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tarde, assassinada pela experiência.” 
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RESUMO 

 

O ensaio Salmonella/microssoma tem sido cada vez mais empregado, como 

biomarcador, para avaliar a qualidade de compartimentos ambientais, sendo importante para o 

diagnóstico de alterações precoces no DNA. Diversas fontes poluidoras têm produzido e 

liberado cada vez mais resíduos de produtos tóxicos para o ambiente, dentre eles os metais 

pesados. No solo, alguns metais, em baixas concentrações, são essenciais para os seres vivos. 

Contudo, em quantidades excessivas, eles podem causar efeitos mutagênicos, carcinogênicos 

e/ou teratogênicos para a biota presente. Para avaliar o grau de contaminação, a utilização de 

áreas de referência se constitui uma importante ferramenta na comparação entre ambientes 

poluídos e não-poluídos. O presente estudo tem como objetivo buscar áreas de referência para 

diagnóstico da presença de substâncias mutagênicas de origem inorgânica (metais pesados) 

em amostras de solo. Duas áreas adjacentes a locais com estudos prévios de contaminação por 

substâncias mutagênicas foram selecionadas: a mata ciliar do Rio Jacuí à montante de uma 

usina termelétrica a carvão (SÃO JERÔNIMO) e um campo próximo a um sítio contaminado 

por preservantes de madeira (TRIUNFO), além de uma terceira área, localizada dentro de uma 

unidade de conservação, sem um histórico de contaminação (ITAPUÃ, Viamão), no Rio 

Grande do Sul. Empregou-se o ensaio Salmonella/microssoma, método de microssuspensão, 

utilizando linhagens que detectam substituição de pares de bases (TA100) e erro no quadro de 

leitura (TA98 e TA97a) do DNA, em presença e ausência de metabolização hepática de ratos 

(fração S9). Analisaram-se extratos da fração lixiviada (pH 4,93 ± 0,05), buscando avaliar 

respostas mutagênicas a partir de metais pesados. A área de TRIUNFO apresentou respostas 

mutagênicas indiretas para a fração lixiviada e caracterização química similares ao sítio 

contaminado por preservantes de madeira. No entanto, a prevalência de resultados negativos 

para SÃO JERÔNIMO e ITAPUÃ sugere a utilização desses dois locais como referência para 

solos sob suspeita de contaminação por metais pesados, em áreas que apresentem 

características biogeoquímicas ou ocupacionais similares. Dessa forma, associando a 

caracterização química com as respostas negativas para mutagenicidade, é possível contribuir 

na triagem e na definição de valores referenciais de mutagênese e de concentração de metais 

pesados nos solos no Sul do Brasil. 

 

Palavras-chave: Áreas de referência, metais pesados, Salmonella/microssoma, mutagênese. 
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INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, tem-se empregado cada vez mais o ensaio Salmonella/microssoma, 

como biomarcador, para avaliar a qualidade de compartimentos ambientais, como ar, água, 

sedimento e solo. Esse método tem sensibilidade, a ponto de diagnosticar precocemente 

fontes de agentes agressivos ao DNA, definindo riscos potenciais a organismos de diferentes 

ecossistemas, incluindo o homem (SHEN, 2003; OHE et al., 2004; WHITE & CLAXTON, 

2004). A presença desses agentes contaminantes com comprovada ação mutagênica de origem 

antrópica no ambiente acarreta preocupação crescente quanto à sua origem, identificação, 

distribuição, interações nos ecossistemas e impacto nos seres vivos. A mobilidade, as 

concentrações e as transformações das substâncias nos diferentes compartimentos ambientais 

são definidas por suas propriedades físico-químicas, pelas propriedades físicas, químicas e 

biológicas do ecossistema e pelas fontes e descargas existentes. O diagnóstico dos efeitos 

sobre os organismos deve levar em consideração a natureza complexa dos estressores e as 

múltiplas rotas de exposição (REEVE, 2006). 

A avaliação da atividade mutagênica de poluentes ambientais é uma etapa importante 

no diagnóstico de alterações ambientais precoces (VARGAS et al., 2001; VARGAS, 2003; 

CORONAS et al., 2008). Os bioensaios, empregando microorganismos, para medir 

mutagênese de substâncias químicas, avaliam a sua ação diretamente no material genético, 

permitindo associar efeitos para diferentes organismos. O ensaio Salmonella/microssoma 

utiliza linhagens bacterianas específicas para diagnosticar a natureza da ação mutagênica 

molecular, possibilitando, ainda, associar a fração de metabolização hepática P-450 de ratos in 

vitro, estimando os efeitos genotóxicos indiretos para organismos superiores. Estudos 

associando o fracionamento químico de amostras ambientais, como o material particulado do 

ar, amostras de água e sedimento de rios, além de solos contaminados, têm permitido 

diagnosticar o tipo de evento gerado por grupos químicos presentes na mistura (VARGAS et 

al., 1995; 2001; 2003; TAGLIARI et al., 2004; HORN et al., 2004; CARDOZO et al., 2006; 

PEREIRA et al., 2007), em consonância com a literatura internacional (OHE et al., 2004; 

WHITE & CLAXTON, 2004). Sem sombra de dúvida, o ensaio Salmonella/microssoma é o 

mais empregado em pesquisas de Mutagênese Ambiental, particularmente para as análises de 

misturas complexas em amostras de rios e particulados atmosféricos (CLAXTON, 1983; 

ALFHEIM et al., 1984; KIER et al., 1986; LEWTAS, 1988; WATERS et al., 1990; 

DeMARINI, 1991; LEWTAS et al., 1992; VARGAS et al., 1993; DeMARINI, 1994; 

CLAXTON, 1997; DeMARINI, 1998; CLAXTON & GEORGE, 2002; VARGAS, 2003), 
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embora um menor número de trabalhos seja relacionado a amostras de solo (DONNELLY et 

al., 1988, 1991, 1993, 1995; McDANIELS et al., 1993; HUGHES et al., 1998).  

Uma conseqüência da industrialização é a possibilidade de geração e de liberação de 

resíduos de produtos tóxicos, mutagênicos, carcinogênicos e/ou teratogênicos no ecossistema. 

Embora muitos desses resíduos sejam liberados na atmosfera e na hidrosfera, uma boa parte 

do descarte em solos, seja intencional seja acidentalmente, contribui para a contaminação 

direta da superfície desse compartimento e dos aqüíferos subterrâneos (WHITE & 

CLAXTON, 2004; SILVA-JUNIOR & VARGAS, 2008).  

Além da contaminação pontual do solo, poluentes liberados para a atmosfera 

eventualmente podem ser acumulados na camada superficial desse compartimento, de acordo 

com as rotas de dispersão atmosférica de determinadas fontes poluidoras. Por esse motivo, 

mesmo para áreas sem um histórico de contaminação evidente, é necessário que a superfície 

do solo seja monitorada ambientalmente, a fim de avaliar a poluição de mutágenos e de 

carcinógenos que possam se acumular nesse local (WATANABE, 2008). Uma parte 

significativa da liberação dos compostos químicos no ambiente tem por destino final a 

superfície do solo (COURTY et al., 2008), sendo que a maior parte dos contaminantes com 

comprovada ação mutagênica, que atinge o solo, acumula-se na sua camada mais superior 

(EDENHANDER et al., 2000). Inclusive, é nessa mesma camada que grande parte das 

atividades biológicas ocorre, aumentando a interação do mutágeno com a biota presente.   

O solo, por sua vez, é um meio dinâmico e complexo que se constitui de um agregado 

de minerais e de matéria orgânica, produzido por uma combinação complexa de processos 

físicos, químicos e biológicos (DONNELLY et al., 1994; WINERGARDNER, 1995), sendo 

suas propriedades espaciais e temporariamente variáveis, dependentes dos efeitos combinados 

do clima, da atividade biológica, da topografia e da composição mineralógica da rocha-mãe 

(BRADY, 1974 & WINEGARDNER, 1995). Modificações na textura do solo, conteúdo de 

água, natureza e quantidade de matéria orgânica e um conjunto de outras variáveis, como 

consistência, porosidade, permeabilidade, compressibilidade, estado de oxidação, forma e 

carga da partícula e capacidade de mudança de carga, resultam em uma variação das 

propriedades físico-químicas atuantes em cada tipo de solo (DRAGUN, 1998).  

O solo, dessa forma, apresenta características ímpares, diferindo dos outros 

compartimentos ambientais, no que diz respeito à retenção de poluentes, à medida que 

inexiste um deslocamento contínuo, podendo acarretar o aumento do tempo de permanência 

dos contaminantes em nível local (SILVA-JÚNIOR & VARGAS, 2007). Todas essas 

considerações são importantes, uma vez que diferenças no tipo do solo podem produzir 
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efeitos ambientais sinérgicos e aumentar a genotoxicidade a partir dos poluentes presentes. A 

argila, por exemplo, tendo carga negativa, tem capacidade de reter íons com cargas positivas, 

principalmente, compostos inorgânicos, como os metais pesados e, quando estes são 

acumulados em quantidades expressivas, podem ser tóxicos para a biota presente (WHITE & 

CLAXTON, 2004). A argila e a matéria orgânica são importantes componentes do solo, tendo 

o papel de adsorver contaminantes inorgânicos, alterando a toxicidade, uma vez que reduzem 

a biodisponibilidade e o risco de exposição aos xenobióticos no ecossistema (DONNELLY et 

al., 1994). 

Entre os compostos inorgânicos com atividade mutagênica comprovada estão algumas 

espécies de metais pesados. Esse grupo de compostos compreende elementos com número 

atômico entre 21 (Escândio) e 84 (Polônio), incluindo o Alumínio, o Selênio e o Arsênio 

(números atômicos 13, 33 e 34, respectivamente) (SCHNOOR, 1996). Eles ocorrem em 

ambientes naturais em baixas concentrações e muitos são essenciais para os seres vivos; em 

quantidades excessivas, contudo, podem-se transformar em agentes tóxicos, mutagênicos, 

carcinogênicos e/ou teratogênicos (TSALEV & ZAPRIANOV, 1984; WONG, 1988; 

ROSSMAN et al., 1991;). Ainda, apresentam risco de exposição à saúde humana e ao meio 

ambiente, quando em espécies biodisponíveis, não só por sua estrutura química, mas também 

dependente do somatório de suas concentrações (PICHTEL et al., 1998). Fontes de metais 

pesados podem ser emitidas pela poeira da atmosfera, resíduos de efluentes industriais, 

fertilizantes, mineração e por outros resíduos de materiais despejados no solo (FERGUSSON, 

1990; WESP et al., 2000; ESTEVE-NÚÑES et al., 2001; GILMORE, 2001). Além disso, 

diminuem sua concentração à medida que aumenta a profundidade do solo (LAGERWERFF 

& SPECHT, 1970; PATERSON et al., 1996; SUTHERLAND & TOLOSA, 2001). Os metais 

pesados são analisados em água bruta ou solubilizados de amostras sólidas, associados à 

caracterização das frações biodisponíveis de interesse na área (SILVA JÚNIOR & VARGAS, 

2007). A interação íon metal-DNA tem sido amplamente investigada, no que diz respeito à 

indução de danos ao material genético. Há quatro locais em potencial para os metais se 

associarem ao DNA: 1) na carga negativa dos átomos de oxigênio do grupo fosfato, (2) na 

hidroxila da ribose, (3) nas bases nitrogenadas e (4) na base exocíclica dos grupos ceto. No 

entanto, a maioria dos metais de transição interage com mais de dois diferentes sítios e suas 

interações com o DNA se tornam, portanto, mais complexas (OLIVEIRA, 2008). 

Sendo assim, com a presença crescente e contínua de fontes poluidoras, torna-se cada 

vez mais difícil encontrar locais livres de contaminação antrópica, como áreas preservadas e 

isoladas de atividade humanas. Esses locais, denominados de áreas de referência, contribuem 
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para o diagnóstico de sítios contaminados. Para selecionar essas áreas de referência, é 

necessário considerar, além das características físicas da região, como geologia, composição 

do solo, dispersão atmosférica, hidrologia e relevo, o seu grau de isolamento e de preservação, 

quanto à influência antrópica direta ou indireta. Além disso, associar as informações obtidas 

por intermédio das frações químicas das amostras, com comprovado potencial mutagênico, 

aos ensaios de mutagenidade é fundamental para definir valores referencias para 

contaminantes inorgânicos, como os metais pesados, em amostras de solo. Esses dados, 

portanto, podem servir de parâmetro para sítios contaminados em condições similares.   

Alguns autores tentam classificar áreas amostradas para a mutagenicidade no solo em 

três categorias: (1) industriais, (2) urbanas/suburbanas e (3) áreas agricultáveis/rurais, 

existindo uma diferença significativa entre cada uma dessas categorias e suas respectivas 

respostas mutagênicas (WHITE & CLAXTON, 2004); outro estudo dividiu em cinco 

categorias (1) áreas industriais, (2) áreas urbanas, (3) áreas suburbanas, (4) solos 

agricultáveis, com interferência de contaminação química e biológica, pesticidas, fertilizantes 

e (5) áreas naturais e florestais, as quais não deveriam estar contaminadas. No entanto, essa 

última categoria pode-se submeter a outras fontes de contaminação, como dispersão 

atmosférica, transferência de água por enchentes ou resíduos dispersos (COURTY et al., 

2008).  

O presente estudo tem como objetivo buscar áreas de referência para diagnóstico da 

presença de substâncias mutagênicas de origem inorgânica (metais pesados) em amostras de 

solo, realizando a caracterização química dos metais pesados e relacionando-a com as 

respostas mutagênicas dos ensaios biológicos realizados. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

ÁREAS DE ESTUDO 

  

Três potenciais áreas de referência foram avaliadas: duas próximas a locais com 

estudos prévios de contaminação: 1- mata ciliar do Rio Jacuí à montante de uma usina 

termelétrica a carvão (SÃO JERÔNIMO, RS), com coordenadas 29º 57’ 31’’S e 51º 45’ 

34’’O, com distância entre os pontos de 2,74 Km (SILVA-JUNIOR & VARGAS, 2007); 2- 

campo próximo a sítio contaminado por preservantes de madeira, próximo ao Rio Taquari 

(TRIUNFO, RS), com coordenadas 29º 52’ 19’’S e 51º 42’ 48’’O, separados por 1,2 Km 

(processo licenciatório da FEPAM); 3- localizada dentro de uma unidade de conservação, sem 

um histórico de contaminação (ITAPUÃ), localizada em VIAMÃO, RS, com coordenadas 30º 

20’ 10’’S e 51º 02’ 02’’ O, no Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

AMOSTRAS DE SOLO 

  

As amostras de solo foram coletadas em outubro de 2007 (TRIUNFO, RS), em 

novembro de 2007 (SÃO JERÔNIMO, RS) e em junho de 2008 (ITAPUÃ) a uma 

profundidade de 0 a 20 cm, sendo o excesso de resíduos vegetais removido. As amostras 

foram coletas com espátulas de inox e acondicionadas a 4ºC em frascos de vidros, protegidos 

da luz.  

 

PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 
 

 

No laboratório, o solo coletado foi seco à temperatura ambiente e protegido da luz. 

Posteriormente, peneirado em malha de 2.0 mm e acondicionado, imediatamente, a 4ºC até a 

extração (protegido da luz). 

 

EXTRAÇÃO DA FRAÇÃO INORGÂNICA (LIXIVIADA) 

 

As amostras de solo foram submetidas ao procedimento de mesa agitadora (shaker), 

com rotação de 115 rpm a 20ºC, por 24 horas, em solução de 5,7 mL de ácido acético p.a. 

(SILVA-JUNIOR & VARGAS, 2007) e 64,3 mL de hidróxido de sódio 1,0 M p.a., 
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preparadas em 1000 mL de água deionizada (pH 4,93 ± 0,05); a proporção de solo e de 

solvente foi de 1:2, g/mL de acordo com os padrões brasileiros (NBR 10005) (ABNT, 2004) 

ou água destilada (seguindo os mesmos procedimentos) e, então, centrifugadas a 13.000 x g 

por 15 minutos a 4ºC, filtradas (0,45 µm Millipore), a fim de extrair metais pesados a partir da 

fração lixiviada. O extrato foi armazenado a 4ºC por até 24 horas para avaliação de 

mutagenicidade. 

 
 
QUANTIFICAÇÃO DOS METAIS 
 
 

A quantificação dos metais em extrato ácido (Mn, Fe, Al, Zn, Cu, Cd, Pb, Cr e Ni) foi 

realizada por plasma acoplado ao espectrômetro de emissão óptica (ICP – OES). As 

determinações dos metais foram realizadas no Laboratório de Solos, Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, Brasil, de acordo com a metodologia recomendada por EPA (EPA, 2007). 

 

ENSAIO DE MUTAGENICIDADE  

 

Foi empregado o ensaio Salmonella/microssoma, método de microssuspensão (KADO 

et al., 1983; UMBUZEIRO & VARGAS, 2003), utilizando linhagens da bactéria Salmonella 

typhimurium, auxotróficas para histidina (histidina-dependentes), incapazes de crescer em 

meio mínimo, a menos que ocorram mutações que restaurem a síntese desse aminoácido. A 

freqüência de mutação reversa é facilmente medida pela contagem de colônias que crescem 

em meio mínimo após a exposição de uma população de células a um agente mutagênico. 

Muitas linhagens foram construídas para detectar diversos tipos de mutações reversas, como 

substituição de pares de bases (TA100) e erro no quadro de leitura (TA98 e TA97a) do DNA, 

além de apresentarem sensibilidade a metais pesados (TA97a) (PAGANO & ZUGER, 1992). 

Os ensaios foram realizados em presença e em ausência de fração microssomal de fígado de 

rato (P-450), com adição de cofatores (S9 mix) (MARON & AMES, 1983).  

Para cada amostra, o extrato da fração lixiviada (solução ácida pH 4,93 ± 0,05) foi 

analisado em seis diferentes dosagens: 25, 50, 75, 100, 150, 200 mg equivalentes de solo, em 

duplicatas.  Nos diferentes ensaios, foram utilizados controles negativos (100 µl de meio 

nutritivo líquido e 100 µl de solução de ácido acético, pH 4,93 ± 0,05, para o extrato da fração 

lixiviada) e controles positivos específicos para cada linhagem (25 µl de 2AF para TA98, 
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TA97a e TA100 na presença de fração S9 mix; 25 µl de 4NQO para TA98 e TA97a, 50 µl de 

AZS para TA100, na ausência de fração S9 mix).  

As diferentes dosagens das amostras e controles foram incubadas com 100 μl da 

linhagem teste em cultura overnight em presença de 100 μl de S9 mix, com a finalidade de 

avaliar a resposta mutagênica indireta, ou 100 μl de tampão fosfato 0,1 M (ausência de 

ativação metabólica), a fim de avaliar a resposta mutagênica direta. Após 90 minutos de 

incubação a 37ºC, o conteúdo foi espalhado em ágar de superfície, contendo traços de biotina 

e de histidina, e semeado em Placa de Petri. Estas foram incubadas a 37ºC por 72h, sendo, 

após, contado o número de colônias revertentes por placa.  

Para o ensaio de citotoxicidade, foi realizado um teste de sobrevivência celular, tendo 

como padrão a linhagem TA98 (cultura de bactérias + S9 mix ou tampão fosfato (0,1M) + 

solvente ou extrato). A solução de teste foi diluída na concentração de 1-2x102 células, 

semeada em placa com meio ágar nutriente e incubada por 72h a 37ºC. As amostras que 

apresentaram um percentual inferior a 60% de sobrevivência das células em, pelo menos, uma 

das dosagens, foram consideradas citotóxicas, quando comparadas com o controle negativo. 

A significância da curva dose-resposta para mutagênese foi avaliada no software 

SALANAL (Salmonella Assay Analysis, versão 1.0 of Research Triangle Institute, RTP, 

Carolina do Norte, USA), priorizando a regressão linear dos dados obtidos e estimando o 

valor de revertentes por grama de solo analisado (BERNSTEIN et al., 1982). A resposta deve 

ser considerada mutagênica quando a regressão apresentar positividade significante e se, em 

pelo menos uma dosagem, for observado o dobro dos valores de mutagênese espontâneos. Se 

apenas um desses critérios for detectado, a resposta deve ser considerada indicativa.  
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RESULTADOS  

 

Os resultados estão sumarizados nas Figuras 1 e 2 e nas Tabelas 1 - 4. As médias e os 

desvios padrões, em revertentes por placa, observados nos ensaios para os controles negativos 

(TA98 +S9: 37,83 ± 10,41; TA98 -S9: 41,83 ± 1,19; TA100 +S9: 227,83 ± 38; TA100 – S9: 

213,33 ± 36,47; TA97a +S9: 152,16 ± 32,52; TA97a –S9: 162,33 ± 32,62) e positivos (TA98 

+S9: 2AF, 652,83 ± 575,44; TA98 – S9: 4NQO, 823 ± 557,24; TA100 +S9: 2AF, 679,66 ± 

659,90; TA100 – S9: AZS, 686,33 ± 424,93; TA97a +S9: 2AF 239,16 ± 157,34; TA97a –S9: 

4NQO, 735,33 ± 579,12) estiveram dentro do histórico do laboratório.  

Do total dos bioensaios realizados, foi possível observar apenas um resultado 

indicativo para mutagenicidade (TA97a +S9) (Tabela 1), embora o índice de mutagênese 

tenha sido baixo para essa linhagem (0,99 – 1,31) (Tabela 3), e outro para citotoxicidade 

(+S9), apresentando menor taxa de sobrevivência (44%) em relação ao controle negativo 

(Figura 2), ambos para Triunfo, RS. Nas duas outras áreas (São Jerônimo e Itapuã), houve 

uma prevalência de 100% de respostas negativas para mutagenicidade e citotoxicidade. 

Somando os resultados das três amostras tanto para citotoxicidade quanto para 

mutagenicidade (São Jerônimo, Triunfo e Itapuã), foi encontrada uma prevalência de 92% de 

respostas negativas. Além disso, os valores encontrados para a resposta mutagênica de duas 

áreas potencialmente de referência (São Jerônimo; Triunfo) foram comparados com os valores 

de seus respectivos sítios contaminados (Sítio 1; Sítio 2). De acordo com a Figura 1 – para o 

sítio contaminado de São Jerônimo (Sítio 1)–, observaram-se respostas positivas para 

mutagenicidade tanto na presença quanto na ausência de fração S9 mix para todas as 

linhagens testadas (SILVA-JÚNIOR, 2008); em contrapartida, para a Área de Referência de 

São Jerônimo, houve uma prevalência de 100% dos resultados negativos. Já comparando a 

Área de Referência de Triunfo com o Sítio 2 (Tabela 1), foram encontradas respostas 

indicativas para mutagenicidade apenas em relação à linhagem TA97a (+S9), para ambos os 

locais. Embora a resposta indicativa tenha sido mais expressiva para o Sítio 2 (168 revertentes 

por grama de solo seco) do que em relação ao local de referência de Triunfo (131 revertentes 

por grama de solo seco), a ordem de grandeza foi similar. 

Considerando a análise química de nove metais (Tabela 4), a comparação da Área de 

Referência de São Jerônimo com seu respectivo sítio contaminado foi realizada. Assim, no 

Sítio 1, foram constatadas maiores concentrações relativas para quatro metais (Al, Fe, Pb e 

Cd), além de apresentarem valores detectáveis para todos os nove metais analisados. Já para a 

Área de Referência de São Jerônimo, dois metais não foram detectados (Fe e Pb). Ainda, o 
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mesmo local apresentou uma concentração elevada de manganês, comparada ao seu 

respectivo sítio (22,4 e 0,865 mg/Kg equivalente de solo seco). Devido à alta concentração 

relativa do manganês nessa área de referência, o somatório das concentrações de metais 

analisados mostrou-se superior em relação ao Sítio 1. Já para a comparação dos dados de 

Triunfo, RS, dos nove metais, cinco não foram detectados na Área de Referência (Cr, Cu, Pb, 

Cd e Ni). Além disso, no Sítio 2, foram observadas concentrações superiores relativas para 

dois metais (Mn e Cu). No entanto, para a Área de Referência, o Zinco, o Ferro e o Alumínio 

apresentaram valores superiores relativos, sendo que, para essa mesma área, o somatório total 

das concentrações dos metais mostrou-se superior em relação ao Sítio 2. Para a Área de 

Referência de Itapuã, foram encontrados níveis detectáveis (mg/Kg solo seco) para quatro 

metais (Zn, Fe, Mn e Al), relacionando as concentrações desses metais à ausência de respostas 

mutagênicas para todas as linhagens avaliadas. (Tabela 2). 
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Figura 1: Comparação das Respostas Mutagênicas para Extrato Lixiviado (São 

Jerônimo e Sítio 1)  

SÃO JERÔNIMO: Área de Referência 

SÍTIO 1: Média de valores de uma área contaminada por carvão. 
1: respostas positivas para mutagenicidade. 

N: resultado negativo para mutagenicidade.  

As médias e desvios padrões de revertentes por placa dos controles negativos e positivos estiveram 

dentro do histórico do laboratório. 
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Tabela 1: Comparação das Respostas Mutagênicas para Extrato Lixiviado (Triunfo e 

Sítio 2). 

      Linhagem de 

 S. typhimurium 
                  Triunfo                Sítio 2 

               TA98 +S9                       N                  N 

               TA98 –S9                       N                  N 

             TA100 +S9                       N                  N 

             TA100 –S9                       N                  N 

             TA97a +S9                     1312                1682 

              TA97a -S9                       N                  N 

 

TRIUNFO: Área de referência. 

SÍTIO 2: Valores de uma área contaminada por preservantes de madeira. 
2: indicativo para mutagenicidade; os valores estão apresentados em revertentes/g de solo seco. 

N: resultado negativo para mutagenicidade. 

As médias e desvios padrões de revertentes por placa dos controles negativos e positivos estiveram 

dentro do histórico do laboratório. 

 

Tabela 2: Comparação das Respostas Mutagênicas para Extrato Lixiviado (Itapuã). 

      Linhagem de 

 S. typhimurium 
                  Itapuã 

              TA98 +S9                       N 

              TA98 –S9                       N 

              TA100 +S9                       N 

              TA100 –S9                       N 

              TA97a +S9                       N 

              TA97a -S9                       N 

 

ITAPUÃ: Área de referência. 

N: resultado negativo para mutagenicidade. 

As médias e desvios padrões de revertentes por placa dos controles negativos e positivos estiveram 

dentro do histórico do laboratório. 
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Tabela 3: Índice de Mutagênese (IM) das Áreas Avaliadas para Referência 

SÃO JERÔNIMO 

Linhagem 25 mg 50 mg 75 mg 100 mg 150 mg 200 mg 

TA98+S9 1,08 1,06 0,91 1,18 0,79 0,70 

TA98-S9 1,14 0,77 1,15 1,16 1,11 1,15 

TA100+S9 0,80 0,85 0,82 0,90 0,98 1,04 

TA100-S9 0,95 1,05 0,97 1,15 0,89 0,90 

TA97a+S9 1,01 0,88 0,83 0,82 0,81 0,57 

TA97a-S9 1,14 1,17 1,01 0,88 0,72 0,87 

TRIUNFO 

TA98+S9 0,87 0,75 0,98 0,84 0,75 0,98 

TA98-S9 0,92 1,09 0,87 1,11 0,82 0,98 

TA100+S9 1,14 1,05 1,09 0,98 0,96 0,92 

TA100-S9 1,06 1,05 1,00 1,02 1,16 0,95 

TA97a+S9 1,15 1,15 1,07 0,99 1,21 1,31 

TA97a-S9 1,00 1,01 1,20 1,06 1,04 1,08 

ITAPUÃ 

TA98+S9 1,34 1,23 1,34 1,34 1,16 1,22 

TA98-S9 0,63 0,73 0,75 0,87 0,75 0,59 

TA100+S9 1,06 0,99 0,98 1,05 1,03 0,94 

TA100-S9 1,23 1,17 1,19 1,07 1,36 1,02 

TA97a+S9 1,18 1,25 1,23 1,25 1,28 1,29 

TA97a-S9 1,18 1,07 1,00 1,17 1,10 0,96 

IM: razão dos revertentes de cada dosagem/revertentes do controle negativo (solvente 

ácido pH 4,93 ± 0,05). 

As seis dosagens avaliadas foram: 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mg equivalentes de solo seco. 
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Figura 2: Citotoxicidade para a Linhagem TA98 de Salmonella typhimurium em Fração 

Lixiviada.  

A amostra é considerada citotóxica quando o percentual de sobrevivência das células for inferior a 

60% em, pelo menos, uma das dosagens, comparadas com o controle negativo.   
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Tabela 4: Concentração de nove metais, submetidos à extração lixiviada (pH = 4,93 ± 

0,05). 

      Metais 
     São 

Jerônimo 
      Sítio 1      Triunfo       Sítio 2       Itapuã 

Zinco    0,640 0,390 0,600 0,450        0,200 

Ferro     ND 0,520 1,050 ND        0,060 

Manganês   22,400 0,865 0,150 0,3        0,500 

Alumínio    1,360 3,975 3,750 1,950        0,400 

Cromo    0,020 0,012 ND ND ND 

Cobre    0,138 0,084 ND 0,045 ND 

Chumbo     ND 0,020 ND ND ND 

Cádmio    0,008 0,017 ND ND ND 

Níquel    0,058 0,030 ND ND ND 

Somatório das 

Concentrações 
  24,624 5,913 5,550 2,745 1,160 

1mg/Kg equivalente de solo; ND: não-detectado. 

Níveis de Detecção dos metais por ICP – OES (Zn: 0,02; Fe: 0,04; Mn: 0,03; Al: 0,08; Cr: 0,004;  

Cu: 0,004; Pb: 0,02; Cd: 0,002; Ni: 0,004). 
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DISCUSSÃO 

 

Sabe-se, pela literatura, que alguns metais são conhecidos como mutagênicos e 

carcinogênicos, como o Cd+2, o Ni+2, o Pb+2 (OLIVEIRA, 2008). Além disso, o Cr4+ pode ser 

mutagênico, sobretudo, para Salmonella typhimurium (MARZIN & PHI, 1985), uma vez que 

é bastante solúvel e biodisponível à célula. Em contrapartida, o Cr3+ não induz efeitos 

genotóxicos para a maioria dos estudos (De FLORA et al., 1990). Em outros trabalhos, para 

avaliar o potencial mutagênico do Chumbo em diversos bioensaios, foram relatados 

problemas de solubilidade, podendo comprometer a biodisponibilidade desse metal à biota 

testada (WINDER & BONIN, 1993). Já outros compostos inorgânicos são conhecidos como 

não-carcinógenos (Zn, Al, Cu, Mn, Fe) (MARZIN & PHI, 1985). Todavia, a linhagem TA97a 

pode ser sensível a metais bivalentes, como Fe++, Mn++, Cd++ e Zn++, induzindo respostas 

mutagênicas, embora o Mn++ seja um mutágeno menos expressivo para o ensaio 

Salmonella/microssoma (GERBER et al., 2002). 

 Assim, os resultados obtidos para Triunfo sugerem que a linhagem TA97a, tanto para 

Área de Referência quanto para o Sítio 2 (Tabela 1), na presença da fração S9, se mostrou 

mais sensível a metais para ambos os ensaios (mutagenicidade/citotoxicidade). Avaliando as 

concentrações de metais (Tabela 4), constata-se que apenas o manganês e o cobre 

apresentaram resultados superiores comparado à referência de Triunfo. No entanto, as 

diferenças entre os locais em valores de mutagênese são baixos, não podendo diferenciar o 

sítio contaminado da área de referência. Além disso, sugere-se que a concentração de quatro 

metais (Zn, Mn, Al e Fe) para a Área de Referência de Triunfo e a de outros quatro (Zn, Mn, 

Al, Cu) para o Sítio 2, associadas ao somatório dessas concentrações, possam ter induzido 

respostas indicativas para a linhagem TA97a nas duas amostras analisadas. A continuidade do 

estudo, com a caracterização de compostos orgânicos e a análise mutagênica associada, pode 

melhor caracterizar se as áreas de solo estudadas, como referência e como sítio contaminado, 

apresentam uma composição de contaminantes diferentes, investigando a sensibilidade do 

ensaio Salmonella/microssoma para esse diagnóstico. 

 Já na comparação das respostas obtidas para a Área de Referência de São Jerônimo e 

seu respectivo sítio contaminado (Figura 1), sugere-se que quatro metais (Al, Fe, Pb, Cd) 

devam ter contribuído fortemente na indução de respostas mutagênicas para o Sítio 1, visto 

que todas as linhagens apresentaram respostas positivas (BRUSICK et al., 1976; 

NESTMANN et al., 1979; MANDEL & ROSER, 1984; THRANE et al., 1987). Além disso, 

o somatório das concentrações dos nove metais (todos detectados) para o Sítio 1 pode ter 



 - 24 -

contribuído para realçar as respostas mutagênicas, uma vez que, para a Área de Referência de 

São Jerônimo, dois metais não foram detectados na análise (Pb e Fe). Embora se tenha 

detectado uma concentração relativamente elevada do Manganês (22,4 mg/Kg) para essa área 

de referência, segundo a literatura, Salmonella typhimurium é seletiva para esse metal, uma 

vez que, além de a espécie apresentar um sistema de efluxo de Mn2+ muito eficiente, diversos 

metais de transição, como o Fe2+, Ni2+, Cu2+ e Zn2+, podem inibir o processo de entrada do 

Mn2+ na célula (KEHRES et al., 2000). A partir disso, sugere-se que o Manganês, mesmo em 

altas concentrações, não foi responsável pela indução de respostas mutagênicas para a Área de 

Referência de São Jerônimo, como foi observado. Além disso, deve-se levar em consideração 

que alguns metais, encontrados em maiores concentrações nas amostras (Mn, Fe, Al e Zn), 

geralmente, fazem parte da própria composição dos solos (SILVA-JÚNIOR, 2008).  

Para a Área de Referência de Itapuã, pode-se inferir que as concentrações encontradas 

dos quatro metais (Zn, Fe, Mn e Al) na amostra não foram preponderantes para induzir 

mutagênese em nenhuma linhagem testada, visto que foi observado 100% de respostas 

negativas para mutagenicidade. 

 É importante ressaltar também que, mesmo sendo detectadas altas concentrações 

relativas de alguns metais (Zn, Fe, Cr, Cu e Ni) nas áreas de referência, houve uma 

predominância de resultados negativos, indicando, assim, que esses metais não apresentam 

caráter mutagênico no solo nessas concentrações. 
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CONCLUSÕES 

 

É difícil encontrar locais de referência que não apresentem nenhum indício de resposta 

mutagênica, mesmo para locais sem um histórico de contaminação, uma vez que os 

constituintes do solo, por exemplo, podem ter potencial para induzir mutagênese tanto direta 

quanto indiretamente. Por esse motivo, é fundamental avaliar a resposta mutagênica, 

associada à caracterização química, a fim de detectar os níveis basais dessas respostas para 

mutagenicidade, com intuito de buscar áreas de referência e compará-las com sítios 

contaminados, em situações similares. 

Como a área de TRIUNFO apresentou respostas mutagênicas indiretas para a fração 

lixiviada e caracterização química similares em relação ao sítio contaminado por preservantes 

de madeira, sugere-se que apenas os locais de SÃO JERÔNIMO e de ITAPUÃ possam ser 

utilizados como referência para solos sob suspeita de contaminação por metais pesados, uma 

vez que foi observada uma prevalência  de 100% de resultados negativos nessas duas áreas.  

 Portanto, o estudo da concentração de metais pesados nos solos, associado a 

bioensaios, poderá contribuir na triagem e na definição de valores referenciais de mutagênese 

e de metais pesados, para solos no Sul do Brasil. 
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