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RESUMO

A Regido Sul do pais dispbe da maior reserva dedcamineral, com
aproximadamente 28,8 bilhdes de toneladas. Atudatmenestado com a segunda
maior producdo de carvao mineral € Santa Catafiauato as atividades de extracdo
como de beneficiamento do carvao acabam gerandgrande volume de rejeitos,
sendo que na maioria dos casos esses rejeitos adaseados/descartados de
maneira incorreta, gerando danos ndo apenas a bafdma, mas também ao solo,
rios, atmosfera e nos organismos vivos em geraitaglvezes esses rejeitos, formam
drenagens acidas e em tal ambiente, acabam sestiizados diversos minerais,
ainda pouco estudados pela ciéncia toxicologicain\so objetivo deste estudo foi
identificar minerais secundarios, bem como o pE&EKenotoxico das
amostras coletadas de drenagem de mina de canM@)(Que desaguam no Rio
Rocinha (SC). Para identificar este potencial foamiicados ensaios de
genotoxicidade (ensaio Cometa e teste de Microajjclem células V79. A
caracterizagdo das amostras foram desenvolvidasdip@gdo de Raio-X e a
composicao quimica das amostras foram realizadagéatda técnica de Emissao de
raios X induzida por particulas (PIXE). De acordmncos resultados foi possivel
observar que as amostras 1 e 2, por serem maigrdoadas em evaporitos e em
elementos potencialmente téxicos, induziram dan®Ildé (P<0,05) apresentando,
portanto, um potencial genotdxico, quando comparaaacontrole negativo. Esse
aumento de dano pode ser explicado devido o inecrem@as concentracfes de
elementos como Al, Cu, Cr, Fe, Ni e Zn nas amostistes elementos sao
encontrados em grande quantidades e por estaresenpge como elementos
majoritarios em minerais altamente sollveis em Adoenaram, as amostras

genotoxicas em células V79.



ABSTRACT

The South Region has the largest coal reserves, abut 28.8 billion
tons. Currently, the state with the second largesl production is Santa Catarina.
Both extraction activities such as coal benefioiagnd up generating a large volume
of waste, and in most cases these wastes are Hahdlsposed of incorrectly,
causing damage not only to human health but alseesolil, rivers, atmosphere and
living organisms in general. Often these wastesnfacidic drainage and in such an
environment, end up being several minerals crysgéal| still little studied by
toxicological science. The objective of this studgs to identify such secondary
minerals, as well as the genotoxic potential of gasof coal mine drainage (DMC)
which flow into the Rio Rocinha (SC). To identifpis potential were applied
genotoxicity assays (comet assay and micronucless) tin V79 cells. The
characterization of samples was developed by Xddfraction and chemical
composition of the samples was made by emissidmigae of X-ray induced by
particles (PIXE). According to the results it wdsserved that samples 1 and 2, to be
more concentrated in evaporates and potentiallyc t@kements, induced DNA
damage (P <0.05), thus presenting a genotoxic patemvhen compared to the
control negative. Such damage increase can be iegglaby the increase of
concentrations of elements such as Al, Cu, CrNt@nd Zn in the samples. These
elements are found in large amounts and are preasnthe major mineral
components in highly soluble in water, they havelenthe genotoxic samples in V79

cells.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, possui mais de 8,5 milhdes de *kenuma grande diversidade de
terrenos e formacgdes geoldgicas, conferindo-lhe gnawade diversidade de minérios.
A mineracdo de carvéao, no sul do Brasil, teve animd ano de 1855, e hoje é uma
das fontes de energia mais exploradas pelas imgkisiderirgicas e termoelétricas.
Segundo a ABCM (2012). Desde entdo, muitos avamgosolégicos foram se
tornando possiveis para a extracdo do minério e tiggarvao se tornou uma das

principais fontes de energia para as termoelétdisisbuidas no sul do Brasil.

Atualmente, a maior reserva de carvdo, com apralamante 28,8 bilhdes
de toneladas, esta localizada no estado do Riodéralo Sul. Na sequéncia,
encontram-se os acervos de Santa Catarina e doédPacan nameros proximos a 3,4
bilhdes e 100 milhdes de toneladas, respectivam&umente no estado de Santa
Catarina sdo extraidos mais de 6 milhdes de toa®lad ano (Mendonga Filho,
2010).
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O carvao produzido em Santa Catarina, é utilizadocipalmente para a
geracdo de energia elétrica ou termoelétrica (AB204,2) e, de acordo com dados
da International Energy Agency (IEA) o carvao éoaté mais utilizada para a
geracdo de energia elétrica do mundo, respondemidogoca de 41% da producao
total, sendo que a principal restricdo ao uso dedcaé devido ao grande impacto
socialmente provocado durante a ocorréncia doepsos de extracdo e consumo.

O processo de formacéo do carvéo, segundo Mendiilhga(2010) da-se em
condi¢cbes onde o clima controla a producéo de mhtergetal e onde o ambiente
sedimentar controla a umidade do ar, acidez, aiMdacteriana, disponibilidade de
nutrientes e decomposicao quimica. Em seguida, teri@lainorganico sintetizado,
atua como isolador do material organico formadaxilamdo no processo de
compactacdo e permitindo a evaporacdo de matédkgeis com a ajuda dos
condicionantes: tempo, pressdo e temperatura. AptEsprocesso, este material é
transformado em carvao através da carbonizacé&sejaya massa vegetal acumulada

e soterrada sofre transformacdo gradual inicialeeat partir de processos



bioquimicos e posteriormente por processos geoqgagmiCutruneo et al., 2014;
Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2012a,b).

Para um bom desempenho durante sua utilizacdovaccrasileiro precisa
passar por um processo de beneficiamento, questensa reducdo da matéria
inorganica, tais como solos, sulfetos, rochas easuimpurezas de baixo poder
calorifico existentes no carvao, a fim de melh@aaa qualidade (Cutruneo et al.,
2014).

Os principais impactos socioambientais, causadiasgx¢racéo de carvao no
Brasil, decorrem da sua mineracéo e, afetam pahugnte a atmosfera, os corpos
hidricos, o solo e o relevo das areas circunvianh® atividade de mineragéo
provoca impactos no meio ambiente, seja no queedizeito a exploracdo de areas
naturais ou mesmo na geracao de residuos (Dids 2034; Martinello et al., 2014;
Sanchis et al., 2015; Silva et al., 2009). Outtorfanportante e um dos principais
impactos ambientais, € a formacéo das drenagedasacjue se formam através da
oxidagdo dos sulfetos de ferro, presentes nas ndmasrvao. Tal impacto, por ser
onde se insere a presente dissertacdo, sera detaitzds adiante.

Outra fonte de poluicdo é a emissdo de 0xido defespdxido de nitrogénio,
monoxido de carbono e outros poluentes na atmosgfegaocorre pela abertura de
pocos de acesso aos trabalhos de lavra, manuseidgigénas, equipamentos e pelo

proprio corpo do minério (Borm, 1997).

Além disso, o processo de beneficiamento do cayeé® rejeitos solidos, que
de forma semelhante sdo depositados no local desisedades, dando origem a
extensas areas cobertas de rejeitos liquidos, @is géo posteriormente despejados

em barragens de rejeitos ou diretamente em cussaguh (White & Claxton, 2004).

Todas essas atividades geram residuos que podguatsacialmente toxicos
aos seres Vivos, as células e ao genoma. Os agprtepresentam esta capacidade
de alterar o DNA em sua forma, estrutura ou sedqaés@&o chamados agentes
genotdxicos e a area envolvida em identificar digsaraa acdo destes agentes &

chamada genética toxicoldgica (genotoxicidade)e(T2000).
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Devido a composicao do carvao e seus derivaddgpala muitas pesquisas
na atualidade esté relacionado a investigacéo mist@dcidade deste material. Para
este intuito, o uso de diferentes testes biomareadiem permitido a identificacéo

dos xenobidticos potencialmente toxicos ao genoma.

Como exemplo de testes biomarcadores, o ensaio t@pmem sendo
proposto para estudos de toxicogenética devidoaa paculiaridades e vantagens,
quando comparado a outros testes para deteccaabd&scias genotdxicas. Tal
andlise combina a simplicidade da técnica bioquintie deteccdo de quebras no
DNA, com a utilizagédo de poucas células e corredp@um ensaio citogenético. As
vantagens dessa técnica incluem a sensibilidadgetexcdo de dano no DNA; a
coleta de dados em nivel de célula individual; o de um numero pequeno de
células para a analise e a possibilidade de aplicagn qualquer populacdo de
células eucaridticas; e principalmente a rapidezrasiltados (importante para

diagndsticos clinicos) (Tice, 2000).

Outro ensaio também muito utilizado, é o Teste derdviucleos (MN), que
envolve a quantificagdo de micronucleos que saoagress corpusculos similares em
estrutura ao nucleo, formados por parte de crom@3sS@®U CromoSSOMOS inteiros
que foram perdidos na mitose, decorrente de quelrgsoblemas de fuso. Outros
paramentros como pontes nucleoplasméticas e bmotmdeares também séo
avaliados. Pontes nucleoplasmaticas ocorrem quaadgo centrbmeros dos
cromossomos, cromatides ou anéis dicéntricos agmirados para polos opostos da
célula durante a anafase, jA& o broto nuclear éidenaglo um marcador de
instabilidade gendémica (Stich & Rosin, 1983).

Desta forma, este trabalho consiste numa adequadacterizacao
geoquimica e na avaliacdo genotoxica de amostrasimerais cristalizados sobre
rochas presentes em drenagens de mina de canlétades no estado de Santa
Catarina, a qual possui um amplo distrito carboaifeom, aproximadamente,
1850knt.
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1.1 Problema

Segundo a ABCM (2012), sédo extraidos mais de 60edhde toneladas ao
ano de carvao no estado Catarinense, ocasionaatoleg impactos, durante sua
extracao e pos beneficiamento. Devido aos probletasionados pela mineragédo de
carvdo, € necessario avaliar e monitorar o impagmdo por esta atividade,
avaliando a real toxicologia dos distintos compedimrmados, durante e apds a
extracdo do minério, fazendo com que essa ativjddelggrande importancia, seja

mais sustentavel.

Em todo o mundo, tanto a composi¢cdo das drenagensiwh de carvao,
assim como os residuos gerados pelo beneficiantmtmesmo apresentam uma
composicdo geoquimica bem variada (Hower et all32@uispe et al., 2012;
Ribeiro et al., 2010, 2013; Saikia et al., 2014120Silva et al., 2012). Um dos
principais e mais danosos componentes quimicose destbeficiamento sdo os
materiais sulfetados extraidos junto do carvao rainEstes compostos devido a sua
composicao e, exposicdo ao intemperismo, geramma@ra das vezes, acido
sulfurico quando em contato com oxigénio e aguaha@m contaminando 0S recursos
hidricos e, como consequéncia, acabam solubilizarsdelementos dispostos nas
pilhas de rejeitos de beneficiamento do carvaoim\ssssa solubilizacéo altera as

caracteristicas fisico-quimicas dos recursos lugiitBAMA, 2006).

A avaliacdo toxicologica destes residuos é umaarfenta efetiva para
proposito de distiguir diferentes graus de danobiaemtais e a saude humana, pois
avalia os impactos desencadeados pela mineracécarmo disponibilizar solu¢des
para minimizar as problematicas ambientais exiegeatcontribuir para os processos

de reabilitagdo das &reas degradadas.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Realizar um adequado estudo geoquimico de minergigslizados sobre as
rochas presentes em aguas acidas e, posteriornobite,a avaliacdo do potencial
genotoxico. Com isso, dar-se-a inicio a diferengagdiencial toxicoldgicos, dado

que, tal como citado anteriormente, 0s composteseptes na mineracdo e utilizacao
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do carvao mineral sdo variaveis, devendo assimrmsenelhor investigados tanto

técnico como cientificamente.
1.2.2 Objetivos Especificos

Entre os principais objetivos deste projeto deattagsdo de mestrado estéo:

1) Caracterizar mineralogicamente e quimicamente aa®stras de minerais
cristalizados sobre rochas presentes em drenagemsnas de carvao, coletadas ao
longo do Rio Rocinha localizado no estado de S@atarina através do método de

Difrac&o de raio-X e PIXE;

2) Avaliar o potencial genotoxico das amostras deerais cristalizados sobre rochas
presentes em drenagens de minas de carvdo at@eisdio Cometa em linhagem
de células V79;

3) Avaliar o potencial citotoxico e mutagénico dasostras de minerais cristalizados
sobre rochas presentes em drenagens de minas vl caravés do Teste de

Micronucleos em linhagem de células V79.

1.3 JUSTIFICATIVA

O carvdo mineral é uma das rochas mais complexasttaeza, sendo que
em determinadas circunstancias alguns elementdsgiemmente raros apresentam
elevadas concentracfes, como é o caso do uramorégio, além disso, atraveés do
aumento do uso de carvdo, o impacto na saude hunerdo a exposicdo a
oligoelementos potencialmente perigosos, liberamsscursos d’agua, no transporte
e na combust&o tornou-se uma grande preocupagdes(&oGill, 1984).

No total, Santa Catarina dispde de 14 minas dedoa(ABCM, 2012).
Considerando o grande volume de rejeitos geradolsa@as hidrograficas e o meio
ambiente, ao redor destas minas de carvao, vénamisgor um processo de
degradacdo ambiental incontrolavel, pois o resigierado pelo beneficiamento de
carvao continua reagindo mesmo em minas ja seladaslo origem a um grande
desequilibrio de fauna e flora da area ao seu rétse desequilibrio é gerado pela

degradacédo do solo e formacdo das drenagens agigapor sua vez sao formadas

13



através do contato da agua com os residuos deidamefto de carvdo. Tais
drenagens estdo entre os piores impactos ambientai® estado de Santa Cataria
possui nos dias atuais, devido aos seus baixoshgiaie hidrogeniénicos de
aproximadamente 2,0. Estes efluentes se carasterimmo altamente acidos, ou
seja, acabam tornando todos os minerais presepga®siduos de beneficiamento de
carvao soluveis no mesmo, o que afeta diretamenteaursos hidricos dos rios de
Santa Catarina, que em seu fundo apresentam uméa ndanlodo altamente
poluidora devido a grandes quantidades de elem@uati@scialemtne toxicos como
As, Cd, Pb, Zn entre outros (Levandowski, 2009).

Essas e muitas outras implicacbes, exigem umadgrarecessidade de
investigar e biomonitorar o potencial genotéxice desiduos de beneficiamento de
carvao, para que possa ser possivel propor umaafdemncontencdo ou tratamento
dos mesmos, pois estes residuos de beneficiaméuatogsrados em grandes
proporcbes e acabam ocasionando um enorme debédquiliambiental
(Levandowski, 2009).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Carvao Mineral

O carvdo é um composto organico que se forma atrdeécompactacao,
durante milhares de anos, de material vegetal. Essgactacdo se da devido aos
acumulos que ocorrem em determinadas condi¢cfes,gooncexemplo: pressao e
temperatura em um ambiente anaerdbio (Figura 1l)e Bsnbiente pode ser
caracterizado como pantano ou varzea, o qual perque uma grande parte de
matéria seja acumulada e ndo totalmente decompmesidp essa matéria tanto de
caracteristica organica ou inorganica (Oliveiraakt 2012a, 2013). Este carvédo
obtido através da compactacdo é formado por umadgrgarcela de carbono,
oxigénio, enxofre, solo e outros elementos rochosssociados (Levandowski,
2009).

14



CARVAD

Figura 1 - Processo de formagé&o do carvao.

Fonte:http://geoninho.blogspot.com.br/

Os principais métodos de mineragéo de carvao nsilBradem ser separados
em dois grupos: métodos de lavra (Figura 2A) a aléerto e métodos de lavra
subterranea (Figura 2B). O primeiro grupo € essémente representado pelos
métodos de lavra em tirastiipping mining, método de lavra de descoberturra com
dragline (dragline stripping methdd métodos de lavra em bancadas/escavadeiras
(caminhdes) e método de lavra de carvdao em bloea@®ohbinacéo tratos€rape).

O segundo método o de lavra subterranea é a eodstjpelos métodos de camaras e
pilares (oom and pilla) e método de lavra de carvdo com caimento delteigwal
and shorthwall (Bullock, 1982).

subterranea (Bpanta Catarina noao
de 2014 Fonte: Autoria Propria

Figura 2 - Mineagéo a ceu aberto (A) e
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No Rio Grande do Sul, a mineragédo de carvado estéeotrada em lavras do
tipo a céu aberto e, secundariamente em subselm Santa Catarina os principais
trabalhos se desenvolvem em subsolo, dado que rmpaite da mineracdo a céu
aberto ja esgotou. Tal fato, dificulta ainda maiseeuperacdo das areas, dado que
com o passar do tempo podera haver episédios dbustdio espostanea como 0s
reportados por Dias et al., (2014), além de drangeitas.

O carvao mineral brasileiro apresenta altos tededmpurezas como sulfetos
de ferro e elevadas proporcdes de solo. Devidoltaoteor destas impurezas, o
carvdo se torna na maioria dos casos, inviavel pdrizacdo nas usinas
termoelétricas devido a dificuldade de padronizste ecarvao para que ele se
apresente dentro dos parametros de operagcdo nass.usD processo de
beneficiamento do carvéo realizado pelas carb@sifde Santa Catarina gera cerca
de 60-70% do rejeito que € disposto em depoésitabodk, 1982), muitas das vezes
ineficientes (Dias et al., 2014; Cutruneo et a).]14 Oliveira et al., 2013). De fato
mais de 300 milhdes de toneladas deste rejeitosapi@ varios niveis de
concentracdo de sulfetos e significativas quanéislade elementos potencialemnte
danosos (Jones & Gill, 1984).

2.2 O Processo de Beneficiamento do Carvao Mineral

A mineracdo carbonifera Sul Brasileira, em suaadgdindustrial, beneficia
carvao mineratun of mine(bruto) com a finalidade de produzir carvbes egiirgs

com maior poder calorifico, objetivando sua conagizacao.

O carvao apresenta uma alta gama de propriedasieasfie quimicas que
interferem na sua utilizacdo para determinadosdiamdro das industrias. As argilas e
0 quartzo séo os principais responsaveis pelassigeradas apos a combustdo dos
carvies, e tanto a pirita como a marcassita cadasngelos altos teores de enxofre
(Oliveira et al., 2012a, 2013). Para se obter e&mamais proximo do necessario a
utilizacdo em processos industriais, 0 mesmo ppssaim processo chamado de
"beneficiamento”, que prepara este material fazendm que ele atenda as
necessidades do cliente e seja constituido porrisateeo em carbono e o mais

homogéneo possivel. Desta maneira, amostras déocado retiradas diretamente
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das minas, para determinar o tratamento adequadldeye ser realizado (Finkelman
1994). Os processos de beneficiamento do carvaerahisdo classificados, de forma
geral, de acordo com a sua granulometria (Schub889), sendo organizados da
seguinte forma: (1) beneficiamento de ultrafinos ckrvdo, devido a fina
granulometria desta faixa de materiais abaixo @it (2) beneficiamento de finos
de carvao, este beneficiamento trabalha com gramit@s entre 0,1mm e 2mm; (3)
beneficiamento de grossos de carvéo sao procegsangolvem uma granulometria
entre 2mm ate 50mm e por Gultimo; (4) beneficiamegbsseiros de carvdo que
trabalham com granulometrias superiores a 50mmlyK&l Spottiswood 1982;
Cutruneo et al., 2014).

Além disso, existem trés tipos de processos deficeEmeento que podem ser
realizados nas empresas: (a) o dimensionamentdolzao por um processo de
trituracdo e peneiramento; (b) o aumento do valraduecimento, através da
remocao de cinza incombustivel e rocha por sepangagégravidade; (c) a remocao
ou controle do mineral indesejavel e de componeajqiésicos como (enxofre, sodio
e oligoelementos) por uma combinagdo de separagéoggavidade e mistura
(Cutruneo et al., 2014).

Durante todo o processo de beneficiamento, podseggrido um protocolo
padrdo para definir as etapas do procedimento defibmento de carvao e a
geracdo dos seus coprodutos e rejeitos, porém gnpritecipais impactos gerados
pelos residuos gerados durante esse processo déciaenento, € a geracdo de
drenagem de mina de carvao. As drenagens de mimardéo, sdo as principais
fontes de contaminacdo do solo e dos recursosagljuntamente com a polui¢éo
atmosférica gerada pelas particulas ultrafinas ndera queima do carvdo e do
processo beneficiamento e sdo responsaveis peta pate da poluicdo ambiental

nos estados produtores do sul do Brasil (Jonesli&19B4).
2.3 Drenagens de Mina de Carvéao (DMC)

No presente trabalho foram estudadas duas DMCafptem diretamente o
Rio Rocinha, principal formador do Rio Tubardo, 8@. Tais drenagens e rio, além
de conter elevadas concentracfes de elementosvitissce elevada carga protonica,

também contém elevadas concentracdes de compogéssams derivados do carvao
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mineral, como por exemplo os hidrocarbonetos pmiicis aromaricos (HPAs). A
principal formacao de tais drenagens é o processuxidlacdo de sulfetos, processo
este que pode ser acelerado pela movimentacao eianasolidos, caracteristicos
dos processos de lavra e beneficiamento (Oliveied. £2013; Ribeiro et al., 2010;
Saikia et al., 2014), atividades de escavacadosferde rochas que acabam alterando
as condicbes de permeabilidade do ar, facilitandmmtato do oxigénio com a

superficie do material reativo (Ritchie, 1994).

A oxidacao dos sulfetos é catalisada pot E@rocessos microbioldgicos que
atuam principalmente quando o pH atinge valoresrimfes a 3,5, onde a reacao de
acidificacdo das aguas e oxidacdo dos sulfetosc@lmente uma reacdo cinética
lenta (Ritchie, 1994; Silva et al., 2013, 2011).

1°) 2 FeS+7 O + 2 HO — 2 Fé* + 4 SQ% + 4H'(1)

o proprio ferro férrico (F€), em si um oxidante poderoso de pirita em

condicOes altamente acidas , que reage com agérigeordo com a seguinte reacao:
2°) FeS + 14 Fé' + 8 HLO — 15 Fé" + 2 SQ* + 16 H (2)

Em seguida, o ferro ferroso @F liberado na solucdo é quimicamente

oxidado em ferro férrico pelo oxigénio dissolvidegente na agua:
)VFE '+ +4H S FE +2HO  (3)

Tendo em mente as reagfes parciais 1-3, poders&decar como a reacéo

global de oxidagéao:
4°) 4 FeS+15Q +2 HO — 4 FE€" + 4 SQ*” + 4 HSQ (4)

Embora a pirita seja uma das mais citadas, quaadala sobre drenagens
acidas, varios outros sulfetos sdo encontradosegaiias de mineracao, observado

na Tabela 1.
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Tabela 1-Minerais e seus produtos apos completa oxidaEaote: www.scielo.br )

Espécies aquosas apoés

Possiveis minerais secundarios

Mineral L formados a pH neutro e apos
oxidacdo completa L
completa oxidacéo
Pirita Fe$ Fe SO, H Hidréxidos de ferro e sulfatos;
Gipsita
Marcassita FeS Fe* SO, H Hidréxidos de ferro e sulfatos;

Calcopirita CyS

Calcocita CuS

Bornita CyFeS

Arsenopirita FeAsS

Molibdenita Mo$S

Esfalerita ZnS

Galena PbS

Cobalita CoAsA

CU", Fe", SO, H'

Cd’, SQ*, H'

Ccu, Fe*, sQ?, H'

Bé AsO%, SO, H'

MoO,*, SO, H'

7, SO, H'

Ph SQ, H"

C8, AsO?, SO, H'

Gipsita
Hidroxidos de ferro e sulfatos;
Hidroxidos de cobre e carbonatos;
Gipsita
Hidréxidos de cobre e carbonatos;
Gipsita
Hidréxidos de ferro e sulfatos;
Hidréxidos de cobre e carbonatos;
Gipsita
Hidréxidos de ferro e sulfatos;
Arsenatos de ferro e célcio; Gipsita
Hidréxidos de ferro e sulfatos;
Molibdatos; Oxidos de molibdénio;
Gipsita
Hidroxidos de zinco e carbonatos;
Gipsita
Hidroxidos de chumbo; Carbonatos;
Sulfatos; Gipsita
Hidroxidos de cobalto; Carbonatos;

Arsenatos de Ferro e calcio; Gipsita

As DMCs, existentes em volumes expressivos no eddadSanta Catarina,

sdo potencialmente poluidoras dos recursos hidricegam superficiais ou

subterraneos. Entretanto, existem também contadesataturais do meio ambiente

por metais pesados, pois as diversas forma¢Oesctias podem possuir metais em

suas constituicdes, além do que, existem as coacées andmalas de diversos

minerais, que constituem as jazidas (Krebs, 2004).
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No passado, a exploracdo de carvao mineral naR2anbonifera de Santa
Catarina, era feita sem maiores cuidados com o raeibiente, com disposi¢ao
desordenada de pilhas de rejeitos sem protec@mpiaés contém em sua composicao
quimica principalmente ferro e manganés, constituige em importantes fontes de
metais pesados solubilizados (Krebs, 2004). Odtaelns desse feitos séo reflexados

hoje no alto custo para a adequada recuperac&retss carboniferas.

Além disso, havia o lancamento indiscriminado dkriesites brutos de
beneficiamento e drenagem de mina diretamente ne®< d’agua. A dgua com
grande carga de acidez e pH muito baixo, exibeadesina a ocorréncia de metais
pesados solubilizados, constituindo a DMC (Krel3420

2.4 Evaporitos

Apesar de todos os corpos d' agua na superficitester, e pequenos
aquiferos apresentarem uma parte de sais mingsaisi\ddos, sdo nas DMC, onde
encontram-se as maiores concentracoes de mindieiseate toxicos e danosos ao
ambiente. O processo de formacdo dos evaporitaseopela evaporacao da agua,
que teve contato com os residuos do beneficiantentarvdo ou, mesmo com veios
subterraneos de carvao mineral, e como consequéesia fendbmeno, os elementos
dissolvidos acabam formando minerais, através dstakizacdo sobre alguma
superficie.. Diferente de algumas formacfes de aitag no meio ambiente, esta
formacdo especialmente caracteriza-se por ser DOBEBO0 MUito mais agressivo e
com altos danos ao ambiente devido as grandesscdegalementoscom alto poder

poluidor presente nestas aguas de drenagens (B2fify),

Para que o processo de evaporacao e precipatagi@ondaterial ocorram, o
corpo de agua deve estar em um ambiente restritie a entrada de agua presente
nesse ambiente permanece por um periodo abaixexdaliguida de evaporacao
(Hogan, 2011). A figura 3 ilustra alguns pontos emmtorrem a formacdo de

evaporitos na area de estudo.
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Figura 3 - llustracéo da cristalizacdo dos evaporitos estad, drenagem de mina de

carvdo com pH 2,12, que afeta o rio Rocinha, Bdte: Autoria Prépria.

Geralmente este ambiente carateriza-se por um atab#&ido, com uma

pequena bacia e alimentado por uma entrada limitadeyua (Boggs, 2006).

Os principais grupos minerais que formam a compAosdps evaporitos séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2-Minerais e composicao quimica dos evaporitos(dzamivw.scielo.br)

Classe dos . . o
) ) Nome do Mineral Composicao Quimica
Minerais

Halite, Sylvite, Carnallite,
Cloretos Langbeinite, Polyhalite, NaCl,KCI,KMgCl;.6H,0,K;Mg,(SQy)3,K.CaMg(SQy)s.H.O,KMg(SQ,)CIL.3H,O

Kainite
Sulfetos  Anhydrite, Gypsum,Kieserite CaSQ,CasQ.2H,0,MgSQ.H,0
Dolomite, Calcite,
Carbonatos ] CaMg(CQ),, CaCQ, MgCG;
Magnesite
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2.5 Consequéncias ambientais da mineracao

Uma das principais consequéncias ambientais genaelas mineracdo de
carvao esta diretamente ligada as DMC e aos méttelbeneficiamento utilizados,
bem como as prOprias caracteristicas das camadasrd@o como alto teor de
sulfetos, baixos poder calorifero etc. No entardogrande vild que confere
abrangéncia regional aos problemas gerados pekragéo de carvao é a formacéao
da pirita e seu poliformo a marcasita (fjeSormadoras das drenagens acidas de
mina (Gothe, 1989). Cabe destacar que nas DMCosamtlos 2 grupos de minerais
por formagdo geoquimica completamente distintoshdse (1) evaporitos
anteriormente explicados e (2) precipitacdo de raigesecundarios como sulfatos,
hidoxidos de Fe, Al, Ca, Mg, Mn entre outros. Aufig 4 ilustra rochas contendo

massivas precipitacoes de minerais secundariogjeondo foi alvo na presente

dissertagao.

Figura 4 - Tipicas precipitacdes de minerais secundaribsesmchas presente nas
drenagens de mina de carvdo do estado de Santan@atendo (A) hidroxidos de
Fe majoritariamente e (B) sulfatos de Fe, Al, Clases amorfas majoritariamente.
Fonte: Autoria Propria

A figura 4A demonstra a formacéo de distintas fasegendo hidréxidos de

ferro majoritariamente. Entretanto facilmente sdepobservar que abaixo da camada
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mais avermelhada, ha a presenca de sulfatos dd,Reéa entre outros elementos, o
gue indica que o Rio Rocinha possui uma geoquisoogplexa que varia de acordo
com fatores climaticos, podendo ter distintas fas@seraldgicas sendo formadas
durante todo o ano. Isso comprova ainda mais, kh nmeeessidade de estudos
toxicologicos para os distintos compostos, afinakdubilidade destes grupos
mineraldgicos sdo completamente distintas, alémque os minerais possuem
distintas capacidades de adsorcdo de elementoscf@teente téxicos como Hg,
Cd, Pb, As, Cr, entre outros.

Afim de facilitar a demonstracdo da complexidadeqgémica da area de
DMC. A figura 5 mostra a complexibilidade geoquianite uma DMC pois nela é
possivel visualizar facilmente a diferenca entraearais formados via precipitacao e

evaporitos.

E = areas de formagao
de evaporitos

P = areas de formacgao
de precipitados

Figura 5 - Demonstragéo entre distintas formag¢des mineraddtonte: Autoria
Propria

O alto teor de enxofre piritoso no carvao Catamseeioi explicado por Gothe
(1989), constatando que nos carvdes brasileiro®fraumenta-se a concetragao
desse elemento, do sul para o norte, com cercédedl Rio Grande do Sul, e
atingindo de 3 a 8% em Santa Catarina. Gothe (1#ifla destaca o que o alto teor
de enxofre piritoso € proveniente das altas vadéesgua drenadas diretamente das
minas de carvéo, ja que cerca de 75% do carvacadin@ira rejeito.
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No entanto outros fatores como a combustdo de @aewd industrias e
termelétricas causam também graves impactos sobieatais, devido a emissdes
de material particulado e de gases poluentes patmasfera, dentre os quais se
destacam a volatilizacdo de elementos danosos oddty As e Se além do didxido

de enxofre (S@) e os 6xidos de nitrogénio (NOX).

Diversos estudos confirmam que a quantidade defenidoerado durante o
processo de combustdo de carvdo sdo maiores daa qieoutros combustiveis
fosseis (Isobeet al., 2005). Esses gases saoruspais responsaveis pela formacao
da chamada chuva &cida, que provoca a acidificdgé&olo e da agua e, constante
alteragbes na biodiversidade, entre outros impaoégsitivos, como a corrosao de
estruturas e monumentos (G6the, 1989)

2.6 Ensaios de Genotoxicidade

Os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagarn ENA produzindo al
teracBes em sua estrutura ou funcdo, danificandocepsos de reparo celular,
gerando alteracdes em estruturas cromoss6micasnda modificando processos

celulares dependentes da estabilidade genética éTal., 2000).

Os agentes genotoxicos que tem como consequéatieracido da estrutura
e funcdo da molécula de DNA sédo chamados tambéagel@es mutagénicos, pois
causam mutacdes. MutacBes sao fontes de variatgliganética de uma populagéo
sendo, portanto, fundamentais para a manutencgao das
espécies. Porém, podem causar doencas tanto maiglira como nos seus descend
entes, dependendo da quantidade, do tipo e lodal @atorrem e além disso, podem

alterar o balanco do ecossistema (Tice et al., 2000

Nas populacdes, as mutacbes podem aumentar a riogidée cancer,
doencas hereditarias e do coracdo, bem como aunaevitaléncia de patégenos. Os
compostos mutagénicos encontram-se distribuidogcmssistemas como agua, ar e
solo e sédo transferidos e acumulados através dksasatroficas, podendo causar
danos genéticos ou efeitos genotdxicos nos inddsichu nas populacdes expostas
(Tice et al., 2000).
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Desta forma, a avaliacdo do risco genotoxico de stna® de minerais
cristalizados sobre rochas presentes em drenagemirde de carvao envolvendo
estudosn vitro a partir do uso de biomarcadores de genotoxicididsicos como o
ensaio Cometa e o teste de Micronucleos, permitindapreender 0S processos
envolvidos e a interacdo das substancias quimioas & célula no intuito de
estabelecer prioridades e formas de intervencéivafeara minimizar os possiveis

efeitos genotoxicos a biota.
2.6.1 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa (EC) (“Single Cell Gel electropb®® € uma técnica
rapida e sensivel na quantificacdo de lesdes eg@atale efeitos de reparo no DNA
em células individuais de mamiferos, apresentandgunes vantagens:
permite a obtencdo de grande quantidade de dada®latas individuais, necessita
de um numero extremamente pequeno de células .0 tem grande
sensibilidade e pode ser realizado virtualmente cpralquer tipo de célula de

eucarioto (Singh et al, 1988).

Neste ensaio, as células sdo aplicadas em um gaba®se sobre uma
lamina de microscopio e a seguir lisadas e subamtad um campo elétrico em
tampao alcalino. A presenca de quebras simplés, |&fieis alcalinos erosslinks
resultantes da acdo de compostos genotoxicosa alestrutura do DNA das células,
gue normalmente esta enrolado e fortemente congmgatausando relaxamento em
partes da molécula que migra em direcdo ao poldtiymsDesta forma, apoés
aplicacdo de corantes especificos, pode-se vianadin microscopio a migracdo do
DNA, que se assemelha a um cometa (Singh et a8) 1BRyura 6).
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Figura 6 - Lamina teste de cometa em sangue de peixes.
Fonte: http://www.cetesb.sp.gov.br/

2.6.2 Teste de micronucleo

As consequéncias possiveis da presenca de agemet®xjcos no ambiente
podem ser avaliadas por meio do estudo de dan@&igmnem culturas de células,
em organismos sentinela e/ou popula¢gdes humanadécAicas citogenéticas tém
sido muito utilizadas para a determinacdo dosasfeitausados por agentes
genotoxicos presentes no ambiente no DNA de difesetinhagens celulares e
de organismos expostos. Um dos testes utilizadnsbkacdo da genotoxicidade € o

teste de Micronucleos (Vilella et al 2003)

Micronucleos sé@o pequenos corpusculos compostos puaterial
cromossOmico, apés a separacdo das cromatidesonespo mitotico dois ndcleos
sao reconstituidos, um em cada pd6lo. A membrankarué refeita ao redor destes
dois conjuntos de cromossomos, mas se um cromossaei® ou um fragmento
cromossOmico acéntrico ndo se integra ao novo ofekte também pode constituir
um pequeno nucleo individual chamado de micronag¢leenech, 2007). Desta
forma, os micronlcleos sdo estruturalmente pequenm$eos representando o
material genético que foi perdido pelo ndcleo ppak; como consequéncia de um
dano genético que pode ser causado por agentessfigjuimicos ou biologicos,
capazes de interferir no processo de ligacdo dona@seomo as fibras do fuso, ou que
possam induzir a perda de material genético. Portateste de Micronucleo detecta
a mutagénese cromossdmica em eucariotos do tipmgénese, aneugénese e danos

no fuso mitotico (Vilellaet al 2003).

Essa mutagénese cromossémica também pode seffigdelatina forma de
pontes nucleoplasmaticas que ocorrem quando osbnebs dos Cromossomos,
cromatides ou anéis dicéntricos sao tracionadas palps opostos da célula durante
a anafase (Fenech et al, 2003). A analise dessagib permite a possibilidade de

avaliar eventos de quebra/ translocacdo sem asiéads de utilizar marcadores de
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cinetécoro ou centrdmero, favorecendo uma visds mainplexa do possivel dano

cromossOmico.

Outro marcador de instabilidade genémica é o hmatdear (Stich & Rosin,
1983). A origem desta estrutura ainda ndo esta ledampente esclarecida. Acredita-
se que represente uma amplificacdo génica ou falhsistema de reparo do DNA
(Fenech, 2000), além de sugerir a capacidade muddedetectar excessos de DNA e
desencadear processos de reparacao (Fenech, B@0&yordo com Fenech (2007),
a amplificacdo génica pode corresponder a um eviemportante na resisténcia

celular a drogas e na progressao tumoral.

2.7 Biomonitoramento Ambiental na mineracgéo

A mineracdo de carvao representa uma atividaderaledg importancia a
economia regional, mas ao mesmo tempo € fontertaromacdo ambiental e riscos
ocupacionais. Em estudos de monitoramento genat@dm diferentes organismos
realizados em minas de carvdo e com o carvao e daisdos observaram-se
aumentos de danos ao DNA. Silva et al. (2000) ebsam aumento do nimero de
microndcleos (MN) e dos niveis de danos detectatmsEnsaio Cometa em
Ctenomys torquatu@uco-tuco) de regides mineradoras do estado dad@Rande do

Sul, quando comparados a regifes sem carvao.

Em relacdo a exposicédo vitro alguns trabalhos demonstraram o efeito
toxico do carvao e seus derivados em diferentésdiens celulares (Léonard et al.,
1984; Granella & Clonfero, 1992; Gu et al., 1998ei®m et al., 1993). Em estudo
realizado com trabalhadores de minas de carvaa alm¥to, bem como com aqueles
de escavacoes, foi demonstrado aumento no indicGbeleacdes cromossémicas,
troca de cromatides irmés e MN (Sram et al., 198B)bém foi observada inducéo
de aberracbes cromossOmicas, troca de cromatiés i MN em trabalhadores de
usinas termoelétricas, que utilizam o carvao coordef de energia (Srdm et al.,
1985).

Estudos realizados com em roedores selvagens @giesgattus rattus e
Mus musculysem uma area de mineracao de carvao a céu abelitgram que os
mesmos apresentaram ao final do estudo, resultpgslemonstraram a evidéncia

de que a exposicdo ao carvdo gerou lesbes elevadd3NA das células dos
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roedores. Neste estudo foram avaliados trés parmdsndiferentes de danos no DNA,
ou seja,0 indice de danos no DNA, o comprimentondpacdo e porcentagem de
células danificadas. Todos o0s parametros avaliadpsesentaram valores
estatisticamente mais elevados em ratos de areaideracdo de carvdo em

comparagao com os animais controle (Grethel e2@07)

Outros estudos de biomonitoramento ambiental guwanvi a avaliacdo
genotdxica de rejeitos de carvdo também tém apeiemesultados positivos, ou
seja, resultados que expressam danos causados AoUDN estudo realizado em
caracol terrestre da espétielix aspersaque tratou de avaliar os danos causados a
estes animais quando expostos a uma camada fingeit®s de carvdo e quando
alimentados com alfaces cultivadas em um éarea md#toses revelou que esses
caracoOis apresentaram altos danos no DNA comparaal@rupo controle que foi
alimentado apenas por alfaces organicas. Estetadesuse deu devido as grandes
concentracdes de metais pesados encontrados mi®seaje beneficiamento de
carvao (Leffa et al., 2010).

Em relacdo a estudos realizados na cobertura Vedewstas areas de
mineracéo de carvao destacam-se os trabalhos ddgdog através da utilizacdo de
uma planta chamada dgaccharis trimeramais conhecida como carqueja. Nesses
trabalhos, células V79 e de linfécitos humanosnfoexpostas ao extrato aquoso da
planta, onde se avaliou a genotoxicidade da caaquetjva exposta ao carvao e as
emissdes a partir de um usina termelétrica. Odtagis confirmaram o potencial
genotoxico do extrato aquoso BaTrimeradevido a presenca de contaminantes do
carvao absorvidos pela planta ( Menezes et al5)201

Desde os anos de 1950, globalmente existem maising® mil artigos
cientificos que reportam a composicdo geoquimicaadovoes, DMC, residuos da
mineracdo em geral, entretanto os artigos que a&stdtoxicologia de tais materiais
e ambientes, com adequadas ferramentas para cmagde n&do chegam a
cinquenta. Essa realidade proporciona uma grandeunpdade para novos estudos
na area de geoquimica toxicolégica e/ou médica.

Embora nacionalmente tenham estudos toxicologiefesentes a processos
de beneficiamento e a rejeitos de cand@aonhecimento referente a toxicidade de

material de DMC é limitado. Desta forma, o presdrabalho visa avaliar amostras
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de minerais cristalizados sobre rochas presenteBM@ coletados ao longo curso
do Rio Rocinha através de ensaios de genotoxicidade

3. METODOLOGIA
3.1. Coleta das amostras

As amostras de evaporitos, do presente traballaonfepletados no estado de
Santa Catarina em duas DMC situadas no trecho doRRcinha (Figura 7). Os
pontos de coletas foram selecionados através delamadas geograficas do local,
obtidas através de um GPS.

Dois pontos de coletas de amostras foram seleasnadprimeira DMC de
coleta do material possuia pH = 2,17 e a segund& [pdssuia pH = 2,34 (que
segundo a revisdo bibliografica realizada, propoielevadas concentragbes de
cations, anions e elementos sollveis, além de uevada condutividade elétrica.
Ambas DMC desenbocam em trechos do rio Rocinhanfromdetadas cerca de 100g
de cada amostra e no laboratério, as amostras f@raparadas para analises
posteriores, seguindo os procedimentos descritosadralhos anteriores sobre DMC
(Silva et al., 2011, 2013).
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Figura 7 - Localizacao da area de estudo contendo a drendgenina de carvao e
o rio Rocinha onde foram coletados os evaporioate: Autoria Propria

3.2 Quantificacdo dos elementos quimicos (PIXE)

Para determinacdo dos elementos inorganicos pessemts amostras foi
realizada a técnica PIXE. As amostras de Evapofiien dissolvidas em agua e
posteriormente filtradas em filtro de 0,45um deopatade. Esses filtros foram secos
em temperatura ambiente e colocados em um supmiteenior da camara de reacéo
do implantador i6nico. Durante todo o processoétdaita a pressdo no interior da
camara de reacdo foi de 10-5 mbar. Os experimdotam realizados Laboratoério
do Instituto de Fisica da Universidade Federal @o@ande do Sul (IF- UFRGS).

A cerca de 3 MV tandetron acelerador forneceu eirefde protons 2 MeV
com uma corrente média de 5 nA para o alvo .

Os raios -X produzidos nas amostras foram detest@dr um detector
germanio ( Ge ), com uma resolucdo de cerca dee¥8em 5,9 keV com alta
eficiéncia entre 3 e 100 keV. Os espectros foramlisados com o pacote de

software GUPIX e os valores foram expressos emmgy(€ampbell et al . , 2000).

3.3 Difragéao de Raio-X (DRX)

7

O objetivo desta técnica € a determinacdo semii@i@vea mineraldgica,

através das fases cristalinas presentes na amostra.

A difracdo de raio X € uma das técnicas mais amgienusadas quando se
quer estudar materiais soélidos especialmente ospqgasuam estrutura cristalina.
Essa técnica teve inicio nos meados do século XAndo se realizou experiéncias
de difracdo e reflexdo de raios-X em um materigtadino, permitindo amostrar a

natureza eletromagnética desta radiacdo (Laue,B3&gg & Bragg, 1915).

Na atualidade, a difracdo de raio-X € um avancoamdgises de materiais
sélidos, podendo ser aplicada em elementos monpobaristalinos (de cristais)
abaixo de 0,1mn, e outras partes de amostras fagmaal cristais monofasicos de
tamanho superior ao sistema monocristalino. A s@adtle XDR se emprega a

7

gualquer material cristalino, e € amplamente @il para analises de materiais
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inorganicos, orgéanicos, supercondutores, minenaiaiérias corrosivos, metais,
polimeros, detergentes, pigmentos, produtos famti@o8, ceramicas, explosivos,

etc.

Foram analisados tanto 0s minerais primarios quasmgecundarios presentes
nas amostras, mediante a técnica de Difracdo desRXaide pd cristalino,
determinando para isso as fases cristalinas pessevia um difratbmetro do tipo
Phillips PW1820 com radiacdo CwK um angulo de varredura de 2 a 60° én 2
porém apenas 0S minerais secundarios servem cofaénegia no estudo de
impactos continuos, como € o caso de areas de ataslonadas, devido as reacdes
das quais se formam. As amostras foram nomeadas Evaporitos 1 e Evaporitos
2 (Laue,1912; Bragg & Bragg, 1915).

Neste estudo, realizou-se a determinacdo quawdtatiineraldégica. As
amostras que encontravam no estado sélido e dectaspadcrocristalino, em
condicbes de temperatura ambiente. As mesmas famaelimadas com diversos
angulos durante a medicdo para obter os perfisiate glimizados para a andlise,
bem como para minimizar o efeito da orientacéoepeeicial. Foram depositadas em
um banco de um cristal orientado para evitar ooruiel fundo ocasionado por um

suporte tipo vitreo.

Para realizar o processo de interpretacdo e qicagiio foi usado o
programa HighScore Plus — Version 3.0d, baseadt#enicas de analises para DRX
de Rietveld.

3.4 Cultura Celular

Para este estudo a linhagem celular foi adquiréda laboratério de Genética
Toxicologica da Universidade Luterana do Brasil BRA). A linhagem utilizada
durante o experimento foi do tipo V79 (fibroblasties hamster chinés), a desidade
de células cultivadas para a realizacdo dos testeflx10 a cultura destas células
foi mantida a base de DMEM, suplementada com sgtad bovino (PBS) (10%), L
glutamina (0,2mg/mL), penicilina (100UI/mL) e egtt@micina (100ug\ml), mantida

a 37°C em estufa, com atmosfera umidificada e c@d2 @ 5%. O processo de
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tripsininizacgéo (tripsina a 0,15% e EDTA a 0,08%) BBS foi realizado nas células
guando as mesmas foram plaqueadas juntamente candmeultura em garrafas
para cultura celular de 25 érpara a avaliagcéo do ensaio Cometa com incubacéo de
3h.

ApoOs o tempo de plaqueamento, retirou-se a gacdfevada da incubadora
de CQ a 37C e observou-se a presenca de células utilizandgu@da de um
microscopio de luz invertida. Em seguida o meicualéura foi aspirado e as células
foram lavadas com 10 mL de DPBS, posteriormentexaesso de DPBS foi
removido, e foram adicionados 10 mL de TRIPSINA fi@ de provocar o
“deslocamento” das células do frasco de cultiva)midgeneizou-se, e o frasco foi
colocado deitado na estufa, para que a tripsineass® em contato com toda a

superficie celular, durante 5 minutos.

Apods esse periodo, foram dadas algumas batidésasao de cultura, para
gue houvesse o desprendimento das células queestav superficie do mesmo. O
volume total do frasco foi transferido para um tdédlcon com 10 mL de meio de
cultura DMEM, que inativa a acdo da tripsina. Ootdbi centrifugado durante 3
minutos a 1500 rpm e o sobrenadante foi desprezagellet de células formado foi
ressuspendido com 5 mL de DMEM. Homogeneizou-s@artex e realizou-se o
teste da viabilidade celular, para saber o totaléiglas presentes na cultura e qual o

volume de suspenséo celular necessario para saulti
3.5 Técnica da reducao do metil tetrazolio (MTT)

A técnica de MTT nada mais é que um teste quambtgiara determinar a
interrupgdo de uma funcdo bioquimica critica. Esteaio quantifica a atividade
mitocondrial, medindo-se a formacé&o de cristaifod®mazana, produto formado pela
reducdo de tetrazoliuo MTT. A reducdo de MTT ocopencipalmente na
mitocondria através da acdo da succinato desidasgemornecendo entdo uma

medida de fungc&o mitocondrial.

Apébs o periodo de incubacgéo das células de fibstidade hamster chinés
(V79), o meio de cultura foi retirado cuidadosareemts pocos foram lavados com
PBS, e em seguida, adicionou-se (l5@por poco de MTT (3-(4,5-

dimethylthiazolone-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazom bride), as placas foram incubadas
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durante um periodo de 3h em estufa a 3{BGQeira et al., 2001)Apos o termino
desta etapa o MTT foi removido, e nas placas cdetenprecipitado formado foram

adicionados imediatamente 1Q0do solvente DMSBoeira et al., 2001)

A leitura da absorbancia dos cristais formadostainente proporcionais a
quantidade de células viaveis, foi realizada waiido um leitor de ELISA com

comprimento de onda de 540 nm, como mostra a (&igur

Sal de MTT

Formazan

3 Horasde exposicso
afragdoem meio DEMEN,
semFSB,37'Ce5% deC0;

Figura 8: Fluxograma ensaio de MTT ( Fonte: Autoria Prépria)

Os testes foram realizados em duplicata e em d&gquirmalizados conforme

a formula abaixo apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Célculo de viabilidade celular

% Viabilidade Celular = Absorb. Das células das stnas- Absorb do branco
x100

Absorb de células controle positivo — Absorb danboa

3.6 Escolha das dosagens

Com base nos resultados de citotoxicidade obtidpsirér da técnica do
MTT, as dosagens escolhidas para a realizacédo si@moceCometa e do teste de

Micronucleo, foram as doses de 1 a 5 cuja a coraggd inicial partiu de 0,059 e



seguindo um processo de diluicaio em DMEM teve amsenor concentracdo em
0,00312g de amostra (Evaporitos). Os experimentanitronicleo e teste de
cometa foram realizados em duplicata para cadaeotragdo juntamente com 0s

grupos controles positivo e negativo.
3.7 Ensaio Cometa

Apds exposicdo celular de 3h utilizando diferentescentracdes das
amostras, controles positivos e negativos, o er@aineta foi realizado seguindo as
seguintes etapas: (1) as laminas foram pré-cobedias agarose; (2) as amostras
foram retiradas da placa e transferidas par@ppendorfcadaeppendoricontem ao
total 1ml (amostra + células V79 + DMEM), postemante foram pegos 80ul do
material doeppendorfe misturado com 20ul de agarosaw’ melting essa aliquota
foi misturada até ficar homogénea e distribuida laasnas; (3) as laminas foram
colocadas em solucédo de lise, onde permanecerar@4moprotegidas da luz; (4)
apos a lise as laminas foram colocadas em uma aubettendo solucao
neutralizadora, por 15 minutos; (5) em seguidanfordistribuidas em cuba de
eletroforese horizontal, sendo cobertas por soltg@péo alcalina (pH 12,6) por 20
min.; (6) a eletroforese foi realizada por 20 n@rk5 volts e uma corrente de 300
miliamperes; (7) as laminas foram lavadas com Soluteutralizadora; (8) e por
fim, foram mergulhadas em etanol 100% para a fxa@® a coloracao foi efetuada
com nitrato de prata e a visualizacdo das lamimiagélizada em microscopio 6ptico
com uma ampliacdo de 200x como mostra a (Figura(10) foram avaliadas 100
células por tratamento (25 por lamina). As céltitasneta” foram classificadas de 0
(sem lesdo) a 4 (totalmente lesadas), conformemartao da cauda em relacédo a
cabeca, gerando um valor Gnico, considerado cordimeirde danos. Este indice

podendo variar de zero (100 células x classe 0PZH400 x classe 4).
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Laminas sdo colocadas
em solu¢do de lise

Amostras Amostra em lamina
com agarose

Incubacdo em
L‘l tampéo alcalino
= pH > 13 por 20
min.

- Semleis B
Andlise das laminas Neutralizagdo Eletroforese com cormente
o microscapio fixaco e coloracao elélrica de 300 mA & 25V por
aptico com nitrato de prata 15 min

Figura 10: Fluxograma Ensaio Cometa (EC) ( Fonte: AutorigpHa)
3.8 Teste de Micronucleo

O teste de Microndcleos foi realizado seguindocait@ descrita por Fenech
(2007), com a utilizacdo da citocalasina B. Em gdade 24 pocos as células foram
semeadas e incubadas durante 24 horas. Apos agd@ds 24h das cincos doses de
Evaporitos 1 e Evaporitos 2 selecionadas atravémsesldtado do ensaio de MTT,
juntamente com o controle negativo e positivo,a®lcontendo as concentracdes e
os controles, foi lavada com DPBS e colocada noum&nem cultivo, para a
exposicdo da citocalasina B por um periodo de 2fashoApdés a adicdo da
citocalasina B, as células binucleadas podem sethones reconhecidas.
Subsequentemente, as células foram lavadas novammamt DPBS e removidas da
placa atrds do processo de tripsinizacdo. As I&ndeaMicronucleo foram feitas
pelo método da citocentrifugacdo, em seguida sacaar, fixadas e coradas com

Panotico como mostra a (Figura 11).

ST 0% ¥
Amostras Centrifuga
G

Placa de Cultura

*%

5

Laminas Centrifuga Interior

""” =

Laminas

Microscépico Optico

Figura 11: Fluxograma Micronucleo (Fonte: Autoria Propria)
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O numero total de células binucleadas com micr@wscl(BN-MN), com
brotos nucleares e com pontes nucleoplasmaticasnfdeterminadas de acordo com

os critérios definidos por Fenech (2007).

Para cada ponto experimental, as culturas foratizadas em triplicata. A
partir de cada tratamento, 1000 células binucletatasn avaliadas sob aumento de

400 vezes.

3.9 Andlise estatistica

Os procedimentos estatisticos aplicados visararastigar a existéncia de
associagao entre niveis de alteracfes nuclearisq i@ frequéncia de dano ao DNA,

micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotoeanes).

Foram realizadas duas repeticbes do ensaio Cometdo eeste de
Micronucleos com as células tratadas e controlesd® assim, foram realizadas
analises estatisticas das duas repeticdes porduodieste ndo-paramétrico Kruskal-

Walllis, com auxilio do programa GraphPad Prism 5.1.

4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na analise de DRX séo descré tabelas 3. Tanto no
Evaporitos 1 como no 2 foram encontrados melaatdrélotriquita, hematita, gipsita
e halita, poréem em proporcdes diferentes. Taisagaes se devem as naturais
desitratacées e hidratacbes dos minerais, no nmemeate, por tanto, serve para
exemplificar a complexidade da composi¢cdo minefegdglas amostras formadas
como evaporitos. Serve ainda para demonstrar anszassidade de se estudar as
variaces toxicoldgicas tanto dos carvies comoeds sub-produtos sejam eles

primarios ou secundarios em meio solidos, liqu@logasosos.
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Tabela 3

-Resultados DRX (Evaporitos 1 e 2)

Concentracdo  Concentracao Nome Férmula
(%) (%)
Evaporitos(1)  Evaporitos (2)
39 62 Melanterita  (Fe&ysZNo 4Clp 1)SOy. 7H,
O
44 29 Halotriquita FeA)(SOy)4.22H,0
04 05 Hematita FeOs
11 04 Gipsita CaS@2H,0
02 01 Halita NacCl

Classificagao

Sulfato

Sulfato
Oxido
Sulfato

Haleto

Em relagdo as analises dos elementos inorganicalsel@ 4), é possivel

destacar a presenca de Na, P, S, Cl, K, Ca, NI;rleeZn nas amostras de Evaporitos

1 e 2 comparadas as amostras do controle negasivala, um aumento significativo

de P, Ca, Fe, K nas amostras de Evaporitos 1 quemmparadas as amostras de

Evaporitos 2.

Tabela 4 -Conteudo de elementos inorganicos presente miasfhg/cm 2)

Elementos inorgénicos Controle negativo Evapotitos Evaporitos 2
Na ND 3528 + 1473 1327 +51,87
P 576,9 £ 11,52 1267 +217,8 535,6 £ 66,75
S ND 1810 £ 223 1056 + 41,93
Cl ND 12756 + 4535 6601 + 1095
K ND 1178 +312,9 683 + 8,001
Ca 25,32 £ 28,51 1162 + 468,3 610,7 £ 60,47
Cr ND 29,1 +19,88 24,48 £ 5,38
Fe 1,77 + 3,06 843,8 £ 177,5 286,1 + 86,46
Ni 0,84 + 0,95 10,54 + 4,001 553+ 1,81
Zn ND 22,89 + 6,37 11,24 + 2,37

"Diferenca significativa em

relacdo ao grupo coeti®k0,05. Teste de Kruskal-Wallis
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Os resultados de genotoxicidade das amostras derarsncristalizados
(Evaporitos 1 e 2) presentes nas rochas e drenagensinas de carvdo sdo
apresentados nas Tabelas 5 e 6. As amostras exibimapotencial genotoxico, pois
as duas dosagens com maiores concentracdes deritbg@ficapresentaram aumento
no indice de danos comparado ao grupo controletimegé<0,05 e P<0,01,
respectivamente) enquanto a maior dose do Evapa?itapresentou aumento no
indice de danos (P<0,05) comparado ao grupo centtebativo. O mesmo foi
observado para a frequéncia de danos, onde asmaseslevadas de Evaporitos 1 e
de Evaporitos 2 apresentaram valores significateraen maiores quando
comparados ao controle negativo (P<0,05).

Tabela 5Valores médios (média + desvio padrao) obtidosrtirh ensaio Cometa

Contagem em (100 células)

indice de dano Frequéncia de dano

Controle negativo 77,25 + 4,65 4400 £ 4,24
Controle positivo 224,30 + 84,30 74,33 £ 28,01
Evaporitos 1
Doses (g/ml)
0,003 125,00 + 23,24 59,25 + 6,45
0,006 150,00 + 50,77 61,25+ 16,48
0,013 206,00 + 62,40 71,25 +15,44
0,025 322,30 + 17,90 90,25 + 4,57
0,050 290,50 * 34,08 89,75+ 10,34

Evaporitos 2

Doses (g/ml)

0,003 101,00 * 24,52 45,67 + 14,01
0,006 120,30 + 22,23 52,00 + 8,00
0,013 187,80 + 60,10 68,00 + 14,94
0,025 205,50 + 45,12 76,75+ 9,91
0,050 313,5 + 25,98° 90,75+ 4,19

" Diferenca significativa em relacéo ao grupo cdetregativo com P<0,05;P<0,01

Diferenca significativa em relacdo a menor dosendemo grupo P<0,05. Teste de

38



Kruskal-Wallis.

A tabela 6 apresenta os resultados do teste de RéBmetros como a
frequéncia de MNs, de ponte nucleoplasmatica erat® Inuclear foram analisados.
De acordo com a tabela é possivel verificar quarasstras de Evaporitos nao

apresentaram efeito mutagénico quando comparadamé&ole negativo.

Tabela 6: Valores médios (média + desvio padrdo) obtidoartirmo teste de
Micronucleo

Teste de Micronucleo (1000 linfocitos binucleados)

Micronucleo Ponte nucleoplasmatica Broto nuclear
Controle negativo 5,50 £ 3,79 2,25+2,50 1,25960,
Controle positivo 16,75+ 7,50 11,00 + 4,69 1,78,96

Evaporitos 1

Doses (g/ml)

0,003 5,25 + 2,75 1,50 + 1,00 1,00 + 0,82
0,006 3,50 + 1,29 1,25 + 0,50 1,25 + 0,96
0,013 4,50 * 3,00 1,25 + 0,96 1,50 + 1,29
0,025 3,50 + 2,52 1,50 + 1,29 2,00 + 0,82
0,050 3,25+ 1,26 1,25 + 0,50 2,25+ 1,26

Evaporitos 2

Doses (g/ml)

0,003 9,75 + 8,99 2,75+ 1,50 0,75+ 0,96
0,006 6,00 + 2,58 1,75+0,5 1,25 + 0,50
0,013 4,00 +2,16 2,00 0,82 0,75+ 0,50
0,025 4,25 + 2,06 1,75 + 0,96 1,25 + 1,50
0,050 2,00+ 0,82 1,25 + 1,26 1,50 + 1,29

" Diferenca significativa em relacdo ao grupo cdetmositivo com P<0,05; **P<0,01. Teste
de KrusKal-Wallis

5. DISCUSSAO

O carvado mineral apresenta uma alta gama de fguiesdoras, como as
usinas de queima de carvao. Nestas usinas, o poodescombustado desse mineral,
libera gases e particulas que séo capazes de grenatatmosfera em quantidades
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significativas apresentando um grande potencialigot a saiude e ao meio ambiente
(Celik, 2007). Porém, é no processo de beneficitmndn carvdo mineral que é

gerado um grande volume de efluente, sendo estbosmaiores agentes poluidores
da atividade carbonifera. A composicdo quimica ededftuente é basicamente
formada por solugfes de silicatos, argilas, sufabadroxidos, éxidos, carbonatos e
sélidos amorfos, podendo atingir valores extrenwa pH que gira em torno de 2.

Essas solucdes se formam quando uma substancispeesd de maneira uniforme

em outra. O mecanismo de formacéo de solucdes depms intensidades relativas
de forcas atrativas: forcas anteriores ao proceesalissolucdo, ou seja, forcas
atrativas entre as particulas do soluto e forcaatizds entre as particulas do
solvente, bem como das for¢cas que surgem entreadicybas do soluto e do

solvente, durante o processo de dissolucdo. Desseira, fatores tais como

tamanho e carga dos ions, tamanho e polaridadendigulas, forcas dipolares e

forcas dispersivas, ligagdo de hidrogénio e tentpexradevem ser considerados na
analise e entendimento dos processos de dissotucétubilidade destas solucbes
formadas, literatura especializada quimica inoig@nnforma que a solubilidade

para todos 0s sais dos metais alcalinos decresecedada que se desce no grupo,
exceto para os fluoretos e carbonatos (Silva, 2004)

O processo de beneficiamento pode ser realizaddivéesas maneiras: por
processos de beneficiamento de ultrafinos; porsfide® carvao; por beneficiamento
de grossos de carvao; por beneficiamento grossdeosarvao e, em todos esses
processos temos a geracédo de uma grande quantielagsiduos que, com o tempo e

com contato com a agua, geram as drenagens akielas& Spottiswood,1982).

Em geral, as DMCs tém origem basicamente em alguesgdes quimicas
gque possuem como principal fonte de ativacao aag&id da pirita em meio aquoso
além de elevada carga organica deriva da composigfizal do carvao contendo
elevadas concentracfes de HPAS e outros compasgj@siaos carcinogénicos. Este
processo pode muitas vezes gerar uma grande cadatide acido sulfurico,

tornando as drenagens acidas altamente toxicas.

Além disso, estudos mostram que as drenagens agel@sn misturas
complexas que apresentam mais de 90 constituieleméntos) diferentes (Silva et
al., 2011, Saikia et al., 2014; Ribeiro et al., @0Qliveira et al., 2012b), dentre estes
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elementos estdo Oxidos, silica, hidrocarbonetosiversbs metais, que podem
apresentar potencial genotoxico e/ou mutagénis@nido alteracdes profundas nas

populacdes e ecossistemas (Wiley & Sons, 1990).

Um dos rejeitos carboniferos sdo os sulfetos derbBeenientes de solos
contaminados pela drenagem &acida do carvéo, que umeh aumento na deposicao
de metais em espécies vegetais, e estas mediaatgsomo, levam a um potencial
para genotoxicidade (Villatoro-Pulido et al., 20080 se explica em virtude de
algumas espécies vegetais serem tolerantes a raeipresentarem a propriedade de
bioacumulacdo (Clemens, 2006). Assim, através diei@aalimentar os niveis
troficos mais elevados geralmente bioacumulam asresaconcentracées de metais
até atingir niveis nocivos, tais como a capaciddeeinduzir danos ao material
genético (Wiley & Sons, 1990).

Trabalhos realizados na identificacdo dos minema@gs abundantes nos
residuos de mineracao de carvao da regido sulreziiae descrevem, em ordem de
importancia decrescente, a caulinita, 0 quartzarita e a calcita como 0s minerais
mais abundantes, comprovando os resultados obtido®cnica de DRX sdo os
resultados das transformac6es mineraldgicas estes eninerais solubilizados em

meios hiperacidos (Silva et al., 2011).

As amostras Evaporitos 1 e 2 sdo constituidasistais formados a partir da
evaporacdo da agua em contato com as rochas, qums desfria, condensa e
cristalizam os minerais. Ambas as amostras tivggeedominancia de melanterita e
halotriquita, com menores fases de gipsita, heaatihalita. Tais minerais tém sua
presenca facilmente justificada por ocorrerem empentos, pois a precipitacdo
quimica dos sais dissolvidos no meio aquoso gepasites de sulfatos e cloretos
(Silva et al., 2011).

A hematita encontrada nas amostras, apesar daivets@m pH neutro, se
origina do intemperismo do solo da regido que amtassulfeto de ferro gerado pela
vegetacdo local em ambiente redutor e por rejdikosarvao explorado. Em presenca
de pH extremamente acido, com grandes concentragdiesro trivalente e sulfatos,
ha a lixiviacdo e a concentracdo de hidroxido deofgue, ao reduzir o volume

d’agua nos rios, gera a formacao de 6xidos de temnoo a hematita. Ressalta-se que
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a hematita s6 é soluvel em agua com pH menor quen3p € o caso das DMC do
rio Rocinha.

Estudos comprovam que a melanterita ocorre em argaxstas a umidade do
ar, formando-se em ambientes préximos da superficigartir da oxidacdo de
minerais de sulfeto como a pirita e a marcasignalle outros sulfetos de ferro. A
halotriquita € um sulfato altamente hidratado dem&hio e ferro, solivel em agua,
formada pelo intemperismo e decomposicao da pargilas e outros minerais que
contenham Fe e Al. As grandes concentracfes de sammiieerais nas amostras
analisadas podem determinar que as antigas atesdatheradoras juntamente com
0 abandono das minas de carvao impactaram diretanaguela regido, gerando
minerais altamente sollveis em agua, o que fadlitaiodisponibilidade de tais
elementos ao ambiente local (Villatoro-Pulido et @009). Portanto, a acdo do
tempo e a solubilizacdo de minerais em pH &ciddbanadepositando estes
conjuntos complexos de minerais na forma de csiftaimados nas superficies de
rochas na é&rea carbonifera catarinense. Essa fé@onmaiperalogica ocorre quando a
agua é evaporada para a atmosfera, depositandmesais presentes nela, formando
assim os evaporitos encontrados nas tabelas Estl®los indicam que os evaporitos
sdo gerados sempre onde ocorrem baixo fluxo de agyae a mesma apresente
minerais dissolvidos nela (Clemens, 2006; Beyersn&rdartwig, 2008), porém a
genotoxicidade e citotoxicidade deste material deel@raves das DMC somente foi
analisada neste estudo, sendo entdo inovador eraselegimportancia para as

mineracdes de carvao a nivel global.

O ensaio cometa (EC) € um biomarcador utilizadobmmonitoramento
humano, ocupacional e ambiental, e detecta os gan@dNA induzidos por agentes
genotoxicos. Esses agentes sao distribuidos neistrea (agua, solo, ar), incluindo
regides que sofrem com o processo de beneficiantentarvao. Neste estudo, os
resultados encontrados no EC foram que as duass dosés concentradas de
Evaporitos 1 e a dose mais concentrada de Evapofitapresentaram dano
genotoxico ao DNA. Tal resultado esta de acordo atguns trabalhos previamente
reportados, que, indicam que a presenca de npEs#&los em amostras ambientais
podem apresentar potencial genotoxico em ensaio®gimos (Beyersamnn e
Hartwing, 2008).
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Na analise realizada com o intuito de identifigaairée inorganica solavel das
amostras de evaporitos 1 e 2 pela técnica PIXHdésitificada a presenca de Zn e
Cr nas duas amostras de evaporitos e o conteldadelele Fe e Cr na amostra de
evaporitos 1. Esses metais séo caracteristicassituos de drenagens acidas (Saikia
et al.,, 2014; Levandowski, 2009; Krebs, 2004), mtesacordo com 0s principais
metais encontrados em estudos realizados com ossidubeneficiamento de carvao

estdo presentes o Fe, Mn, Zn, Cu, Zn, Ni, entreos¥/illatoro-Pulido et al., 2009).

Estudos envolvendo metais pesados demonstram quenessnos sao
considerados toxicos conhecidos por induzir a gananultiplos 6érgaos, mesmo em
niveis mais baixos de exposicdo. Eles sédo claadidi& como cancerigenos para os
humanos (conhecido ou provavel) de acordo com se¢&o Ambiental dos EUA e

da Agéncia Internacional para Pesquisa sobre oeC&@bang, 1996)

Geralmente a genotoxicidade por elementos potenerdke toxicos (EPTS)
depende do modo de ocorréncia dos mesmos, e, &leapsr mecanismos indiretos
como a inibicdo do sistema maior de reparo de Di¢Aultando em instabilidade
gendmica e acumulo de mutagdes criticas, desréguldg proliferacdo celular por
inducao de vias de sinalizacdo ou inativacao déralendo crescimento tais como 0s

genes de supressao tumoral (Beyermann & Hartwi@g)20

Os ions metalicos podem agir danificando diretamm@enDNA ou levar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROSjuass interagem com uma
variedade de moléculas, incluindo, &cidos graxasrados, proteinas e o DNA,
levando subsequiente morte e/ou apoptose (Lima, &08i7).

Nas duas amostras de Evaporitos foram encontradds,BEanto na amostra
sélida via DRX, como na fracao lixiviavel estudgota PIXE. Estudos envolvendo
dano oxidativo, toxicidade e carcinogénese indupila metal avaliaram elementos
como Ni, Cu, Co, Cr, como sendo altas fontes xigittade genética devido a
geracdo de estresse oxidativo. O estresse oxidadigte resultar na ativacao de vias
de sinalizacdo celular, aumento da expressao deefatle transcricdo especificos e
citocinas inflamatérias, apoptose, efeitos genctixi e transformacédo celular
(Botchway, 1997)
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Entre os elementos quimicos presentes no carvdspciados a
genotoxicidade, os metais pesados estdo em altaermoacdes. Os metais que
destacam-se sdo o Fe, Zn, Ni e Pb, etc. O Zn apeegmtencial para formar
complexos com os oxidos de ferro e manganés (nis)ena com a matéria organica,
ou no caso dos sedimentos anaerébios, com osogjligdra os solos, o0 zinco é
fortemente absorvido as fases minerais (6xidog;asilcarbonato, particulas de
argila) (ABCM 2012).

Estudos com metais pesados como o Zn revelararasges metais quando
liberados para o meio ambiente sem qualquer tiperatamento tornam-se letais
devido a sua capacidade de formarem compostoseestfive permanecem no meio
ambiente durante varios anos (Marcantonio, 2002yOquando se encontra em
contato com o solo gesponsavel por efeitos ecologicos em invertebra@aando
lancados para o meio aquético estes dispersamrsenwor facilidade, afetando
varias cadeias alimentares, provocando reducfestaxa@s de crescimento e
reproducdo, podendo levar a eliminacdo completdidta na zona afetada. Um
outro grande problema da contaminacdo do meio ameb@or metais pesados é a
sua capacidade de bioampliacdo e de bioacumul@acéepcando, assim, efeitos
ainda mais danosos no ambiente (Marcantonio, 2005).

A amostra Evaporito 1 apresentou um potencial getad maior, pois as
duas maiores doses causaram dano ao DNA. A anuesimaporitos 1 foi coletada
em um local mais préximo a drenagem é&cida em relac@gmostra de evaporitos 2.
Na amostra de Evaporito 1, foi detectada uma m@oocentracédo de Fe e Cr na

fracdo soluvel estudada por PIXE.

Estudos comprovam que a presenca de Fe podem ringugioducdo e
acumulo de espécies reativas de oxigénio, causstoEsse oxidativo, devido a suas
propriedades fisico-quimicas ele desloca o balaagox celular para um estado pro-
oxidante, levando a uma diversidade de sintomasfolagicos, bioquimicos e
fisiol6gicos. Juntamente com o Fe, o Cr tambémsamta toxicidade o que ira
depender da forma como ele é encontrado, as fatmmagidadacdo encontradas séo:

cromo (0), cromo (Ill) e cromo (VI) (Jones,1984).

Na andlise do teste de micronucleo que foi reatizaim de estimar o
potencial mutagénico, avaliando-se a frequéncia MWNs, de pontes
nucleoplasméticas e de broto nucleares, ndo fairgrada diferenca estatisticamente
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significativa nas amostras de evaporitos quandopeoagla ao grupo controle.
Assim, potencial mutagénico ndo é caracteristicstageamostras de evaporitos,
apesar de serem mais sollveis em agua e contegaimsatlementos considerados

altamente téxicos como o Al, Cu e o Cr.

Desta forma, estes elementos e 0s metais pesagiEngs quando dispostos
em lugares &cidos formam diversos elementos segdasdéomo a maioria dos
sulfetos e hidréxidos, tornando assim estas ansodgaEvaporitos, genotoxicas, ou
seja,substancias que sdo capazes de induzir alteragbasaterial genético de

organismos a elas expostos.

Estudos envolvendo efluentes de drenagens acida®ndéraram que a
exposicao do solo e recursos hidricos a esse mlateritaminado levaram ao risco
de contaminacgdo dos vegetais plantados no solenpdodevar a danos causados ao
DNA e risco a saude humana caso esses vegetams sejisumidos (Beyersmann,
2008). Outros trabalhos também apresentaram quespaereas de vegetais
comestiveis irrigados por essas aguas contaminamasmetais apresentaram ser

potencialmente genotoxicos a saude humana (Videfadidoet d.2009).

6. CONCLUSAO

Neste estudo foi observado aumento de danos ao A ensaio Cometa
induzido pelas amostras de Evaporitos 1 e 2 enlasélir9. Esse aumento de dano
foi relacionado com o conteddo destas amostrassgoeformadas por minerais
cristalizados (evaporitos) sobre rochas presentas DMC que apresentaram
potencial genotéxico. Este trabalho também fornecieléncias da presenca de
compostos inorganicos nestas amostras coletadaBM@ que impactam o0 rio
Rocinha (SC), apresentando a amostra de Evapdritos conteado mais elevado de

EPTs se comparado a amostra Evaporito 2.

Este trabalho foi o primeiro a investigar o potahgenotoxico deste tipo de
amostra ambiental, mostrando a importancia de sezahzados outros ensaios para
avaliar a toxicidade de amostras provenientes defioeamento do carvdo mineral,
afim de demonstrar a real toxicidade dos multiptosnpostos formados nesse

complexo ambiente.
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