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INTRODUCAO

O acelerado crescimento urbano‘e indusfrial nos Ultimos anos tem aumen
tado a complexidade dos residuos e produtos quimicos toxicos langados
no meio ambiente, provocéndo serios problemas ecologicos e toxicologi
cos. Entre esses produtos incluem-se aditivos quimicos, corantes, an
tissépticos, conservantesy defensivos agricolas, fertilizantes, produ
tos quimicos resul tantes de processos industriais, etc. Muitos desses
agentes quimicos podem mepresentar sérios riscos a saude humana, sendo
de especial importéncia os \compostos genotéxicgs. Esses compostos po
dem causar alteragoes a niwel genico ou cromossomico, levando ao aumen
to da incidéncde de,cancer e doengas geneticas nas populagoes expostas.
Além disso, vapios autores tém reportado a forte correlagao entre a habilidade de
compostos serem genotéxicos em bactérias com propriedades mutagénicas
e de iniciagao de tumOres em mamiferos. Com o objetivo de avaiiarc>pg
tencial genotéxico de agentes quimicos foram desenvolvidos ensaios "in
vitro" /que detéctam direta ou indiretamente o dano causado por esses
agentes“agymaterial genético. Tais testes podem ser realizados tanto
em microrganismos (bactérias e fungos) como em culturas de células de
mamiferos, plantas e animais. Dentre os ensaios "in vitro" os testes
bacterianos tém sido amplamente utilizados para detecgao de agentes
genotoxicos, sendo o ensaio de mutagao genica reversa com Salmonella
typhimurium, denominado teste de Ames, o mais empregado.
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Novos testes bacterianos tem sido propostos para a detecgao de genoto
xinas, entre eles o Cromoteste, ensaio desenvolvido na décadé de 80 por
QUILLARDET e col. no Instituto Pasteur de Paris.

0 Cromoteste emprega a linhagem de E. coli PQ 37, onde foi feita a fu
sao do gene estrutural da B-galactosidase (lac Z) a um dos genes do sis
tema de reparo SOS, o gene sfi A ou sul A, um dos genes responsaveis
pela filamentagao bacteriana. O resultado dessa fuga@o génica & a detec
G20 através de ensaio enzimatico de lesoes no ADN bacteriano.

0 Cromoteste tem sido principalmente utilizado para detéccao de genoto
xidade de produtos quimicos, sendo mais recentegapsua aplicaqéo rmiané
lise de amostras ambientais como material papticulado)de ‘ar e égua bru
ta e tratada. Este teste apresenta algumas yantagens em relagao ao tes
te de Ames, entre elas, a maior rapidez de resposta (6-8 horas) e pode
ser aplicado com amostras nao estéreis. Alem disto,lfcertos danos espe
cificos tais como quebras da cadeia de ADN saolpreferencialmente detec
tadas por esse ensaio.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o Cromoteste, ensaio colorimétrico em tubos

para deteccdo de substdncias genokéxicas bgseado na indugao das fungoes
S0OS.

1.2 0O Cromoteste pode ser empregado para:

a) controlar o processo de tratamento de agua de abastecimento
publico em relagao a:

- remogéo de compostos genotéxicos presentes nos mananciais.
gue abastecem as estagoes de tratamento;

- possivel adicao de ‘Substancias genotoxicas durante o proces
so de tratamento;

- presenga de substancias genotéxicas na égua de consumo;

b) avaliar @ efigdiencia dos processos de tratamento de esgoto e
efluenteshindustri@is na remogao desses compostos;

¢) avaliarpaditivoess corantes ou outras substancias utilizadas no
preparo de alimentos, bem como o controle de medicamentos quan
tol a possiveis efeitos genotéxicos;

d) caragétérizar poluentes genotéxicos em estudos de impacto ambi
ental e protegéo de ecossistemas, visando a tomada de medidas
corretivas e preventivas;

e) localizar fontes potenciais de compostos genotéxicos no ar, so
lo, agua e alimentos, em areas industrializadas, agricolas e

urbanas, visando o controle dos referidos poluentes.



CETESB/L5.300 3

NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagéo desta Norma € necessario consultar:

fro

L5.215 - Prova de adequabilidade biologica de agua destilada para
fins microbiologicos (CETESB).

L5.010 - Avaliacdo de laboratdorios de analises microbiologicas  de
agua (CETESB).

NBR 9898 - Preservagao e tecnicas de amostrdgempde ecfluentes 1iqﬁi

dos e corpos receptores (ABNT)

M1.001 - Lavagem, preparo € esterilizagao de matériais em laboraté
rio de microbiologia (CETESB).

L5.216 - Controle de qualidade de meids de cultura (CETESB).

L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorios de micro

biologia ambiental (CETESB).
- Guia de Coleta e Preservacao de Amostras de Agua, da CETESB.

'3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.9.

3.1 ADN

Acido desoxirribonucleico.

3.2 Filamentagao bacteriana

Fenomeno gue consiste no @umento progressivo das dimensoes celulares,
especialmente do comprimento, sem\gue ocorra septagao. Em E. coli a for
magdo de filamentos apo§. tratamento com agentes fisicos ou quimicos de
pende dos produtos dg, dois,geness sfi A ou sul A e sfi B ou sul B.

-

3.3 Genotoxina ou agente genotoxico

Agentes quimicos ou fisiees que interagem com o ADN, causando altera

coes genéticas taisl@emo,mutacio génica ou cromossomica.

3.4 Mutagao

Mecanismo bidlogido universal que promove modificagoes genéticas  nos
organismos. Alnigel modecular, é a alteragao da molécula de ADN, resul
tando na formagao lde proteinas alteradas ou ausentes no organismo que
sofreu af mutagao.

3.5 Mutacag rfa

Mutagéo que causa modificagoes na camada lipopolissacaridica da membra
na celular bacteriana, propiciando uma maior permeabilidade da celula
a moléculas grandes.

3.6 Mutagao uvrA

Mutagaofcausada por delegéo de um dos genes responséveis pelo reparode
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excisao, a qual impede a bacteria de reparar alguns tipos de danos cau

sados ao ADN, tornando-a mais sensivel a agentes mutagenicos.

3.7 Sistema de reparo SOS ou fungoes SOS

Sistema de reparo do ADN passivel de erros que engloba um conjunto de
respostas celulares codificadas por diferentes genes (rec A, lex A, sfi A,

sfi B, uvr A, uvr B, uvr C, uvr D, umu C, umu D, etc.) cujo funciona

mento € induzido quando surgem lesoes no ADN.

3.8 p.a.

Para analise.

3.9 q.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Agitador tipo Vortex

4.2 Algas de inoculagao

De platina, com um comprimento de Z 'a“8 cm e diametro de 0,5 mm, apre
sentando na extremidade uma parte encuryaday formando um aro com dié

metro minimo de 3 mm: com cabo de metal (cabo de Kolle).

" 4.3 Ampolas

De borossilicato ("pyrex") od vidre,neutro, temperado, para congelamen
to a -196°C em nitrogenio ligiiido.

4.4 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente paragpermitir a circulagéo do vapor ao re
dor do material a ser esterilizaéb e ser equipada com valvula de segu
ranga, manometro e termometreo, cujo bulbo fique na diregao de escape
do vapor condensado (drend)upA )autoclave é normalmente operada a pres
sao de vapor de 108 426 Pa (15 psi), produzindo em seu interior a tem
peratura de 121 46°C a0 nivel do mar. Deve-se observar, em seu funcio
namento, a subStituigao pgr vapor de todo o ar existente na cémara. A
operagéo total de umayautoclave deve durar no maximo uma hora, -sendo
recomendadofo acompanhamento dos ciclos de operagéo e os registros de
tempo-temperaturas EWPécomendavel que a autoclave atinja a temperatu
ra de estepriliZacao de 121°C em 30 minutos e mantenha essa temperatura

durante o periodo de esterilizagao.

4.5 Balanga analitica

Deve ter sensibilidade minima de 1 mg ao pesar 10 g.

4.6 Balanga semi-analitica
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Deve ter sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.7 Banho-maria

Equipado com termostato para manutengéo da temperatura a 55°C, com ca
pacidade suficiente para comportar recipientes que contenham meios de
cultura, cuja temperatura deva ser estabilizada antes de sua distribui

gao em placas de Petri.

4.8 Bico de Bunsen

Com funcionamento adequado para permitir uma combustao completa.

4.9 Capela de seguranga biologica (camaragd@lfiluxo baminar vertical)

Equipamento que possibilita a retencao de particulas do ar por um fil
tro adequado, sendo o ar filtrado dirigido em forma de fluxo diréto so
bre a area de trabalho. O equipamento deve ger del seguranga biolégica
Classe II - tipo B, com exaustao externa que proporcione grande seguran
¢a nas manobras, as quais devem ser ‘pealizadas jem condigoes de esteri
lidade, e na manipulagao de pequenas quantidades de produtos volateis
perigosos.

4,10 Congeladores

Com regulagem para manter a temperatura/no intervalo de -20°C e -70°C.
Destina-se ao armazenamento de solugoedé e culturas de bactérias. Sua

limpeza e desinfeccao devemgser feitas periodicamente.

4.11 Contador de colonias

Manual tipo Quebec.

4.12 Destilador de égua oy aparelho para desionizagao

Deve produzir agua naotoxica, livre de substancias que interfiram na
multiplicagao bacteriana.

4.13 Erlenmeyers

De borossilicdto ("pyrex") ou de vidro neutro, com tampa roscada, nao
toxica, e capaciddde depl25 mL.

4.14 Espectrofidtometro

Com monocaomador denpespectro continuo na faixa visivel de 420‘nm, trans
mitancid de 0-100% e absorbancia de 0-2.

4.15 {Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para cole
ta, tubos e toda vidraria e aparelhagem que possa ser esterilizada por
calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir a circulagéo do
ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada

com um termometro e um termostato, e operar normalmente a uma tempera



6 CETESB/L5.300

tura de 170-180°C. O tempo de esterilizagao para a maior parte da vi
draria € de 2 horas, a uma temperatura de 170-180°C.

4.16 Filtros para esterilizagao

Tipo Swinnex, de polipropileno, com diametro de 13 mm.

4,17 Frascos de coleta

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com capacidade de 5 L.

4.18 Frascos para solugoes

De borossilicato ("Pyrex") ou vidro_neutro, com tampa de rosca, nao qé
xica, com capacidade de 50 e 100 mL, e frascos émbar, com capacidade
de 30-50 mL.

4.19 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostado e projetada deltal £orma que a tempe
ratura, em todas as partes utilizadas, segja 37°C; sua capacidade deve
ser suficiente para permitir a circulacae, do ar ao redor de todas as
culturaé, quando o material de trabalho estiver sendo incubado. Para
verificar a temperatura de uma incubadora grande devem ser colocados
um ou mais termometros, com o bulPo submePso em agua, glicerina ou oleo
mineral, em lugares representativos da camara e feitos registros peryé
dicos da temperatura. A incubadorajdeve manter 75 a 85% de umidade re
lativa e ser colocada em local_onde “a fémperatura permanega no interva
lo de 16 a 27°C.

4.20 Lampada germicida (UV)
Lampada germicida (UV), de 15 W.

4.21 Mascara de protegao kespiratoria contra gases

Equipada com filtro apropriado contra gases, acidos e outros compostos
volateis, com proted@omfacial de acrilico.

4.22 Mascara de protecao respiratoria contra pos toxicos

Egquipada com filfro apropriado contra pés téxicos.

4.23 Mesa agitadora altegnativa ("shaker")

Equipamento portéti] de /dimensao adequada para ser acondicionado na in
cubadora bacteriolégica, capaz de imprimir de 100 a 200 movimentos por

minuto. Deve conter garras apropriadas para frascos e tubos.

4.24 Micropipetadores

Pipetadores digitais com capacidade para medir volumes de 25, 650, 100,
200, 500 pL, com ponteiras de peolipropileno apropriadas e autoclavaveis.
As ponteiras devem ser embrulhadas em papel de aluminio e papel Kraft
e esterilizadas em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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4.25 Pera de sucgao

4,26 Pingas

De ago inoxidével, com extremidades arredondadas.

4.27 Pipetas
Pipetas tipo Mohr, de 1 mL, 5 mL e 10 mL, com graduagéo de 1/10, e erro

de calibragido inferior a 2,5%, e com bocal para_tampao de algodao. De
vem ser acondicionadas em caixas de ago inoxidavel ou émbrulhadas indi
vidualmente em papel Kraft, e esterilizadas por calor seco a 170-180°C

durante duas horas.

4.28 Placas de Petri de vidro

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neufro de boa gualidade, com fundo
perfeitamente plano, sem ranhuras ou bolhasijde arj medindo 100 mm de
dismetro e 15 mm de altura. Devem ser embrulhadas em papel Kraft e es

terilizadas por calor seco a 170-180°C por duasyhoras.

4.29 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.30 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e /medir jom preciséo de 0,1 unidade de pH.
A calibragao do potenciBmetro deve ser feita pelo menos duas vezes ao
dia, com tampoes de pH 4,00, pH 6,86 efpH 9,18. ‘

4.31 Protetor facial

Protetor facial com cﬁpula e coroa de polietileno articulada, regulagem

com catraca, viseira em acrilico, anatamico, incolor.

4.32 Refrigerador

.

Certificado para manter a temberatura no intervalo de 2 a 8°C; sua ca
pacidade deve ser suficiente para conter os meios de cultura, solugaes
e amostras a serem mantidas sob refrigeragéo. Sua limpeza e deshﬁécg&a
devem ser feit@as periodicamente.

4.33 Seringas degcartaveis

4,34 Tela de amianto
De 22 x 22 °cm.

4.35 Tripe

4.36 Tubos de ensaio

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, de medidas aproximadas de
18 x 180 mm e 15 x 150 mm, com tampas de ago inoxidavel, e de medidas
de 20 x 120 mm, com tampas de rosca‘de material nao toxico. Devem ser
esterilizados por calor seco a 170-180°C, durante 2 horas, excluindo-se

as tampas de rosca, que sao embrulhadas individualmente em papel de alu
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minio e esterilizadas em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.37 Tubos para leitura espectrofotometro

Devem ser de vidro de boa qualidade com dimensoes adequadas para leitu
ra em espectrofotometro.

4.38 Vasilhame de nitrogenio ligliido

Com capacidade para conservacdo de 50 litros de nitrogénio liquido a
temperatura de -196°C e equipado com 6 recipientes‘para comportar as am
polas com culturas bacterianas.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

O Cromoteste fundamenta-se na avaliagao quantitativa/de uma das fungoes
do sistema de reparo S0S, a filamentagéo bacteriana. Para facilitar a
medida da amplitude deste fenomeno, o gene estrutural da B-galactosida
se, iggyz, foi colocado, atraves de tecnicas/de ADN recombinante, sob
o controle do operador de um dos genes responséveis pela filamentagao
bacteriana, sfi A. Desta forma, a determinacao’da quantidade de B-galac
tosidase sintetizada funciona como um indicador do nivel de lesao cau

sado ao ADN pela substancia quimita ou amogtra em teste.

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparacao do§ meios de) cultura e solugoes utilizados nes

te ensaio sao necessarios 08 reagentes de 5.2.1.1 a 5.2.1.20.
5.2.1.1 Acido cloridric®, (HCIDp.a.

5.2.1.2 Acido nitrico (HNOR) p.a.

5.2.1.3 Acido sulfumico (H,SQ)) p.a.

5.2.1.4 Ampicilin@a (Sigma)

5.2.1.5 Bacto agar (Difco)

5.2.1.6 Bacto extkato deflevedura (Difco)

5.2.1.7 Bacfo thiptona (Difco)

5.2.1.8 Carbondtogdéligodio (Na,CO, ) p.a.

5.2.1.9 Cloreto de sodio (NaCl) p.a.

5.2.1.10 Dimetil'sWilfoxido - DMSO ((CH;), SO)
5.2.1.11 Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) p.a.

5.2.1.12 Fosfato de so6dio monobasico (NaHZPok. HZO) p.a.
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5.2.1.13 MacConkey Agar

5.2.1.14 B8-mercaptoetanol

5.2.1.15 p-nitrofenil fosfato dissodico (PNPP) (Sigma codigo: 104-0)
5.2.1.16 o-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo (ONPG) (Sigma codigo: N-1127)
5.2.1.17 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO) (Sigma codigo: N-8141)
5,2.1.18 "Sodium dodecyl sulphate" (SDS)

5.2.1.19 Sulfato de magnesio (MgSO,. 7H,0) p.a.

5.2.1.20 Tris (hidroximetil) aminometano (CRHJNOC;)

5.2.2 Os reagentes devem ser de grau p.a. ou bacteriolégico e de pro
cedéncia idonea, apresentar cor, consistéfieia e odor inalterados, ser
livres de elementos bactericidas ou bacteriostéticos_inespecificos,ban
como de carboidratos inespecificos.

5.3 Materiais

5.3.1 Fita crepe

5.3.2 Luvas cirurgicas

5.3.3 Materiais para preparagéo de meips de cultura
Recipientes de vidro neutro ou age ingXidavel limpos e isentos de qual

quer substancia toxica (ndheal@evem ser de cobre).

5.3.4 Membranas filtrantes estéreis

De éster de celulose, com porosidade de 0,20 um e 13 mm de diametro.

5.3.5 Papel Kraft

5.3.6 Parafilme

Pelicula termopléstica flexivel e semitransparente, utilizada para ve
dagao.

5.3.7 Placag de Pétri descartaveis

Devem ser dé boajfqualidade, medindo 90 mm de diametro e 12 mm de altu
ra. £ essencial‘que a esterilizagao seja realizada pelo processo de raio
gama cobalto (Co). Nao devem ser utilizadas placas esterilizadas por

processgos quimicoss

5.4 Meios{de cultura

5.4.1 Caldo L

Formula:
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Bacto triptona......cccce... ceensaas tereceansess e . 10,0 g
Bacto extrato de levedura....... teeseacec s ensenas 5,0 g
Cloreto de s0dio (NaCl)...eevuoeaen- Ceheeeeen e 10,0 g
Agua destilada....eeeeeeeeennccnnossanacens e 1,0 L

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1,0 L de égua destilada fria.
Aquecer agitando frequentemente atée a completa dilssolugao dos
ingredientes, tomando cuidado para que nao seja atingida a tem
peratura de ebuligao. Distribuir aliquotas de 30 mL em erlenmeyers
ou frascos secos de 125 mL com tampas rosqueadas, ou aliquotas
de 5 mL, em tubos de 18 mm x 180 mm com tampas|de acgo inoxidavel.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apés a auto
c]avagéo, os tubos que contém o meio preparadd podem ser armaze
nados sob refrigeragao (2 a 8°C)gdurante um periédo maximo de
14 dias.

Caldo L com ampicilina (caldo La)

5.4.3

Formula:

Bacto triptona...... RN AR A 10,0 g
Bacto extrato de levedura. i :ceoeeesonscecccaccses 5,0 g
Cloreto de sodio (NaCl).... @m....de....ooouunnnn. 10,0 g
Solugao de ampicilina AOMMEANL . «vveeeeeeeeacaannss 2,0 mL
Agua destilada......ffieececcoioh. e eecece e, 1,0 L
Preparo:

Preparar o caldo @a de acordo com o‘item 5.4.1 e, apés autocla
vagao, estabilizar @ meio & temperatura de S55°C em banho-maria
e adicionar assepticamente 2 mL de solugao de ampicilina 10 mg/
mL pare cada‘litropde meio, resultando em 20 ung de ampicilina
para cada mlL de caldo. Distribuir aliquotas de 30 mL em erlen
meyers de/f125 mLl’ com tampas rosqueadas, previamente esteriliza
dos, ou aliquotas de 5 ml, em tubos de 18 x 180 mm, com tampa de
ago inoxidével, ppeviamente esterilizados. O caldo L com émpici
lina podepra ser @armazenado sob refrigeragao (2 a 8°C) durante
um periodo maximo de 14 dias.

Agar L

Formula®

Bacto triptona......ccceeeeceees ceesesesanan s ees s 10,0 g
Bacto extrato de levedura......cceec0.. cesesnaaona 5,0 g
Cloreto de sodio (NaCl)..... Ceteeeceeaeatereeas . 10,0 g
Bacto agar.......... ceeasans csassaacns teesceoano e 15,0 g
Agua destilada.......c...... Ceeeeeeaeas Ceeeeeaaa 1,0 L
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Preparo: .

Pesar os componentes e acrescentar 1,0 L de égua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aguecer
agitando freqgiientemente, até a completa dissolugao dos ingredien
tes, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de
ebuligao. Esterilizar em sutoclave a 121°C por 15 minutos. Apos
esterilizagao, manter o meio preparado emgbanho-maria para esta
bilizagéo da temperatura. Distribuir volumes de aproximadamente
25 mL em placas de Petri previamente esteriliZzadas. As placasde
Petri contendo o agsar L podem ser armazenadas sob refrigeragéo

(2 2 8°C) durente um periodo maximé de 7 dias.

5.4.4 Agar L com ampicilina (agar La)
Formula: ,
Bacto triptona...............................Q... 10,0 g
Bacto extrato de levedura..... i h.eeefscevecsnccoas 5,0 g
Cloreto de 50dio (N8Cl).eueeeeoosohbeeccecccanceoas 5,0 g
Bacto 88aAr..eeeceecesccees sl cooecoloossocnncsssss 15,0 g
Solugao de ampicilina 10 mg/mL Aol e ceeeencoases 2,0 mL
Agua destilada........de.... 0 i, 1,0 L
Preparo:
Preparar o égar L cofii@mpicilina de acordo com 5.4.3 e, épés a
estabilizacgao da ftemperatura em banho-maria a 55°C, adicionar as
septicamente 2,0 mL de sollgao de ampicilina 10 mg/mL, obtendo
concentragéo final \de 20 pg de antibiotico por mL de meio. Dis
tribuir volumes )de aproximadamente 25 mL em placas de Petri . de
15 mm x 100 mm, previamente esterilizadas. As placas de Petri con
tendo o agar, L com‘ampicilina podem ser armazeﬁadas sob refrige
racao (22 8°C) durente um periodo maximo de 7 dias.

5.4.5 Agar MacConkey

Formula:
Base 2gar MacCoDKey.v.ooveeoeoenssnnsssonaanssaons 40,0 g
Agua destilada.............. s eeesrecvseasanases e 1,0 L
Preparost

Pésar a quantidade de meio desidratado indicada e acrescentar
1,0 L de égua destilada fria. Deixar em repouso durante aproxi
madamente 15 minutos. Aquecer agitando constantemente, atézacqg
pleta dissolucdo do meio, tomando o cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebulicao. Esterilizar em autoclave a

121°C durante 15 minutos. Apés esterilizacgao, manter o meio pre
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parado em banho-maria a 55°C, para estabilizagao da temperatura.
Distribuir assepticamente volumés de aproximadamenté 25 mL em
placas de Petri previamente esterilizadas. As placas que contem
o égar MacConkey podem ser armazenadas sob refrigeragéo(2za8°c)
durante um periodo maximo de 7 dias.

5.4.6 Caldo de soja e triptona
Formula:
Triptona........ ceeans cereaceanas cees s e NN W 17,0 g
Peptona de SOJ8..eeeeeeeceeeeneeaoaans cerenees N0 3,0 g
Glicose..ovvv s e s et e asasessrsess e Y A .o 2,5 g
Cloreto de s0dio (NaCl)....oeeens NN AR A. 5,0 g
Fosfato de potassio dibasico (KoHPO, Yl o eceede. 2,5 g
Agua destilada....eeeeeeeaeann e . W A . 1,0 L
pH final: 7,3 1 0,1
Preparo:
Pesar 30 g do meio desidratado "tryptic soy broth" (caldo de so
ja e triptona) e acrescentar 1,0 Lpde agua destilada fria. Aque
cer agitando até a completa dissglucao do meio, tomando o cuida
do para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Se ne
cessério, ajustar o pH para 793 .1t 0,1 com solugéo de hidroxido
de sodio 1IN. Distribuidvolimes de 12 a 13 mL em tubos de ensaio
com tampa rosqueada./Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 mi
nutos. 0s tubos que contem calldo de soja e triptona podem ser
armazenados sob refrigeracao A2 a 8°C) durante um periodo maxi
mo de 30 dias.

5.5 Solugoes

5.5.1 Tampao B
Formula:
Fosfato dé sodio dibasico (NasHPO4).eeeeveooerann 16,10 g
Fosfato delsodio mofiobasico (NaH,PO4. H20)....... 5,50 g
Cloreto,de Pot@SSIO (KC1)uveeeeeeoeanooonnnns e 0,75 g
Sulfato deimagnesio (MgSO, . 7THp0) vovvvnrncenennns 0,25 g
"Sodium dodeécyl sulfate" (SDS)........ Ceeeeneacas 1,00 g
B-mercaptoetanol ... ieerorencnnss cesessesanans 2,70 mL
Agua destilada. .ccveeeesscessssnceasas ceesases e 1,0 L
pH final: 7,0
Preparo:
Pesar os componentes e dissolver sob agitagao lenta um de cada

vez em égua destilada morna. Acrescentar com cuidado o SDS para
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nao formar espuma. Acertar o pH para 7,0 e finalmente em uma ca
pela apropriada para manipulagéo de produtos quimicos acrescen
tar o B-mercaptoetanol. Distribuir cuidadosamente volumes de 100
mL em frascos rosqueados. O tampao B pode ser armazenado a tem

peratura ambiente por um periodo maximo de 14 dias.

5.5.2 Tampao P
Formula:
Tris (hidroximetil) aminometano........ .o -4 121,0 g
"Sodium dodecyl sulfate (SDS).....ccceune .. K 1,0 g
Agua destilada............ A X ). . 1,0 L
pH final: 8,8
Preparo:
Pesar os componentes e dissolver um de cada vez sob agiuméo]eg
ta em égua destilada morna. AcertaroppH.para 8,8 com acido clo
ridrico (HC1l) e distribuir volumes /e 100 mL em frascos rosquea
dos. O tampao P pode ser armazenado 2 temperatura ambiente por
um periodo maximo de 14 dias.

5.5.3

Tampao fosfato 0,1M pH 7,0

Formula:

Fosfato de sodio dibasico (NagHPO,) O,1M

(solugao A)......d ... B - e Ceeteeees 61 mL
Fosfato de sodio [monobasico)(NaH,PO,.H,0) 0,1M

(solugao B)......J e e ... T . 39 mL

pH final: 7,0

Preparo:

Para o preparo deste tampéo proceder como segue:

1) Solugao A
Fosfato de sodio dibasico (NaHPO4)eeeeeooronn 1,42 g
Agua desfilada . .cceeeecessaaconcosnces ce e e 100,0 mL
Dissolver o fosfato de sodio dibasico em 100 mL de égua des
tilada friak.

2) Solucao B
Fogfdto de sodio monobasico (NaH,PO,.H,0).... 1,38 g
Agua destilada........ ceeeaen e 100,0 mL
Digsolver o fosfato de so6dio monobasico em 100 mL de éguacb§
tilada fria.

3) Juntar as solugoes A e B nos volumes indicados e checar o pH.
Ajusté-lo para 7,0 (com a solugéo A para elevar o pH ou com
a solugao B para abaixa-lo). Colocar o tampao em frasco ros
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queado e esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Ar
mazenar sob refrigeracao (2 a 8°C) durante um periodo maximo
de 60 dias.
5.5.4 Solugao de o-nitrofenil—B—D—galactopiranosideo (ONPG) 4 mg/mL
Formula:
o-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo (ONPG).....ou.. 400 mg
Tampao fosfato pH 7,0........ e heaeeaens .y 100 mL
Preparo:
Dissolver o ONPG a quente no tampao fosfato pH 7,0. Preparar no
dia do uso e manter sob refrigeracao (@ a 89C), e N6 escuro ate
o momento de sua utilizacao no tested A porgao|da solugao  que
nao foi utilizada deve ser descartada.
5.5.5 Solugao de p-nitrofenil fosfato disodium (PNPP) 4 mg/mL
Formula:
p-nitrofenil fosfato disodium (PNPR)4:......c0c.nn 400 mg
TAMPAO P.veveeeansocsans R, 100 mL
Preparo:
Dissolver o PNPP em tampéo P. Prepanar no dia do uso e manter
sob refrigeragéo (2 a'8°C) e no escliro ate o momento de sua uti
lizagdo no teste. A porgao da solugaoc que nao foi utilizada de
ve ser descartada.
5.5.6 Solugao de NaCO3 1M
Formula:
Carbonato de sédio (NaCO3 ) . . i i et eieeanns ceeeeeenes 106 g
Agua destilada....... S e 1,0 L
Preparo:
Dissolver of €arbonato de sodio em 1,0 L de égua destilada morna
e distribyuir volumes de 100 mL em frasco rosqueado. Armazenar a
temperatlira ambienté por um periodo maximo de 14 dias.
5.5.7 Solugao de HCIn2,5M

Formdla:
Acido cloridPie® (HCl) Pe@.vveeecen- e teeeee s 206,7 mL
Aguahdestilada...... et et e teaeeeeaaen .. 793,3 mL
Preparo:

Para o preparo desta solugao, medir 206,7 mL de acido cloridri
co p.a. e adiciona-lo vagarosamente a agua, utilizando mascara
de protegao respiratéria e luvas de borracha. Distribuir em fras
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cos rosqueados e armazenar por um periodo maximo de 14 dias.

Nota: Nunca adicionar a agua ao acido, sempre o acido a agua. Colocar
o recipiente de vidro em que for feita a solugao de HC1 em ba
nho de gelo.

5.5.8 Tris 2M
Formula:
Tris (hidroximetil) aminometano........«ehoeo o 242,2 g
Agua destilada....cvecereeeececncesnens . y. 1,0 L
pH final: 7,4
Preparo:
Pesar o tris e dissolvé-lo em aglia destilada fria. Distribuir vo
lumes de 100 mL em frascos apropriadgs,e autoclavar a 121°C por
15 minutos. Esta Solugao pode_ser armazenada sob refrigeragao (2
a 8°C) durante um periodo maximo de 60N@ias.

5.5.9 Solugao de ampicilina (10 mg/mL)
Formula:
Ampicilina.....cceeeaed V.... gy - ceceseseacs 100,0 mg
Agua destilada esterill.....% ee ol oot 10,0 mL
Preparo: ,
Pesar a ampicilinagé®@issolver com agua destilada estéril. Este
rilizar por membfana filtrante 0,22 pm em tubo de ensaio rosquea
do previamente esterilizado. A solugao de ampicilina 10 mg/mL po
de ser armazenada Bob refpigeracao (2 a 8°C) por 30 dias.

5.5.10 Solugao de 4-nilkroquinolina-1-oxido (4NQO) 1,0 mg/mL

Formula:

4—nitroquinolina~1—6xido.; ................... . 1,0 mg
Dimetidsulfoxido.....cc... e Ceteeceaaen cee 1,0 mL
Preparo:

Pesar aliquotas de 1,0 mg de 4—nitroquinolina—l-6xido diretamen
te.em ampolas de polipropileno descartaveis. Para isto deve ser
utilizada mascara de protegdo respiratoria para pos toxicos, e
luvasfeirurgicas. Dissolver a 4—nitroquinolina—1—6xido em dime
tilsulfoxido somente no dia do teste. Armazenar as ampolas com
as aliquotas pesadas em "freezer" (-20°C) até o momento do uso.

5.5.11 Solucao de acido sulfurico/acido nitrico H,S0,/HNO (6:1)

Formula:
Solugao de acido SUlfUrico 50%....coeseeuseens 600,0 mL
Solugao de acido nitrico 50%........ P 100,0 mL
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Preparo:
Esta solugao deve ser preparada como segue:

a) preparar a solugao de acido sulfurico 50% com a seguinte com

posigao
Acido sulfurico (H,S0,) P.@.ceceecennn ceeanas 500,0 mL
Agua destilada....eceeueneenn. Ceeeseeearee s 500,0 mL

Para o preparo desta solugdo, medir 50QfmEpde acido sulfuri
co p.a. e adiciona-lo vagarosamente a agua, utilizando mas
cara de protegéo respiratéria contra gases,)ye luvas de bor
racha.

b) preparar a solugao de acido nitri€o 50% com a seguinte com

posigao:
Acido nitrico (HNO;) p.@..cecceen.. €O, ... 500,0 mL
Agua destilada...eeececeseoeaceannarananmesss 500,0 mL

Para o preparo desta solucio,amedir BOOymL de acido nitrico
p.a. e adiciona-lo vagarosamente & agua, utilizando mascara
de protegéo respiratéria contra gases, e luvas de borracha.
c) misturar vagarosamente/6 part@s,de solugdo de acido sulfuri

co a 1 parte de solugao de aeido nitrico.

Nota: Nunca adicionar a égua ao aeido, sempre o acido a agua.

5.6 Amostragem

A coleta deve ser realizada segundo NBR 9898 - "Preservagao e tecnicas
de amostragem de efluentes 1ioliidos e corpos receptores" (ABNT) e Guia
de Coleta e Preservacgaojde Amestrasf{de Agua" (CETESB).

.

5.6.1 Amostra

A amostra deve ser bem identificada e as informagSes sobre a mesma de

vem ser completas: N eltipeo,.da amostra, data, local de coleta, pH, clo
ro residual e outpas informagoes relevantes para que os resultados pos
sam ser corretamente interpretados.

5.6.2 Preparo das, amostras

5.6.2.1 Os compostos quimicos podem ser testados diretamente ou‘diss@;
vidos em s@dlventes apropriados como, por exemplo, égua destilada ou di
metilsul féxido ADMSO). As amostras ambientais ligiiidas, como agua bru
ta, tratada“elefluentes, sao normalmente submetidas a processos de con
centracio e extrdgao organica. Existem varios métodos de extragdo orga
nica, cada um sendo preferencial para determinados grupos de substag
cias quimicas, devendo-se, portanto, escolher o meétodo mais apropriado

para o tipo de amostra a ser analisada. Recomenda-se o uso de extragao
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por resinas tipo XAD, ou XAD, para agua bruta e tratada e extragao 1i
qiida/1iqliida para efluentes industriais, cujo conteudé organico fre
qiientemente é mais elevado.

5.6.2.2 O volume da amostra a ser concentrado € variavel, pois vai de
pender do tipo de amostra e ao fim a que se destina. Normalmente, con
centra-se de 5-10 litros para agua bruta e de 50-100 litros para agua
tratada. Amostras de residuos sélidos e sedimertolpodem ser extraidas
com solventes apropriados ou lixiviados com agua destilada. A quantida
de de material coletado deve ser de 400 a 500 g e ‘déve ser acondiciona
do em sacos plasticos atoxicos. Os extratogflorgénicoshobtidos pelos pro
cessos acima sao armazenados a -20°C ate /o momentohdo uso, quando sa0
ressuspendidos em dimetilsulfoxido (DMSQ)w O prazol de utilizagao nao
deve exceder 30 dias.

5.7 Organismo indicador

Linhagem de E. coli PQ 37 que apresenta o /gene estrutural da B8-galacto
sidase sob controle do operador do gene 8fi A, um dos responséveis;mla
filamentagao bacteriana, uma dagfifungoes S@S.

Na E. coli PQ 37 a sintese de [B-galaétosidase sO ocorre gquando o gene
§£1 A €& induzido, uma vez que|o gene lag Z normal desta cepa foi dele
tado.

Nesta cepa a toxicidade dagamostra de substancia analisada poda'ser ava
liada atraves da medida /da enzima)hfosfatase alcalina (FA) cuja ppmi@éo
nesta linhagém é constifutiva (mutagdo Pho C).

A E. coli PQ 37 possul ainda as nutagoes uvr A e gig que aumentam a sua
sensibilidade, a primeira por torna-la deficiente em reparo poreamis&x
e a segunda por permitimha entrada de substancias quimicas normalmente
nao difusiveis emguma célule de E. coli selvagem. Os principais marca
dores genéticos da linhagem'de E. coli PQ 37 sao apresentados a seguir:
sul A::Mud (Ap lac), cts

lac 4 U 169

mal*, uve A, galfE galfY, Pho C, rfa

A cepa PQ_.37%. podelsdr obtida através do Dr. Maurice Hoffnung, Unité de
Programm@tion Moléculaire et Toxicologie Genetique, CNRS LA271, INSERM

U.163 Institati Pasteur, 28 rue du Dr. Roux, 75015 Paris - FRANCE.

5.8 Manuténcao e estoque da cepa de E. coli PQ 37

Nota: A cultura de E. coli PQ 37 é normalmente fornecida em tubos con

tendo agar La.

5.8.1 Ao receber a cultura repica-la assepticamente para caldo La.
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5.8.2 Incubar o caldo sob agitagéo (150 a 170 rpm) pernoite a 37°C.

5.8.3 Apods o periodo de incubagado, com o auxilio de uma alga de inocu

lagéo, estriar as culturas em placas de agar La, de forma a obter col§
nias isoladas. Incubar as placas invertidas a 37°C.

5.8.4 Selecionar 10 colonias isoladas e transferir uma a uma para tu
bos com 5 mL de caldo La. Incubar sob agitagao (180 a 200 rpm) pernoite
a 37°C.

5.8.5 Checar as caracteristicas genéticas da cultura obtida no item an
terior (5.8.4) conforme 5.9.

5.8.6 Culturas estoque permanentes

Podem ser obtidas a partir do caldo, conforme,5.8.6.1/a 5.8.6.5.

5.8.6.1 Dispensar 0,9 mL do caldo em ampolas de“widro ou pléstico,pqg

viamente esterilizadas e devidamente idé€ntificadas (n? da cepa e data).

5.8.6.2 Adicionar assepticamente 0,1 mL ‘de dimetilsulfoxido (DMSO) co
mo agente crioprotetor.

5.8.6.3 Homogeneizar e colocar as ampol@asysob refrigeragao (2 a 8°C)

por aproximadamente 5 horas. Apos estedperilodo coloca-las a -20°C.

5.8.6.4 Fazer leitura das marcas genéticas das culturas conforme item
5.9.

5.8.6.5 Transferir para "freezer" -70°C ou nitrogenio 1iqliido(-196°C)
as ampolas com cultura cujas marcas genéticas correspondem a E. coli
PQ 37.

5.8.7 Culturas estoque de rotina

Podem também ser obtidas a partir do caldo conforme item 5.8.6.1 a 5.8.6.5.
A quantidade de tubos comligultura estoque para rotina a ser feita de
penderé do numero/de ensaios realizados pelo laboratorio. As culturas

estoque congeladas usadas na rotina podem ser renovadas a cada 6 meses.

Nota: Recomenda=8e/mantef um controle das cepas congeladas, registran
do a data de .congelameénto e o local de estoque, de cada cepa armazeng
da.

5.9 Verificacado das caracteristicas genéticas da cepa de E. coli PQ 37

Os testes para verificagéo das caracteristicas genéticas da cepa de E.
coli PQ 37 devem sér realizados com as culturas originais recebidas do

Instituto Pasteur e a cada renovagao de culturas estoque para uso na
rotina.

5.9.1 Presenca de mutagao rfa
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O carater rfa da cepa é confirmado atraves da sensibilidade ao desoxi
colato.

5.9.1.1 Semear a cultura crescida em caldo La (pernoite) em estrnaﬁni
ca, com © auxilio de uma alga de inoculagéo, em placa de agar La (cog
trole) e, a seguir, em placa de agar MacConkey. Cinco a seis culturas
podem ser testadas em uma mesma placa. A identificacao de cada cultura

testada deve ser feita no local da estria, no fundogde,placa de Petri.

5.9.1.2 Incubar as placas invertidas a 37°C (pernoifte) e verificar a
presenca de crescimento.

5.9.1.3 A E. coli PQ 37 nao devera crescér em agar MacConkey e cresce
ra na placa controle, agar La.

5.9.2 Presenca de mutagao uvr A

A mutagéo uvr A pode ser confirmada, yerificando-se a sensibilidade a
uv.

5.9.2.1 Semear a cultura em caldo La (pérnoite), na superficie de uma

placa de égar La, em estrias paralelas.

5.9.2.2 Retirar a tampa da placa, ¢obrir metade com cartolina. Irradiar

a placa com lampada germicidalde 15W a uma distancia de 33 cm.

5.9.2.3 Incubar as placas invertida@s a 37°C por 24 horas e verificar

a presencga de crescimento.

5.9.2.4 As cepas com mutagao uvr A crescerao somente na metade da pla
ca nao irradiada.

5.9.3 Sintese constitutiva de fosfatase alcalina (mutagéo Pho g) -

A sintese constitutiva de, fosfatase alcalina pode ser determinada atra

vés de reagao enzimatica.

5.9.3.1 Repic@ar as colonias isoladas obtidas em 5.8.3 com auxilio de
palitos estepeis uMa a uma para placa de agar L (ver Figura 1). Identi
ficar cada‘colania maréando o numero correspondente a cada uma delas no
fundo da placa denpPetri.

FIGURA 1 - Placa com colonias isoladas para testar fosfatase alcalina

5.9.3.2 Incubar a placa invertida a 37°C por 24 horas.
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5.9.3.3 Transferir as coldnias isoladas com auxilio de palitgs-estéreis
para papel de filtro previamente impregnado com solugéo de p-nitrofenil
fosfato disoduim (PNPP) em tampao P.

5.9.3.4 A presenga de fosfatase alcalina pode ser detectada atraves de
cor amarela desenvolvida em alguns segundos no papel de filtro impreg
nado em PNPP.

5.9.4 Resisténcia a ampicilina

A resisténcia a ampicilina pode ser verificada atraves /e crescimento

em meio contendo este antibiotico.

5.9.4.1 Estriar com auxilio de alga de inoc@lagao a eultura do caldo
La (pernoite) em placa de agar La. Pode-se estriar 5 a |6 culturas em

uma mesma placa.

5.9.4.2 1Incubar as placas invertidas ag87°C por 24 horas e verificar

a ocorrencia de crescimento.

5.10 Preparo da cultura de E. coli PQ 37 utilizada no ensaio

5.10.1 Descongelar uma das ampolds com gultura de E. coli PQ 37 para

uso em rotina a temperatura ambiente.

5.10.2 Inocular o conteudo da ampola assi que ocorrer o degelo em 30
mL de caldo La.

5.10.3 Incubar a 37°C sob fagitacao {150 a 170 rpm) pernoite.

5.10.4 Diluir a cultura pernoite 1:50 em caldo L (0,6 mL de cultura
pernoite em 29,4 mL de caldo .

5.10.5 TIncubar a 37°C soblagitacao (150 a 170 rpm) por 2 a 3 horas e/
ou atingir DOssgpy = 0,2 correspondendo a 2 X 108 celulas/mL (fase expo
nencial).

5.11 Controles negatimos

O controle negativo ¢donsistfe no solvente utilizado para dissolugao do
produto quimico oupamostn@ em teste. Utilizar o volume equivalente ao
maior volumegdapamostraltestada.

5.12 Controles /posistivos

Todo ensafio, deye ser realizado incluindo controles positivos para con
firmar as propriedades de indugao da fusao sfi A::lac Z. Recomenda-se
o uso de substancias padrao descritas na Tabela 1, podendo-se empregar

outros controles, desde que em concentragoes adequadas.
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TABELA 1 - Controles positivos para o CROMOTESTE

. Dose
Ensaio Composto Solvente (1Lg/tubo)
Sem ativagao
5 a 20
(-59) 4NQO ouso

Nota: a) 4NQO: 4—nitroquinolina-1—6xido

b) DMSO: dimetilsulfoxido

5.13 Procedimento do ensaio

5.13.1 Exposigao da cultura de E. coli PQ 37 a amostra ou substancia

quimica em teste

5.13.1.1 Marcar os tubos a serem utidizados n& indubagao da cepa com
a amostra (tubos para ensaio da B-galactosidese™ e para o ensaio da fos
fatase alcalina).

5.13.1.2 Diluir a culturae em £ase exponencial obtida no item 5.10.5
a 1:10 em caldo L.

Nota: Nesta etapa usar volumés de diluente suficientes para o teste

programado, lembrando que saoffnecessarios 600 pL de cultura ai
luida pera cads tlibo utilizado no teste.

5.13.1.3 Distribuir 20 uL das diferentes doses de cada amostra, con
trole negativo, e controele positivo em tubos de ensaio de 14 mm x
100 mm.

.

5.13.1.4 Adicionar 600)uL da cultura obtida a cada tubo e incubar por
2 horas sob agipagao (200hrpm) a 37°C.

5.13.1.5 Apés o) periodo de incubagéo, dividir igualmente o conteudo
de cada tubof para realizagao dos ensaios de B-galactosidase e fosfa

tase alcalina, sendo'310 pL para cada ensaio.

5.13.2 Ensaio para MB-galactosidase (8-Gal)

5.13.241 FEstabilizar os frascos contendo solugao de tampao B a ser
utiliZzadas o teste a 37°C.

5.13.2.2° Adicionar 2,7 mL de tampao B a aliquota de 310 puL de cultu

ra tratada, separada previamente para o ensaio da 8-Gal.

5.13.2.3 Jncubar os tubos na estufa a temperatura de 37°C por 10 mi
nutos.
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5.13.2.4 Retirar os tubos da estufa e adicionar 600 pL de sglugao de
ONPG 4 mg/mL a cada tubo.

Nota: Adicionar a solugao de ONPG rapidamente e de forma a manter o
mesmo intervalo de tempo na adigao do substrato a cada tubo.

5.13.2.5 Incubar os tubos na estufa a 37¢C e verificar o) desenvolvl
mento de cor amarela.

Nota: A contagem de tempo do ensaio ¢ iniciada a partir/do momento em
que se coloca os tubos a 37°C. Anotar o tempo necessario para o
aparecimento de cor amarela de forma quega absorbancia final se
ja de 0,1-0,4 em DO,,5. O intervalo de/tempo para 'desenvolvimen
to de cor pode ser diferente para cada um dos controles utiliza

dos e para as amostras em teste.

5.13.2.6 Apés o desenvolvimento de corgamarela, paraliéar a reagioa@i
cionando-se 2 mL de solugao de Na,CO;1M ‘@ cada tube.

Nota: A adigao de Na,C031M permite que a cor fique estavel por algumes
horas.

5.13.2.7 Ler a absorbancia a 420 nm (Ahm) para cada tubo, zerando pre
viamente o espectrofotSmetro com o\branco de leitura para o ensaio da
B-Gal.

Nota: O branco utilizado para zerar)o espectrofotometro para leitura
do ensaio de B-Gal & obtido adicionando-se todas as solugoes em
pregadas neste ensaio)e substituindo-se a cultura tratada por
caldo L.

5.13.3 Ensaio para fosfatase alcalina (FA)

5.13.3.1 EstabilizdPliespfrascoes contendo solugao de tampao P a ser uti
lizada no teste a 87°C.

5.13.3.2 Adiciofar 247 mL de tampao P a aliquota de 310 uL de cultura
tratada, separada previamente para o ensaio da FA.

5.13.3.3 Estabilizar os( tubos a temperatura de 37°C por 10 minutos.

5.13.3.4 Retirar os.tubos da estufa e adicionar 600 plL de ‘solugao de
PNPP 4 mg/ml a sada tubo.

Nota: AdicionaPpa solugao de PNPP rapidamente e de forma a manter o

mesmo intervalo de tempo na adicao do substrato a cada tubo.

5.13.3.5 Incubar os tubos na estufa a 37°C e verificar o desenvolvl
mento de cor amarela.
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Nota: A contagem de tempo e feita da mesma maneira e tomando-se os mes

mos cuidados citados no ensaio da 8-Gal.

5.13.3.6 Apés o desenvolvimento de cor amarela, paralisar a reag&aadi
cionando-se 1 mL de HCl a 2,5M.

Nota: A alteragao do pH para acido faz com que a cor amarela desapare

ga e a mistura ficara transparente.

5.13.3.7 Para fazer a leitura, adicionar 1 mL de, Tris 2M," restaurando

assim a cor amarela original (pH basico).

5.13.3.8 Ler a absorbancia a 420 nm (A,,)Pparajeadaitubo, zerando pre
viamente o espectrofotametro com o brancd de leitura para o ensaio da
fosfatase alcalina.

Nota: O branco utilizado para zerar o espectofothetro para leitura
do ensaio da FA € obtido adiciéfande-se a um tubo de 14 mm x 100
mm todas as solugoes empregadashnesfe ensaio e substituindo-se
a cultura tratada por caldo L.

6 RESULTADOS

6.1 Expressao dos resultados

6.1.1 Calcular as unidades enzimati@as (UE) de 8-Gal e FA para cada

tubo segundo a formula abaixo (Midller, 1972).

1 000 x Ay

UE = At

onde: .
A,y = valor de absorbancia obtido a 420 nm
At = tempo necessario para aparecimento de cor apos adigao do

substrato (ONPG® no ensaio da 8-Gal e PNPP no ensaio da FA
ifcubagao a 37°C)

6.1.2 Calcular afrazaoffR) entre as duas unidades enzimaticas obtidas.

UE B=Gal _/A,p8-Gal X At FA
UE FA AypoFA x At B-Gal

6.1.3 A seguir ééélculado o fator de indugao (FI) que permite compa
rar resubtados obtidos em diferentes experimentos.

FI = ROCn)
R (Co)
onde:
R (Cn) = razao de cada concentragao da substancia ou amostra em

teste
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R (Co) = razao na concentragao zero (controle negativq)

6.1.4 A poténcia da amostra ou composto quimico frente ao Cromoteste
costuma ser expressa atraves do SOSIP ("SOS - inducing potency"), que equi
vale ao FI avaliado por unidade de massa ou volume do composto analisa
do. O valor do SOSIP pode ser facilmente obtido pela inclinagao da por
¢ao retilinea da curva dose-resposta.

6.2 1Interpretagao dos resultados

6.2.1 Amostra positiva

Resultados positivos no Cromoteste, indicam quega substahcia ou amostra
em teste e capaz de causar lesao no ADN da Egé coli PQ 37 induzindo )
sistema de reparo SO0S.

6.2.1.1 Um resultado e considerado positivo quando €xiste uma relagao
dose-resposta significativa entre as coneentracoes da amostra testada
e o fator de indugao (FI).

6.2.2 Amostra negativa

Resultados negativos no Cromotesteyq ‘indicam que nas condigoes do ensaio,
a substancia ou amostra testada nao aprgsenta atividade genotéxica pa
ra a E. coli PQ 37.

6.2.2.1 Considera-se resultado negatiwegguando nao e observada relagao
dose-resposta significativa @éntre as concentragoes do cbmposto testadas
e o fator de indugao.

7 LAUDO TECNICO

0 laudo técnico referente ‘@ ensaio deve incluir as seguintes informa

goes:
a) cepa bacteriana enipregada;
b) concentragSes empregadas da substancia ou amostra testada;
c) apresentagao dosl resultados obtidos com os controles positivos'e
negativosfutilizadosg
d) curva dose-resposta]
e) descrigao dos resultados;

£f) inteppretagaosdos resultados.

|

RECOMENDAGOES

8.1 Cuidados especiais devem ser tomados com relagao a padronizagéo
da metodologia, verificagdo das caracteristicas genéticas da cepa em
pregada, bem como o controle de gqualidade dos reagentes, meios de cul

tura e vidraria utilizada no ensaio, a fim de assegurar a confiabilida
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de dos resultados.
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaios de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apos terem sido preparados, e antes de serem usados, quaisquer solugoes
esterilizadas ou meios de cultura sao rotineiramente testados, quanto
2 presenga de fungos e/ou bactérias. Este teste_consiste na inoculagzo
de 1 mL de cada frasco da solugao em teste em 2{tubos delicaldo de soja
e triptona (ver 5.4.6), os quais, apos semeadura, sad incubados a 37°C
durante, no minimo, 48 horas (deve-se efetuar leitupas diarias até com
pletar 14 dias). Constitui evidencia da ppésenca de microrganismos qual
quer turvagao do caldo de soja e triptona. Essa contaminagao pode ser
decorrente de falhas no processo de esterilbizacao ou contaminagao apés
a esterilizagao.

A-1.2 Lavagem, preparo e esterilizdgao de matepiais em laboratorio de
microbiologia (ver Norma CETESB M1/4001)

A-1.3 Lavagem do material utilizado no Cromoteste

Todos os materiais utilizados no teste,ptais como: frascos de coleta,
placas de Petri de vidro, tubes de énsailo, pipetas e ponteiras, devem
ser descontaminados em autoclave a 121°%C por 30 minutos e, a seguir, la
vados com detergente neutro_e enxaguado varias vezes. Apos enxaglie, de
vem ficar submersos em sdlucao dé,acido sulfurico/acido nitrico 50%
(6:1) por 8 horas. Enxaguar 8 a 10 vezes com agua corrente e uma vez
com agua destilada. Secar, o material de vidro em estufa a 170-180°C e
as ponteiras de polipropilenogem estufa a 35°C. Nao utilizar solqgéo

sulfocromica na lavagem 'de material para teste de Ames.
Nota: Utilizar, jgde preferéncia, placas de Petri descartaveis.

A-1.4 Controlellde qualidade dos meios de cultura (ver Norma CETESB
L5.216)

A-1.5 Controde da qualidade da agua destilada

A égua destilada a,sef empregada no preparo de meios de cultura e solu
coes devel serhde alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutri
tivas que possamiinfluenciar na sobrevivencia e crescimehto dos micror
ganisnfosk Efrecomendavel a avaliagao periodica de sua qualidade, atra
vés de testes,especificos (ver Norma CETESB L5.215 - "Prova de adequa
bilidade da égua destilada para fins microbiolégicos").

A-1.6 Controle de eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus
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em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa que contém os meios
de cultura a serem esterilizados. Essas empolas, depois da au&mlmm@éo,
s3o0 incubadas em banho-maria a 55°C durante 24 a 48 horas. Se houvermu
danga da coloragéo da suspensao contida nas ampolas, de roxa para ama
rela, isto significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois houve
desenvolvimento de bacteriss.

A-1.7 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

£ recomendavel a realizagéo de testes especificos para avaliar e compro
var a esterilidade de vidraria e materiais submetidos “a esterilizagao
em estufa, a 170-1802C, ou em autoclave a 1218C. Para realizagao desses
testes ver Norma CETESB L5.010 - "Avaliacao/de laboratorio de analise
microbiologica de agua'.

A-2 Local de trabalho

A-2.1 As comaras de seguranga biologicahdevem estér localizadas em

areas de movimento reduzido, livres de poeina; nao deve haver movimen

tagéo excessiva de ar devido ao uso.de ventiladores, exaustores, etc.

A-2.2 Se a lamina estiver instalada em local/om ar condicionado, a entradade
ar nao deve ser dirigida diretamente sobre |2 area de trabalho, a nao ser

que o condicionador tenha um filtro,de argdespecial.

A-2.3 A camara deve ter um dlto de, exaustao com filtros apropriados pa

ra filtrar o ar antes de sér liberado, para o ambiente externo.

A-3 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalhamphe lJaboratorio, aquelas que tem menor
tempo de treinamento e as gue estao diretamente associadas a manobraé
com material contaminado sa0)as que apresentam maiores possibilidades
de serem contaminadas adiidentalmente. A inalagao de aerosois, a aspira
950 de so]ugSes céntaminadas atraves de pipetas e outros acidentes de
vem ser prevenidos peldo uso de protetores faciais adequados, pipetado
res € pela obediencifa as dormas especificas relativas ao trabalho e uso
de equipamento (ver Norma CETESB L5.009 -"Seguranga e higiene do}trabg
lho em labopatorio de microbiologia").

A-3.1 Prdtetorn/ f8cial e mascaras. de protegéo contra gases e p&}&éxuxm

De uti]izagéo obrigatéria (juntamente com luvas adequadas) no preparo
de solugoes de deidos a serem empregadas na lavagem de materiais, no
preparo de solugSes de compostos genotéxicos e na.manipulagéo de sol
ventes.

A-4 Cuidados na manipulagao da cepa de E. coli PQ 37
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A-4.1 Como precaucgao rotineira, deve-se autoclavar qualqyer material
contaminado, antes da lavagem ou descarte dos mesmos. Nao se deve per
mitir manter nenhum tipo de alimento no interior dos refrigeradores, on
de as cepas sao armazenadas.

Nota: Nos ensaios enzimaticos de g-Gal e FA ocorre morte do microrga

nismo pela permeabilizagao da parede celular com detergente SDS.

A-5 Disposigéo de material contaminado por substancias genotéxicas

Todo material genotéxico e/ou cancerigeno deve serjacondicionado em va
silhames plésticos adequados, selados em saces plésticos duplos e inci
nerados a temperatura elevada, o suficiente paraique ocorra a destrui
cao do agente genotéxico. 0 mesmo procedimento deve ser efetuado para
luvas, ponteiras, filtros e placas de Petri descartaveis utilizadas co
mo controle positivo. Os materiais de vidro naghpodem ser incinerados;
devem ser acondicionados adequadamente e @dispestos em aterro para resi
duos perigosos. Os materiais bem como‘as dolugoes podem tambem ser des

contaminadas atraves de neutralizagao por agentes quimicos.

/ANEXO B
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ANEXO B - ESQUEMAS

E. coli LAC Z P 16O

0

FILAMENTAGAO

7

P O FILAMEN LAC
PQ 37

.

TAGAO

AGENTE
GENOTOXICO

E. coli P 0 FILAMEN LAC Z TAGAO
PQ 37 //153;22

LESAO

I ONPG
S80S

420 nm

FIGURA 2 -~ Esquema simplificado do principio do Cromoteste
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ﬁ?Ampolas com PQ 37°C congelada

CALDO LA

37°C
16 h sob ag

600 pL

[j] 20 pyL amostra

estufa 37°C

sob agitagao

—6)-

FIGURA 3 - Preparo da cepa e tratamento da amostra
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BGAL amostra tratada FA -

Tampao B Tampao P

— 27 / \ _— 2,7 mL

600 pL N U :
ONPG serie . B Gal TEMPO . serie FA PNPP
5 min
30 min
2 mbL 1 »
Na2C03 ) 1
t

.
U A

PARAR
REAGAO PH
‘ l
cor 1 mL
est Tris 2M 4 pH
’\\ ITURA . ,J
e
™~
S~

FIGURA 4 - Ensaios enzimaticos

/ANEXO C
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