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1. INTRODUGEO . TECA

Em 27.11.84, foram coletadas nas instalacoes da Massey Fer
guson Perkins S/A, em Sdo Bernardo do Campo, sao Paulo, 4
amostras de material particulado emitido por motores ciclo

Diesel que estavam em operacdo nas bancadas de ensaio.

A coleta das amostras foi feita tendo em vista a confirma
cao, através do teste de Ames, de caracteristica mutagénica
das amostras coletadas anteriormente em motor Diesel de 6

cilindros, (Relatorio de 06.08.84, amostras 7 e 13).

Nesta série de 4 ensaios foram realizadas algumas altera
¢oes na metodologia e nos equipamentos de amostragem, visan
do eliminar as possiveis interferéncias nos resultados cau

sadas pelo equipamento utilizado naguela ocasido.

2. METODOLOGIA E EQUIPAMENTOS

As amostras foram coletadas de um motor Perkins de sels «ci
lindros, modelo 6354, alimentado com Oleo diesel de padrao

comercial.

Foram selecionados dois regimes de velocidade angular e
carga, realizando-se duas amostragens, com tempos de 1L e 3

minutos respectivanmente.

A titulo de acompanhamento, foram coletadas nas mesmas CoOn
dicdes de operagdo, amostras para verificacao do grau . de
enegrecimento BOSCH. ‘

TABELA 1 — CONDICAO DE OPERAGAO DO MOTOR

Motor Veloc. (RPM) Carga (%) Tempo de Amostras

Amostr.
' (min)
1400 ‘ 50 ' 1 1
6354 1400 50 3 2
2800 50 21 3
2800 50 3 4
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TABELA 2 ~ GRAU DE ENEGRECIMENTO

AMOSTRA " GRAU DE ENEGRECIMENTO

SOW N -
~

As amostras foram coletadas com o auxilio de um sistema de
amostragem composto por bomba de vacuo, porta filtro de
142 mm de didmetro e sonda coletora de vidréi conectada ao
ponto de tomada de amostras localizado no coletor de esgcape

do motor.

As amostras destinadas ao Teste de Ames foram coletadas com
membranas de filtro de acetato de celulose, Millipore RAWP
14250, 1,2 ﬁm e 142 mm de diametro, enquanto gue aquelas
destinadas & medicdo do grau de enegrecimento foram coleta
das com filtros de papel BOSCH 1680009004 de 45 mm de didne
tro. Utilizou-se para a medicao do grau de eneqfecimento e}
medidor otico BOSCH EFAW 68A.

As amostras foram dissolvidas em dimetil sulfoxido (DMSO) e
entio submetidas ao teste de Ames, cujo resultado e positi

vo quando a razdo de mutagenicidade (M.R.) & maior ou igual

a 2.
PABRELA 3 ~ TESTE DE AMES
Deteccdo de Substancias Mutagénicas
RAZEO DE MUTAGENICIDADE .(M.R.).... o

N¢ DOC | AMOSTRA| . TA-98 . ... . . ra-100 . .| . . TA-1535

Sem $-9 | Com S-9. | Sem S-9 |Com S-9 [Sem $~9 |Com 5-9
74,429 1 0,95 .| .1,15 0,95 . 0,70 1,08 1,19
74.430 | .2... .| .0,91 . 1,37..1. 0,85 .} 0,76 . | 0,63 .} 1,19
74.431 3 ...1..0,75 .} .0,76..| '0,87..1..0,79 | 0,82 .| .1,19.
74,432 |4 0 1..0,98. | 1,44, ‘10;76f"'ffO,BO;}.f}0;704ffffl,19f
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OBSERVAGOES

1. TA-98, TA-100 e TA-1535 sao cepas de bactéria Salmonella

tiphimurium.

2, S-9 & um ativador enzimdtico preparado a partir de um

homogenado de figado de rato.

ANALISES DOS RESULTADOS:

O exame da TABELA 3 mostra que todas as amostras apresenta

ram atividade mutagénica negativa (M.R.<2).

resultado, antagdnico ao obtido na primeira série de

a) face a duvida que se levantou quanto a adequacgao da bom
ba de amostragem empregada na série de ensaios anterior
(bomba de aspiragao por embolo BOSCH EFAW 65 A), resol
veu-se empregar um sistema de amostragem constituido por
sonda de vidro conectada ao porta filtro atravées de man
gueira plastica e finalmente uma bomba de aspiragao / suc
cao. Empregou-se uma sonda de vidro devido a alta tempe
ratura (4009C) dos gases de escapamento coletados no pon

to de tomada de amostras do motor.

Este arranjo contornou de maneira satisfatoria o proble
ma da temperatura da amostra, contudo Vérificoumse uma "dg
posicdo apreciavel de particulas de carbono no trecho
inicial da sonda, junto ao motor, as quais deixaram de
ser coletadas no filtro, falseando assim a precisao da

coleta.

Em se considerando a influéncia da técnica de anostragem
nas amostras, temos que os resultados de mutagenicidade
apresentados podem estar demonstrando uma atividade bio

1logica menor que a real.

b) Consideramos que as amostras, pelo fato de nao terem si
do dissolvidas em DMSO imediatamente apos a coleta, tive
ram maximizada a possibilidade de conversio.quimica de

substancias contidas nas particulas,

HC/mcsp/GPAR = 09.04.85 we Jea




4.

CONCLUSOES

As amostras podem nﬁo ter apresentado atividades mutagénica
positiva devido as caracteristicas da técnica de amostragem

utilizada.

O trabalho de amostragem e de medigao do grau de enegreci
mento esteve a cargo do Engenheiro Homero Caxrvalho e do Es
tagiario Marco Antonio Saltini, da CETESB, contando com o)
acompanhamento dos Engenheiros Ary F. Favero e Joao .Carlos

Sebastiany, da Massey Ferguson Perkins S.A,

Os testes de Ames foram realizados pela Divisao de Microbio

logia da CETESB,

HC/mcsp/GPAR - 09.04.85 -4
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TESTE DE AMES

O teste de Ames & um teste "in vitro" que utiliza cepas de bac

_téria Salmonella Tiphimurium para a detecgado de substincias que

sao potencialmente mutagénicas ou cancerigenas.

As cepas das bactérias utilizadas perderam a capacidade de se
desenvolver na auséncia da histidina, devido a uma alteracgao
genética. A agdo de uma substdncia potencialmente nutagénica
provoca a reversao do processo, possibilitando que as bacté

rias se desenvolvam na auséncia da histidina. -

A frequéncia desta mutagdo reversa & medida pelo niimero de co

lonias formadas e entdo comparada com o nimero formado pela

agao do "branco".

A razao entre o nimero de coldnias formadas sob a acao da
substancia pesquisada e o niimero formado pela acao do "branco®,

e conhecida como Razdo de Mutagenicidade (R.M.,).

Considera-se como amostras positivas aquelas que apregentam R, M,

maior ou igqual a 2,

Para se detectar os agentes que necessitam de ativagdo metabd
lica para apresentar agao mutagénica, o teste inclue extrato
de microssomas de figado de rato (porgao S$-9) que tenha sido

tratado com agentes indutores de agdo enzimatica (p. ex: PCRB).

Estudos realizados demonstram alta correlagio entre mutagenici
dade e carcinogenicidade, sendo que 90% de conhecidos carcino
génicos testados apresentaram resultado positivo e 87% dos néo

carcinogénicos testados apresentaram resultado negativo (R.M<2)

Estas e outras evidéncias que indicam que grande parte das
substancias carcinogénicas também sdo nutagénicas, pode ser
explicada pelo fato de que as substédncias que apresentam esta

caracteristica causamcéncer através de mutacio somatica.

O teste & de grande utilidade como triagem de fontes potenciais

de compostos mutagénicos e carcinogénicos e vem sendo utiliza

HC/mcsp/GPAR - 09.04.85 -5
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do em diversos estudos internacionais de avaliacao toxicolég}

ca do materilal particulado emitido por motores diesel,

HC/mcsp/GPAR - 09.04,85 -G
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PROJETO : 456,652 - VERIFICAQXO DA TOXICIDADE DE DIVERSAS SUBSTANCIAS PRE
SENTES NA FMISSAO DIi VEICULOS A DIESEL PRINCIPALMENTE SUBSTANCIAS EXTSTEN
TES EM MATERIAL PARTICULADO.

RELATORIO

Em 29.05.84, foram coletadas nas instalacoes da MASSEY FERGUSON  PERKINS
S.A, em Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, 26 amostras de material particu
lado emitido por motores ciclo diesel que estavam cm operagao nas banca-

das de ensaio.

A coleta das amostras foi feita tendo em vista a. verificagao, atraves do

TESTE DE AMES, (vide anexo) de carater mutagénico e carcinogenicoe da por—

cao soluvel presente nas amostras.

METODOLOGIA E EQUIPAMENTOS

As amostras foram coletadas de motores modelo PERKINS 4236, 6354 e .6358
alimentados com oleo diesel de padrao comercial, fornecido pela PERKINS,
Toram selecionados diversos regimes de velocidade angular e carga, confor
me TABELAlly sendo que foram coletadas duas amostras para cada . regime’

(P e V).

A - . . N .
A titulo de acompanhamento, foram coletadas nas mesmas condigoes de opexs

¢ao, amostras para verificagao do grau de enegrecimento BOSCH.

AS/mrmvm/GPAR - 06.08.84 - 01
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TABELA 1 = CONDIGAO DF OPERAGAO DO MOTOR

°

MOTOR VELOCIDADE (RPM) ' CARGA (%) AMOSTRAS
4236 2.800 : 100 1P, 1V
2.800 .50 2. 2
2.800° o 0 © 3P, 3V
1.500 , 100 4P, 4V
1.500 50 - 5P, 5V
6354 2.800 : © 100 6P, 6V
2.800 ' 50 7P, IV
1.400 100 - 8p. 8V
1,400 | 50 9p, 9V
6358 | 3.000 100 : 10P. 10V
3,000 50 11p, 11V
1,600 106 12P. 12V
.1.600 , 50 13P, 13V

. -+ )
As amostras foram coletadas com o auxilio de uma bomba de amostragem, de
aspiragao por embolo BOSCH EFAW 65 A, conectada em serie com as soudas de
amostragem existentes nos sistemas de exaustao de gas das bancadas d¢ en-

salo.

As amostras destinadas ao TESTE DE AMES foram coletadas, com membranas =
filtro de acetato de celulose, Millepore RAWP 04700, 1,2um e 45 mm de di§
metyro, colocadas em serie com Filtros de papel BOSCH 1580009004, para
aumentar sua resisteéncia mecanica enquanto que aquelas destinadas a medi-
¢ao do grau de‘enegrecimentq foram coletadas com filtros de papel  BOSCH |
1680009004 de 45 mm de diametro. Utilizou-se para a medigao do grau de e
negrecimento o medidor otico BOSCH EFAW 68 A, ‘

As amostras P foram dissolvidas em 2;6m1 de dimetil sulfoxido (DMSO) e cn-
tao submetidds ao TESTE DE AMES. As amostras que apresentaram resultado
positivo, ou seja, razao de mutagenicidade maior ou igual a 2, tiveram
sua amostra similar V submetida a extragao 1liquida com diclorometano e "o
residuo ressuspendido em 2,6ml de DMSO. Apos a extragﬁo, foram submectidas

ao TESTE DE AMES.

AS /mrmvm/GPAR ~ 06,08.84 - 02
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RIESULTADOS \

1~ Grau de Enegrecimento (media de 2 amostras)

AMOSTRA

S N e

LNy

10

12
13

AS/mrmvm/GPAR - 06.08.84 = 03

GRAU DI ENEGRECIMENTO
3,6
0,2
0,1

- 4,3
0,5
4,7
0,1
4,9
0,1
4,4
0,1
4,9
0,1
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2 - TESTE DE AMES - DETECGAO DE SUBSTANCIAS MUTACENICAS
RAZAO MUTAGENICIDADE (R.M.)
N9 DOC AMOSTRA
TA-98 TA-100 TA-1535 .
sem S-9} com $~9 sem S~9 | com S-9 sem $-9 | com S-9

36.620 1P 0,94 0, 84 1,14 0,91 0,75 1,07
36.621 2 P 0,94 0, 86 1,00 0,89 0,86 1,04
36.622 3P 0,74 0,83 0,89 1,02 0,78 1,06
36.623 - 4 P 1,00 0,75 1,05 0,88 0,92 1,41
36.624 5P 1,11 0,78 1,12 1,08 0,84 1,18
36.625 6 P 1,13 0,86 1,23 1,33 0,92 1,16
36.626 ] P 1,04 0,84 1,35 1,26 0, 84 2,55
36,627 8 P 0,87 0,90 1,22 1,11 1,12 1,25
36.628 9 P 1,12 0,92 0,97 1,00 0,91 1,56
36.629 10 P 1,21. 1,16 0,94 1,08 0,65 0,96
36.630 11 p 1,50 1,47 1,50 1,13 0,88 0,94
36.631 12 P 1,02 1,29 1,31 0,92 0,80 1,64
36.632 13 P 0,93 0,97 1,06 1,08 0,69 2,24
36.633 7V 1,09 1,56 1,02 0,99 0,75 1,22
36.634 13 v 0,98 1,41 0,94 6,88 1,08 1,66

OBSERVAGOES :

1 - TA-98, -TA-100 e TA-1535 sao éepaé da bacteria Salmonella tiphimurium

2 - §-9 & um ativador enzimatico preparado a partir de um homogenado de figado

de rato
» AS/mrmva/GPAR - 06.08, 84 - 04
\. N
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ANALISE DOS RESULTADOS

Das 13 amostras P, verifiCOU—ée'atividade mutagenica positiva unas * amos-
tras 7 P e 13 P-quando testadas frente a cepa TA-1535 com 5-9. As amos-
tras 7 V e 13 V apesar de apresentaram atividade mutagénica « negativa
frente 3s tras cepas testadas demonstraram uma Razzo de Mutagenicidade

(RM) proxima a 2.

Acredita-se que a diferenca dos resultados obtidos nas amostras P e V pos
sa ser devido a perdas por volatilizagao ocorridas durante o armazenamen=—

to das amostras V em temperatura ambiente e/ou por extragZO incompleta.

Observou—-se que as amostras 7 e 13 (P e V) foram obtidas em condicoes de
50% de carga e apresentaram baixo grau de enegrecimento. Portaﬁto3 temos -
uma condigao em que embora haja uma menor emissao em massa de material
particulado do que nos regimes a plena carga, ocorre uma maior emissao de
hidrocarbonetos. Sabe-se que dentre as diversas especies existentes 'n0 
gas de exaustao, temos os hidrocarbonetos policiclicos a;omdtlcos que 520
ro reconhecidamente cancerigenos e tidos por varios pesquisadores como 08
maiores responsaveis pe]a atividade mucagznica observada em amostras sub-
metidas ao TESTE DE AMES. Pode-se observar que nas amostras 9 P e 11 P
tambem coletadas em condlgoes de 507 de carga, os valores de R.M. se apro
ximam de 2.

Curiosamente, as amostras 2 P, 3 P e 5 P coletadas respectivamente em con
dicoes de 50%, 07 e 50% de carga nao apresentam a mesma tendencia, visto
os resultados obtidos nao diferirem significativamente daqueles obtidos
com amostras coletadas em condigoes de 1007 de carga. Excluindo-se  pos-
siveis problemas de amostragem, temos que as amostras 2 P, 3 P e 5P fo-

s ram coletadas de um motor de 4 cilindros enquanto que as amostras 7 P,9P,»
11 Pe 13 P sao oriundas de motéres com 6 cilindros. Sabe~se que 08 extra
tos submetidos ao TESTES DE AMES apresentam um variado grau de mutagenici
dade dependendo das caracteristicas do motor. Nao deve-se desaondiderar
portanto a influénecia do modelo do motor sobre os resultados.

Deve-se oObservar ainda due a técnica de amostragem utilizada talvez nao
seja a mais apropriada visto termos uma grande perda de carga na membrana

filtro o que pode provocar perda de componentes volateis presentes nas

AS /mrmvm/GPAR ~ 06.08.84 - 05
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particulas devido ao vicuo parcial formado durante a sucgao da awmostra.

e -~ . - .
No caso de influencia da tecnica de amostragem nas amostras, temos que os
resultados de mutagenicidade apresentados podem estar demonstrando uma

atividade biologica menor que a real,

Finalmente, consideramos que as amostras P, pelo fato terem sido dissolvi

dos em DMSO imediatamente apos a coleta, tiveram minimizada a possibilida

-~ @ - . N ' ot
de de conversao qulmica das substancias contidas nas particulas.

.

CONCLUSOES

1 -~ Foi observada atividade mutagenica positiva em duas das 26 . amostras

coletadas.

2 — As demais amostras podem mao ter apresentado atividade mutagenica po-—

3 ) ° A -7 I3 P -t o ° o N
sitiva devido as caracteristicas da tecnica de ameostragem utilizada,

0 trabalho de amostragem e medigao do grau de enegrecimento esteve a car-

go dos Engenheiros Alfred Szwarc e Homero Carvalho da CETESB contando com

o acompanhamento do Engenheiro Joao Carlos Sebastiany da MASSEY FERGUSON

PERKINS S/A.

O0s TESTES DE AMES foram realizados pela Divisao de Microbiologia da

BT S

Y

I

l_-
3
=

Sao Paulo,'Oé de agosto de 1,984

: , PO

. . ENG? MEC, ALFRED SZWARC
REG. N9 01.2310-0
CREA N9 96.777/D

AS/mrmym/GPAR ~ 06.08.84 - 06
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TESTE DE AMES .

0 TESTE DE AMES @ um teste "in vitro" que utiliza cepas da bacteria SALMO

NELLA TIPHIMURILUM para a detecgao de substancias que sao potencialmente

~ e ) bd
mutagenlicasou cancerlgenas.

As cepas das bacterias utilizadas perderam a capacidade de se desenvolver
~~ ) ) ’ 0, L3 -~ Ll . ~

na auséncia da histidina, devido a uma alteragao genetica. A agao de uma

substancia potencialmente mutageénica provoca a reversao do processo, pos-

sibilitando que as bacterias se desenvolvam na auséncia da histidina.

.

-~ s o~ ] : - o - A~
A frequencia desta mutagao reversa e medida pelo numero de colonias forma

das e entao comparada com o numero formado pela acao do "branco'. A razao
entre o numero de colonias formada sob a agao da substancia que esta sen-

do pesquisada e o numero formado pela agao do "branco'" e conhecida  como

Razao do Mutagenicidade (R.M.). Considera-se como amostras positivas aque

ias que apresentam R.M. maior ou igual a 2.

Para se detectar os agentes que necessitam de ativagao metabolica para a-
presentar agao mutagenlca, o teste inclue extrato de microssomas de flga—
do de rato (porgao S9) que tenha sido tratado com agentes indutores de a-
gao enzimatica (por exemplo. PCB) .

Estudos realizados demonstram alta correlagdo entre mutagenicidade e car-

cinogenicidade, sendo que 90% de conhecidos carcinogenicos testados apre-

sentaram resultado positivo e 877 dos nao carcinogenicos testados apresen

taram resultado negativo (R.M. < 2).

Estas e outras evidencias que indicam que grande parte das substancias
carcinogenicas tambem sao mutagénicas pode ser explicada pelo fato de que

-~ . - . o~ -
as substancias que apresentam esta caracteristica causam cancer atraves

de mutagao somatica.

0 teste o de frande utilidade como triagem de fontes potencials de compos

tos mutagenicos e carcinogenicos e vem sendo utilizado em diversos estu~
dos internacionais de avaliagao toxicologicado material paticulado emiti-

do por motores diesel.

Aé/mrmvm/GPAR - 06.08.84 -~ 07
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