,08g de ampicilina sao dissolvidos em 10mL de hidréxido de sédio
0,02 mol.L™". A esterilizagdo desta solugdo deve ser feita por membrana
filtrante de 0,45um (MILLIPORE) e armazenada em refrigerador em frasco
escuro (MARON & AMES, 1983).

e Solucdo de canamicina 8mg/mL

0,08g de canamicina séo dissolvidos em 10mL de &gua ultra pura.
A esterilizacdo desta solucdo deve ser feita por membrana filtrante de
0,45um (MILLIPORE) e armazenada em refrigerador em frasco escuro
(MARON & AMES, 1983).

e Solucao de sais (cloreto de magnésio (MgCl..6H-O) 0,4M:cloreto de
potéssio (KCI) 1,65M)

8,139 de cloreto de magnésio (MgCl..6H.O) e 12,3g de cloreto de
potassio (KCl) sado dissolvidos em 100mL de agua destilada. Apos
autoclavacao, a solucdo deve ser mantida em refrigerador (MARON &
AMES, 1983).

e Mistura S9 — 4% v/v

Cada 100mL de mistura S9 contém 4mL de fracdo S9, 2mL de
solugéo de sais, 4mL 0,1M NADP, 0,5mL de 1M glicose-6-fosfato, 50mL
de tampéao fosfato 0,2M pH 7,4 e 39,5mL de agua destilada. Esta solugéao
deve ser preparada no dia do ensaio em ambiente estéril, mantida sob
refrigeracdo durante seu uso e a solugcao nao utilizada descartada. A
esterilidade das solucbes é verificada a cada utilizacdo pela sua
incubagao em agar nutriente por 15-18h (MARON & AMES, 1983).
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e Tampéao fosfato 0,2M
Solucao A
2,849 de fosfato de sédio dibasico (Na:HPO,) sao dissolvidos em 100mL

agua destilada.

Solugdo B
2,769 de fosfato de s6dio monobasico (NaH-PO4.H-0) sao dissolvidos em
100mL agua destilada.

81mL da solucéo A e 19mL da solucao B, sdo misturados e o pH ajustado
para 7,4 com a solucao A ou B. Apés esterilizagao em autoclave, estocar
o tampao em refrigerador (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

e Agar minimo para preparo de placas master

Proceder conforme o preparo do Agar Minimo (AM), adicionando
para cada litro de AM: 0,66mL 0,5mM biotina, 8,12mL histidina 0,5% e
3,0mL ampicilina 8mg/mL (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

3.1.2. Esterilizacao

Todos os meios de cultura e solucdes utilizados neste trabalho
foram esterilizadas em autoclave a 121°C (1 atm) por 20 minutos a nao
ser quando especificado. A esterilizagdo da vidraria foi feita em estufa a
180°C, por 2 horas. Todas as placas de Petri e pipetas descartaveis
utilizadas foram adquiridas previamente esterilizadas por radiacdo y-

cobalto.
3.1.3. Lavagem de vidraria

A vidraria foi lavada com detergente alcalino, enxaguada varias
vezes e mantida em solugao de acido cloridrico/ acido nitrico 30% (1:1)
por 8 horas. ApGs esse periodo, o material foi enxaguado 8 a 10 vezes
com agua corrente e posteriormente lavado uma vez com agua destilada.

A vidraria de volume nao-preciso foi seca em estufa a 50°C.
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3.1.4. Descarte de material

Todo o material descartavel utilizado foi autoclavado antes de ser
descartado. Materiais contaminados com substancias mutagénicas foram
recolhidos separadamente e encaminhados para incineracao.

3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudo

A area selecionada para o estudo foi a bacia hidrografica do
Piracicaba, Capivari e Jundiai, no Estado de Sao Paulo. Foram
selecionados locais onde ha captacdo de agua bruta para abastecimento
publico apds tratamento. Os locais escolhidos ndo sao monitorados pela
CETESB por meio do teste de Salmonella. Dentre os critérios utilizados
para a escolha dos pontos estdo a vulnerabilidade da bacia hidrografica e
o0 numero de habitantes abastecidos, medido pela captacdo média da
ETA. Também foi incluido um ponto considerado nao poluido. O mapa da
bacia, com os pontos escolhidos, esta na Figura 1.

A descricao dos locais e o cédigo do pontos utilizado pela CETESB
estdo detalhados a seguir. Também é apresentado o enquadramento de
cada ponto no sistema de classificacdo de aguas, conforme o decreto
10.755/77 (ESTADO DE SAO PAULO, 1977) com base na resolucdo
federal CONAMA 357 (BRASIL, 2005). Esta resolucao classifica as aguas
doces em 5 classes de acordo com o0s usos a serem dados a suas aguas.
Os pontos de coleta estudados pertencem a 2 delas:

Especial: destinam-se ao abastecimento para consumo humano
com desinfecgao, a preservacao do equilibrio natural das comunidades
aquaticas e a preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacao de protecao integral.

Classe 2: destinam-se ao abastecimento para consumo humano
apos tratamento convencional, a protecao das comunidades aquaticas, a
recreacao de contato primario, a irrigacdo de hortalicas e plantas

frutiferas, a aquicultura e a pesca.
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Ponto 1

Local: Ribeirao Pirai

Cidade abastecida: Indaiatuba

Sistema produtor: SAAE Indaiatuba/Pref. Salto

Captacdo média: 0,277m%'s

Céddigo: IRIS02900

Designacao: Na barragem de captagdo dos municipios de Salto e
Indaiatuba

Latitude: 23°11’ 12” Longitude: 47° 14’ 44”

Classe: 2

Caracteristicas: As amostras do ponto apresentaram em 2004
elevados niveis de fésforo total, que pode ser oriundo de despejos
domésticos (CETESB, 2006).

Ponto 2

Local: Ribeirdo Jundiai-Mirim

Cidade abastecida: Jundiai

Sistema produtor: DAE

Captacdo média: 1,350m%s

Cédigo: JUMIO0800O

Designacao: Captacao de Jundiai

Latitude: 23°09’ 30” Longitude: 46° 54’ 34"

Classe: Especial

Caracteristicas: As amostras do ponto apresentaram em 2004
elevados niveis de fésforo total, que pode ser oriundo de despejos
domésticos (CETESB, 2006).

Ponto 3

Local: Rio Atibaia

Cidade abastecida: Itatiba

Sistema produtor: SABESP

Captacao média: 0,300m?%'s

Cédigo: ATIB02030

Designacao: Captacao de Itatiba. Rua Fioravante Piovani
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Latitude: 22°58’ 09” Longitude: 46°50’ 52”

Classe: 2

Caracteristicas: As amostras do ponto apresentaram em 2004
elevados niveis de coliformes termotolerantes, indicando contaminagao
por esgoto doméstico (CETESB, 2006).

Ponto 4

Local: Rio Atibaia

Cidade abastecida: Valinhos

Sistema produtor: DAEV

Captacao média: 0,166m?%'s

Cédigo: ATIB02035

Designacao: Captacao de Valinhos

Latitude: 22°56’ 16” Longitude: 46°56’ 01”

Classe: 2

Caracteristicas: As amostras do ponto apresentaram em 2004
elevados niveis de coliformes termotolerantes, indicando contaminagéo
por esgoto doméstico (CETESB, 2006).

Ponto 5

Local: Rio Atibaia

Cidade abastecida: Sumaré

Sistema produtor: DAE

Captacido média: 0,448m%/s

Cédigo: ATIB02800

Designacao: Captacdo de Sumaré, perto do Mini-Pantanal de
Paulinia

Latitude: 22°45’ 41~ Longitude: 47° 10’ 24"

Classe: 2

Caracteristicas: As amostras do ponto apresentaram em 2005 alta
DBO, baixo OD, elevados niveis de fosforo, de coliformes termotolerantes,
indicando contaminacao por esgoto doméstico, e elevados niveis de
nitrogénio amoniacal, indicando que existe contaminacdo recente
(CETESB, 2006).

30 Daniela Dayrell Franga



Material e Métodos

Ponto 6

Local: Represa Cotrins

Cidade abastecida: Artur Nogueira

Sistema produtor: SAEAN

Captacdo média: 0,098m?%'s

Cddigo: O local ndo é monitorado pela CETESB

Classe: 2

Caracteristicas: O local ndo é impactado e é considerado como

nao poluido.
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Figura 1. Mapa da bacia do Piracicaba, Capivari e Jundiai, com os pontos
escolhidos para amostragem. Adaptado de CETESB, 2005.

3.2.2. Coleta das amostras

As amostras de agua bruta foram coletadas no corpo d’agua o mais
proximo possivel dos locais das captacdes das ETAs com o auxilio de
balde de aco inoxidavel e transferidas para frascos de vidro borossilicato
ambar de 4L previamente limpos conforme item 3.1.3. e enxaguados com
a propria amostra. Foram coletados 20L de cada amostra de agua bruta.
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O transporte das amostras até o laboratério foi feito em
temperatura ambiente e as amostras, quando nao processadas
imediatamente, foram armazenadas em camara fria a 4°C por no maximo
trés dias (APHA, 1998).

3.2.3. Extracao das amostras

Para a extragdo de amostras de agua bruta foi empregada a resina
Amberlite XAD4, polimero hidrofébico de estireno-divinilbenzeno
(DRESSLER, 1979). A resina foi previamente lavada para retirada de
impurezas provenientes do seu processo de fabricagdo, de acordo com
JUNK e colaboradores (1974) e PELLIZZARI e colaboradores (1984).
Primeiramente a resina foi lavada com agua ultrapura e metanol (irés
vezes cada), depois em Soxhlet com metanol por 48h. Apds este
procedimento, a resina pronta para uso foi armazenada em metanol.

A extracdo foi realizada no pH da amostra (N) e a seguir as
amostras foram acidificadas até pH inferior a 2 para a extragao acida (H"),
de acordo com KUMMROW e colaboradores (2003).

Colunas de vidro com placa porosa e com torneira de teflon foram
preenchidas com a resina lavada. A quantidade de resina de cada coluna
variou de acordo com o tipo e volume de amostra, seguindo a propor¢cao
de 1mL de resina/L de amostra para a agua bruta.

Foi realizado o condicionamento das colunas com 1mL de metanol,
1mL de éter etilico e 2mL de diclorometano (substituido por acetato de
etila no caso da coluna acida) para cada mL de resina.

As colunas contendo a resina foram conectadas através de tubos
de vidro por um sistema de sifonagem a frascos contendo 20L das
amostras. A amostra passou primeiramente através da coluna N num
fluxo de 20 mL por minuto e foi recolhida em frascos de 20L. Apd6s a
acidificacao com HCI 0,1M, o mesmo processo foi realizado para a coluna
H*, sendo a agua final descartada. A Figura 2 ilustra o procedimento de
extracdo por XAD em pH natural da amostra e ap6s acidificacdo. As
colunas foram eluidas com 1mL de metanol e 4mL de diclorometano

(coluna em pH da amostra) ou 1mL de metanol e 4mL de acetato de etila

32 Daniela Dayrell Franga



Material e Métodos

(coluna acida), proporcées para cada 1mL de resina. Os extratos foram
colocados em evaporador rotatério para retirada dos solventes a 40°C,
ressuspensos em cerca de 7mL dos solventes usados na eluicdo e
transferidos para ampolas de Kuderna. Os extratos natural e acido foram
misturados (apenas a quantidade necessaria para realizacao do ensaio),
e entdo, transferidos para tubo de ensaio e secos sob fluxo de nitrogénio.
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v Q’ _
descarte |Teste de Salmonella
da amostra

Figura 2. Esquema de extracdo de amostras de agua por XAD4 em pH da

amostra e apés acidificacdo das amostras.
3.2.4. Teste de Salmonella/microssoma

O protocolo-teste escolhido foi o de microssuspensdo (CETESB,
1991; KADO et al., 1983), utilizando as linhagens TA98, TA100, YG1041
e YG1042 com e sem ativacdo metabdlica da mistura S9 contendo 4% de
fracdo S9 de figado de rato induzido com aroclor-1254 e cofatores
(MARON & AMES, 1983).

As caracteristicas genéticas das linhagens empregadas neste
trabalho tiveram sua presenca rotineiramente verificadas por ocasidao do
preparo de placas-master no caso das linhagens TA e culturas de uso

rotineiro no caso das linhagens YG.
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A Tabela 2 resume as principais caracteristicas genéticas das

linhagens de Salmonella empregadas neste trabalho.

Tabela 2. Caracteristicas genéticas das linhagens de Salmonella
typhimurium utilizadas neste estudo

Linhagem Plasmidio Taxade  Genemutado Tipode LPS wviB bio
reversao mutacao
espontanea*
TA98 pKM101 (amp") 8-47 hisD3052  FS (CG) rfa - -
TA100  pKM101 (amp’) 83-186 hisG46 BP (CG) rfa - -
YG1041 pKM101 (amp’), 72-182 hisD3052  FS (CG) rfa - -
pYG233 (cana’)

YG1042 pKM101 (amp’), 67-208 hisG46 BP (CG) rfa - -
pYG233 (cana’)

FS: Frameshift (Quadro de leitura) amp': ampicilina resistente

BP: Subst. par de base cana’: canamicina resistente

CG: Alvo citosina LPS: Lipopolissacaridio

* Intervalo considerado valido nos laboratérios da CETESB obtido através de
analise estatistica do histérico dos controles negativos com intervalo de
confianca de 95%.

3.2.4.1. Preparo da placa-master

O armazenamento permanente das linhagens de Salmonella
typhimurium foi realizado em freezer a -70°C, em ampolas com 0,9mL de
cultura e 0,1mL de DMSO como agente crioprotetor. As culturas para uso
rotineiro das linhagens TA98 e TA100 foram mantidas em placas de agar
minimo enriquecido com biotina, histidina e ampicilina, em geladeira,
denominadas placas-master. As linhagens YG1041 e YG1042 tiveram

suas culturas para uso rotineiro mantidas em eppendorfs contendo 180uL

de cultura e 20uL de DMSO em freezer -70°C.

As placas-master foram preparadas a cada dois meses e as
culturas em eppendorfs a cada seis meses. Na ocasiao do preparo das
culturas de uso rotineiro, as caracteristicas genéticas de cada linhagem
foram avaliadas e as culturas permanentes foram também preparadas. As
linhagens nao aprovadas nos testes genéticos e de reversado espontanea
tiveram todas as suas culturas descartadas (MORTELMANS & ZEIGER,
2000).
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Uma aliquota de cultura permanente foi inoculada em 20mL de
caldo nutriente contendo 62uL de antibiéticos apropriados (ampicilina para
as linhagens TA; ampicilina e canamicina para as YG) e, apés incubacéo
overnight (15-18 horas) sob agitacdo de 150 a 170 rpm, a cultura foi
estriada em placas de agar nutriente para isolamento de colbnias.

Apoés incubagédo overnight a 37°C, foram escolhidas ao acaso 5
coldénias isoladas de cada linhagem, e estas, inoculadas em 5mL de caldo
nutriente, uma a uma.

Apés incubacdo overnight sob agitacao a 37°C, inoculou-se cada
cultura na forma de estrias grossas em placas de agar minimo
suplementado com biotina, histidina e ampicilina, e apds incubacao de 15-
18 horas, as placas foram seladas com parafilme e mantidas invertidas
sob refrigeragéo.

Cada cultura crescida nos 5mL de caldo nutriente foi também
inoculada por meio de zaragatoas esterilizadas, em placas de &agar
nutriente para verificacdo da presenca da mutagao rfa, do plasmidio
pKM101 (e pYG233 no caso das linhagens YG) e da delecdo de uvB e
em placas de agar com biotina e com biotina/histidina para verificagdo da
dependéncia de histidina. Foi verificada também a reversdo espontanea
das culturas de cada colénia.

Cada cultura das linhagens YG foi ainda distribuida em 10
eppendorfs para a producdo das culturas de uso rotineiro (CETESB,
1991).

3.2.4.2. Verificacao das caracteristicas genéticas das linhagens

Mutacéo rfa

Colocou-se discos de papel de filtro de 5mm de diametro
embebidos com 10uL de solucéo cristal violeta 1% no centro da placa de
agar nutriente inoculada. O cristal violeta € um composto citotoxico de
grande peso molecular. Apés incubacao, apenas as linhagens contendo
esta mutacdo apresentam um halo de inibicdo de crescimento de no

minimo 14mm ao redor do disco.
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Delecéo uvrB

Metade de uma placa de &gar nutriente inoculada foi aberta e
coberta com cartolina e irradiada com lampada germicida (UV 245nm) de
15 watts, por 15 segundos.

Apoés incubacao, verificou-se que as linhagens mutantes crescem

apenas na parte ndo irradiada (coberta) da placa.

Presenca do plasmidio pKM101

Com auxilio de uma alca de inoculacao foi aplicada uma linha de
solugdo de ampicilina 8mg/mL na placa de agar nutriente. Apds secar, a
linhagem a ser testada foi estriada sobre a linha de antibi6tico. Apds
incubacao, as linhagens que perderam este plasmidio ndo apresentavam
crescimento sobre a linha de antibidtico.

Presenca do plasmidio pYG233
O procedimento € o mesmo descrito para o plasmidio pKM101,
porém com utilizacdo de solucdo de 8mg/mL de sulfato de canamicina

como antibiético.

Dependéncia de histidina

Cada cultura foi inoculada em uma placa com meio minimo
enriguecido com biotina e em outra enriquecida com biotina e histidina. As
linhagens dependentes de histidina crescem apenas no meio
suplementado com histidina.

Taxa de reversdo espontanea

A taxa de reversado espontidnea foi avaliada inoculando-se 100uL
de cada cultura em 2mL de agar de superficie, mantido em banho-seco a
47°C, e vertendo-se a mistura, apdés homogeneizacao, sobre uma placa
de agar minimo. Cada cultura foi inoculada em triplicata.

A taxa de reversao espontanea foi avaliada ap6s 66h de incubacao
a 37°C e deveria estar dentro da faixa esperada para cada linhagem.

As linhagens TA tiveram uma cultura escolhida com caracteristicas
genéticas adequadas. A placa-master correspondente foi usada como
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in6culo durante os ensaios, pelo periodo de 2 meses. No caso das
linhagens YG foram utilizadas todas as culturas com caracteristicas

genéticas adequadas.
3.2.4.3. Procedimento do ensaio

A avaliacdo da atividade mutagénica das amostras foi feita
utilizando o protocolo desenvolvido por KADO e colaboradores. (1983),
denominado de microssuspensao.

As culturas das linhagens TA foram inoculadas com alga de platina
em 20mL de caldo nutriente, utilizando-se as placas-master como fonte de
indculo. Para as linhagens YG foram inoculados 100uL da cultura de uso
rotineiro na mesma quantidade de caldo nutriente. Apds crescimento
overnight, por cerca de 15-18h, a 37°C sob agitagdo mecéanica, as
culturas foram centrifugadas a 6900 rpm por 10 minutos e foram
ressuspendidas em 4mL de solucdo de tampao fosfato 0,2M pH 7,4
diluido 1:13, sendo assim concentradas 5x. As culturas prontas foram
mantidas sob refrigeracdo até o momento do teste.

Os extratos obtidos de acordo com o item 3.2.3 foram
ressuspendidos em DMSO, em diferentes diluicdes. Em cada tubo de
ensaio, 5uL de cada dose foram adicionados a 50uL de tampao fosfato
0,2M diluido 1:13 (no caso do teste na auséncia de ativacdo metabdlica).
Aos tubos foram adicionados 50uL da suspensdo concentrada das
linhagens (0,5 a 2x10™ células) e 50uL da mistura S9, nos tubos com
ativacdo metabdlica. Essa solucédo foi homogeneizada e incubada a 37°C
por 90 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 2mL de agar de
superficie, mantido em banho seco a 47°C, vertendo-se em placa de Petri
contendo 20mL de agar minimo. Apoés solidificacdo, as placas foram
incubadas invertidas, por 66 horas a 37°C. Cada dose foi testada em
triplicata para cada condicdo. A Figura 3 ilustra o procedimento do teste.

A quantificacdo do numero de revertentes é feita pela contagem do
namero de colbnias que cresceram em meio minimo apds a exposicao de

uma populacdo de células as amostras-teste.
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As amostras de agua bruta foram testadas com dose maxima de

100mL equivalentes/placa.

Tampéo
fosfato
Cultura 1:13 H H S9 Cultura
bacteriana bacteriana
concentrada= + = * * = +=concen‘[rada
5x | amostra amostra | Bx

Pré-incubacao

Ty

Agar de
superficie

Ny

— =)

Agar minimo

=

Revertentes Revertentes

espontaneos espontaneos
+

induzidos

Figura 3. Esquema do teste de Salmonella/microssoma — método em
microssuspensao (ROUBICEK, 2003)

Em todos os testes foi utilizado DMSO como controle negativo, em
quintuplicata. PEREIRA e colaboradores (2004) em um estudo estatistico
realizado com cerca de 800 ensaios em cinco anos definiu intervalos de

aceitacdo das placas de controle negativo, num intervalo de confianga de
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95%, para cada linhagem. As placas com reversao espontanea fora deste
intervalo foram eliminadas. Em caso de eliminacdo de mais de 50% das
placas dos controles negativos de cada linhagem o ensaio era invalidado.
Os intervalos de validacao para cada linhagem estao na Tabela 2.

Em todos os ensaios a capacidade de deteccédo das linhagens foi
testada com controles positivos listados na Tabela 3.

Tabela 3. Controles positivos e suas concentracdes utilizadas na
avaliagao das amostras deste trabalho

Linhagem Ativagdo metabdlica Substancia (ug/placa)
TA98 -S9 4-nitroquinolina-1-éxido (0,125)
+S9 2-aminoantraceno (0,625)
TA100 -S9 4-nitroquinolina-1-éxido (0,125)
+S9 2-aminoantraceno (0,625)
-S9 4-nitro-o-fenilene-diamina (2,5)
YG1041 +S9 2-aminoantraceno (0,03125)
-S9 2-nitrofluoreno (5,0)
YG1042 +S9 2-aminoantraceno (0,625)

A cada ensaio foi também determinada a viabilidade de cada
cultura utilizada no dia. Para tanto, cada cultura foi diluida 10®x e 100uL
foram inoculados em placa de agar nutriente. A contagem das coldnias,

apos incubacao de 66h deveria estar acima de 50.

3.2.4.4. Interpretacao de resultados e analises estatisticas

A taxa de reversdo espontanea de cada linhagem, obtida nas
condicées do ensaio, € a média do niumero de revertentes no controle
negativo. Ao tratar as culturas destas linhagens com doses crescentes de
um agente ou mistura de compostos com atividade mutagénica, o nimero
de revertentes por placa aumenta, proporcionalmente ao aumento das
doses de exposicdo, até um declinio na reversdo, aonde as doses
aplicadas sao letais para as células por causarem excesso de danos ao
DNA ou pela acado de outros compostos téxicos presentes na amostra
(BERNSTEIN et al., 1982). A Figura 4 apresenta a curva dose-resposta

tipica de um mutageno, sendo x o numero de revertentes e y a dose,
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onde é possivel ver que existe uma regido onde a relacao dose-resposta

é linear.

Figura 4. Tipica curva dose-resposta de uma amostra mutagénica

A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada para verificacao de
diferencas estatisticas entre o controle negativo e as doses aplicadas,
seguida de regressao linear. A poténcia da atividade mutagénica da
amostra foi expressa pela inclinagdo da parte linear da curva dose-
resposta. Diferencas significativas entre doses testadas e o controle
negativo, e relacdo dose-resposta comprovadas estatisticamente indicam
atividade genotdxica da amostra.

A razao de mutagenicidade (RM) foi calculada para cada dose
analisada, sendo a razdo entre a média do numero de revertentes na
dose teste (espontaneos e induzidos) e a média do niumero de revertentes
no controle negativo (espontaneos).

Neste trabalho, os resultados foram expressos em numero de
revertentes por litro equivalente de agua (que é a inclinacao da parte
linear da curva dose-resposta). O critério de positividade adotado foi o
recomendado pela SBMCTA (UMBUZEIRO et al, 2006), assim os
resultados foram considerados positivos quando a RM foi maior ou igual a
2,0 e a ANOVA e a dose resposta foram significativas. Quando a ANOVA
e dose resposta foram significativas, mas a RM foi menor do que 2,0, o
ensaio foi repetido e quando a resposta manteve-se, o resultado foi
considerado positivo. Quando nao foi possivel repetir o ensaio o resultado
foi considerado como indicios de mutagenicidade. As outras respostas
possiveis foram classificadas como resultados negativos.
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Para as andlises de variancia e ajuste dos dados, utilizou-se o
programa denominado SALANAL, elaborado por MYERS do Integrated
Laboratory Systems, Carolina do Norte, EUA, e por ele também
gentilmente cedido.

A regresséo linear foi avaliada utilizando uma variacdo do modelo
linear, denominado truncagem tipo Bernstein (BERNSTEIN et al., 1982),
que consiste na retirada de uma ou mais doses da analise usando
somente os resultados que representam a porcao linear da curva dose

resposta.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade mutagénica dos corpos d’agua avaliados

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para o teste de
Salmonella das amostras de agua bruta nas captacées das ETAs, com
dose maxima testada de 50mL equivalentes/placa. Cada ponto foi
avaliado uma vez e nos pontos que apresentaram resultados positivos ou
indicios de mutagenicidade foram realizadas mais duas campanhas de
coleta para verificar se havia repeticdo da resposta observada. Os dados

brutos completos de todos os locais avaliados encontram-se no Anexo.

Tabela 4. Atividade mutagénica detectada nas amostras de agua bruta
com as linhagens TA98, TA100 e YG1042 na presenca e auséncia de S9
(em revertentes/L) com dose maxima de 50mL eq./placa

Local Corpo Data TA98 TA100 YG1042
D’agua Coleta -S89 +S9 -S9 -S9 -S9 +89
ETA Itatiba Rio Atibaia Ago/04 ND ND NR NR ND ND
ETA Il Valinhos Rio Atibaia Ago/04 ND ND NR NR ND 990

Jun/05 620 i750 i710 1100 ND NR

Jul/05 420 i210 610 1000 ND ND
ETA Il Sumaré Rio Atibaia Ago/04 ND ND NR NR 460 i620
Jun/05 1020 920 1400 2600 i 1020 NR

Ago/05 370 ND ND 1300 ND 850

ETA Illl Indaiatuba Rib. Pirai Sett04 ND ND NR NR ND ND
ETA Artur Nogueira Rep. Cotrins Set/04 ND ND NR NR ND ND
ETA Jundiai Rib. Jundiai-Mirim Jul/04 ND ND NR NR ND ND

ND: Mutagenicidade ndo detectada nas condi¢des do ensaio
i- Indicios de mutagenicidade
NR: N&o realizado

Dos 6 locais avaliados, dois deles — Valinhos e Sumaré —
apresentaram indicios de mutagenicidade na primeira coleta com a
linhagem YG1042. Quando repetidas as coletas nestes locais, as
amostras apresentaram resultados positivos com mais linhagens.
Apresentaram resultados positivos ou indicios de mutagenicidade 6
amostras (60% do total de amostras), sendo 4 amostras com a linhagem
TA98 (40% do total), 4 amostras (40%) com a TA100 e 4 amostras (40%)
com a YG1042.
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As amostras positivas apresentaram poténcias entre 370 a 1020
rev/L para a linhagem TA98, 610 a 2600 rev/L para a TA100 e apenas um
resultado positivo de 850 rev/L para a YG1042.

As curvas de atividade mutagénica das amostras de agua bruta
com respostas classificadas como positivas ou indicios de

mutagenicidade encontram-se nas Figuras 5 a 7.

90

- - Valinhos 2 -S9
—#— Valinhos 2 +S9
- A- Valinhos 3-89
—>¢—Valinhos 3 +S9
= X~ Sumaré 2 -S9

—@— Sumaré 2 +S9
= == Sumaré 3 -S9

Revertentes

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Doses (mL eq./placa)

Figura 5. Curvas de atividade mutagénica detectada nas amostras de

agua bruta com a linhagem TA98 na presenca e auséncia de S9
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Revertentes
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Figura 6. Curvas de atividade mutagénica detectada nas amostras de

agua bruta com a linhagem TA100 na presenca e auséncia de S9

Revertentes

300

250 -

200 -

o
=]

100

50

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Doses (mL eq./placa)

—&— Valinhos 1 +S9

- M- Sumaré 1-S9
—&— Sumaré 1 +S9
- X~ Sumaré 2 -S9
—¥— Sumaré 3 +S9

Figura 7. Curvas de atividade mutagénica detectada nas amostras de
agua bruta com a linhagem YG1042 na presenca e auséncia de S9
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4.2. Investigacao das fontes de atividade mutagénica

Em virtude das amostras do rio Atibaia nas captacdes de Valinhos
e Sumaré apresentarem resultados positivos, foram coletadas amostras
neste corpo d’dgua a montante destas captacées no ponto a jusante da
desembocadura do ribeirdo Jacaré, que atravessa o centro da cidade de
Itatiba e desagua no rio Atibaia apds a captacao de ltatiba e antes da
captacdo de Valinhos. Os resultados deste ponto adicional estdo na
Tabela 5.

Tabela 5. Atividade mutagénica detectada nas amostras de agua bruta no
rio Atibaia a jusante do rib. Jacaré com as linhagens TA98, TA100 e
YG1042 na presenca e auséncia de S9 (em revertentes/L) com dose
maxima de 50mL eq./placa

Local Corpo Data TA98 TA100 YG1042
D’agua Coleta -S9 +S9 -S9 -S9 -S9 +89

Rio Atibaia, jusante Rio Atibaia Jun/05 630 490 NR NR ND i560
Rib. Jacaré Jul/05 590 ND ND ND ND ND

NR: N&o realizado
ND: Mutagenicidade ndo detectada nas condi¢des do ensaio
i: Indicios de mutagenicidade

As duas amostras coletadas neste ponto apresentaram resultados
positivos com a linhagem TA98 com poténcias entre 490 e 630 rev/L e
uma amostra apresentou indicios de mutagenicidade com a YG1042.

As curvas de atividade mutagénica das amostras de agua bruta do
rio Atibaia a jusante do rib. Jacaré com respostas classificadas como
positivas ou indicios de mutagenicidade estdo na Figura 8.
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Figura 8. Curvas de atividade mutagénica detectada nas amostras do rio
Atibaia a jusante do rib. Jacaré com as linhagens TA98 e YG1042 na
presenca e auséncia de S9

4.3. Avaliacao da utilizacado da linhagem YG1041 no
monitoramento de aguas superficiais

Com o objetivo de avaliar a utilizacdo da linhagem YG1041 no
monitoramento de aguas superficiais, as amostras foram analisadas
também utilizando-se esta linhagem. Os resultados da analise de todas as
amostras com a linhagem YG1041 na presenca e auséncia de ativacao
metabolica estédo na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade mutagénica detectada nas amostras de agua bruta
com a linhagem YG1041 na presengca e auséncia de S9 (em
revertentes/L) com dose maxima de 50mL eq./placa

Local Corpo Data YG1041

D’agua Coleta -S9 +S9

ETA Itatiba Rio Atibaia Ago/04 ND ND
Rio Atibaia, jusante Rib. Jacaré Rio Atibaia Jul/05 3700 4100
ETA Il Valinhos Rio Atibaia Ago/04 2700 3800
Jul/05 4700 4300
ETA Il Sumaré Rio Atibaia Ago/04 2500 6400
Ago/05 6800 5600

ETA lll Indaiatuba Rib. Pirai Set/04 i 1200 ND

ND: Mutagenicidade ndo detectada nas condi¢des do ensaio

i: Indicios de mutagenicidade

Das 7 amostras analisadas, 6 apresentaram resultados positivos ou
indicios de mutagenicidade (86% do total de amostras), com poténcias
entre 2500 e 6800 rev/L para os resultados considerados positivos.

As curvas de atividade mutagénica das amostras com respostas

classificadas como positivas ou indicios de mutagenicidade com a

linhagem YG1041 encontram-se na Figura 9.
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Figura 9. Curvas de atividade mutagénica detectada nas amostras com a
linhagem YG1041 na presenca e auséncia de S9
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Na Figura 9, nota-se que a curva apresentada pela amostra de
Indaiatuba na auséncia de S9 apresenta um perfil que difere dos demais.
Apesar de estatisticamente significativo, o0 dado néo apresenta relevancia
bioldgica, tratando-se de um resultado inconclusivo, assim como todos os
indicios de mutagenicidade por definicao.
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5. DISCUSSAO

5.1. Atividade mutagénica dos corpos d’agua avaliados

As amostras de agua bruta das captacdes de ltatiba, Indaiatuba,
Artur Nogueira e Jundiai apresentaram resultados negativos.

Amostras do rio Atibaia apresentaram atividade mutagénica
detectada em duas captacdes, Valinhos e Sumaré, locais onde houve,
portanto, a extensdo das campanhas de coleta para verificacdo da
reincidéncia da mutagenicidade observada. O rio Atibaia abastece e
recebe os despejos de diversas cidades, apresentando nitida piora da
qualidade de suas aguas no decorrer de seu percurso, piora também
demonstrada pelos resultados de mutagenicidade e pelo monitoramento
da CETESB (CETESB, 2006).

Todas as amostras destas duas captacbes apresentaram
resultados positivos para o teste. Todas as linhagens responderam
positivamente para alguma amostra destas captacdes, indicando que
estas amostras continham mutagenos que provocam deslocamento no
quadro de leitura, substituicio de pares de base ou, em 4 amostras,
ambos. Na captagcédo de Valinhos, a atividade detectada atingiu 620 rev/L
para a linhagem TA98 e 1100 rev/L para a TA100. Na captacdo de
Sumaré, a atividade atingiu 1020 rev/L para a TA98 e 2600 rev/L para a
TA100. A poténcia de 2600 rev/L é ja considerada alta, enquanto todas as
outras sdo moderadas, de acordo com a classificacdo de UMBUZEIRO e
colaboradores (2001). Porém, como esta classificacédo foi idealizada para
o teste de Ames (MARON & AMES, 1983) e ndo para sua variagdo mais
sensivel, em microssuspensao (KADO et al., 1983), pode ser que esta
classificacao esteja superestimada.

A adicao do sistema de metabolizagdo in vitro, S9, provocou
alteracdo da resposta em todas as amostras que apresentaram respostas
positivas. Para a linhagem TA98 houve diminuicdo da mutagenicidade na
presenca de S9, como pode ser visto na Figura 10, indicando a
predominancia de mutdgenos que sao inativados pelo sistema de
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metabolizacdo dentre os mutdgenos que causam deslocamento no
quadro de leitura.

1000

800

600

400

0-S9
W +S9

No. de revertentes/L

) r
0 T T

Valinhos 2 Valinhos 3 Sumaré 2 Sumaré 3

* Indicios de mutagenicidade

Figura 10. Comparacdo entre a presenca e auséncia de ativacao
metabdlica para a linhagem TA98 para as amostras de agua bruta com
resultados positivos

Ao contrario, tanto para a linhagem TA100 quanto para a YG1042,
uma variacao da TA100, houve bioativagdo dos mutagenos pelo sistema
de metabolizagdo, conforme mostra a Figura 11. Estas respostas indicam

a presenca de mutagenos indiretos que causam substituicdo de pares de
base.
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Figura 11. Comparacdo entre a presenca e auséncia de ativacao
metabdlica para as linhagens TA100 e YG1042 para as amostras de agua
bruta com resultados positivos

5.2. Investigacao das fontes de atividade mutagénica

Devido aos indicios de mutagenicidade detectados no rio Atibaia foi
iniciada a investigacao das possiveis fontes da atividade observada.

O ribeirdo Jacaré atravessa o centro da cidade de ltatiba e recebe
seus efluentes municipais sem tratamento e efluentes de diversas
industrias, inclusive algumas industrias téxteis. O ribeirdo é tributario do
rio Atibaia e sua desembocadura localiza-se abaixo da captagdo de
Itatiba. Foram coletadas duas amostras no rio Atibaia a jusante da
desembocadura do ribeirdo e ambas apresentaram respostas positivas
para as linhagens TA98 e uma indicios de mutagenicidade com a
YG1042. A atividade mutagénica apresentada para a linhagem TA98, de
630 rev/L é classificada como moderada, embora esta poténcia também
possa estar superestimada.

A adicao da ativagcao metabdlica, S9, também provocou alteracao
da resposta em todas as amostras. Para a linhagem TA98 houve reducao
da mutagenicidade e para a linhagem YG1042, aumento da

0-s9
W +S9

54 Daniela Dayrell Franga




Discussdo

mutagenicidade (Figura 12), traco comum as amostras coletadas neste
trabalho no rio Atibaia.
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Figura 12. Comparacdo entre a presenca e auséncia de ativacao
metabdlica para as linhagens TA98 e YG1042 para as amostras de agua
bruta do rio Atibaia a jusante do rib. Jacaré com resultados positivos

Os resultados positivos das duas amostras coletadas no rio Atibaia
apos a desembocadura do rib. Jacaré e o resultado negativo na captacao
de ltatiba, antes do ribeirdo, sugerem que o rib. Jacaré contribui para a
mutagenicidade observada no Rio Atibaia, impactando na captacao de
Valinhos. Os resultados alertam também para o fato de que, além dos
efluentes domésticos ou industriais lancados diretamente no rio Atibaia,
seus tributarios importantes podem estar transportando poluentes para o
rio.

Além do rib. Jacaré, o rio Atibaia tem pelo menos outros 2
tributarios importantes, os ribeirdes Pinheiros (classificado como classe 3
no CONAMA 357) e Anhumas (classe 4) (ESTADO DE SAO PAULO,
1977; BRASIL, 2005), que desaguam no Atibaia entre as captagcbes de
Valinhos e Sumaré.
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N&ao pode ser desconsiderada ainda a hipétese de contribuicdo de
cargas difusas para a mutagenicidade observada, especialmente por
tratar-se de area altamente urbanizada onde contaminantes presentes no
ar ou no solo podem ser carreados para as aguas superficiais.

5.3. Avaliacao da utilizacado da linhagem YG1041 no
monitoramento de aguas superficiais

A linhagem YG1041 foi a mais sensivel neste trabalho,
respondendo positivamente a 86% das amostras testadas com esta
linhagem. Como pode ser visto nas Figuras 13 e 14, nas amostras com
resultados positivos ou indicios de mutagenicidade, a linhagem YG1041
responde de forma diferente da sua linhagem parental, a TA98, na

auséncia e presenca de ativacdo metabdlica.
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Figura 13. Comparagao entre as linhagens TA98 e YG1041 na auséncia
de ativacdo metabdlica para as amostras de agua bruta com resultados
positivos
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Figura 14. Comparacgéao entre as linhagens TA98 e YG1041 na presenca
de ativacdo metabdlica para as amostras de agua bruta com resultados
positivos

Comparando os resultados positivos observados com a YG1041
com os resultados da TA98, observa-se que a YG1041 sempre apresenta
poténcias mais elevadas, em maior ou menor grau.

Os compostos detectados com mais sensibilidade pela YG1041
sdo aqueles que requerem bioativacao pelas enzimas nitro-redutase e/ou
acetiltransferase para que possam causar mutacdes de ponto, como as
aminas aromaticas e nitrocompostos, uma vez que esta linhagem
apresenta producdo mais elevada destas enzimas. A YG1041 é uma
linhagem tao sensivel a esses compostos que chega a detectar
nitrocompostos na ordem de picograma, como o 3-nitrobenzantrona,
composto encontrado no ar e em aguas pluviais (ENYA et al, 1997;
MURAHASHI et al., 2003). Assim, 0 maior ou menor aumento da resposta
mutagénica obtida com a YG1041 em relagéo a TA98 estéa relacionado ao
tipo de metabolizagcédo sofrida por cada composto presente na amostra de
agua superficial, as concentragdes destes compostos e suas poténcias.

Por isso, a YG1041 — interpretada em conjunto com a TA98 — é uma
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ferramenta muito interessante para a melhor compreensdao das
metabolizacdes que os compostos mutagénicos presentes na amostra
estao sofrendo, podendo auxiliar no direcionamento de andlises quimicas
subsequentes.

No que se refere ao uso da linhagem YG1041 no monitoramento
de aguas superficiais, apesar da observacao de respostas negativas com
esta linhagem, devido a sua alta sensibilidade pode ser que haja detecgao
de compostos ubiquitarios em aguas. Estes compostos podem ser
gerados por atividades antropicas, sendo carreados ou difundidos entre
os diferentes compartimentos ambientais, conseqlientemente implicando
na existéncia de valores basais para sua deteccdo pela linhagem em
aguas naturais ou tratadas.

Com o estabelecimento destes valores basais serd possivel a
utilizacdo desta linhagem para tomada de decisées no monitoramento
ambiental, além do seu emprego na avaliacdo de fontes pontuais de

poluicao.

5.4. Avaliacao de diferentes critérios de positividade

Todos os dados brutos deste trabalho foram interpretados diante
de 3 critérios de positividade, além do critério recomendado pela SBMCTA
(UMBUZEIRO et al., 2006), para avaliacao de outros critérios frente ao
conjunto de dados aqui apresentado.

Os 3 critérios avaliados sdo o percentual 95% (CARNES et al.,
1985), percentual 95% com indicios de mutagenicidade e RM (razao de
mutagenicidade) = 1,7 para linhagens de alta reversdo espontanea, no
caso, TA100, YG1041 e YG1042. O percentual 95% considera positivas
as amostras que elevam a reversdao acima de 95% da populacdo do
histérico do laboratério. Como este critério classifica as amostras apenas
em positivas ou negativas, foi avaliada uma variagdo deste critério onde
as amostras que nao fossem classificadas como positivas pelo percentual
95%, mas que apresentaram ANOVA e dose-resposta significativas foram
consideradas como indicios de mutagenicidade, independentemente da
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ocorréncia de repeticdo da analise.

CARIELLO & PIEGORSCH (1996) demonstraram que a utilizacao
do RM = 2 pode ser um critério conservador demais para linhagens com
reversao espontanea elevada. Assim, o ultimo critério empregado foi uma
variagao do recomendado por SBMCTA (UMBUZEIRO et al., 2006) onde,
na analise com as linhagens TA100, YG1041 e YG1042, as amostras
foram consideradas positivas com RM = 1,7 ao invés de 2, sem alteracao
no critério para a linhagem TA98. Em todos os casos, 0s resultados
precisavam apresentar ANOVA e dose-resposta significativas
(BERNSTEIN et al., 1982) para entdo serem submetidos aos diferentes
critérios. A Figura 15 mostra como o numero de resultados positivos e
indicios de mutagenicidade oscilou com o emprego destes diferentes
critérios no universo de 70 resultados deste trabalho.
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Figura 15. Comparacdo do numero de resultados positivos e indicios de
mutagenicidade frente aos diferentes critérios empregados

Nota-se que a reducdo do RM nao alterou a classificacdo dos
resultados, enquanto o percentual 95% mostrou-se um critério mais
conservador, apesar da afirmacao de que este levaria a mais resultados
falsos positivos do que o critério RM = 2 (CARNES et al., 1985).
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Uma caracteristica interessante do critério da SBMCTA ¢é a
determinacdo de que resultados classificados como indicios de
mutagenicidade sejam repetidos e no caso da manutencdo da resposta
observada, o resultado seja considerado positivo. Dentre este conjunto de
dados, 8 analises que geraram resultados classificados como indicios
puderam ser repetidas e em todas o resultado repetiu-se, sendo entédo
convertidos para resultados positivos.

Esta regra acaba gerando situacdes peculiares onde elevacdes
relativamente pequenas na reversdo tornam-se estatisticamente
significativas e sdo classificadas como indicios de mutagenicidade. Com
isso, um resultado pode ser classificado como positivo, no caso de
repeticao do indicio, apenas pela sua significancia estatistica.

Outra desvantagem inerente a repeticio da andlise € a
impossibilidade de se garantir a integridade da amostra no decorrer das
diversas repeticoes. Recomenda-se a realizagdo do teste no maximo em
até 30 dias ap6s a extracdo da amostra, prazo dificil de ser cumprido;
ainda assim, mesmo dentro da validade, existe a possibilidade de haver
instabilidade da amostra (ARAUJO et al., 2006).

No teste de Salmonella, a contagem dos revertentes apresenta
variabilidade maior do que poderia ser modelado por métodos estatisticos
convencionais (EDLER, 1992), assim os métodos estatisticos
desenvolvidos para o teste podem tornar-se sensiveis demais em ensaios
com contagens com pequeno desvio padrao. Se apenas a ANOVA e
dose-resposta (BERNSTEIN et al., 1982) tivessem sido empregados na
analise destes resultados, todos os indicios de mutagenicidade seriam
considerados resultados positivos. Portanto, embora a utilizacao de algum
destes métodos seja imperativa, ndo devem ser o Unico critério de
positividade empregado.

O critério empregado do percentual 95% com a classificacao dos
indicios de mutagenicidade nao previa a repeticdo dos indicios. Se
houvesse a conversao dos indicios de mutagenicidade em resultados
positivos com a repeticao, o critério resultaria em 24 resultados positivos e
10 indicios, praticamente o0 mesmo que o critério da SBMCTA. Assim,
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nota-se que, mantendo a conversdo dos indicios de mutagenicidade em
resultados positivos, a utilizacdo de diferentes critérios de positividade néao
exerce grande influéncia na classificagdo dos resultados, ao menos no
pequeno conjunto de dados deste trabalho.

Significancia estatistica ndo é o mesmo que significancia biologica.
A estatistica deve servir de guia para a interpretacao dos resultados, mas,
independentemente de qual o critério empregado, pode levar a resultados
incoerentes como o apontado na Figura 9, por tratar-se de um teste onde
o n é pequeno (3 placas) e especialmente pelos fendbmenos bioldgicos
envolvidos serem mais complexos do que os métodos empregados na
sua interpretacao (CARIELLO & PIEGORSCH, 1996).

5.5. Avaliacao do aumento da dose maxima testada

Apesar da SBMCTA preconizar o emprego de dose maxima de
50mL na analise de aguas brutas por meio do teste de Kado com
extragdo em resina XAD (UMBUZEIRO et al., 2006), todas as analises
deste trabalho foram realizadas com dose maxima de 100mL
equivalentes/placa, para avaliagdo do efeito do aumento da dose maxima
e para permitir a comparagdo dos resultados com os dados do
monitoramento da CETESB, realizados com dose maxima de 100mL até
2005 (CETESB, 2006).

O aumento da dose maxima testada elevou o numero de
resultados positivos e indicios de mutagenicidade, interpretados de
acordo com SBMCTA (UMBUZEIRO et al., 2006), indicando aumento na

sensibilidade do ensaio (Figura 16).
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Figura 16. Comparagéo entre o numero de resultados positivos e indicios
de mutagenicidade observados com diferentes doses maximas testadas

A comparacao das poténcias da atividade mutagénica observada
nas amostras analisadas (exceto as com resultado negativo) para cada
diferente dose méxima encontra-se na Figura 17.

Embora o acréscimo de um ponto nao altere a inclinacao da reta
(que é a poténcia da amostra), foi observado que em 42,5% dos
resultados houve diminuicdo da poténcia detectada com a adi¢do da dose

de 100mL em relacao a poténcia até a dose de 50mL.
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Figura 17. Comparagao entre as poténcias da mutagenicidade observada
para cada dose maxima testada
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Apoés a porgéo linear da curva dose-resposta existe um plateau, no
qual os efeitos toxicos da amostra misturam-se a inducao de mutacao nas
células, até chegar a um declinio na curva onde a toxicidade predomina.
A truncagem tipo Bernstein (BERNSTEIN et al., 1982), empregada na
analise estatistica, elimina as doses toxicas para a avaliagdo da porcéo
linear da curva, mas nao necessariamente pontos deste plateau. A
reducao da poténcia com uma dose mais elevada poderia ser verificada
com o acréscimo de um ponto deste plateau, subestimando a poténcia da
atividade mutagénica.

Outra desvantagem do emprego da dose maxima de 100mL para
aguas brutas é a maior quantidade de amostra utilizada, o que exige a
coleta de um volume maior de amostra e por vezes inviabiliza a repeticéo

das analises.

5.6. Relevancia ambiental dos dados

No ano de 2003, 34 pontos foram avaliados por meio do teste de
Salmonella na rede de monitoramento de aguas interiores da CETESB.
Durante este ano apenas um ponto, ribeirdo dos Cristais, teve amostras
com resultados positivos para as linhagens TA98 e YG1042. De um total
de 128 amostras testadas neste periodo, 4 amostras (3%) apresentaram
positividade para o ensaio. As poténcias destas amostras atingiram 370
rev/L para a linhagem TA98 e 1000 rev/L para a YG1042 (CETESB,
2004).

No ano seguinte, 2004, os pontos avaliados cairam para 5,
contemplando apenas os pontos mais criticos. Destes, 3 pontos (ribeirdo
dos Cristais, reservatério do Rio Grande e rio Cotia) apresentaram
amostras com resultados positivos. Das 26 amostras analisadas, 5 (19%)
apresentaram positividade para o ensaio. As poténcias destas amostras
atingiram 160 rev/L para a linhagem TA98 e 990 rev/L para a YG1042
(CETESB, 2005).
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Em 2005, os mesmos 5 pontos continuaram a ser monitorados,
porém com a linhagem TA100 no lugar da YG1042. Todos os pontos
apresentaram amostras positivas, com 48% de amostras positivas para o
ensaio, atingindo poténcias de 900 rev/L para a linhagem TA98 e 1400
rev/L para a TA100 (CETESB, 2006).

As captacbes de Valinhos e Sumaré, avaliadas neste trabalho,
apresentaram resultados positivos ou indicios em todas as 6 amostras
coletadas, com poténcias maximas de 1020 rev/L para a TA98 e 1700
rev/L para a TA100.

Os dados obtidos neste trabalho, comparados com os dados da
CETESB destes 3 anos, justificaram a avaliacado mais abrangente das
captacdes de Valinhos e Sumaré, que a partir de 2006 serdo avaliadas
também por meio do teste de Salmonella/microssoma no monitoramento
(CETESB, 2006).

A avaliacdo do sedimento no rio Atibaia (ponto ATIB02605) indicou
positividade para o teste de Salmonella (500 rev/g com TA98-S9),
presenca de metais (cromo, mercurio, niquel, zinco e cobre) e, embora
pequena, de HPAs. A positividade no teste de Salmonella poderia ser
reflexo da presenca destes HPAs ou de outros compostos organicos néao
investigados (CETESB, 2006). Este resultado esta de acordo com os aqui
apresentados, uma vez que o ponto ATIB02605 localiza-se no complexo
petroquimico de Paulinia, antes da captagdo de Sumaré, sob influéncia
deste ponto.

O monitoramento realizado pela CETESB com o uso de diferentes
parametros, escolhidos em funcao do nivel de impacto ambiental sofrido
por cada corpo d’agua, mostra que a maioria dos pontos abordados aqui
sofre o impacto de langcamentos de efluentes domésticos, evidenciado
pelos altos niveis de coliformes termotolerantes (ltatiba, Valinhos e
Sumaré) e de fosforo total (embora este possa também ser oriundo de
efluentes industriais especificos e drenagem de areas agricolas), elevado
em todos os pontos onde o parametro é determinado. A captacdo de

Sumaré ainda apresentou niveis ndo conformes de DBO, OD e nitrogénio
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amoniacal, que também podem estar relacionados com efluentes
domésticos (CETESB, 2006).

A qualidade do rio Atibaia foi classificada como ruim em fungéo dos
niveis de aluminio, cadmio, ferro e potencial de formacdo de THMs. O
Atibaia, assim como outros rios da regido, encontra-se em processo de
eutrofizacdo em funcéo dos niveis elevados de fosforo, provavelmente de
origem difusa (CETESB, 2006).

A mutagenicidade detectada nas captag¢des do rio Atibaia indica
que, além dos problemas ja conhecidos da bacia, existe a presenca de
outros compostos toxicos ndo determinados no monitoramento,

possivelmente de origem difusa.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Dos seis locais avaliados, as captacdes de Sumaré e Valinhos
apresentaram atividade mutagénica moderada detectada. A comparacao
destes resultados com os dos locais j& avaliados pela CETESB justificou a
inclusao destas captagcdes entre os pontos avaliados pela CETESB por
meio do teste de Salmonella a partir de 2006.

A avaliacao inicial de fontes da mutagenicidade observada nestas
captagdes indica que o ribeirdo Jacaré é uma fonte, mas que existem
outras, possivelmente difusas.

Em funcgéo de sua alta sensibilidade a nitro-compostos, a linhagem
YG1041 pode ser empregada em estudos especificos, ajudando a
direcionar andlises quimicas subsequentes. Seu emprego na rotina do
monitoramento, entretanto, ndo €& recomendado pois existe a
possibilidade da deteccdo de compostos ubiqlitarios em aguas.

Nao houve diferenca expressiva entre os diversos critérios de
positividade empregados, indicando que o critério recomendado pela
SBMCTA é bastante adequado para o conjunto de dados deste trabalho.

Apesar do aumento de sensibilidade, a realizacdo dos ensaios com
dose maxima de 100mL equivalentes/placa pode subestimar a poténcia
das amostras, indicando que a dose de 50mL eq./placa foi a mais
adequada para a avaliacao de aguas brutas neste trabalho.

6.1. Recomendacoées

Considerando-se a importdncia e complexidade da bacia, que
compreende uma regido de intensa concentracdo populacional e
industrial, & fundamental investigar e caracterizar as fontes da
mutagenicidade observada para que futuras agcdées de controle possam
ser tomadas.

E importante ainda a geracdo de mais dados para ©
estabelecimento de valores basais para a linhagem YG1041 e melhor
avaliacdo de critérios de positividade para o0 ensaio de

Salmonella/microssoma.
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8. ANEXOS

Dados brutos das analises realizadas
1. Ponto ATIB02030

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Itatiba
Source/Batch/Lot: 13467

Exp. Date: 07/06/05

Strain: TA98-S9

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,capt. de Itatiba
Source/Batch/Lot: 13467

Exp. Date: 31/05/05

Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 38 25 34 29 30.40
10.00 35 23 46 34.67
25.00 34 35 37 35.33
50.00 32 34 32 32.67
100.00 26 29 27 27.33

P-value for ANOVA test of dose response is 0.392
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.875
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Itatiba
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 104 109 97 126 102 107.60
10.00 108 111 106 108.33
25.00 112 108 119 113.00
50.00 131 108 108 115.67
100.00 126 109 147 127.33

p 5.00 390p 340p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.272
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.017
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,capt. de Itatiba
Exp. Date: 31/05/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 32 24 26 28 27.80
10.00 29 28 32 29.67
25.00 43 35 36 38.00
50.00 33 50 52 45.00
100.00 28 36 31 31.67

P 0.62 1300p 1280p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.006

Estimate of the slope is = 0.359724

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Itatiba
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 116 118 113 132 137 123.20
10.00 107 119 144 123.33
25.00 115 144 129 129.33
50.00 128 130 113 123.67
100.00 120 144 129 131.00

p 0.62 2190p 2100p

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response is 0.897
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.236
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba
Source/Batch/Lot: 92817

Exp. Date: 14/09/04

Strain: TA98-59

0.00 159 155 153 152 158 155.40

10.00 155 161 173 163.00
25.00 191 182 180 184.33
50.00 121 198 181 166.67
100.00 118 107 112.50

P 0.12 1850p 1820p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.005
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.137
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Itatiba
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 24 32 27.33
10.00 20 23 25 22.67
25.00 25 26 25.50
50.00 22 24 21 22.33

p 0.12  452p 420p

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response is 0.168
P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.925

Resultado: Negativo
Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba

Exp. Date: 14/09/04
Strain: TA98+S9

0.00 160 161 157 141 150 153.80

10.00 187 170 174 177.00
25.00 206 211 230 215.67
50.00 210 180 198 196.00
100.00 139 142 158 146.33

p 0.62 1920p 2100p

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 28 22 26 25.50
10.00 21 24 23 22.67
25.00 25 25 23 24.33
50.00 22 24 10 18.67

P 0.62 564p 724p

P-value for ANOVA test of dose response < .001
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

P-value for ANOVA test of dose response is 0.242
P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.962

Resultado: Negativo



Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 85 96 105 100 90 95.20
25.00 100 104 102 102.00
50.00 100 86 102 96.00
P 2.50 670p 670p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.463
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.378
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041+S9

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,capt. de Itatiba
Source/Batch/Lot: 0509203

Exp. Date: 05/08/05

Strain: TA100

Code Dose - counts - Mean
0.00 141 137 140 145 117 136.00
10.00 106 130 122 119.33
25.00 135 116 144 131.67
50.00 148 145 156 149.67
100.00 200 185 172 185.67

p 0.12 2000p 2020p

P-value for ANOVA test of dose response < .001
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Itatiba
Exp. Date: 12/07/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 98 85 92 76 78 85.80
10.00 78 90 89 85.67
25.00 85 71 82 79.33
50.00 81 80 88 83.00

P 0.06 1095p 1030p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.655
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.761
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 123 142 120 131 102 123.60
10.00 140 128 123 130.33
25.00 140 138 146 141.33
50.00 149 147 157 151.00
100.00 151 161 161 157.67

p 0.62 2120p 2110p

Code Dose - counts - Mean
0.00 119 115 85 100 96 103.00
10.00 112 118 117 115.67
25.00 115 102 95 104.00
50.00 91 109 110 103.33

P 5.00 502p 500p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.500
P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.607

Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia,capt. ETA Itatiba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 110 90 113 110 126 109.80
10.00 140 123 110 124.33
25.00 112 145 132 129.67
50.00 110 132 121 121.00

p 0.62 1710p 1470p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.267
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.126
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Itatiba
Source/Batch/Lot: 0509203

Exp. Date: 12/07/05

Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 129 103 110 116 105 112.60
10.00 117 122 127 122.00
25.00 132 119 127 126.00
50.00 155 141 143 146.33
100.00 160 170 166 165.33

p 0.12 2180p 2240p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.540132

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

P-value for ANOVA test of dose response is 0.006

Estimate of the slope is = 0.356647

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,capt. de Itatiba
Exp. Date: 05/08/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 142 135 144 142 129 138.40
10.00 126 149 127 134.00
25.00 139 126 164 143.00
50.00 160 165 183 169.33
100.00 169 193 187 183.00

p 0.62 1450p 2090p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.002
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,capt. de Itatiba
Exp. Date: 05/08/05
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 158 140 174 149 160 156.20
10.00 166 142 145 151.00
25.00 195 202 206 201.00
50.00 270 243 234 249.00
100.00 362 365 369 365.33

p 2.50 900p 840p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 1.644107

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,capt. de Itatiba
Exp. Date: 05/08/05
Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 140 136 125 120 157 135.60
10.00 137 150 143 143.33
25.00 158 143 180 160.33
50.00 161 183 174 172.67
100.00 205 241 219 221.67

p 0.62 1100p 1210p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.839418

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade



Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,capt.de Itatiba
Source/Batch/Lot: 0509203

Exp. Date: 26/08/05

Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 81 74 82 84 92 82.60
10.00 101 92 79 90.67
25.00 110 112 87 103.00
50.00 136 136 124 132.00
100.00 157 181 168 168.67

P 0.06 1370p 1210p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.888103

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Itatiba
Exp. Date: 12/07/05
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 124 120 107 125 122 119.60
10.00 112 125 98 111.67
25.00 135 119 123 125.67
50.00 135 117 116 122.67
100.00 127 125 137 129.67

P 5.00 590p 570p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.229
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.043
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Itatiba
Exp. Date: 12/07/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 127 133 145 132 127 132.80

10.00 111 137 148 132.00
25.00 153 138 141 144.00
50.00 131 138 140 136.33
100.00 157 137 151 148.33

P 0.62 1620p 1590p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.278
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.037
Resultado: Negativo



2. Ponto ATIB02035

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Source/Batch/Lot: 94314

Exp. Date: 14/09/04

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 24 32 27.33
10.00 26 25 22 24.33
25.00 30 28 41 33.00
50.00 37 40 31 36.00
100.00 37 71 68 58.67

P-value for ANOVA test of dose response is 0.007

Estimate of the slope is = 0.308556

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Exp. Date: 14/09/04
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 28 22 26 25.50
25.00 24 31 31 28.67
50.00 26 35 40 33.67
100.00 31 32 25 29.33

P 0.62 564p 724p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.185
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.093
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041-S9

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Date: 14/09/04 Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 119 115 85 100 96 103.00
10.00 126 99 121 115.33
25.00 124 139 109 124.00
50.00 131 111 132 124.67
100.00 140 140 140.00

P 5.00 502p 500p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.062
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.004
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1042+S9

Exp.

Code Dose - counts - Mean
0.00 110 90 113 110 126 109.80

10.00 142 148 128 139.33
25.00 138 124 141 134.33
50.00 183 149 156 162.67
100.00 160 175 172 169.00

P 0.62 1710p

1470p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.991954

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap Valinhos
Source/Batch/Lot: 13469

Exp. Date: 07/06/05

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 85 96 105 100 90 95.20
10.00 189 154 202 181.67
25.00 216 207 194 205.67
50.00 270 272 202 248.00
100.00 432 434 435 433.67

p 2.50 670p 670p

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 38 25 34 29 30.40
10.00 25 38 40 34.33
25.00 52 44 42 46.00
50.00 59 72 53 61.33
100.00 112 95 76 94.33

P 0.12 580p 510p

Unable to find acceptable linear model under
Bernstein approach

ANOVA 0.032

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. Valinhos
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041+S9

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.638640

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap Valinhos
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 98 85 92 76 78 85.80
10.00 265 243 257 255.00
25.00 343 255 244 280.67
50.00 315 344 285 314.67
100.00 290 306 300 298.67

P 0.06 1095p 1030p

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 32 24 26 28 27.80
10.00 35 43 33 37.00
25.00 37 52 49 46.00
50.00 46 44 42 44.00
100.00 59 64 72 65.00

P 0.62 1300p 1280p

Unable to find acceptable linear model under
Bernstein approach

ANOVA 0.002

Resultado: Positivo

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.365939

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo



Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap Valinhos
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 159 155 153 152 158 155.40

10.00 158 157 156 157.00
25.00 160 171 169 166.67
50.00 177 216 182 191.67
100.00 208 204 212 208.00

p 0.12 1850p 1820p

P-value for ANOVA test of dose response < .001
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap Valinhos
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 160 161 157 141 150 153.80

10.00 168 185 181 178.00
25.00 172 161 192 175.00
50.00 216 194 226 212.00
100.00 226 225 236 229.00

p 0.62 1920p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.772902

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap Valinhos
Exp. Date: 07/06/05
Strain: YG1042-59

Code Dose - counts - Mean

0.00 166 222 182 198 174 188.40

10.00 173 224 235 210.67
25.00 208 204 208 206.67
50.00 217 202 212 210.33
100.00 250 242 252 248.00

p 5.00 340p 320p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.030

Estimate of the slope is = 0.520965

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.002

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Source/Batch/Lot: 0509204

Exp. Date: 12/08/05

Strain: TA98-59

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 21 24 22 24.00
10.00 20 24 26 23.33
25.00 25 33 33 30.33
50.00 36 45 57 46.00
100.00 82 74 64 73.33

p 0.12 560p 620p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.486444

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 24 24 27 25.00
10.00 27 29 28.00
25.00 30 34 30 31.33
50.00 32 43 31 35.33
100.00 36 49 48 44.33

o) 0.62 740p 700p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.006

Estimate of the slope is = 0.191202

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Source/Batch/Lot: 0509204

Exp. Date: 12/07/05

Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 129 103 110 116 105 112.60
10.00 117 129 137 127.67
25.00 147 138 130 138.33
50.00 144 145 136 141.67
100.00 176 186 195 185.67

p 0.12 2180p 2240p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.678150

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 132 158 135 126 127 135.60

10.00 161 126 165 150.67
25.00 114 157 141 137.33
50.00 179 179 191 183.00
100.00 167 216 201 194.67

P 0.12 2170p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.005
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/07/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 123 142 120 131 102 123.60
10.00 129 145 127 133.67
25.00 136 147 137 140.00
50.00 179 184 170 177.67
100.00 182 186 204 190.67

p 0.62 2120p 2110p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.727376

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade



Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 125 146 137 122 135 133.00

10.00 131 162 160 151.00
25.00 174 147 160 160.33
50.00 165 177 200 180.67
100.00 165 170 201 178.67

p 0.62 2080p 2070p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.004
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1041-59

Code Dose - counts - Mean

0.00 105 116 136 110 109 115.20

10.00 154 183 155 164.00
25.00 217 203 254 224.67
50.00 378 362 320 353.33
100.00 560 560 590 570.00

p 2.50 910p 910p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 4.589465

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 107 99 104 127 107 108.80

10.00 176 195 200 190.33
25.00 235 220 256 237.00
50.00 348 325 330 334.33
100.00 445 473 416 444 .67

p 0.06 1220p 1070p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 5.496101

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/07/05
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 124 120 107 125 122 119.60

10.00 142 110 138 130.00
25.00 120 144 127 130.33
50.00 136 121 144 133.67
100.00 142 146 160 149.33

p 5.00 590p 570p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.062
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.003
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, capt. de Valinhos
Exp. Date: 12/07/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 127 133 145 132 127 132.80

10.00 129 172 172 157.67
25.00 150 154 164 156.00
50.00 194 175 140 169.67
100.00 168 154 171 164.33

p 0.62 1620p 1590p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.036
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.008
Resultado: Negativo



3. Ponto ATIB02800

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Source/Batch/Lot: 94359

Exp. Date: 24/09/04

Strain: TA98

Code Dose - counts - Mean
0.00 34 37 36 29 34.00
10.00 30 34 31 31.67
25.00 38 36 38 37.33
50.00 27 22 32 27.00

p 0.12  454p 490p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.028
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.985
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Exp. Date: 24/09/04
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 32 31 27 27 26 28.60
10.00 26 32 28 28.67
25.00 31 32 28 30.33
50.00 28 29 29 28.67

P 0.62 1370p 1430p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.773
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.413
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Exp. Date: 24/09/04
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 108 118 110 110 113 111.80
10.00 236 200 213 216.33
25.00 246 240 223 236.33
50.00 276 250 252 259.33

P 2.50 1290p 1074p

Unable to find acceptable linear model under
Bernstein approach

ANOVA 0.000

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Exp. Date: 24/09/04
Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 93 86 88 85 75 85.40
10.00 155 178 168 167.00
25.00 249 239 226 238.00
50.00 324 292 281 299.00

p 0.06 1140p 1130p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 6.438076

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Exp. Date: 24/09/04
Strain: YG1042-S9

Test Sample Name: PPP-R. Atibaia, capt. ETA Sumare
Exp. Date: 24/09/04
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 100 118 109 89 95 102.20
10.00 116 108 125 116.33
25.00 135 131 112 126.00
50.00 134 136 128 132.67
100.00 148 151 162 153.67

p 0.62 1540p 1560p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.011

Estimate of the slope is = 0.504893

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Sumare
Source/Batch/Lot: 13470

Exp. Date: 07/06/05

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 38 25 34 29 30.40
10.00 36 49 45 43.33
25.00 62 54 64 60.00
50.00 62 86 88 78.67
100.00 86 69 86 80.33
200.00 50 58 54 54.00

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 1.015748

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Sumare
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 32 24 26 28 27.80
10.00 45 40 38 41.00
25.00 42 53 54 49.67
50.00 46 53 44 47.67
100.00 40 41 46 42.33
200.00 38 41 24 34.33

p 0.62 1300p 1280p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.919044

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, capt. de Sumare
Source/Batch/Lot: 13470

Exp. Date: 14/06/05

Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 28 25 31 29 28.25
10.00 33 43 31 35.67
25.00 55 33 52 46.67
50.00 39 50 51 46.67
100.00 59 41 36 45.33

Code Dose - counts - Mean
0.00 99 99 108 86 95 97.40
10.00 100 107 94 100.33
25.00 103 116 91 103.33
50.00 127 124 115 122.00

p 5.00  630p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.027
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.002
Resultado: Negativo

P-value for ANOVA test of dose response is 0.004

Estimate of the slope is = 0.179453

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.004

Resultado: Indicios de mutagenicidade



Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Sumare
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Source/Batch/Lot: 0509205

Exp. Date: 12/08/05

Strain: TA98

0.00 159 155 153 152 158 155.40

10.00 186 191 177 184.67
25.00 191 191 184 188.67
50.00 164 193 141 166.00
100.00 139 166 162 155.67
200.00 171 150 126 149.00

p 0.12 1850p 1820p

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 21 24 22 24.00
10.00 22 29 24 25.00
25.00 31 27 33 30.33
50.00 49 40 40 43.00
100.00 45 46 46 45.67

o) 0.12 560p 620p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.027
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.166
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Sumare
Exp. Date: 07/06/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.248213

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Source/Batch/Lot: 0509205

Exp. Date: 19/08/05

Strain: TA98-59

0.00 160 161 157 141 150 153.80

10.00 172 192 201 188.33
25.00 225 204 221 216.67
50.00 225 214 245 228.00
100.00 174 150 150 158.00
200.00 102 107 107 105.33

p 0.62 1920p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 1.580887

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, capt. de Sumare
Exp. Date: 14/06/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 21 21 22 21 34 23.80
10.00 40 32 28 33.33
25.00 32 40 37 36.33
50.00 45 51 38 44.67
100.00 59 53 50 54.00

o) 0.12 670p 570p

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.317310

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA98+S59

0.00 120 125 110 139 137 126.20

10.00 144 152 153 149.67
25.00 166 177 147 163.33
50.00 215 222 205 214.00
100.00 166 189 186 180.33

p 0.62 2140p 2050p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 1.687559

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap. de Sumare
Exp. Date: 07/06/05
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 24 24 217 25.00
10.00 25 23 24.00
25.00 24 24 26 24.67
50.00 34 33 32 33.00
100.00 29 31 51 37.00

o) 0.62 740p 700p

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response is 0.053
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.003
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA100

0.00 166 222 182 198 174 188.40

10.00 194 196 202 197.33
25.00 200 211 219 210.00
50.00 230 242 249 240.33
100.00 231 227 223 227.00
200.00 193 207 220 206.67

p 5.00 340p 320p

Code Dose - counts - Mean

0.00 132 158 135 126 127 135.60

10.00 121 147 141 136.33
25.00 151 134 143 142.67
50.00 129 133 131.00
100.00 122 147 134.50

p 0.12 2170p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.005
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

P-value for ANOVA test of dose response is 0.871
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.613
Resultado: Negativo



Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 125 146 137 122 135 133.00
10.00 149 144 148 147.00
25.00 198 206 197 200.33
50.00 180 202 205 195.67
100.00 105 116 127 116.00

p 0.62 2080p 2070p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 2.576049

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 19/08/05
Strain: TA100+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 130 122 92 112 105 112.20
10.00 110 136 131 125.67
25.00 153 154 181 162.67
50.00 198 166 152 172.00
100.00 127 90 99 105.33

P 0.62 2040p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.002

Estimate of the slope is = 1.314820

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 105 116 136 110 109 115.20

10.00 182 161 205 182.67

25.00 277 307 276 286.67

50.00 374 364 382 373.33

100.00 607 595 606 602.67
P 2.50  910p

910p,

=

value for ANOVA test of dose response < .00lEstimate

slope is = 5.586442

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1041+S9

of the

Code Dose - counts - Mean

0.00 107 99 104 127 107 108.80

10.00 170 192 178 180.00
25.00 234 262 234 243.33
50.00 298 286 267 283.67
100.00 397 378 372 382.33

P 0.06 1220p 1070p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 5.617547

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1042

Code Dose - counts - Mean
0.00 130 169 121 152 134 141.20
10.00 128 146 112 128.67
25.00 161 160 155 158.67
50.00 160 161 160.50
100.00 169 176 181 175.33

p 5.00 640p 630p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.020
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.002
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 12/08/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 145 123 137 161 150 143.20
10.00 158 130 148 145.33
25.00 142 152 165 153.00
50.00 208 180 177 188.33

100.00 229 227
1560p 1620p

210 222.00

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.826621

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia,cap.de Sumare
Exp. Date: 19/08/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 137 160 152 143 132 144.80
10.00 130 160 167 152.33
25.00 213 197 178 196.00
50.00 222 201 207 210.00
100.00 256 427 438 373.67

1710p 1740p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 2.021652

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo



4. Ponto IRIS02900

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Source/Batch/Lot: 95268

Exp. Date: 14/09/04

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 24 32 27.33
10.00 20 22 30 24.00
25.00 24 24 27 25.00
50.00 22 26 24.00

P 0.12  452p 420p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.734
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.743
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 28 22 26 25.50
10.00 26 21 24 23.67
25.00 26 22 24.00
50.00 22 23 20 21.67

P 0.62 564p 724p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.261
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.964
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 85 96 105 100 90 95.20
10.00 118 119 94 110.33
25.00 118 116 143 125.67
50.00 93 94 103 96.67
100.00 124 116 131 123.67

p 2.50 670p 670p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.112
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.513
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 98 85 92 76 78 85.80
10.00 75 70 70 71.67
25.00 80 94 95 89.67
50.00 70 79 115 88.00

P 0.06 1095p 1030p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.261
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.225
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 119 115 85 100 96 103.00
10.00 98 95 99 97.33
25.00 104 108 126 112.67
50.00 120 119 106 115.00

p 5.00 502p 500p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.211
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.045
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Rib. Pirai,cap.ETAIII-Indaiatuba
Exp. Date: 14/09/04
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 110 90 113 110 126 109.80
10.00 106 113 119 112.67
25.00 104 108 101 104.33
100.00 109 109 120 112.67

P 0.62 1710p 1470p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.581
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.770
Resultado: Negativo



5. Captacao Artur Nogueira

Test Sample Name: PPP-Agua bruta ETA Artur Nogueira
Source/Batch/Lot: 99560

Exp. Date: 05/11/04

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 24 25 30 27 26 26.40
10.00 22 34 23 26.33
25.00 21 23 22.00
50.00 35 23 28 28.67
100.00 21 22 22 21.67

P 0.12 374p 390p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.138
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.953
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Agua bruta ETA Artur Nogueira
Exp. Date: 05/11/04
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 30 31 28 24 32 29.00
10.00 36 30 25 30.33
25.00 40 24 23 29.00
50.00 24 22 23 23.00
100.00 32 22 29 27.67

P 0.62 780p 860p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.431
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.800
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Agua bruta ETA Artur Nogueira
Exp. Date: 05/11/04
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 125 119 114 114 107 115.80

10.00 91 97 110 99.33
25.00 117 117 106 113.33
50.00 112 89 106 102.33
100.00 98 92 100 96.67

p 5.00 540p 550p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.007
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.994
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Agua bruta ETA Artur Nogueira
Exp. Date: 05/11/04
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean

0.00 108 127 115 115 122 117.40

10.00 124 100 121 115.00
25.00 126 108 110 114.67
50.00 136 132 120 129.33

p 0.62 1520p 1670p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.005
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

6. Ponto JUMIO0800

Test Sample Name: PPP-Entr. ETA-Rib Jundiai-Mirim
Source/Batch/Lot: 92660

Exp. Date: 19/08/04

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 20 23 22 19 18 20.40
10.00 28 23 18 23.00
25.00 26 18 12 18.67
50.00 24 23 19 22.00
P 0.12 454p 470p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.638
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.443
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Entr. ETA-Rib Jundiai-Mirim
Exp. Date: 19/08/04
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 22 19 18 19 26 20.80
10.00 32 20 27 26.33
25.00 26 23 25 24.67
50.00 19 24 22 21.67
P 0.62 815p 763p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.217
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.418
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Entr. ETA-Rib Jundiai-Mirim
Exp. Date: 19/08/04
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 121 116 115 108 118 115.60
10.00 105 120 119 114.67
25.00 100 105 93 99.33
50.00 122 115 115 117.33

p 5.00 354p 394p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.007

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin)

0.999

Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-Entr. ETA-Rib Jundiai-Mirim
Exp. Date: 19/08/04
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 124 108 119 118 153 124.40
10.00 122 125 130 125.67
25.00 128 126 127 127.00
50.00 128 118 119 121.67

p 0.62 1780p 1920p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.943
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.619
Resultado: Negativo

is



7. Rio Atibaia, jusante Rib. Jacaré

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap.ribeirao Jacare
Source/Batch/Lot: 13468

Exp. Date: 07/06/05

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 26 38 25 34 29 30.40
10.00 41 34 38 37.67
25.00 47 40 42 43.00
50.00 64 72 56 64.00
100.00 76 81 80 79.00

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.520284

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap.ribeirao Jacare
Source/Batch/Lot: 13468

Exp. Date: 07/06/05

Strain: TA98+S9

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Source/Batch/Lot: 509202

Exp. Date: 08/07/05

Strain: TA98-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 36 37 30 36 30 33.80
10.00 30 38 45 37.67
25.00 40 37 41 39.33
50.00 45 49 58 50.67
100.00 70 84 61 71.67

P 0.12 700p 760p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.364940

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Exp. Date: 08/07/05
Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 29 32 24 26 28 27.80
10.00 42 40 41 41.00
25.00 42 47 41 43.33
50.00 52 54 60 55.33
100.00 58 64 67 63.00

P 0.62 1300p 1280p

Code Dose - counts - Mean
0.00 24 40 27 26 27 28.80
10.00 37 26 28 30.33
25.00 37 43 42 40.67
50.00 43 45 35 41.00
100.00 56 56 40 50.67

P 0.62 340p 730p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 0.556278

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap.ribeirao Jacare
Source/Batch/Lot: 13468

Exp. Date: 31/05/05

Strain: YG1042-S9

P-value for ANOVA test of dose response is 0.007

Estimate of the slope is = 0.227613

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, jus.rib. Jacare
Source/Batch/Lot: 0509202

Exp. Date: 05/08/05

Strain: TA98+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 104 109 97 126 102 107.60
10.00 134 109 110 117.67
25.00 128 122 123 124.33
50.00 150 121 129 133.33
100.00 177 142 155 158.00

P 5.00 390p 340p

Code Dose - counts - Mean
0.00 20 28 23 24 23.75
10.00 29 21 22 24.00
25.00 25 42 34 33.67
50.00 29 28 34 30.33
100.00 38 29 43 36.67

p 0.62 1030p 950p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.004

Estimate of the slope is = 0.490406

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap.ribeirao Jacare
Exp. Date: 07/06/05
Strain: YG1042-S9

P-value for ANOVA test of dose response is 0.036

Estimate of the slope is = 0.131767

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is 0.003

Resultado: Indicios de mutagenicidade

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Exp. Date: 08/07/05
Strain: TA100-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 166 222 182 198 174 188.40
10.00 226 199 200 208.33
25.00 236 210 241 229.00
50.00 226 244 223 231.00
100.00 260 255 216 243.67

P 5.00 540p 520p

Code Dose - counts - Mean
0.00 147 150 157 153 161 153.60
10.00 152 158 153 154.33
25.00 170 161 140 157.00
50.00 140 162 142 148.00
100.00 136 162 153 150.33

p 0.12 380p 400p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.013
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia,cap.ribeirao Jacare
Exp. Date: 31/05/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean

P-value for ANOVA test of dose response is 0.832
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.758
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Exp. Date: 08/07/05
Strain: TA100+S9

0.00 116 118 113 132 137 123.20

10.00 144 156 145 148.33
25.00 152 133 132 139.00
50.00 142 143 178 154.33
100.00 149 177 169 165.00

p 0.62 2190p 2100p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.007
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is < .001
Resultado: Negativo

Code Dose - counts - Mean
0.00 175 154 152 142 170 158.60
10.00 162 167 186 171.67
25.00 150 168 161 159.67
50.00 160 180 170 170.00
100.00 160 180 170 170.00

p 0.62 470p 500p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.422
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.129
Resultado: Negativo



Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, jus.rib. Jacare
Exp. Date: 05/08/05
Strain: YG1041-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 158 140 174 149 160 156.20
10.00 184 180 169 177.67
25.00 243 239 249 243.67
50.00 352 357 315 341.33
100.00 400 410 390 400.00

p 2.50 900p 840p

P-value for ANOVA test of dose response < .001

Estimate of the slope is = 3.672498

P-value for the test of the positive dose response
(slope at origin) is < .001

Resultado: Positivo

Test Sample Name: PPP-Rio Atibaia, jus.rib. Jacare
Exp. Date: 05/08/05
Strain: YG1041+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 140 136 125 120 157 135.60
10.00 241 266 242 249.67
25.00 339 288 325 317.33
50.00 383 347 350 360.00
100.00 370 339 365 358.00

P 0.62 1100p 1210p

Unable to find acceptable linear model under
Bernstein approach
ANOVA 0.043

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Exp. Date: 08/07/05
Strain: YG1042-S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 118 145 130 124 126 128.60
10.00 143 131 136 136.67
25.00 143 121 130 131.33
50.00 130 147 121 132.67
100.00 141 158 154 151.00

P 5.00 390p 320p

P-value for ANOVA test of dose response is 0.128
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 0.012
Resultado: Negativo

Test Sample Name: PPP-R.Atibaia, jusante rib.Jacare
Exp. Date: 08/07/05
Strain: YG1042+S9

Code Dose - counts - Mean
0.00 169 165 167 171 156 165.60
10.00 149 146 147 147.33
25.00 142 142 145 143.00
50.00 152 163 157.50
100.00 181 176 169 175.33

p 0.62 1900p 1900p

P-value for ANOVA test of dose response < .001
P-value for the test of the positive dose response

(slope at origin) is 1.000
Resultado: Negativo



