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Resumo

Nanomateriais, tais como nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) tém
apresentado potencial para remediacdo de dguas e solos poluidos por compostos organicos devido
a sua drea superficial elevada, que pode melhorar a capacidade dos NTC em adsorver compostos
organicos. Embora o tratamento de MWCNT com &cido nitrico possa aumentar a capacidade de
dispersdo do material em dgua através da introdug@o de grupos oxigenados sobre a superficie dos
NTC, como dacidos carboxilicos, a diminuicdo da capacidade de MWCNT de interagir com
moléculas organicas pode ocorrer como consequéncia ndo intencional. Para investigar esta
possibilidade, foi avaliada a capacidade de MWCNT tratados com 4cido de adsorver um poluente
ambiental comum, 1-Nitropireno (1-NP), que é um nitro-hidrocarboneto policiclico aromatico
altamente mutagénico e carcinogénico. Diferentes doses de MWCNTs caracterizados foram
testadas com diferentes doses de 1-NP, e a deteccdo do 1-NP ndo adsorvido foi avaliada pelo
ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma, usando a linhagem TA98 que € altamente
sensivel a 1-NP. Assim, apenas 1-NP nédo adsorvido aos MWCNT sao absorvidos pelas bactérias
e causam mutagenicidade. Encontramos uma relacdo inversa entre a oxidacdo por tratamento
acido dos MWCNT e a mutagenicidade da mistura. Os dados obtidos sugerem que o tratamento

adcido de MWCNT pode, de fato, reduzir a capacidade de poluentes organicos se ligarem a

MWCNT, reduzindo a eficécia na remediacgao.

Palavras Chave: Nanotubos de carbono de paredes multiplas; 1-Nitropireno, modulacdo da

mutagenicidade, remediacao.



Abstract

Nanomaterials, such as multi-wall carbon nanotubes (MWCNT) have been shown
potential to remediate soil or water polluted with organic compounds because of their high
specific-surface area, which can enhance the ability of the CNT to adsorb organics. Although
treatment of MWCNT with nitric acid can increase the water solubility of MWCNT by
introducing oxygenated groups such as carboxylic acids onto the surface, it may have the
unintended consequence of decreasing the ability of MWCNT to interact with organic molecules.
To investigate this possibility, we evaluated the ability of acid-treated MWCNT to absorb a
common environmental pollutant, 1- nitropyrene (1-NP), which is a highly mutagenic and
carcinogenic nitro-polycyclic aromatic hydrocarbon. Different doses of well-characterized
MWCNTs were tested with different doses of 1-NP, and the detection of the non-adsorbed 1-NP
was assessed by the Salmonella mutagenicity assay in strain TA98, which is highly sensitive to 1-
NP. Thus, only free 1-NP not bound to the MWCNT was able to enter the bacteria and induce
mutagenesis. We found an inverse association between the amount of oxidation by nitric-acid
treatment of the MWCNT and the amount of mutagenicity of the reaction mixture. Our data
suggest that acid treatment of MWCNT may, in fact, reduce the ability of MWCNT to bind

organic pollutants, reducing their effectiveness for remediation.

Key Words:, Multi-walled carbon Nanotubes, 1-Nitropyrene, Mutagenicity Modulation,

Remediation.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, os nanomateriais vém sendo designados como materiais que possuem ao
menos uma dimensio na faixa de tamanho nanométrica (Inm a 100nm) abaixo do tamanho
critico capaz de alterar alguma de suas propriedades Oticas, elétricas, magnéticas, de
transporte, cataliticas etc (ZARBIN, 2007).

Estes materiais sdo principios ativos de mais de 1300 produtos registrados até 2010,
(PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2010) apontando o desenvolvimento
da nanotecnologia como uma nova revolugdo tecnolégica, que ultrapassa os limites dos
laboratdrios € movimenta cadeias produtivas inteiras. Os investimentos superam 2 bilhdes de
dolares por ano, estabelecendo-se assim como uma d&rea estratégica para economias
consolidadas e emergentes (ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI-PASA, 2008;
CORONATO, 2009)

Dentre os nanomateriais mais estudados, estdo os nanotubos de carbono (NTC ou
CNT do inglés carbon nanotubes), os quais foram primeiramente observados por microscopia
de transmissao por Sumio lijima (INIMA, 1991). Sao tubos formados por folhas de grafeno,
dividindo-se principalmente em dois tipos: nanotubos de parede simples (SWCNTs do inglés
single-walled carbon nanotubes) e de paredes multiplas (MWCNTs do inglés multi-walled
carbon nanotubes), sendo este formado por uma série de 2 a 30 tubos concéntricos
(TANAKA,YAMABE e FUKUI, 1999).

A produgdo anual de NTC ja alcangou centenas de toneladas por ano (SMAJDA et
al, 2010) e no Brasil, uma parceria entre a Petrobras e Universidade Federal de Minas Gerais
anunciou a implantagdo de uma fébrica em Minas Gerais chamada CTNanotubos (SANTOS,
2010). Este destaque € gerado pelas intrigantes propriedades fisico-quimicas destes materiais
que sdo tdo resistentes mecanicamente como o diamante, flexiveis sobre seu eixo, e
condutores de eletricidade (ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF
ENGINEERING, 2004) além de possuirem alto potencial como adsorventes de compostos
metdlicos e organicos (DIAZ-FLORES et al, 2007).

Os NTC apresentam diversas aplicagdes em eletronica e na industria de materiais
além de biotecnologias voltadas para saude, agricultura e meio ambiente ( MARTINEZ,

2011). Segundo o banco de patentes americano Uspto.gov, até maio de 2012, hd mais de 8300

13



processos de pedidos de patente com o verbete carbon nanotubes no titulo. Segundo o
European Patent Office que busca patentes em 90 paises, o nimero ultrapassa 10 mil.
Infelizmente no Brasil, segundo o INPI — Instituto Nacional da Propriedade Industrial, foram
encontrados apenas 27 processos com a expressao ‘“nanotubos de carbono” no titulo, sendo 15
deles relacionados a fabricacdo, purificacio e funcionalizagdo de NTC, 3 deles para
aplicacdes médicas, 6 para incorporacdes em outros materiais ou compdsitos, 1 em
desenvolvimento de produtos eletronicos e apenas 2 para tratamento de efluentes ou
desenvolvimento de sensores.

As propriedades fisico-quimicas dos NTC permitem intimeras aplicacdes, mas deve-
se considerar que propriedades singulares introduzem um grau adicional de complexidade,
impedindo de trata-los como compostos quimicos comuns (DOAK et al, 2009). Logo surge a
necessidade de observar e avaliar precocemente aspectos voltado a seguranca e usa-los para
identificar e gerenciar efetivamente o potencial de impacto da exposi¢cdo a nanomateriais
sobre a saude e o meio ambiente (BAUN et al, 2008).

Devido ao alto crescimento da produ¢do (SMAJDA et al, 2010), pode-se esperar que
a populacio em geral e também o meio ambiente (solo, vegetacio, dgua, sedimento e ar) serdo
expostos a quantidades varidveis de NTC nos préximos anos. Uma vez no ambiente, o NTC
pode interagir com outros compostos, mudando a sua toxicidade de acordo com a composi¢ao
quimica e biodisponibilidade (CORNELISSEN et al, 2005; FERGUSON et al, 2008; PEREZ,
FARRE e BARCELO, 2008)

Por outro lado, os NTC t€m sido investigados para aplicagcdes em problemas
ambientais como materiais de remediacao, foto-catalizadores, biossensores (LIU et al, 2008;
LIANG e GUO, 2009) e adsorventes. Dessa forma, as investigacdes no sentido da
compreensdo das interagdes de NTC com poluentes sdo importantes ndo somente para a
avaliacdo de risco ambiental, mas também para elucidagdo dos mecanismos de interagdo que
podem ser utilizados para conceber novas aplicacdes ambientais.

Neste sentido, a adsor¢do de compostos organicos em NTC té€m sido estudada a fim
de entender seu comportamento no ambiente e avaliar o potencial de uso desses materiais
como adsorventes (REN et al, 2011). Quando comparados a outros adsorventes como carvao
ativado (REN et al, 2011) e silica (LU, SU e HU, 2008) os NTC mostram superioridade e
potencial de uso para a retirada de diferentes compostos em tratamentos de efluentes liquidos

e gasosos (QU et al, 2008).
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Os NTC apresentam alta capacidade de adsor¢do de hidrocarbonetos policiclicos
acromaticos (HPAs) (KUENSENG et al, 2010) que, assim como seus derivados nitro-HPAs,
possuem alta mutagenicidade e dispersdo no meio ambiente (MUCK et al, 2002). Dessa
forma, torna-se relevante o estudo das interagdes NTC-poluentes com representantes destas
classes de compostos.

Dentre os nitro-HPA, o 1-Nitropireno (1-NP) ¢ um dos mais abundantes no ambiente,
e ¢ conhecidamente mutagénico e carcinogénenico (UMBUZEIRO et al, 2008) . Neste
contexto, o presente trabalho avaliou a capacidade de modulag@o da genotoxicidade do 1-NP
por diferentes amostras de NTC a fim de investigar as interacdes entre o poluente e o

nanomaterial.

1.1 Poluente estudado: 1-Nitropireno

O 1-NP € o composto mais abundante no ambiente pertencente a classe dos nitro-
HPAs, que possuem pelo menos um grupo nitro (-NO2) ligado a cadeia aromdtica de um
HPA. Sao formados direta ou indiretamente da combust@o incompleta de combustiveis fosseis
e matéria organica (UMBUZEIRO et al , 2008; MONGE et al, 2010) e sdo frequentemente
encontrados no ambiente urbano e industrial, em fumaca de cigarro, dgua superficial e de
chuva e efluentes (MUCK et al, 2002).

A formacao dos nitro-HPAs ocorre por um processo de nitratacdo aromadtica que esta
associado ao aumento da genotoxicidade dos produtos quando comparado aos seus HPAs
precursores (BENNEFOY, CHIRON e BOTTA, 2011). A metabolizagdo de nitro-HPAs
quando incubados in vitro com microssomas de mamiferos ou administrados aos animais €
principalmente via C-oxidagdo com producdo de fendis e dihidrodiols sendo alguns destes
metabodlitos também mutagénicos através da nitroreducdo (CONSOLO, ANDERS e
HOWARD,1988).

Como varios nitro-HPAs, o 1-NP € capaz de se ligar a proteinas e DNA (KING et
al,1983) e é considerado um potente mutidgeno, com resultados positivos para diversas
linhagens de Salmonella em teste de Ames como: TA98, YG1041 (UMBUZEIRO et al,
2008), NM2000, NM2009, TA1535 (HATANAKA et al, 2001), causando preferencialmente
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mutacdes do tipo deslocamento do quadro de leitura (frameshift) (MERMELSTEIN et al,
1981).

A metabolizacdo do 1-NP ¢ dependente das nitroredutases e varios de seus metabolitos
fendlicos e dihidrodiolicos possuem mutagenicidade. O metabolitol-Nitropireno-3-ol
conserva a mutagenicidade de seu precursor, enquanto outros, como 1-Nitropireno-6-ol, 1-
Nitropireno-8-ol e 1,8-Dinitropireno, sdo em média 100 vezes menos mutagénicos
CONSOLO, ANDERS e HOWARD,1988).

Os nitropirenos sao também conhecidos pela sua carcinogenicidade. Tokiwa, Nakagawa
e Ohnishi (1981) compilaram varios resultados que indicavam a formacdo de tumores
mamarios em ratos ¢ de pulmao em camundongos. Howard et al (1995) desmonstraram a
capacidade do 1-NP de atravessar a placenta e tecidos mamarios.

Quando exposto ao ambiente, o 1-NP € estavel pelo menos por 28 dias a temperatura
ambiente em auséncia de luz. Entretanto, quando exposto a luz natural hd perda do grupo nitro
com formacgdo de hidroxipireno e possivelmente de di-hidroxipireno e pirenodiona, sendo
estes produtos menos mutagénicos para a linhagem TA98 em presenga e auséncia de ativagao
metabolica (BENSON et al, 1985). Em agua superficial e 4gua do mar, a microflora tem um
papel importante na degradacdo do 1-NP sendo que, em condig¢des estéreis, o composto pode
permanecer estavel por mais de 1500 dias (TAHARA et al, 1995).

Como apresentado, a alta mutagenicidade, importante ocorréncia ambiental e
caracteristicas quimicas favordveis a adsor¢ao do 1-NP a NTC (presenca do grupamento nitro

de hidrofobicidade) justificam a investigacido desse composto no presente trabalho.

1.2 Nanotubos de Carbono

Nesta secdo sdo apresentados alguns aspectos dos NTC relevantes para o
desenvolvimento deste estudo como sua genotoxicidade de MWCNTs e a interagdo com

poluentes orginicos.
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1.2.1 Genotoxicidade de Nanotubos de Carbono de Parede Multipla

Viérios métodos tém sido empregados na avaliagdo da genotoxicidade de
nanomaterias como Teste de micronicleo, Cometa, aberracdo cromossOmica e
Salmonella/microssoma (teste de Ames) (LANDSIEDEL et al, 2009). Empregando-se os trés
primeiros métodos na avaliacdo dos efeitos da exposicdo de células eucaridticas a NTC de
paredes multiplas, obtém-se resultados variados que sdo dependentes do tipo de células.
Enquanto Ponti et al (2012) ndo observaram genotoxicidade para fibroblastos de camundongo
expostos a NTC brutos e funcionalizados (-NH,, -COOH) e Ema et al (2012) também
obtiveram resultados negativos em fibroblatos de pulmdo de hamster chinés e em eritrocitos
de camugongos, vdrias alteragdes foram observadas por outros autores como: o aumento dose-
dependente de microntcleos em pneumdcitos (in vivo) e células epiteliais (in vitro) de ratos
(MULLER et al, 2008); presenca de mutagenicidade em células tronco de embrides de rato
(ZHU et al, 2007) e genotoxicidade em células dérmicas humanas (fibroblastos) (PATTOLA,
KNIGHTEN e TCHOUNWOU, 2010).

Entretanto, obtém-se constantemente respostas negativas em teste de Ames que
utiliza procariotos como Salmonella typhimurium e Escherichia coli. Os estudos encontrados
(Quadro 1) indicam a auséncia de mutagenicidade em Teste de Ames para MWCNT de
diferentes caracteristicas e submetidos a diferentes tratamentos. A causa sugerida por
Landsiedel et al (2009) e Singh et al (2009) para essa auséncia de mutagenicidade seria uma
possivel incapacidade da bactéria de assimilar esse material, impossibilitando o contato entre
MWCNT e o DNA da bactéria.

No Quadro 1, pode-se também observar a auséncia de citotoxicidade de MWCNT.
Estes dados corroboram com Arias € Yang (2009) que ndo observaram efeito citotoxico de
MWCNTs com diferentes grupos de superficie (-OH, -COOH, - NH,) a Salmonella

typhimurium.
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Quadro 1 - Auséncia de mutagenicidade de nanotubos de carbono de paredes multiplas em Teste de Ames

Referéncia

Método de
sintese do NTC

Funcionalizacio

Tratamento da
amostra

Solvente

Caracterizaciao

Linhagens
bacterianas

DI SOTTO et al
(2008)

CvD!

DMSO?

Dimensdes 110—
170nm*5-9 um
Dureza 99,9%
Densidade 1,35

g/em’, Area
superficial1.3x102
m*/g.

TA98, TA100 ¢ E.
coli WP2uvrA

SZENDI e
VARGA (2008)

Dado ndo
apresentado

Nao

Concentrado de
urina de rato que
receberam uma
dose Unica de
MWCNTs
(50ug/KG)

DMSO? (eluente)

Dimensoes 10-
30nm x1-2pm

Pureza 95-98% do
volume

TA98 e TA100

WIRNITZER et
al (2009)

Dado ndo
apresentado

Nao

A solugdo foi
ultrasonicada por
5 min

Agua ultra pura

Pureza 95%

Aglomerados de
100 a 1000 pm
quando dispersos
em meio de
cultura.

TA1535, TA100,
TA1537, TA98 e
TA102

KIM et al (2010)

Dado ndo
apresentado

Sim, oxida¢do em
tratamento acido

Tratamento acido
com acido nitrico e
acido sulfurico.

A solugdo-estoque foi
ultrasonicada (3min
37 Hz)

Solugdo DPPC?

Diametro 10-15 nm
Comprimento ~10um
Pureza 99% em C

TA98, TA100,

TA1535, TA1537 e E.

coli WP2uvrA

EMA et al (2012)

Dado ndo
apresentado

Suspensdo aquosa
com
carboximetilcelulose
de sodio
Didmetro 44 nm
Area superficial 69
m*/g.
Metais: Ca: 176 ppm,
Al: 80 ppm, Cd: 16
ppm, Fe: 53 ppm, Li:
0.5 ppm.

TA98, TA100,
TA1535, TA1357 ¢ E.
coli WP2uvrA

EMA et al (2012)

Dado ndo
apresentado

Nao

Nao

Suspensdo aquosa
com
carboximetilcelulose
de sodio

Diametro 70 nm
Area superficial 23
m’/g.
Metais : Fe: 3600
ppm, Cr: 14 ppm,
Bi: 6 ppm, Ni: 4
ppm
TA98, TA100,

TA1535, TA1357 ¢
E. coli WP2uvrA
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Ativagao Presenca e Presenca e
metabolica auséncia de S9 auséncia das
enzimas [3-
glucorosidade e
sulfatase
Método ( Teste I N
de Ames) Pre-incubagdo fieorporagao em
placas
Negativo para Negativo para
Resultados todas as linhagens  todas as linhagens
Citotoxicidade
(ensaios de
citotoxicidade ou auséncia auséncia
avaliacio do
background)

Presenga e
auséncia de S9

Pré-incubagio e
incorporagdo em
placas

Negativo para
todas as
linhagens

auséncia

Presenca e auséncia
de S9

Incorporagdo em
places

Negativo para todas
as linhagens

auséncia

Presencga e auséncia
de S9

OECD (1997)

Negativo para todas
as linhagens

auséncia

Presenga e auséncia
de S9

OECD (1997)

Negativo para todas
as linhagens

auséncia

(1)CVD Deposigdo quimica por vapor

(2)DMSO Dimetilsulfoxido

(3)DPPC solugio de tampéo fosfato (livre de Ca*™ e Mg™), D-glicose, albumina e 1,2-dipalmitato-sn-glicero-3-fosfocolina
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1.2.2 Adsorciao de compostos organicos em nanotubos de carbono

Os NTC tém apresentado imensa capacidade e alta eficiéncia de adsor¢ao para varios
contaminantes organicos como atrazina (SHI et al, 2010), fenantreno (YANG et al, 2006),
fendis (DIAZ-FLORES et al, 2007; YANG et al,2008), e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (KUENSENG et al, 2010).

Em principio, ha quatro possiveis sitios de adsor¢do em aglomerados de NTC (Figura
1) : o interior dos nanotubos (1); os espacgos intersticiais, que sdo aqueles entre um nanotubo e
outro no interior do aglomerado (2); os vincos formados entre os nanotubos da camada
externa do aglomerado (3) e a face externa dos nanotubos da camada externa do aglomerado
(4) (REN et al, 2011). Para os MWCNT, ainda hd mais um possivel sitio de adsor¢cdao que

consiste nos espacos existentes entre as camadas de grafeno (YANG e XING, 2010).

Figura 1 - Sitios de adsor¢cao em NTC
Fonte: REN et al, 2011

Entretanto, Agnihotri et al (2005) sugerem que ndo hd adsor¢do nos espagos
intersticiais dos aglomerados e que os espagos entre as camadas de grafeno (0,335 nm) s6
podem abrigar moléculas pequenas (H,, N, metais) ndo estando disponivel para as moléculas
organicas em geral.

Os NTC naturalmente se apresentam aglomerados devido a ocorréncia das forcas de
van der Waals entre os tubos. Esses feixes possuem baixa dispersabilidade em qualquer tipo

de solvente, de modo que € necessario desfazer estes aglomerados para dispersar os NTC em
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meio liquido e retirar as impurezas originadas no processo de sintese. Para isso s@o utilizados
tratamentos térmicos e/ou tratamentos quimicos (SHEN et al, 2009; MARTINEZ, 2011).

Os tratamentos quimicos mais comumente utilizados sdo os tratamentos dcidos
utilizando acidos fortes como o 4acido nitrico, cloridrico e /ou sulfurico. Esses acidos ndo
somente retiram as impurezas da face externa e do interior dos NTC como também modificam
as paredes pela quebra seletiva da ligacio C=C introduzindo grupos oxigenados como
carboxila. (FIRME e BANDARU, 2010). Estes grupos ligam-se covalentemente com os
carbonos do NTC (SOUZA FILHO e FAGAN, 2007).

Consequentemente, estes tratamentos modificam vérias propriedades dos nanotubos
de carbono como dispersio em solugdes aquosas, drea superficial disponivel e a carga
superficial dos NTC (CHO et al, 2008), influenciando assim a capacidade de adsorcdo de
varios compostos. Em solu¢des aquosas, o aumento de grupos oxigenados na superficie de
NTC pode prejudicar a adsorcao nio covalente dos poluentes organicos devido a competicdao
com a agua. Por outro lado, os grupos oxigenados podem favorecer a adsor¢do de outros
grupos quimicos, se esses puderem formar ligagdes covalentes com os grupos oxigenados
(YANG e XING, 2010).

Virios autores observaram estes efeitos ao analisarem a capacidade de adsor¢do com
amostras de nanotubos com diferentes quantidades de grupos oxigenados, como aumento da
adsor¢do de cobre que € atraido por esses grupos e diminuicdo da adsorcdo de compostos
hidrofébicos como fenol (DIAZ-FLORES et al, 2007), naftaleno (CHO et al, 2008) e corantes
diretos anidnicos, neste caso pela repulsdo de cargas (KUO, HSIN e WU, 2008).

Além do grau de oxidagdo, as interacdes de adsorcdo entre NTC e poluentes
organicos sdo afetadas por outras propriedades dos NTC (tamanho, tipo, drea superficial,
morfologia), pelas caracteristicas dos poluentes (hidrofobicidade, polarizabilidade eletronica,
polaridade, tamanho e grupos funcionais) (REN et al, 2011) e pelas condi¢des ambientais (pH
(YANG et al, 2008), temperatura (WU, 2007), presenca de matéria organica (ZHANG et al,
2010).

Yang e Xing (2010) reportam que cinco possiveis interacdes t€ém sido observadas
como responsaveis pela adsor¢do de poluentes organicos em NTC: efeito da hidrofobicidade,
pontes de hidrogénio, interagcdes eletrostéticas, covalentes, e ligacdes m-m. Esta tltima tém
sido usada para explicar a adsor¢do de diversos compostos aromadticos, como diferentes

corantes (LIU et al , 2008).

21



Chen et al (2007) observaram que a afinidade de adsor¢do de moléculas organicas
(benzeno, tolueno, chlorobenzeno, 1,2-diclorobenzeno, 1,2,4- triclorobenzeno, 1,2,4,5-
tetraclorobenzeno, nitrobenzeno, 4-nitrotolueno, 2,4-dinitrotolueno e ciclohexano) a NTC
correlaciona-se pouco a hidrofobicidade. Entretanto, a afinidade aumenta conforme a seguinte
ordem: compostos alifaticos ndo polares, aromatico ndo polares, nitroaromdticos. Os mesmos
autores ainda demonstraram que para o grupo dos nitroaromdticos, a afinidade aumenta com o
nimero de grupos funcionais nitro, sugerindo assim que a intera¢do m-m elétron-doador-
receptor entre as moléculas nitroaromdticas (eletro aceitadoras) e as folhas de grafeno
altamente polarizaveis (eletro doadoras) € a mais forte interacdo de adsorcdo entre NTC e
compostos nitroaromaticos.

Os grupos funcionais nitro interferem também em compostos orginicos ioniziveis
como demonstrado por Yang et al (2008). Utilizando uma série de fendis e anilinas com
diferentes grupos funcionais, os autores concluiram que a presenca de grupos funcionais
aumenta a afinidade de adsorcdo na seguinte ordem grupo metil < grupo cloro < grupo nitro.

Shen et al., (2009) avaliaram a adsor¢do de compostos nitroaromaticos por NTC
brutos e oxidados e observaram que este processo € espontaneo, exotérmico, dependente do
tamanho da molécula e prejudicado pela oxidacdo dos nanotubos. A estrutura dos grupos nitro
e o ndmero deles apresentaram-se como os principais fatores na capacidade e taxa de

adsorgao.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:
Considerando a alta capacidade de interacdo compostos nitroaroméaticos com NTC ,
o presente trabalho visou avaliar a influéncia da interac@o entre diferentes amostras MWCNT's

oxidados na capacidade de adsor¢do do 1-NP e sua genotoxicidade.

Objetivos especificos:

Avaliar a modulagdo da genotoxicidade do 1-NP por NTC de parede multipla por
meio de Teste Salmonella/microssoma, os mecanismos de intera¢do entre o nanomaterial € o
poluente;

Avaliar a influéncia do grau de oxida¢do dos NTC na modulagcdo da genotoxicidade
do 1-NP, através da comparag¢do de amostras submetidas a tratamento dcido com HNOj3 por

diferentes periodos.
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3 METODOS

3.1 Amostras
3.1.1 1-Nitropireno

Neste estudo, utilizamos amostra de I-nitropireno 99,5% de pureza adquirido da

empresa Sigma-Aldrich Co. A Figura 2 apresenta a estrutura quimica do composto.

NO,

Figura 2 - Estrutura quimica do 1-Nitropireno

3.1.2 Preparo da amostra de nanotubos de carbono NTC-LQES

Os NTC brutos foram produzidos por deposi¢do quimica de vapor pela empresa
coreana CNT Co. Ltda., os NTC sao do tipo de camadas multiplas, com diadmetro de 10-40
nm e comprimento de 1-25 pm. A partir destes NTC, o Laboratério de Quimica do Estado
Solido (LQES-IQ-UNICAMP) produziu a amostra NTC-LQES que foi preparada submetendo
os nanotubos a refluxo dcido e agitacao constante com 7M HNO3 por 24 horas a 140°C e em
seguida tratamento semelhante com 5SM HCI por 6 horas a 120°C. Ao fim dos tratamentos
acidos, a amostra foi lavada com dgua deionizada em sistema de filtracdo a vicuo (membrana

Milipore 0.2um) até pH neutro e seca em linha de vacuo por 24 horas.
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3.1.3 Preparo das amostras NTC1h, NTC12h e NTC24h

A partir de NTC brutos do mesmo lote que deu origem a amostra NTC-LQES,
produzimos trés novas amostras: NTC1h, NTC12h e NTC24h.

Na producdo dos NTC1h, os NTC foram submetidos a tratamento dcido com 9 M
HNO; em refluxo 4cido a 150 °C e agitacdo por 1 hora (Figura 3). Ao fim desse tratamento, a
amostra foi lavada com dgua deionizada em sistema de filtragdo a vacuo (membrana Milipore
0.2um) até pH 6, e seca em linha de vacuo. Para a producdo da amostra NTC12h e NTC24h,
0s NTC foram submetidos aos mesmos tratamentos que a amostra NTC1h porém manteve-se

o refluxo 4cido por 12 e 24 horas, respectivamente.

Figura 3 - A direita: Refluxo 4cido de NTC. A esquerda: lavagem e filtracao da amostra
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3.2 Caracterizacao das amostras NTC-LQES, NTC1h, NTC12h e NTC24h

As técnicas empregadas na determinacdo de caracteristicas fisico-quimicas da

amostra NTC-LQES foram:

e Estimativa da distribui¢do de tamanho: realizada por microscopia eletronica
de varredura com imagens obtidas em microscépio eletronico da marca FEI
NanoLab200 e microscopia eletronica de transmissdo com imagens
adquiridas em microscopio da Carl Zeiss CEM-902 operando em 80 kV.

e Andlise de area superficial dos NTC: a amostra no estado s6lido foi analisada
por método BET (isoterma de adsorcdo de nitrogénio) no equipamento da
Quantachrome Instruments NOVA Win;

e Andlise elementar qualitativa da amostra: determinada por espectroscopia de
energia dispersiva  utilizando o analisador acoplado ao microscépio
eletrOnico de varredura da marca JEOL 6360-VL;

e Andlise de carga superficial [Potencial-Zeta]: suspensdes da amostra NTC-
LQES em d4gua deionizada Milli-Q (10 pg/mL) foram analisadas no
equipamento da Malvern Instruments nano-ZS.

e Defeitos estruturais (ID/IG): determinados por espectroscopia Raman
confocal utilizando um laser de Nd-YAG (532 nm) com poténcia de
excitacdao de 0,3 mV com espectros detectados por espectrdmetro da marca
WITECH TS-150, acoplado a um microscépio confocal.

o Temperatura de oxidacdo e pureza de carbono: determinados usando medidas
termogravimétricas [equipamento SDTQ600 da TA] e o residuo final
metalico foi medido utilizando uma microbalanca analitica [AD-6 Perkin-
Elmer];

e Analise termogravimétrica: 3,5 mg de cada amostra foi adicionada em uma
panela de platina e analisadas no equipamento SDTQ600 da TA Instruments.
Condi¢des da corrida: fluxo de ar sintético (100 mL/min.) com taxa de

aquecimento de 5°C/min.
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A drea superficial, temperatura de oxidacdo e quantidade de defeitos de superficie
foram determinadas pelos mesmos procedimentos descritos para a amostra NTC-LQES,

durante a caracteriza¢do das amostras NTC1h, NTC12h e NTC24h.

3.3 Determinacio do tempo de ultrassonicacdo das amostras NTClh, NTC12h e
NTC24h.

NTC possuem baixa capacidade de dispersdo tanto em solventes polares quanto em
apolares. Portanto, a utilizacdo de processo de dispersdo fisica como a ultrassonicacdo tem
sido comumente empregada para melhorar a dispersdao dos materiais em estudos toxicoldgicos
e ambientais (MEAGAN, MAUTER e ELIMELECH, 2008; TAUROZZI, HACKLEYV e
WIESNER, 2010).

Como as amostras NTClh, NTCI12h e NTC24h apresentam diferentes
comportamentos em 4gua, foram realizadas andlises espectrofotométricas em solucdes
submetidas a diferentes tempos de ultrassonicac¢io para encontrar o tempo de ultrassonicacao
minimo para cada amostra e assim garantir que todas as amostras apresentassem boa
dispersdo nos testes de mutagenicidade. Foi estudada também a influéncia da presenca da

introdugdo de 0,99% (v/v) de DMSO na dispersao dos nanotubos em dgua ultra-pura.

3.3.1 Curvas de calibragdo

Para a realizagdo das curvas de suspensdes em d4gua ultra-pura, preparou-se
suspensdes de NTC1h, NTC12h e NTC24h nas concentragdes de 1, 10, 20, 25 e 30 mg.L‘1 e
que foram submetidas a ultrassom por 30 minutos (42Khz+ 6%) com variacdo maxima de
temperatura de 3°C. Em seguida, realizaram-se leituras de absorbancia em 530nm de
comprimento de onda (MARSH et al, 2007) no espectrofotdometro GBC-Cintra06.

Foram realizadas também curvas de calibracdo de suspensdes contendo 0,99 % em
volume de DMSO, pois esta € a proporcao deste solvente introduzida através da solucao de 1-

NP nos ensaios de mutagenicidade.
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3.3.2 Curvas comparativas

Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque de 50 mg.L”' de NTClh que foi
ultrassonicada por um periodo total de 30 min. A cada 5 minutos de ultrassonicacdo, 3
aliquotas de 0,5 ml eram retiradas e vertidas em tubos de ensaio contendo 0,5 mL de dgua
ultrapura e 10 puLL. de DMSO. Os tubos eram levemente agitados e permaneciam em repouso
por 2 horas. Ao fim desse periodo, foram realizadas leituras em espectrofotometro GBC-
Cintra06 em A=530nm. O mesmo procedimento foi repetido para as amostras NTC12h e
NTC24h. O volume de DMSO inserido € equivalente a quantidade do solvente utilizado em
cada réplica nos testes de Ames e a concentracdo de NTC escolhida (25mg.L-1) é equivalente
a curva de 25ug de NTC/placa. As solugdes equivalentes as curvas 10 e 50 ug de NTC/placa
ndo foram realizadas, pois a absorbdncia da primeira € muito préxima ao limite de
quantificacdo do equipamento e a segunda possui abs >2, estando fora da faixa de linearidade

da Lei de Beer-Lambert.

3.4 Testes de mutagenicidade

3.4.1 Procedimento para amostra NTC-LQES

Os testes foram realizados pelo método de pré-incubacdo conforme revisado por
Mortelmans e Zeiger (2000), com uso da linhagem TA98 da bactéria Salmonella tiphimurium
em auséncia de ativacdo metabdlica.

Inicialmente preparou-se uma solugdo-estoque de 1,0 g.L‘1 da amostra NTC-LQES
em 4gua ultra-pura estéril, esta suspensao foi ultrassonicada por 5 minutos (42Khz+ 6%) antes
de cada ensaio. Trés doses de NTC- LQES (10, 50 e 100 pg/placa) foram colocadas em
contato com diferentes doses de 1-NP (10, 30, 100, 300 e 1000 ng/placa) por tempo

determinado (2, 4 e 6 horas) em temperatura ambiente e auséncia de agitacao.
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Foram entdo adicionados dgar de superficie e caldo nutriente contendo bactérias em
fase exponencial e essa nova mistura vertida em placa de 4gar minimo e incubada em estufa a
37+1°C por 66 horas. Por fim, as coldnias revertentes foram contadas com auxilio de
estereomicroscopio.

Os solventes das solucdes-estoque de NTC-LQES e 1-NP foram dgua Mili-q e
dimetilsulfoxido (DMSO) respectivamente. Os controles negativos eram compostos de
DMSO e 4gua estéril nas mesmas propor¢des que nas demais concentragdes € os controles
positivos por 0,5 pg/placa de 4-Nitroquinolina-1-6xido.

O fluxograma abaixo resume o procedimento empregado (Figura 4).

1-NP (10uL)+NTC-LQES (até 100uL)
2,4 ou 6 horas de pré-incubacdo
Temperatura ambiente

Adicionou-se 100 uL de caldo

contendo TAS8 Adicionou-se agar de
Salmonella tiphimurium superficie

7"
+ -+i~

Mistura vertida em
placa de dgar
minimo

Contagem de colénias revertentes

Tncubacdo em estufa a
37°C por 66 horas

_

Figura 4 - Fluxograma do procedimento de teste de Ames

3.4.2 Procedimento para amostras NTC1h, NTC12h e NTC24h

Os ensaios foram realizados segundo norma ISO 16240:2005 Water quality —
Determination of the genotoxicity of water and waste water — Salmonella/microsome test
(Ames test), utilizando a linhagem TA98 de Salmonella tiphimurium, em duplicatas e auséncia

de ativacdo metabodlica. O método ISO:2005 permite a utilizacdo de volumes maiores de
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amostra quando comparado ao método de Mortelmans e Zeiger (2000) adequando-se melhor a
amostra NTC1h que possui baixa capacidade de dispersdao em 4gua.

Antes de cada ensaio, preparou-se solugdo-estoque de 50 mg.L'1 das amostras de
NTC em égua estéril. As suspensdes foram submetidas a ultrassonica¢do por 25 minutos para
NTC1h, 15 minutos para NTC12h e NTC24h (42Khz+ 6%) com variagdo maxima de 3°C na
temperatura do banho, afim de garantir dispersdao semelhante nas amostras . Trés doses de
NTC (10, 25 e 50 pg/placa) foram colocadas em contato com diferentes doses de 1-NP (10 a
1000 ng/placa, 10 uL de solugdo/placa) por 2 horas, havendo normalizagdao do volume das
suspensdes com dgua ultra-pura estéril. Apds o periodo de incubacdo, caldo nutriente
contendo bactérias em fase exponencial e dgar de superficie foram adicionados, e a mistura
vertida em placas de dgar minimo. As placas foram incubadas em estufa a 374+- 1°C por 66
horas e as colOnias revertentes contadas visualmente.

Os controles negativos eram compostos de dgua Mili-q estéril e DMSO nas mesmas
propor¢des que nas demais concentragdes € os brancos continham solu¢do de NTC, dgua
Mili-q estéril e DMSO. Como controle positivo foi utilizado 0,5 pg/placa de 1-
nitroquinolona-1-6xido (4-nqo). Testes de esterilidade da dgua ultra-pura e das suspensdes de
NTC1h, NTC12h e NTC24h foram realizados a cada ensaio.

A poténcia de cada curva foi obtida regressdo linear com variagdo do modelo linear
denominada truncagem tipo Bernstein (BERNSTEIN et al., 1982) obtida em programa
estatistico SALANAL elaborado por Dr. L. Myers do “Integrated Laboratory Systems”,
Carolina do Norte, EUA

3.5 Tratamento e destinaciao dos residuos

Como apresentado por Hallock et al (2009), as incertezas quanto aos aspectos
toxicoldgicos e interacdes no ambiente dos nanomateriais sugerem que se devemos trata-los
como materiais perigosos e adotar equipamentos de prote¢cdo como madscaras (a0 manusear
material seco), 6culos de protecdo e luvas.

Seguindo as recomendagdes destes autores, tratamentos e destinagdes dos residuos
gerados durante o desenvolvimento do projeto foram determinados. No Quadro 2, é

apresentada a listagem dos residuos, suas caracteristicas, tratamento e destinagao:
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Quadro 2 — Tratamentos e destinacio dos residuos.

Residuo

Fonte

Caracteristicas

Armazenamento

Tratamento e
destinacao

Efluente
acido

Residuos
teste de
Ames

Dispersoes
de
nanotubos
de carbono

Tratamento acido das
amostras NTC1h,
NTC12h e NTC24h

Gerados durante a
realizagdo dos testes
de mutagenicidade

Estudos de dispersao
das amostras NTC1h,
NTC12h e NTC24h;
além de sobras de
solugdes estoque dos
testes de Ames

Efluente com pH
inicial -0,5 contendo

residuos de Fe e NTC.

Possui cor amarelada.

Meios de cultura com
carga bioldgica e
contaminados por

pequenas quantidades
(microgramas de

NTC)

Efluente com
concentragoes
variadas de NTC em
dgua ultra pura ou
dgua de cultivo em pH
préximo ao neutro

Frascos de vidro
ambar de 1L de
capacidade.

Nao se aplica

Bombona pléstica

de 4L de
capacidade

Neutraliza¢do com
NaOH comercial
com mudanca de
cor para castanho.
Posterior envio a

incineracao.

Descontaminagdo
em autoclave
(121°C, 30min) e
descarte em lixo
comum

Incineracdo
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4 RESULTADOS

4.1 Modulaciao da genotoxicidade do 1-Nitropireno por nanotubos de carbono NTC-

LQES

4.1.1 Caracteristicas da amostra NTC-LQES

As propriedades fisico-quimicas da amostra NTC-LQES foram apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas da amostra de nanotubos de carbono NTC-

LQES
Propriedades NTC-LQES; NTC brutos
Diametro (nm) 10 —40 10-40*
Comprimento (pum) 0.1-10 1-25%
Area superficial (m?”/g) 260+ 10 158+15
Potencial Zeta (mV)* -27+8.0
Defeitos de superficie: Ip/Ig 1.64+0.3 0,85
Temperatura de oxidagéo (°C) 610+5.0 582+2,0
Pureza em Carbono (%) 99+£1.0
Residuo metalico final [Oxido de ferro] (%) 0.9+0.1 7,6+0,4
Analise elementar qualitative C, O, Fe C,0O,Fe

* em 4gua Milli-Q * Dados fornecidos pelo fabricante

O tratamento acido foi incapaz de alterar o diametro dos tubos, mas gerou
encurtamento dos NTC e inseriu defeitos na superficie dos NTC. De acordo com a relagdo
In/lg obtida, a distancia média entre os defeitos foi estimada em 11 nm (UMBUZEIRO,
2011).

A amostra ndo forma uma suspensido permanente em agua Mili-q (potencial zeta

menor que modulo de 40), mas mantém-se estavel por tempo superior ao periodo do ensaio de
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mutagenicidade. A amostra apresenta também grande area superficial possuindo assim, grande
area disponivel a adsor¢do do 1-NP. Os NTC da amostra NTC-LQES apresentam
caracteristicas desejaveis para utilizagdo em ensaios bioldgicos como baixo teor de residuos

metalicos de sintese e auséncia de elementos potencialmente toxicos.

4.1.2 Modulagdo da genotoxicidade de 1-NP pela amostra NTC-LQES

A auséncia de mutagenicidade da amostra NTC-LQES, foi observada em
experimentos realizados pelo grupo do Prof. Israel. Felzenszwalb do Instituto de Biologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro—UERJ (ANEXO 1). Auséncia de citotoxicidade
para as bactérias foi também observada pelos colaboradores da UERJ eliminando suspeitas de
falso negativo (UMBUZEIRO et al., 2011).

O 1-NP foi altamente mutagénico no teste de Salmonella/microssoma. A adi¢do do
NTC-LQES ao 1-NP, causou diminuicdo do niimero de colonias revertentes mostrando uma

inibicao dose-dependente (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero de colonias revertentes de 1-NP em auséncia e presenca de 10 pg de

NTC-LQES
Teste 1* Teste 2*
Dose INP Média+DP' (TM)* Média+DP' (TM)’
(ng/pl Taxa de Taxa de
ng p aca) INP INP + 1n1b1g:50 INP INP + 1n1b1§:50
NTC-LQES NTC-LQES
0 30+7 2944 - 30+7 2343 -
10 44+7 (1,5) 28+7 (1,0) 100 4348 (1,4) 1744 (0,8) 100
30 69+14 (2,3) 3243 (1,1) 92 48+7 (1,6) 27+6 (1,2) 75
100 95+21 (3,2) 67+5 (2,3) 42 8113 (2,7) 3848 (1,7) 70
300 560+13 (18,9)  293+19 (10,1) 50 560+22 (18,5)  374+69 (16,5) 34
1000 2650+111 1952+160 27 1206269 1187+214 0
(89,3) (67,3) (39,8) (52,4)

*2 horas de pré-incubacgao (1-NP + NTC-LQES)

' Desvio padrio

? Taxa de mutagenicidade (revertentes espontineos + revertentes induzidos / revertentes espontineos)
Dados brutos em Apéndice 1.

Diferentes doses (10; 50 e 100ug/ placa) de NTC-LQES foram investigadas. O
aumento da dose de NTC-LQES levou a uma diminuicao da taxa de mutagenicidade do 1-NP,

sugerindo interacdo dos NTC com o 1-NP. Confirmou-se também a alta sensibilidade da

33



linhagem TA98 ao 1-NP, pois somente 30 ng/placa do composto gera resultado positivo (taxa

de mutagenicidade > 2) ( Figura 5).

70 -
= 60 1 » INP+10pg NTC
*]
T 50 - —e— INP+50ug NTC
= —a— INP+100ug NTC
= 40 -
@
g
S 30 A
=
g 20 A
=]
s 10 -
H
0 * .I | T T 1
0 10 30 100 300 1000

Dose de 1-Nitropireno (ng/placa)

Figura 5 - Taxas de mutagenicidade do 1-NP na auséncia e presenca de 10, 50 e 100 pg
de NTC-LQES.

Dados brutos em Apéndice 2

Considerando os resultados obtidos e a hipotese de Landsiedel et al (2009) e Singh et
al (2009) de que a bactéria Salmonella tiphimurium ¢ incapaz de assimilar os NTC, foram
realizadas imagens com microscopia eletronica de transmissdo em amostras de colonias de
Salmonella expostas a NTC-LQES e 1-NP nas mesmas condi¢cdes dos testes de
mutagenicidade. As amostras foram preparadas no LEAL e as microscopias realizadas por
colaboradores do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Observamos NTC aderidos a superficie externa da bactéria, mas nenhum no seu

interior (Figura 6) o que corrobora a hipdtese supracitada.
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Figura 6 - Células bacterianas (Salmonella TA98) exposta a NTC-LQES encubadas com

1-NP (microscopia eletronicas de tranmissao).
As flechas indicam os nanotubos. Fonte: UMBUZEIRO et al, 2011

Como o NTC estudado ndo penetram na parede da bactéria pode-se dizer que o teste
de Ames detecta apenas as moléculas de 1-NP livres. Os 1-NP adsorvidos na superficie dos
nanotubos sdo impedidos de entrarem nas bactérias. Durante o periodo de pré-incubacio,
parte das moléculas de 1-NP € aderida na superficie dos NTC e o restante permanece livre em
solugdo. Apos a introducgdo das bactérias, estas absorvem as moléculas livres na solugdo que

causam mutagdes, enquanto que os NTC funcionalizados com 1-NP permanecem fora das

células (Figura 7).
Poluente organico Nanotubos dg (Earbono
(1-Nitropireno) (paredes multilplas)
33 Moléculas ndo adsorvidas sac
oS o detectadas no teste de Ames
¥ o Moléculas de 1-N'rtropiren;mh T
2% 24 7 sdo adsorvidas pelos 3en3
3 nanotubos de carbono
| i
43 33
3 &
.“1.
S ."
Teste de Ames - - Pré-incubaca
. 5 Anilises cas re-incubacao
Detremiuacte s + Cnn«eﬁudmIC-LQES (Teste de Ames)

mutagenicidade do 1-NP

Figura 7 - Adsorcao de 1-Nitropireno em nanotubos de carbono
Fonte: Adaptado de UMBUZEIRO et al (2011)
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Supondo que toda a area superficial externa dos NTC-LQES (2,6 10" nm%/ug)
estaria disponivel para a adsor¢do das moléculas de 1-NP (superficie da molécula~Inm?), as
propor¢des de superficie de nanotubos/superficie de moléculas de 1-NP utilizadas neste
trabalho variaram de 1 a 1000; ou seja, haveria espaco disponivel para a adsor¢ao de todas as
moléculas de 1-NP. Entretanto, ndo obtivemos reducdo total da mutagenicidade do 1-NP, o
que indica que outros fatores influenciam na adsor¢do 1-NP, como por exemplo, a dispersao
limitada dos NTC durante o ensaio biologico e os defeitos inseridos pelo tratamento acido.
Os defeitos permitem a ligagcdo de grupos oxigenados a superficie dos NTC, o que dificulta a
adsor¢ao de compostos organicos.

Quando comparadas as propor¢des em massa NTC/1-NP utilizadas ao nimero de
revertentes gerados (Figura 8), observa-se uma diminui¢do do nimero de revertentes até uma
saturacao que coincide com a faixa de distribuicdo das coldonias revertentes espontaneas. A
propor¢ao em massa ¢ proporcional a area disponivel por 1-NP. O nimero de revertentes ¢
estatisticamente igual ao niumero de revertentes espontianeo (controle) a partir da proporgao
500. Dessa forma, podemos dizer que em uma propor¢io NTC/1-NP maior que 500 a

mutagenicidade do 1-NP foi eliminada.

%

1000 *

100

Nimero de revertentes/placa
i

=]
[

10 100 1000 10000
Proporgio em massa NTC-LQES/1-NP

Figura 8 - Niimero de colonias revertentes em relacao a proporc¢ao em massa NTC-
LQES/1-NP.
Linha vermelha sélida corresponde a média de revertentes espontdneos e as linhas tracejadas
representam média + e — desvio padrdo. A linha vertical preta define a primeira propor¢do em que o nimero de
revertentes espontaneos € estatisticamente igual ao controle ( ANOVA 5 % de significincia).
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Para a avaliagdo de influéncia do periodo de pré-incubacdo na capacidade de

adsor¢ao do 1-NP ao NTC-LQES foi realizado um novo teste com 2, 4 ¢ 6 horas de pré-
incubagao (Tabela 3)

Tabela 3 - Influéncia do periodo de contato entre 1-NP e NTC-LQES na mutagenicidade

de 1-nitropireno
Média de revertentes por placa + Desvio padrio (TM")
INP+ 10 pg NTC/placa INP+ 10 pg NTC/placa

lzr?;;:;g;) INP+ 10 pg NTC/placa
(2h) (4h) (6h)
0 21436 30+5,1 19+ 8,0
10 26£2,6 (1,2) 16+6,0 (0,5) 24+6,0 (1,2)
30 3747,4 (1,8) 26+4,9 (0,9) 33+4,5 (1,7)
100 68+6,7 (3,2) 55472 (1,9) 64+16 (3.,4)

238439 (11,3) 269425 (9,1) 218+21 (11,5)

300
1000 721449 (34,3) 662+59 (22,3) 794+126 (41,8)
" Taxa de mutagenicidade (revertentes espontineos + revertentes induzidos / revertentes espontineos)

Dados brutos em Apéndice 3.
(UMBUZEIRO et al, 2011)

Considerando os nimeros de colonias revertentes e os desvios padrao obtidos, pode-

se dizer que o processo de adsor¢dao do 1-NP ao NTC ¢ rapido (inferior a 2 horas) e mantém-

se estavel por pelo menos 6 horas.

4.2 Influéncia do tratamento acido dos NTC na capacidade de modulacio da

genotoxicidade do 1-Nitropireno

4.2.1 Caracteristicas das amostras NTC1h, NTC12h e NTC24h

As caracteristicas obtidas estdo descritas na Tabela 4:
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Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas das amostras NTC1h , NTC12h e NTC24h

Propriedades NTC1h NTC12h NTC24h
Diametro (nm) 10 - 40 10 - 40 10-40
Area superficial (m?/g) 206,70 264,40 731,00
Defeitos de superficie: Ip/Ig 1,00 1,02 *
Temperatura de oxidagéo (°C) 593 587 575

*dado ndo obtido

A comparagdo entre a amostras NTC1h e NTC12h mostra que o aumento do periodo
de refluxo acido levou a um crescimento de aproximadamente 30% na area superficial dos
NTC, provavelmente ligado ao encurtamento dos NTC. O aumento do tempo de tratamento
acido de 1 para 24 horas aumentou em aproximadamente 3 vezes a drea superficial dos NTC,
entretanto novas andlises estio sendo realizadas para confirmacao deste dado.

A razdo Ip/lg foi praticamente a mesma para as amostras NTClh e NTCI2h
indicando uma semelhanca nas distancias entre os defeitos nessas amostras e a diminui¢do da
temperaturas de oxidacdo na dire¢cdo NTC1h> NTCI12h> NTC24h indica aumento de
grupamentos oxigenados na superficie dos NTC com o aumento do periodo de tratamento

acido.

4.2.2 Andlises espectrofotométricas

As expressdes das curvas de calibragao obtidas para as amostras NTC1h, NTC12h e

NTC24h estdo expressos na Tabela 5:
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Tabela 5 - Expressoes das curvas de calibracao das amostras NTC1h, NTC12h e

NTC24h
Solucao Expressao Coeficiente de calibracao
NTC1h +26,5207x — 0,0467414 0,999738
NTCI12h +23,1877x + 0,0392177 0,999764
NTC24h +28.5354x - 0.0441541 0.999919
NTC1h + 0,99% de Dmso  +23,0179x + 0,0134161 0,999968
NTC12h + 0,99% de Dmso  + 25,2229x + 0,171234 0,999688
NTC24h + 0,99% de Dmso  + 28.2557x + 0.0320822 0.999875

Através das expressdes, podemos estabelecer a relagdo de tempo de ultrassonicagao

da solugdo-estoque de NTC e a concentragdo mensurada apds 2 horas de repouso, sendo que a

concentracao nominal inicial de todas as solugdes € 25 mg.L'l (Figura 9).

Concentracdao de NTC (mg/L)

12
10

/7 ——NTC1h ——NTC12h ——NTC24h
— —NTC1h+DMSO — —NTC12h+DMSO — —NTC24h+DMSO

T T T T 1

10 15 20 25 30

Tempo de ultrassonicacao da solucao (minutos)

Figura 9 - Influéncia do tempo de ultrassonicacdo na dispersao dos NTC1h,NTC12h e

NTC24h.

As amostras NTC12h e NTC24h se dispersam mais facilmente, apenas 15 minutos de

ultrassonicagdo sdo suficientes para que as solugdes apresentam concentracdes proximas as

da concentracdo nominal. A amostra NTClh, por sua vez, necessita de 25 minutos de

ultrassonica¢@o para chegar a este estado. Pode-se observar também que a presenca de 0,99%

de DMSO nas solucdes nao alterou significativamente a dispers@o das amostras, o que indica

o efeito desprezivel deste solvente nos testes de mutagenicidade.

39



Estes resultados permitiram minimizar a influencia da diferenca de dispersdao das
amostras durante o ensaios de mutagenicidade das amostras NTC1h, NTC12h e NTC24hcujos

resultados estdo apresentados no item a seguir.

4.2.3 Comparacdo da capacidade de modulacio da genotoxicidade do 1-NP entre as amostras

NTC1h, NTC12h e NTC24h

Inicialmente realizaram-se testes com as amostras NTClh e NTCI12h utilizando
solugdes-estoque de NTC que foram ultrassonicadas por apenas 5 minutos. Entretanto,
durante a realizacao dos ensaios foi observada aglomeragcdo da amostra NTC1h no periodo de
pré-incubacdo, situacdo esta que pode prejudicar a interagdo entre os NTC e o 1-NP. Por isso,
foram realizadas andlises espectrofotométricas para a determinag¢do do tempo 6timo de
ultrassonicacgdo das solucOes-estoque para cada amostra de NTC (ver item 4.2.2). Modificados
os periodos de ultrassonicacdo, novos testes foram realizados e os resultados estdo

apresentados na Figura 10.

100 - ENTCIh+IP  ®NTCI2h+INP  =NTC24h+INP

& 3 8 8
| I I S|

Pocentagem de inibicao da
mutagenicidade do 1-NP
888 3

[y
o
1

(=]
I

25
Dose de NTC (pg/placa)

Figura 10 - Porcentagem de inibicio da mutagenicidade do 1-NP por NTC1h, NTC12h e
NTC24h.
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As novas amostras, assim como amostra NTC-LQES, apresentaram capacidade de
reducdo da mutagenicidade de 1-NP de forma dose-dependente. O aumento das doses de NTC
gerou diminui¢do significativa (em ANOVA com 5% de significincia) das poténcias obtidas
para todas as amostras.

Comparando as diferentes amostras, aparentemente as inibi¢des diminuiram no
sentido do aumento do tempo de tratamento 4dcido (NTClh a NTC24h), mas grandes
variagdes foram observadas para cada dose e amostra. Desta forma, realizamos andlise
estatistica ANOVA com 5%de significancia e teste de Tukey considerando um nivel de

significancia a fim de comparar as trés amostras em cada dose utilizada (Quadro 3).

Quadro 3 - Poténcias mutagenicas do 1-NP na presenca de NTC1lh, NTC12h e NTC24h e
comparacao estatistica entre as amostras.

10ug de NTC/placa
Poténcias mutagénicas do1-NP na presenca de NTC Comparagio est(egl_s(glgg §;1 tre as amostras
NTClh NTC12h NTC24h
Testel 366 416 NTClh NTCI2h NTC24h
Teste2 337 400 NTCl1h = =
Teste3 306 316 NTC12h *
Tested 335 320 441 NTC24h
Teste5 378 234 500
Média 344 337 471
Desvio padrao 28,3 73,4 41,7
25ug de NTC/placa
Poténcias mutagénicas do1-NP na presenca de NTC Comparagao eSt(E;U_S(;l(O:é;j;l tre as amostras
NTClh NTC12h NTC24h
Testel 77 146 NTClh NTCI2h NTC24h
Teste2 96 142 NTCl1h = *
Teste3 146 212 NTC12h =
Tested 208 186 222 NTC24h
Teste5 150 173 291
Média 135 172 257
Desvio padrio 51,4 29,0 48,8
50ug de NTC/placa
Poténcias mutagénicas do1-NP na presenga de NTC Comparagdo eSt(agl_S(;lg?gge;l tre as amostras
NTClh NTC12h NTC24h
Testel 129 68 NTClh NTCI2h NTC24h
Teste2 71 174 NTClh = =
Teste3 74 124 NTCI12h =
Tested 101 115 166 NTC24h
Teste5 60 24 115
Média 87 101 141
Desvio padrio 27,9 57,2 36,1

Andlise obtida utilizando software estatistico MINITAB versdo 15.1.1.0, teste one-way ANOVA (nivel de
significincia 5%) e teste de Tukey (nivel de significancia de 5%). Dados brutos em Apéndice 5 e 6
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Pela analise estatistica, as amostras NTC1h e NTC12h nao diferenciam em nenhuma
das doses testadas, enquanto que a amostra NTC24h apresentou menor capacidade de inibicao
da mutagenicidade do 1-NP que a amostra NTCI12h para a dose de 10ug/placa e que a
amostra NTC1h na dose de 25ug/placa. Na dose de 50ug/placa, todas as amostras sao
estatisticamente iguais.

Dessa forma, pode-se dizer que um tratamento 4cido de até 12 horas ndo interfere na
capacidade de modulac¢do da mutagenicidade do 1-NP. Por outro lado, o aumento do tempo de
tratamento para 24 horas diminui esta capacidade quando os NTC sdo empregados em doses
até 25ug/placa e nao interfere em doses maiores.

Supondo que toda a area superficial externa dos NTC estimada por BET estaria
disponivel para a adsor¢do das moléculas de 1-NP (superficie da molécula~ 1nm?), as
propor¢des de superficie de nanotubos/superficie de moléculas de 1-NP variariam de
aproximadamente 0,9 a 435 para NTClh, 1 a 550 para NTC12h e 3 a 1520 para NTC24h.

Dessa forma seria esperado uma maior capacidade de modulacdo da amostra
NTC24h em relacdo a outras amostras que nao foi observado nos ensaios bioldgicos
realizados. Contudo as medidas de area superficial sdo realizadas no material seco, enquanto
que nos ensaios biologicos, os NTC estdo em solucdo aquosa e nesta condi¢do a area
superficial disponivel ¢ desconhecida.

Relacionando as propor¢des em massa NTC/1-NP e o numero de revertentes
resultantes (Figura 12), podemos dizer que as trés amostras apresentaram capacidade
similares de modulacdo mutagenicidade do 1-NP. A mutagenicidade do 1-NP foi eliminada,
ou seja, o numero de revertentes € estatisticamente igual ao nimero de revertentes espontaneo
(controle) a partir da propor¢ao 830 para NTC1h e NTC24h e 1000 para NTC12h.

Através da caracterizacdo obtida, podemos dizer que o tratamento adcido promove o
aumento da area superficial dos NTC que poderia aumentar a adsor¢cao de 1-NP aos NTC,
entretanto houve também aumento da inser¢do de grupamentos carboxilicos na superficie dos
NTC que dificultam a adsor¢d@o de compostos nitroaromaticos aos NTC (SHEN et al., 2009).
Sugerimos entdo que estes efeitos opostos minimizariam a diferenca entre as amostras,

gerando resultados semelhantes nos ensaios biologicos.
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Linha vermelha sélida corresponde a média de revertentes espontdneos e as linhas tracejadas
representam média + e — desvio padrdo. A linha vertical preta define a primeira proporcdo em que o niimero de
revertentes espontaneos ¢ estatisticamente igual ao controle (ANOVA 5 % de significancia).

Figura 11 - Nimero de revertentes em relacao a proporcao em massa NTC/1-NP para as

amostras NTC1h, NTC12h e NTC24h.
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5 CONCLUSOES

e Nanotubos de Carbono (NTC) de paredes multiplas interagem com as moléculas de 1-
NP de forma dose-dependente e a adsor¢do dos 1-NP aos NTC possivelmente ocorre
por ligagdes ndo covalentes em regides livres de defeito e mantém-se estavel por pelo
menos 6 horas;

e A amostra de NTC avaliada nao foi capaz de penetrar na bactéria Salmonella
tiphimurium sugerindo que o teste Salmonella/microssoma (teste de Ames) nao € um
modelo adequado para avaliar a mutagenicidade desse material.

e Para comparacdo de resultados entre diferentes NTC € importante padronizar as
condi¢Oes de dispersdo do material a ser testado;

e O aumento do periodo de tratamento 4cido de 1 para 12h modifica a 4rea superficial
dos NTC e melhora a capacidade de dispersdo dos mesmos em dgua sem modificar
significativamente sua capacidade de adsor¢do do 1-NP;

e O tratamento dcido promove o aumento da drea superficial dos NTC bem como o
aumento da insercdo de grupamentos carboxilicos das paredes dos NTC levando a

efeitos opostos na capacidade de adsorciao das moléculas de 1-NP.
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APENDICE

Apéndice 1 — Dados brutos: Testes iniciais com a amostra NTC-LQES

Condicoes de teste

Método Mortelmans e Zeiger (2000)
Linhagem: TA98
Periodo de pré-incubacao 2 horas
Periodo de ultrassonica¢io da amostra de NTC 5 minutos
TESTE 1
Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa)

e Placal Placa2 Placa3 Média Desvio padraio Taxa de mutagenicidade
1-Nitropireno
0 26 27 34 29 4,4 1,0
10 35 22 28 28 6,5 1,0
30 32 35 30 32 2,5 1,1
100 63 65 73 67 53 2,3
300 297 273 310 293 18,8 10,1
1000 2052 1767 2037 1952 160,4 67,3
Poténcia da curva 380 colonias revertentes/ug de 1-NP
Amostra: 1-Nitropireno
Dose. (ng/placa) Placal Placa2 Placa3 Média Desvio padrdio Taxa de mutagenicidade
1-Nitropireno
0 27 38 24 30 7,4 1,0
10 47 36 48 44 6,7 1,5
30 83 68 56 69 13,5 2,3
100 120 82 84 95 21,4 32
300 572 547 560 560 12,5 18,9
1000 2778 2593 2579 2650 111,1 89,3
Poténcia da curva 693 colonias revertentes/ug de 1-NP
TESTE 2
Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno
Dose. (ng/placa) Placal Placa2 Placa3 Média Desvio padrdio Taxa de mutagenicidade
1-Nitropireno
0 20 22 26 23 3,1 1,0
10 22 15 14 17 4,4 0.8
30 23 24 34 27 6,1 1,2
100 35 32 47 38 7.9 1,7
300 413 415 294 374 69.3 16,5
1000 968 1396 1196 1187 214,2 52,4
Poténcia da curva 192 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

1-Nitropireno

Dose (ng/placa)
1-Nitropireno

Placal Placa2 Placa3 Média Desviopadrao Taxa de mutagenicidade

0 23 32 36 30 6,7 1,0

10 42 52 36 43 8,1 1.4

30 49 54 41 48 6,6 1,6

100 94 80 69 81 12,5 2,7

300 555 584 541 560 21,9 18,5

1000 912 1268 1439 1206 268.,9 39,8
Poténcia da curva 493 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Apéndice 2 — Dados brutos: Variacao da concentracio de NTC-LQES

Condicoes de teste

Método Mortelmans e Zeiger (2000)
Linhagem: TA98
Periodo de pré-incubagao 2 horas
Periodo de ultrassonica¢do da amostra de NTC 5 minutos
Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno
Dose. (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média  Desvio padrio Taxg d.e
1-Nitropireno mutagenicidade
0 30 26 30 29 2,3
10 25 22 22 23 1,7 0,8
30 31 21 CONT. 26 7,1 0,9
100 79 60 53 64 13,5 2,2
300 296 427 337 353 67,0 12,3
1000 956 1027 CONT. 992 50,2 34,6
Poténcia da curva 358 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra:

50 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa)

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de

1-Nitropireno mutagenicidade
0 26 23 7 19 10,2 1,0

10 14 22 17 18 4,0 0,9

30 20 23 22 26 80,5 1.4

100 24 26 27 26 1,5 1.4

300 70 64 68 67 3,1 3,6

1000 232 288 245 255 29,3 13,7

Poténcia da curva

145 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra: 100 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de

1-Nitropireno mutagenicidade

0 16 17 16 16 0,6 -

10 24 17 17 19 4,0 1,2

30 26 24 26 25 1,2 1,6

100 28 17 28 24 6,4 1,5

300 31 26 40 32 7,1 2,0

1000 90 94 83 89 5,6 5,4

Poténcia da curva 65 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de

1-Nitropireno mutagenicidade

0 14 21 23 19 4,7 1,0

10 19 32 CONT. 26 9,2 1,3

30 45 38 40 41 3,6 2,1

100 105 86 97 96 9,5 5,0

300 284 555 CONT. 420 191,6 21,7

1000 979 1455 1012 1149 265,8 59,4

Poténcia da curva 1070 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Apéndice 3 — Dados brutos: Variaciao do periodo de pré-incubacao
Condicoes de teste

Método Mortelmans e Zeiger (2000)

Linhagem: TA98

Periodo de pré-incubagdo 2,4 e 6 horas

Periodo de ultrassonica¢do da amostra de NTC 5 minutos

Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno (2h)

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de

1-Nitropireno mutagenicidade

0 22 24 17 21 3,6

10 27 28 23 26 2,6 1,2

30 29 43 40 37 7.4 1,8

100 75 66 62 68 6,7 3,2

300 268 194 252 238 38,9 11,3

1000 730 764 668 721 48,7 34,3

Poténcia da curva 623 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno (4h)

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 31 24 34 30 5,1

10 10 22 16 16 6,0 0,5

30 29 20 28 26 4.9 0,9

100 63 53 49 55 7,2 1,9

300 288 240 278 269 25,3 9,1

1000 674 715 598 662 59,4 22,3

Poténcia da curva Nao aplicavel ao modelo Berstein

Amostra: 10 pg/placa de NTC-LQES + 1-Nitropireno (6h)

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 27 11 19 19 8,0

10 18 30 23 24 6,0 1,2

30 28 37 33 33 4,5 1,7

100 58 52 83 64 16,4 3,4

300 223 195 236 218 21,0 11,5

1000 801 664 916 794 126,2 41,8

Poténcia da curva 681 colodnias revertentes/ug de 1-NP

Apéndice 4 — Dados brutos: Testes iniciais de comparacio entre as amostras NTC1h e
NTC12h

Condicoes de teste

Método ISO 16240/2005

Linhagem: TA98

Periodo de pré-incubagdo 2 horas

Periodo de ultrassonica¢io da amostra de NTC NTC1h:5min NTC12h:5min

TESTE 1 — Amostra NTC12h

Amostra: 10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 30 20 25 7,1

10 29 23 26 4,2 1,0

30 29 40 35 7,8 1.4

100 104 71 88 23,3 3,5

300 164 202 183 26,9 7,3

1000 912 769 841 101,1 33,6

Poténcia da curva 680 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

25 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 CONT. 19 -

10 23 CONT. 23 - 1,2

30 34 36 35 1,4 1,8

100 61 43 52 12,7 2,7

300 117 122 120 35 6,3

1000 315 477 396 114,6 20,8

Poténcia da curva 360 colonias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 ug/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 25 23 35

10 26 27 27 0,7 1,2

30 24 20 22 2,8 1,0

100 49 30 40 13,4 1.8

300 67 65 66 1.4 2,9

1000 169 197 183 19,8 8,1

Poténcia da curva 160 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 18 19 1.4

10 39 25 32 9,9 1,7

30 30 38 34 5,7 1.8

100 125 80 103 31,8 5.4

300 234 259 247 17,7 13,0

1000 1112 1268 1190 110,3 62,6

Poténcia da curva 750 coldnias revertentes/ug de 1-NP

TESTE 2- Amostra NTCl1h

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 36 28 11,3

10 31 31 31 0,0 1,1

30 33 22 28 7,8 1,0

100 70 58 64 8,5 2,3

300 166 168 167 1,4 6,0

1000 566 542 554 17,0 19,8

Poténcia da curva 490 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

25 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 30 16 23 9,9

10 22 22 22 0,0 1,0

30 23 17 20 4,2 0,9

100 54 43 49 7.8 2,1

300 97 96 97 0,7 4,2

1000 331 382 357 36,1 15,5

Poténcia da curva 300 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 31 20 26 7,8

10 26 24 25 1.4 1,0

30 21 23 22 1.4 0,9

100 41 36 39 35 1,5

300 73 57 65 11,3 2,5

1000 244 219 232 17,7 9.1

Poténcia da curva 188 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 18 22 20 2,8

10 29 28 29 0,7 1.4

30 57 36 47 14,8 2,3

100 130 100 115 21,2 5.8

300 257 219 238 26,9 11,9

1000 1029 1009 1019 14,1 51,0

Poténcia da curva 890 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Apéndice 5 — Dados brutos: Comparacao das amostras NTC1h, NTC12h, NTC24h

Meétodo
Linhagem:

Periodo de pré-incubagdo

Periodo de ultrassonica¢io da amostra de NTC

Condicoes de teste

ISO 16240/2005
TA98
2 horas

NTC1h:25min NTC12h:15min
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TESTE 1

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padraio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 27 22 23 4,0

10 23 18 21 3,5 0,9

30 44 48 46 2,8 2,0

100 56 38 47 12,7 2,1

300 175 114 145 43,1 6,4

1000 969 884 927 60,1 40,9

Poténcia da curva 366

Amostra: 25pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 27 27 24 4,6

10 26 27 27 0,7 1,1

30 34 26 30 5,7 1,2

100 32 30 31 1.4 1,3

300 43 55 49 8,5 2,0

1000 263 275 269 8,5 11,1

Potencia da curva rev/ug 77

Amostra: 50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 23 18 23 21 2,9

10 25 32 29 4,9 1,3

30 29 15 22 9,9 1,0

100 36 20 28 11,3 1,3

300 65 47 56 12,7 2,6

1000 145 181 163 25,5 7,6

Potencia da curva rev/ug 129

Amostra: 10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 15 23 18 19 4,0

10 23 30 27 4,9 1.4

30 63 54 59 6,4 3,1

100 50 74 62 17,0 3,3

300 147 130 139 12,0 74

1000 1011 1040 1026 20,5 54,9

Potencia da curva rev/ug 416
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Amostra:

25 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 18 19 13 17 3,2

10 17 24 21 4,9 1,2

30 35 34 35 0,7 2,1

100 30 CONT. 30 1,8

300 62 61 62 0,7 3,7

1000 370 317 344 37,5 20,6

Potencia da curva rev/ug 146

Amostra: 50 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 20 19 20 0,6

10 14 17 16 2,1 0,8

30 25 23 24 1.4 1,2

100 35 24 30 7,8 1,5

300 36 38 37 1.4 1,9

1000 180 145 163 24,7 8,3

Potencia da curva rev/ug 68

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 22 21 18 20 2,1

10 25 28 27 2,1 1,3

30 75 77 76 1.4 3,7

100 86 CONT. 86 4,2

300 98 104 101 4,2 5,0

1000 1353 1359 1356 4,2 66,7

Potencia da curva rev/ug 449

TESTE 2

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padraio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 53 67 58 59 7,1

10 54 58 56 2,8 0,9

30 68 65 67 2,1 1,1

100 95 79 87 11,3 1,5

300 146 127 137 13,4 2,3

1000 397 457 427 42,4 7,2

Potencia da curva rev/ug 337 colonias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

25ug/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 67 51 53 57 8,7

10 59 61 60 1.4 1,1

30 48 54 51 4,2 0,9

100 70 65 68 3,5 1,2

300 81 87 84 4,2 1,5

1000 247 221 234 18,4 4,1

Poténcia da curva 96 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 48 52 49 50 2,1

10 55 63 59 5,7 1,2

30 44 49 47 3,5 0,9

100 52 70 61 12,7 1,2

300 66 68 67 1.4 1,3

1000 136 137 137 0,7 2,7

Poténcia da curva 81 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 45 35 58 46 11,5

10 45 42 44 2,1 0,9

30 78 59 69 13,4 1,5

100 85 71 78 9,9 1,7

300 146 160 153 9,9 33

1000 432 499 466 47,4 10,1

Poténcia da curva 400 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25 ng/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 52 41 54 49 7,0

10 59 58 59 0,7 1,2

30 73 63 68 7,1 1.4

100 61 62 62 1,3

300 97 91 94 4,2 1,9

1000 297 322 310 17,7 6,3

Poténcia da curva 132 colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

50 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 49 57 50 52 4,4

10 61 42 52 13,4 1,0

30 48 69 59 14,8 1,1

100 49 54 52 3,5 1,0

300 115 112 114 2,1 2,2

1000 216 233 225 12,0 4,3

Poténcia da curva 174 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 41 49 42 44 4.4

10 58 48 53 7,1 1,2

30 89 103 96 9,9 2,2

100 120 128 124 2,8

300 167 254 211 61,5 4.8

1000 770 841 806 50,2 18,3

Poténcia da curva 689 coldnias revertentes/ug de 1-NP

TESTE 3

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 27 18 16 20 5.9

10 23 22 23 0,7 1,1

30 43 41 42 1.4 2,1

100 40 50 45 7,1 2,2

300 97 106 102 6,4 5,0

1000 350 356 353 4,2 17,4

Poténcia da curva 306 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25ng/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 32 32 15 26 9.8

10 31 28 30 2,1 1,1

30 33 36 35 2,1 1,3

100 43 36 40 4,9 1,5

300 52 45 49 4,9 1,8

1000 198 278 238 56,6 9,0

Poténcia da curva 146 colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 24 23 22 2,1

10 20 18 19 1.4 0,9

30 28 21 25 4,9 1,1

100 39 31 35 5,7 1,6

300 36 39 38 2,1 1,7

1000 103 98 101 3,5 4,5

Poténcia da curva 74 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 24 21 29 25 4,0

10 26 24 25 1.4 1,0

30 54 61 58 4,9 2,3

100 57 47 52 7,1 2,1

300 94 147 121 37,5 4,9

1000 514 490 502 17,0 20,4

Poténcia da curva 316 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 18 24 25 22 3,8

10 35 24 30 7.8 1,3

30 43 47 45 2,8 2,0

100 39 38 39 1,7

300 87 75 81 8,5 3,6

1000 225 284 255 41,7 11,4

Poténcia da curva 212 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 29 14 14 19 8,7

10 23 18 21 3,5 1,1

30 39 24 32 10,6 1,7

100 39 38 39 0,7 2,0

300 39 37 38 1.4 2,0

1000 185 216 201 21,9 10,6

Poténcia da curva 124 colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 33 23 26 27 5,1

10 32 25 29 4,9 1,0

30 70 55 63 10,6 2,3

100 84 69 77 10,6 2,8

300 190 147 169 30,4 6,2

1000 467 658 563 135,1 20,6

Poténcia da curva 516 coldnias revertentes/ug de 1-NP

TESTE 4

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 26 31 22 26 4,5

10 17 19 18 1.4 0,7

30 41 47 44 4,2 1,7

100 58 43 51 10,6 1,9

300 168 115 142 37,5 54

1000 343 375 359 22,6 13,6

Poténcia da curva 335 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 26 23 27 25 2,1

10 23 25 24 1.4 0,9

30 33 36 35 2,1 1.4

100 44 31 38 9,2 1,5

300 104 74 89 21,2 3,5

1000 210 265 238 38,9 9,4

Poténcia da curva 208 colodnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 18 20 27 22 4,7

10 19 26 23 4,9 1,0

30 31 32 32 0,7 1,5

100 37 34 36 2,1 1,6

300 58 40 49 12,7 2,3

1000 165 87 126 55,2 5,8

Poténcia da curva 101 coldnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 21 22 24 22 1,5

10 39 33 36 4,2 1,6

30 40 54 47 9,9 2,1

100 54 41 48 9,2 2,1

300 153 106 130 33,2 5,8

1000 470 581 526 78,5 23,5

Poténcia da curva 320 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 28 23 19 23 4,5

10 26 35 31 6,4 1,3

30 24 29 27 3,5 1,1

100 38 28 33 7,1 1.4

300 111 72 92 27,6 39

1000 349 353 351 2,8 15,0

Poténcia da curva 186 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 22 32 23 26 5,5

10 40 23 32 12,0 1,2

30 28 18 23 7,1 0,9

100 37 32 35 3,5 1,3

300 41 47 44 4,2 1,7

1000 171 173 172 1.4 6,7

Poténcia da curva 115 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 10 pg/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 21 34 18 24 8,5

10 21 32 27 7,8 1,1

30 44 63 54 13,4 2,2

100 71 45 58 18,4 2,4

300 182 104 143 55,2 5,9

1000 410 604 507 137,2 20,8

Poténcia da curva 441 colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

25ug/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 22 30 29 27 4,4

10 29 32 31 2,1 1,1

30 CONT. 21 21 0,8

100 CONT. 44 44 1,6

300 116 82 99 24,0 3,7

1000 311 179 245 93,3 9.1

Poténcia da curva 222 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 20 29 19 23 5,5

10 17 27 22 7,1 1,0

30 29 32 31 2,1 1,3

100 48 53 51 3,5 2,2

300 59 68 64 6.4 2,8

1000 227 164 196 44,5 8,6

Poténcia da curva 166 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 24 29 27 27 2,5

10 32 46 39 9,9 1,5

30 52 70 61 12,7 2,3

100 88 86 87 1.4 33

300 145 161 153 11,3 5,7

1000 593 CONT. 593 22,2

Poténcia da curva 496 coldnias revertentes/ug de 1-NP

TESTE §

Amostra: 10 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 13 17 20 17 3,5

10 14 15 15 0,7 0,9

30 19 23 21 2,8 1,3

100 41 34 38 4,9 2,3

300 98 145 122 33,2 7,3

1000 391 533 462 100,4 27,7

Poténcia da curva

378 colonias revertentes/ug de 1-NP




Amostra:

25 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 14 17 20 17 3,0

10 22 14 18 5,7 1,1

30 22 23 23 0,7 1,3

100 26 23 25 2,1 1.4

300 48 51 50 2,1 2,9

1000 251 160 206 64,3 12,1

Poténcia da curva 150 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC1h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 12 21 16 16 4,5

10 16 17 17 0,7 1,0

30 21 23 22 1.4 1,3

100 30 31 31 0,7 1,9

300 41 28 35 9,2 2,1

1000 81 70 76 7,8 4,6

Poténcia da curva 60 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 10 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 19 15 18 2,3

10 23 28 26 3,5 1.4

30 23 23 23 0,0 1,3

100 60 46 53 9,9 3,0

300 73 50 62 16,3 3,5

1000 226 451 339 159,1 19,2

Poténcia da curva 234 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25 ng/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 13 17 16 3,1

10 13 23 18 7,1 1,1

30 22 20 21 1.4 1,3

100 21 29 25 5,7 1,5

300 59 51 55 5,7 34

1000 240 234 237 4,2 14,5

Poténcia da curva 173 colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

50 pg/placa de NTC12h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 16 27 15 19 6,7

10 18 19 19 0,7 1,0

30 25 26 26 0,7 1,3

100 26 25 26 0,7 1,3

300 26 23 25 2,1 1,3

1000 44 42 43 14 2,2

Poténcia da curva 24 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 10 pg/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 19 19 18 19 6,2

10 23 33 28 7,1 1,5

30 28 34 31 4,2 1,7

100 61 78 70 12,0 3,7

300 153 189 171 25,5 9,2

1000 740 707 724 23,3 38,8

Poténcia da curva 500 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 25ug/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdo  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 16 26 26 23 5.8

10 22 24 23 1.4 1,0

30 36 26 31 7,1 1.4

100 42 43 43 0,7 1,9

300 74 100 87 18,4 3,8

1000 289 486 388 139,3 17,1

Poténcia da curva 291 coldnias revertentes/ug de 1-NP

Amostra: 50 pg/placa de NTC24h + 1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrao  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 23 18 cont. 21 3,5

10 19 25 22 4,2 1,1

30 16 24 20 5.7 1,0

100 32 20 26 8,5 1,3

300 45 52 49 4,9 2,4

1000 155 135 145 14,1 7,1

Poténcia da curva

115

colodnias revertentes/ug de 1-NP
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Amostra:

1-Nitropireno

Dose (ng/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média Desvio padrdio  Taxa de
1-Nitropireno mutagenicidade
0 14 19 15 16 2,6

10 29 35 32 4,2 2,0

30 32 26 29 4,2 1.8

100 81 83 82 1.4 5,1

300 182 185 184 2,1 11,5

1000 702 966 834 186,7 52,1

Poténcia da curva 683 coldnias revertentes/ug de 1-NP

70



Apéndice 6 — Resultados estatisticos

Para dose de 10ug de NTC/placa

One-way ANOVA: NTC1 -10; NTC12 - 10; NTC24 - 10
Source DF 35 M5 F P
Factor 2 28les 1408 4,78

Error 9 26502 2945

Total 11 54869

5 = 54,27 BR-3g = 51,52% R-Sg{adj) = 40,75%

Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDe

Level H Mean StDev - - - -
hIEl - 10 5 344,40 28,34 (————- oo )
NIC12 - 10 5 337,20 73,40 (-——————- Fommm )
NIC24 - 10 2 470,50 41,72 (- Hmmm )
o o o o
280 350 420 450

Pooled StDev = 54,27
Tukey 95% Simultanecus Confidence Intervals
Rl]l Pairwise Comparisons

Individual confidence lewvel = 97,391%

NIC1l - 10 subtracted from:

Lower Center Upper --—-————- - o o T
NICl2 - 10 -103,08 -7,20 28,66 {(————- Fmmmm e )
NIC24 - 10 -0,71 124,10 252,31 {(—————— oo )
——————- - - o +--
-150 a 150 300

NICl2 - 10 subtracted from:

Lower Center Upper ----——- fom Fmm Fom e +—
NIC24 - 10  &,4% 133,30 260,11 — o )
——— o e o +--
-150 a 150 300

Boxplot of NTC1 - 10; NTC12 - 10; NTC24 - 10

500 4

450 4

400 4

3504 ol |

3004

Data

250 4 ‘

2004

NTCI - 10 NTC12 - 10 NTC24 - 10




Dose de 25ug de NTC/placa

One-way ANOVA: NTC1 - 25; NTC12 - 25; NTC24 - 25

Source DF 55 M5 F P
Factor 2 20980 10430 5,78

Error 9 18313 1813

Total 11 37272

5 = 42,57 R-5g = 56,23% R-5g(adj) = 46,51%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Lewvel N Mean StDev ————— F———————— $——— I — T
NTC1 - 25 5 135,40 51,38 (-—-—-———- o I
WNTCl2 - 25 5 171,8 29,04 (=== L I )
NIC24 - 25 2 256,50 48,79 W )
-——— o = o ===
120 180 240 300

Pooled StDev = 42,57
Tukey 95% Simmltanecus Confidence Intervals
A1l Pairwise Compariscons

Individual confidence lewvel = 97,91%

NIC1l - 25 subtracted from:

Lower Center  Upper ---——- e tm——————— Fmm e FE——
NICl1lZ - 25 -38,81 36,40 111,81 [(————- oo i
NIC24 - 25 21,61 121,10 220,5% [——————- L )
-——— - R ===
-120 i 120

NICl2 - 25 subtracted from:

Lower Center Upper ---——- = - = +———-
NIC24 - 25 -14,7% 4,70 184,18 (———- o ]
——— Fomm - e Fom - +-——
-120 ] 120

Boxplot of NTC1 - 25; NTC12 - 25; NTC24 - 25

300

250 4

200 ‘ |

1504 /

1004

Data

NTCI - 25 NTC12- 25 NTC24 - 25




Dose de 50ug de NTC/placa.

One-way ANOVA: NTC1 - 50; NTC12 - 50; NTC24 - 50

Source DF 33 M3 F F
Factor 2 4094 2047 1,05 0,388
Error 9 17487 1943

Total 11 21580

5 = 44,08 EB-3g = 18,97% R-Sg(adj) = 0,96%

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev

Level 1) Mean StDev -——+-———————- e - -

NICl - 50 5 8&7,00 27,90 (-——— oo )

NIC12 - 50 5 101,00 57,17 (———————- Fommm i

NTC24 - 50 2 140,50 36,08 (———————— oo }
e e e Fom o
50 1loo 150 ao

Pooled StDewv = 44,08
Tukey 95% Simultanecus Confidence Intervals
L1]1 Pairwise Compariscons

Individual confidence lewvel = 97,91%

NIC1 - 50 subtracted from:
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ANEXO

Anexo 1 — Auséncia de mutagenicidade da amostra NTC-LQES

Tradugdao de Umbuzeiro et al, 2011,

Média de coldnias revertentes/placa = DP? ( ™)
Auséncia de S9

TA97 TA98 TA100 TA1535 TA102
0 1917 28+8 245+9 30+4 26014
1 20320 (1.1) 3313 (1.2) 241428 (1.0) 3442 (1.1)  243+39 (0.9)
4 199415 (1.0) 35+8(1.2) 2709 (1.1)  29+7(0.9)  285+23 (1.1)
10 18247 (1.0) 2745 (1.0) 275439 (1.1)  33+6(1.0)  261%33 (1.0)
40 1808 (0.9)  35+8 (1.3) 229427 (0.9) 4448 (1.4)  263%27 (1.0)
100 191£11 (1.0) 304 (1.1) 210+27 (0.9) 313 (1.0)  210+37 (0.8)
Controle o L 1004.6) 42463 (15.1) 563471 (2.3) 56544 (17.6) 2609+475 (10.2)
Positivo
* DP desvio padrdo

® TM Taxa de mutagenicidade (Revertentes espontineos + induzidos/ revertentes espontineos)
1 and 0.5 pug 4-Nitroquinolina-1-6xido/placa para TA97 and TA98 respectivamente, 0.5 e 1 pg azida
sodica/placa para TA100 e TA 1535 respectivamente, e 0.5 pg Mitomicina C/placa para TA102.

Média de colonias revertentes/placa + DP? ( ™)

Presenca de S9
TA97 TA98 TA100 TA1535 TA102
0 217488 3128 134217 1944 225424
1 250463 (1.2) 32+11(1.0) 136426 (1.0) 24+11(13)  228+43 (1.0)
4 18839 (0.9) 3843 (1.2) 152+16 (1.1)  17+4(0.9)  214%36 (0.9)
10 243420 (1.1)  28+5(0.9) 131226 (1.0)  305(1.6) 19147 (0.8)
40 243426 (1.1) 3122 (1.0) 145423 (1.1)  17+15 (0.9)  184+44 (0.8)
100 216+11(1.0) 31210 (1.0) 134227 (1.0) 3212 (1.7) 206436 (0.9)
2688640
Controle .. 153 2.6) 17312 (5.6) 135419 (7.3)  472+19 (2.1)
Positivo (20.1)

* DP desvio padrao

® TM Taxa de mutagenicidade (Revertentes espontineos + induzidos/ revertentes espontineos)

5 ng 2-Aminofluoreno/placa para TA97 e 2-aminoanthraceno A para TA98 (0.5 pg/placa), TA100,
TA1535 (1 pg/placa), e TA102 (0,5 pg/placa).
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