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Resumo 
 
Os sedimentos são fontes importantes para o monitoramento ambiental nos sistemas aquáticos, devido suas propriedades de 
adsorção e o acúmulo de substâncias químicas, podendo servir como indicativo de contaminação. O Porto de Santos (Santos, SP) 
tem influência econômica significativa no Brasil, mas possui altas taxas de contaminação devido a descargas de efluentes sem 
tratamento adequado, atividades industriais e navegações, e alguns estudos indicaram presença de toxicidade para organismos 
aquáticos na região. Levando em consideração o histórico de interferência na qualidade da água e da vida aquática, o objetivo deste 
projeto é avaliar a mutagenicidade dos sedimentos na região do Porto de Santos, utilizando-se o ensaio Salmonella/microssoma em 
sua versão miniaturizada - MPA (Microplate Agar) com presença e ausência de ativação metabólica (fornecida por S9 fígado de rato). 
Foram analisadas 9 amostras (3 amostras-controle e 6 amostras dos sedimentos de dragagem) em concentração única (5 mg eq./μL) 
utilizando as linhagens diagnósticas TA98, YG5185 e YG1041 da bactéria Salmonella enterica serovar Typhimurium. Todas as 
linhagens responderam adequadamente aos controles positivo e negativo, e a viabilidade do ensaio. Os ensaios em concentração 
única não mostraram toxicidade para as amostras testadas nas linhagens YG5185 e TA98. Porém, para a linhagem YG1041 foi 
detectada mutagenicidade no branco da extração e nos pontos controle, possivelmente devido a contaminação da amostra, fato que 
impossibilitou a validação de todos os ensaios realizados. Para uma próxima abordagem com amostras de sedimento, recomenda-
se a realização prévia de ensaios com os controles e o branco da extração para as linhagens de teste.  
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1. Introdução 

Os sedimentos representam fontes importantes 
para análise de contaminantes em ambientes aquáticos, 
devido as suas características adsorção e acúmulo de 
compostos, podendo indicar contaminação e aferir 
resultados quanto as características físico-químicas da 
fonte contaminante (HORTELLANI et al., 2008). E são 
mais indicados para o monitoramento ambiental, devido 
a maior concentração de poluentes se comparado a 
coluna d’água (CESAR et al., 2006). 

A Baixada Santista, localizada na região costeira 
do estado de São Paulo, abriga o Porto de Santos, o 
emissário submarino e regiões estuarinas, cuja 
biodiversidade encontra-se comprometida devido a 
intensa atividade de navegação e despejo de efluentes 
domésticos e industriais sem tratamento adequado 
(SOUSA et al., 2007). Os sedimentos do Porto de Santos 
têm apresentado, recorrentemente, altos níveis de 
contaminação por metais e compostos sintéticos 
(ABESSA et al., 1998; CESAR et al., 2006; SANTOS et 
al., 2018). Alguns estudos indicaram a presença de 
compostos mutagênicos da classe dos hidrocarbonetos 
policíclicos aromáticos (HPA) em concentrações 
elevadas em determinadas regiões (CETESB, 2002; 
KUMMROW, et al., 2006). 

O Porto de Santos possui alta deposição de 
sedimentos, e consequentemente requer dragagem 
constante para permitir a navegação e o acesso ao 
portuário, visto que possui grande influência econômica 
no Brasil (ABESSA et al., 1998). Durante as operações 
de dragagem, um considerável volume de sedimentos 
contendo contaminantes é ressuspendido na coluna 
d’água (TORRES et al., 2009) podendo interferir na 
qualidade da água e na vida biótica (UMBUZEIRO et al., 
2006). É importante complementar a avaliação da 
qualidade desses sedimentos utilizando ferramentas 
baseadas em efeito (ALTENBURGER et al., 2015). O 
ensaio Salmonella/microssoma (teste de AMES) vem 
sendo utilizado no mundo todo para essa finalidade 
(ZEIGER, 2019; CHEN & WHITE, 2004; UMBUZEIRO et 
al., 2006).  

O teste de AMES é realizado com diferentes 
linhagens, dentre elas cita-se a TA98, considerada a 
mais sensível para detecção de mutagenicidade de 
sedimentos (CHEN & WHITE, 2004), e as linhagens 
YG5185, sensível para HPA’s (YAMADA, MATSUI & 
NOHMI, 2006), e YG1041 mais sensível para 
nitrocompostos e aminas aromáticas, em comparação 
com a TA98 (WATANABE, ISHIDATE & NOHMI, 1989). 

O protocolo a ser empregado nos ensaios deste 
projeto corresponde a uma nova versão miniaturizada do 
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ensaio Salmonella/microssoma em microssuspensão 
(ZWARG et al., 2018). 

 

2. Objetivos 

Avaliar a mutagenicidade de amostras dos 
sedimentos de dragagem do Porto de Santos, fornecidas 
pela empresa de Consultoria, Planejamento e Estudos 
Ambientais (CPEA), empregando o ensaio 
Salmonella/microssoma na versão miniaturizada, 
mediante o protocolo Microplate Agar (MPA).   

 

3. Metodologia 

 

3.1 Amostragem 

 As amostras foram fornecidas pela CPEA, sendo 
3 amostras-controle (D1 a D3) e 6 amostras do material 
dragado (D4 a D9).  

 

3.2 Extração orgânica por ultrassom 

A extração orgânica do sedimento dragado foi 
realizada a partir do método de ultrassom (CETESB, 
2008), utilizando 30 g de sedimento seco e adicionando 
100 mL de fase extratora, constituída pelos solventes 
metanol (Sigma, CAS 67-56-1) e diclorometano (Sigma, 
CAS 75-09-2) na proporção 1:2,5 (v/v). Em seguida, a 
mistura foi colocada no ultrassom por 10 minutos e, ao 
final do processo, coletado o sobrenadante. Este 
procedimento foi repetido por mais duas vezes, 
adicionando somente a fase extratora na mesma 
amostra de sedimento.  

Para remoção da água dos extratos orgânicos foi 
adicionado sulfato de sódio anidro na mistura e filtrado. 
Os extratos passaram por filtração em sistema a vácuo, 
em duas etapas: I) filtro AP20; II) membrana teflon 0,45 
μm, cada etapa foi realizada duas vezes. Após o 
procedimento de remoção da água os extratos foram 
concentrados em evaporador rotativo até atingir cerca de 
2-3 mL e secos em gás nitrogênio ultrapuro. Para uso 
nos ensaios, os extratos orgânicos secos foram 
avolumados em diclorometano (DCM), numa solução 
estoque concentrada de 10 mg equivalentes de 
sedimento por μL.   

 

3.3 Ensaio Salmonella/microssoma miniaturizado 

Os extratos orgânicos de dragagem foram 
testados utilizando três linhagens diagnósticas de 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (TA98, 
YG5185 e YG1041), de acordo com a versão 
miniaturizada do protocolo em microssuspensão (KADO; 
LANGLEY; EISENSTADT, 1983) desenvolvido através 
da substituição de placas de petri por microplacas de 12 
poços (ZWARG et al., 2018), como mostra a Figura 1. O 
uso de diferentes linhagens diagnósticas possibilita 
identificar diferentes grupos de compostos, uma vez que 
possuem diferentes características genéticas.  

 Os ensaios foram conduzidos em concentração 
única de 5 mg eq./μL. No dia anterior ao ensaio, foram 
adicionados 50 μL da solução estoque dissolvida em 
DCM (concentração 10 mg equivalentes de sedimento 
por μL) e 2 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) em tubos de 
ensaio, obtendo uma massa de 500 mg equivalentes de 
sedimento em cada tubo. O DCM evaporou, 
concentrando o extrato em 250 mg eq./μL. 

Concentrou-se as culturas bacterianas overnight 
em cinco vezes, por centrifugação à 10.000 g a 4ºC por 
10 minutos e ressuspendidas em 4 mL de solução 
tampão fosfato 0,2M diluído 1/13. Foram adicionados 50 
μL da linhagem bacteriana nos tubos contendo 2 μL de 
amostra diluída em DMSO (250 mg equivalentes por μL) 
e foram transferidos 26 μL para outro tubo. O ensaio foi 
conduzido com presença e ausência de ativação 
metabólica (mistura S9, contendo 5% de fração S9 
fígado de rato induzido com Aroclor 1254 preparada de 
acordo com MORTELMANS & ZEIGER, 2000), e foram 
adicionados, respectivamente, 25 μL de mistura S9 em 
um tubo e 25 μL de solução tampão 1/13 em outro e, 
portanto, a concentração teste foi de 5 mg eq./μL. Os 
tubos foram incubados em um agitador a 180 rpm por 90 
min a 37 ºC. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de 
solução top ágar aos tubos e 250 μL do conteúdo 
(amostra + bactéria + tampão ou S9 + top ágar) e 
distribuídos em 4 poços da microplaca, contendo 2,8 mL 
de ágar mínimo cada. As microplacas foram incubadas a 
37 ºC por 66 h, e posteriormente contou-se o número de 
revertentes por placa. DMSO foi utilizado como controle 
negativo para todas as linhagens testadas. E o extrato 
de areia padrão da Sigma como branco da extração (Br). 
Os mutágenos utilizados como controle positivo e suas 
respectivas concentrações estão descritos na Tabela 1. 

 

Figura 1. Diagrama das etapas do ensaio MPA.

 
Fonte: Adaptado de ZWARG et al. (2018). 
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Tabela 1. Controles positivos utilizados na ausência e presença 
de ativação metabólica (S9).  

Linhagens 
Controles Positivos 

-S9 +S9 

TA 98 4NQOa (0,0625 µg.µL-1) 2AAb (0,25 µg.µL-1) 

YG 5185 4NQO (0,0625 µg.µL-1) BaPc (2,5 µg.µL-1) 

YG 1041 4NOPd (1,0 µg.µL-1) 2AA (0,015 µg.µL-1) 
a4-nitroquinolina-1-óxido; b2-aminoantraceno; cbenzo(a)pireno; d4-

nitro-o-diamino-fenilina. 

 

3.4. Análise dos resultados 

A análise dos resultados foi feita utilizando o 

software SALANAL (Integrated Laboratory Systems, 

Research Triangle Park, NC). O modelo compara cada 

amostra com seu respectivo controle negativo através da 

aplicação de análise de variância (ANOVA), seguido por 

regressão linear por aplicação do modelo de Bernstein 

(BERNSTEIN et al., 1982). Para as concentrações 

únicas foi aplicado ANOVA. Foram consideradas 

amostras mutagênicas quando a ANOVA apresentou 

diferenças significativas em relação ao controle negativo 

(significativo a 5%). 

 

5. Resultados e discussões 

Os controles positivos (Tabela 1) e negativo 
(DMSO) consistem, respectivamente, em uma 
substância conhecida que, sob determinada 
concentração, apresenta resposta mutagênica positiva e 
negativa para a linhagem. Já o Br (branco da extração) 
representa todos os constituintes utilizados na extração 
orgânica, com ausência do extrato de sedimento, e tem 
a finalidade verificar possíveis interferências de outros 
componentes na amostra.  

Todas as linhagens testadas responderam 
adequadamente aos seus respectivos controles 
positivos e negativo (Tabela 2). A viabilidade das 
linhagens mostrou-se dentro da faixa esperada (50-200 
revertentes por placa). O Br respondeu adequadamente 
para as linhagens TA98 e YG5185, e o teste não 
apresentou mutagenicidade para ambas as linhagens, 
na concentração testada (5mg eq./ μL).  

Os parâmetros controle positivo, controle 
negativo, viabilidade e branco da extração são 
necessários para que haja a legitimação dos ensaios em 
relação ao funcionamento adequado das bactérias e a 
verificação de interferentes na amostra. Já os ensaios 
com a linhagem YG1041 apresentaram mutagenicidade 
nos pontos controles e no Br (Tabela 2 – amostras Br, 
D1 e D2). Esse fato indicou possível contaminação no 
processo de extração, tornando os resultados 
negativos/positivos obtidos até então, para todas os 
extratos avaliados, questionáveis e inválidos.   

Recomenda-se para testes futuros com 
sedimentos ensaios preliminares com as linhagens mais 
sensíveis para os controles e o branco da extração, 
visando garantir a validação e confiabilidade dos 
ensaios. 

Tabela 2. Resultados do ensaio MPA na ausência e presença de 

ativação metabólica para as linhagens TA98, YG5185 e YG1041. 

Amostras 
(Concentração 
5 mg eq./μL) 

Número de revertentes por placa 

TA98 

-S9 +S9 

Média DP Média DP 

CN 5.75 0.50 4.25 1.26 
Br 3.50 1.29 2.75 1.71 
D1 5.75 2.22 4.75 2.63 
D2 3.25 1.71 3.00 0.82 
D3 3.00 1.83 4.50 1.91 

D4 a D9 NR NR NR NR 

CP 80.00 3.16* 136.00 23.57* 
CN 1.75 0.96 1.75 1.50 
D4 3.75 1.50 4.00 1.41 
D5 2.25 2.50 3.00 2.16 
D6 4.00 1.83 4.25 0.50 
D7 3.50 2.38 3.25 2.06 
D8 2.25 0.50 2.25 1.26 
D9 3.00 0.82 4.25 2.22 
CP 78.75 16.40** 150.00 0.00* 

Amostras 
(Concentração 
5 mg eq./μL) 

Número de revertentes por placa 

YG5185 

-S9 +S9 

Média DP Média DP 

CN 2.50 1.29 1.50 1.29 
Br 4.25 2.75 3.50 1.00 
D1 2.25 0.50 3.25 1.50 
D2 1.75 1.71 2.75 1.71 
D3 3.00 3.37 2.50 1.91 
D4 3.75 1.50 2.75 0.50 
D5 3.25 2.06 3.75 2.06 
D6 2.50 2.38 2.50 1.29 
D7 3.50 1.73 2.75 3.10 
D8 3.25 0.50 2.75 1.50 
D9 2.00 2.00 2.50 1.00 
CP 52.75 4.50* 150.0 0.00* 

Amostras 
(Concentração 
5 mg eq./μL) 

Número de revertentes por placa 

YG1041 

-S9 +S9 

Média DP Média DP 

CN 6.75 2.06 13.25 2.63 
Br 24.00 6.48* 13.25 2.06 
D1 14.75 1.89* 12.50 4.20 
D2 15.00 2.16* 11.75 1.50 
D3 12.75 3.10 14.25 4.03 
D4 10.75 1.71 10.75 3.50 
D5 12.50 3.11 9.75 2.99 
D6 9.50 1.29 13.50 2.38 
D7 10.00 1.41 12.25 5.80 
D8 16.75 4.86 14.00 4.55 
D9 10.75 2.87 12.25 2.63 
CP 94.50 10.28** 150.00 0.00* 

Br – Branco; CN – Controle negativo; CP – Controle positivo; D1, D2 
e D3 – pontos controle da amostra; D4 a D9 – sedimento de 
dragagem; DP – Desvio padrão; NR – Não realizado; S9 – Ativação 
metabólica; ** significativo a 1%; * significativo a 5% (mutagênico). 

 

4. Considerações finais 

Inicialmente, os ensaios com as linhagens 
YG5185 e TA98 não indicaram presença de 
mutagenicidade nas amostras testadas. Numa 
abordagem subsequente, com a linhagem YG1041, 
observou-se a presença de mutagenicidade no branco 
da extração, indicando a possível contaminação das 
amostras, o que  tornou  os  dados  obtidos  até  então 
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questionáveis e inválidos. Portando, a caracterização 
de mutagenicidade dos sedimentos de dragagem do 
Porto de Santos deste projeto não pode ser 
concretizada. 
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