
Dr. Peter A. Behnisch

Diretor Comercial da Empresa BDS, 
Amsterdã, Holanda

Princípios da  Tecnologia CALUX®

(Chemical‐ Activated Luciferase Expression)



BDS no Amsterdam Sciencepark



BioDetection Systems BV – Perfil

Foco
Fornecer bioensaios inovadores e 
implementar seus usos nos mais altos 
padrões internacionais.

Atividades:
• ISO 17025 serviço de acreditação
• análises
• Licenças para uso dos bioensaios
• Treinamento
• Pesquisa e desenvolvimento
• Consultoria
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Cultura de Células e Luminômetro



Laboratório BDS CALUX

• Extração/Limpeza

Cultura celular

Medição



fluido

Extração por agitação ASE*

gordura e óleo

sonificação

tecido alimento

dados

sedimento / solo

Sílica revestida de ácido sulfúrico

Sílica revestida
de ácido sulfúrico

Remoção do enxofre

biodegradação
(incubação celular DR CALUX)

Visão geral da extração e de “clean -up”

*ASE: Accelerated Solvent Extraction (Extração Acelerada com Solventes) 



Amostras 

• Homogeneização das amostras



Extração 

• Extração

CALUX Exchange 2006



• rápido  (15 amostras por hora)
• pequeno volume de solvente (70 – 130 ml)
• alta recuperação (múltiplas camadas)

Lã de vidro

33 % H2SO4

20 % H2SO4

Na2SO4

Capacidade de gordura 0,5 g

Oxidação/polimerização da gordura pela sílica ácida e fracionamento cromatográfico

Técnicas de limpeza– coluna de sílica ácida(1)



Técnicas de limpeza– coluna de carbono(2)
Separação coplanar PCBs dioxinas/furanos

Protocolo para a coluna 
Envi- Carb da Supelco, 
ver em: 

Concejero et al. J. of 
Chromatography A, 917 
(2001), 227



Cultura celular(1)

BDS Overview 2006

extrato

meio

Placa de 96 poços



Microscópio -H4II taxa de células do fígado(2)

BDS Overview 2006



• Exposição (pequena quantidade de 
DMSO em meio)

CALUX Exchange 2006

Cultura celular (4)



Agitador de placa de 96 poços (5)

BDS Overview 2006



BDS Overview 2006

Cultura celular (6)



Fácil detecção de emissão de luz

Células DR CALUX emitem luz 

sempre que substâncias com 

forma de dioxina estão presentes

Luminômetro  Centro XS3 

Sistema de detecção Berthold



TEF (Toxic Equivalency Factor) ou
TEQ ( Toxic Equivalency Quantity) 



Visão geral dos materiais de referência do DR CALUX

Materiais de referência BDDs para óleo de peixe e 
alimentos :

• Metade do limite da EU para dioxinas,
• No limite da EU para dioxinas e 
• No limite da EU para TEQ Total (Dioxinas e PCBs-dl)  



BDS Inter-laboratory DR CALUX ® Calibration Study 2009
(BICS-2009) 

Matrizes: a definir
Envio de amostra: meados de 2009
Custos: Aproximadamente € 500.--

Aviso

BDS organiza os testes de proficiência do DR CALUX®



DR: Dioxin Response



Princípio do método para DR CALUX

a. DR Calux é um procedimento “screening” bioanalítico pa ra
compostos “dioxin-like”.

b. Método baseia-se na habilidade da dioxina e compostos
relacionados de ligar e ativar o receptor AhR (receptor nuclear /aril
hidrocarbono). 

c. Este receptor AhR é uma proteína que responde a compostos
químicos e que se liga ao DNA.

d. Esta proteína ativada e ligada ao DNA é responsável pel os efeitos
tóxicos e biológicos desses compostos químicos.

e. A medida do nível de ativação do receptor AhR por um c omposto
químico resulta em formação de luz e fornece uma estimativa da 
potência relativa e potencial tóxico desses compostos e/o u
extratos, com resultados expressos em Equivalentes Tóxicos
(TEQs).

DR: Dioxin Response



Princípio do bioensaio CALUX



25

Compounds

Dioxin, PCB, PAHs

EDCs; Estradiol

Glucocorticoids

Progsterones

Imune, Inflamation

Hormons; T3

EDCs; DHT

Metabolic Syndrom 
(MS)

TBT

CALUX Tests

Aims: eg C Clinical; D Doping; E Envi; F Food/Feed; H Health; P Pharma

Which other compounds, aims and projects would be interesting for YOU?

Aims

E; F; H 

all

all + MS

C; P

Obesity, 
Heart Disease; 

Diabetes

C; Dust; IodineDef.

all

BioDetectors

DR

ER α, β

GR

PR

Nf kappa B

TR α, β

AR α, β

RxR

PPARy2 

Diseases

Acne; Cancer

Cancer, Menopause

Asthma; Inflamation

Fertility

Thyroid, Neuro; Brain

Cancer

Obesity, 
Heart Disease; Diabetes

E;H
damage to the aquatic 

life, Obesity



A série CALUX-10 da BDS e aplicações típicas

• DR-CALUX (dioxinas, furanos, PCBs, POPs, PAHs,
ligantes do receptor AhR)

• ERα-CALUX (estrógenos naturais e sintéticos,
fitoestrógenos, xenoestrógenos (pseudo-
estrógenos), DES, interferentes
endócrinos, tamoxifeno e outros anti-
estrógenos)

• ERβ-CALUX (como o ER α-CALUX, mais recomendado para 
fitoestrógenos)

• AR-CALUX (andrógenos, esteróides anabólicos, 
pseudo-andrógenos, antibióticos, 
promotores de crescimento, nandrolona, 
flutamida, drogas esteroidais)

• PR-CALUX (progesterona, MPA e outros compostos 
com atividade progesterônica, 
antidiuréticos esteroidais, antagonistas da 
aldosterona, inibidores da aromatase)



• GR-CALUX (cortisol, corticoesteróides) 
• TRβ-CALUX (hormônios da tireóide, agentes 

antitiroidianos, agentes 
contrastantes, POPs, poluentes 
ambientais, nitrofeno)

• RAR-CALUX (retinol, vitamina A, retinóides, 
ácido retinóico)  

• NF-κB-CALUX (endotoxinas, moduladores 
TNFalfa, citocinas)

• PPARγ-CALUX (derivados de ácidos graxos, 
proliferadores de peroxissomo, 
alquil-estanho, ftalatos)

A série CALUX-10 da BDS e aplicações típicas





Curva dose -resposta



Correlação CALUX x GC MS



Sedimentos e material de dragagem
DR CALUX

Holanda: (50 ng CALUX-TEQ/kg d.w.)

Noruega:  (25 ng CALUXTEQ/kg d.w.)

Japão:  (150 ng CALUX-TEQ/kg d.w)

Alemanha: (100 ng CALUXTEQ/kg d.w.)



Solos residenciais

Holanda: (1.000 ng TEQ/kg)

EUA:  (1.000 ng TEQ/kg)

Japão:  (1.000 ng TEQ/kg)

Alemanha: (1.500 ng TEQ/kg )

DR CALUX



Lodo (Dutch Sludge Guideline)

Holanda: (50 ng CALUX-TEQ/kg d.w.)

DR CALUX



Tributilestanho (TBT)

Holanda: 100-250 µg Sn/kg.dw

Holanda: CALUX (em estudos)

O TBT foi introduzido no mercado nos anos 40 nos EUA, e na Europa na
década de 50. Com grande utilidade na indústria dos plástico s e em
tintas anti-incrustantes para barcos.

PPARy2  CALUX



ER: Estrogen Response



Procedimento para análise de hormônios em água
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Coeficiente de variação para amostras ambientais
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Limites de detecção para (2,5 L) amostra
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Effects of 13 component mixture at ΣEC1
(ER-Calux, EC1-mixture ratio)
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EU-ACE project: Complex mixtures of 
EDCs in marine organisms 

What to do with complex mixtures of pollutants

or what about multi drug miss-use in Doping?

Dec. 2001 – June 2005; 

Partner 1 – Brunel University, UK (Prof. J. Sumpter,  coordinator)  
Partner 2 – London University, UK  
Partner 3 – University of Bremen, Germany  
Partner 4 – Centre for Marine and Enviro Res, Portug al 
Partner 5 – Dept. of Pharmacochem., VU, Netherlands 
Partner 6 – IVM, Vrije Universiteit, Netherlands  
Partner 7 – University of Venice, Italy



Health facilities flush estimated 100M 
kilos of drugs a year 

Hospitals and other health
institutes flush every year 113,4
million kg of un-used
pharmaceuticals through the
toilet. And this is a conservative
estimate according to the
Associated Press.

bron: Associated Press (via USA Today; 14-9-08) 





Hormone-like compounds in water

• No human health risk based on ADI for 17 β-
oestradiol and estrogenic activity in surface water  (< 
1,7 ng EEQ/L) and drinking water  (< 0,014 ng EEQ/L )  

• Bio-assays are a very suitable screening technique 
for estrogenic activity in water

• ‘Trigger value’ of 7 ng EEQ/l as determined by ER -
CALUX, above this value identification of 
compounds and new risk assessment is needed 
(safety factor 1000)

• This trigger value is not applicable for 
ecotoxicological risk assessment





Método EPA



YES   x   CALUX



Artigos



Outras acreditações/aprovações do DR CALUX ®

• Austrália:  aceito na NATA

• Japão: 
– Industrial Standards (JIS) - Diretrizes para ensaio de ligação de gene reporter 

em receptor arylhydrocarbon (em andamento)
– DR CALUX é desde 2003 oficialmente aceito para solos e sedimentos

• Noruega: 
– Diretrizes de sedimentos: DR CALUX recomendado; nível recomendadado por diretriz é 25 

ng TEQ/kg dw

• Holanda:
– Diretrizes de sedimentos: DR CALUX obrigatório; nível recomendado por diretriz é 100 ng 

TEQ/kg dw

• USA: EPA 4435 (2008) para CALUX



Avaliações internacionais do DR CALUX 

Sistema de Biotecção B.V. (“BDS”) CALUX  O bioensaio foi avaliado em 
vários países com diferentes programas de avaliação  como

Europa:
•DIFFERENCE 2002-2005 (veja www.dioxins.nl ) e HORIZONTAL 2005-2007 Project 
•EU International Intercalibration study 2002 (Gizzy  et al.)
•International Intercalibration study RINCA and BICS
•Acreditação de laboratório individual ISO 17025 (co mo para BDS ou outros usuário de EU 
CALUX)

Ásia:
• Japão: Diversos testes inter laboratoriais com todo s os tipos de biodetectores para dioxinas 

e compostos com forma de dioxina, por exemplo para solo, sedimento, cinzas e diferentes 
amostras complexas poluídas (2002-2006)

• Coréia: NIER fez um estudo comparativo de diversas matrizes ambientais (2007)

USA:
• SITE Report



Benefícios da Tecnologia CALUX ® para a CETESB 

� Teste screening mais rápido que a Cromatografia
� Maior número de amostras que a Cromatografia
� Teste 80% mais barato que a Cromatografia
� A Cromatografia seria utilizada nas análises confir matórias para 

compostos individuais
� Correlação forte entre Cromatografia x CALUX
� Aumento no levantamento de áreas contaminadas
� Monitoramento dos solos, sedimentos e atividades de  dragagem
� Aumento dos estudos de diagnósticos ambientais
� Cada vez mais, são derivados valores para legislaçã o (guidelines)
� Atualmente há método EPA
� Importante: o teste mostra o efeito biológico (misturas 

complexas), o que não ocorre com os métodos químicos 
analíticos (espectrometria/cromatografia, etc)



ELTA: Setor de Análises Toxicológicas



OBRIGADO


