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RESUMO GERAL

O biocombustivel é uma fonte de energia considdnanie e renovavel,
mas tem que se considerar quanto a sua contamirdgmdmeio ambiente
aquatico no item toxicidade, genotoxicidade e meragdade. Objetivou-se, no
primeiro experimento, estudar o efeito de diferertencentracdes de fracédo
soltvel do biodiesel de 6leo de soja queimado (F&lBye o desenvolvimento
embrionario de curimbgProchilodus lineatus). O biodiesel foi obtido através da
metilacdo do 6leo de soja utilizado em friturasdeeencontrado a concentracdo
do biodiesel na solu¢do de 0,0645 g/L. Os embriéesn obtidos de desova
seminatural, coletados e transferidos para umabadmra experimental em
duplicata com aeracdo constante, contendo difereriacentracdes de FSB
sendo: solucéo | (controle), solucéo Il (0,0645™.Isolucéo Il (0,129 g.B),
solucdo IV (0,645 g.1), solugéo V (1,29 g.t) e solucédo VI (6,45 gi). Os
valores médios encontrados foram: para temper#t@a23,0 + 0,1; oxigénio
dissolvido (mG/L) 4,58 + 0,34 e pH: 7,3 + 0,1. Xaade fertilizacdo variou de
50,88 a 81,61%, sofrendo alteracdo a partir doagyiMp(p<0,05). A partir da
décima hora pés- fecundacgéo, evidenciou-se o atr@salesenvolvimento
embrionario, em relacdo ao tratamento controle.r&3sltados para taxa de
eclosédo foram de 7,56 a 46,26%, sendo que todogrugmos se diferiram
estatisticamente do grupo | (controle). N&o foieniada diferenca significativa
para altura e didmetro do vitelo. Conclui-se queaivio interferéncia no
desenvolvimento embrionario de curimifBrochilodus lineatus) frente as
diversas concentracdes da FSB. No segundo expednabjetivou-se verificar
0 aparecimento de micronicleo em eritrécitos degseadultos de zebrafish
(Danio rerio), expostos a solucfes crescentes de fracdo saldveiodiesel de
6leo de soja queimad@ biodiesel, a metodologia utilizada para obtenddo
FSB e os tratamentos foram os mesmos do primejperemento. Os peixes
foram colocados em aquérios de polietileno, conmag@er constante, sendo
submetidos ao teste de toxicidade aguda em umedefianto inteiramente
casualizado em duplicata. Foram analisados 20@@atos intactos com lente
de imersao (1000X). Verificou-se uma diferencaificativa (p < 0,05) entre 0
grupo | (controle), Il, Ill e IV e os grupos V e ¥ibs tempos 24 e 96 horas de
exposicdo. Em face dos resultados, podemos obsgueam FSB tem efeito
genotéxico em eritrécitos de adultos de zebrafish.

Palavras - chave: Biodiesel. Curimba. Zebrafishndgexicidade. Teste do
Micronucleo. Eritrécitos



GENERAL ABSTRACT

Biofuel is a source of energy considered cleanrandwable. However,
we must consider its contamination to the aquatiwirenment regarding
toxicity, genotoxicity and mutagenicity. The fimkperiment aimed at studying
the effects of different soluble fraction concetitias of burnt soybean oil
biofuel (FSB) over curimbaPfochilodus lineatus) embryonic development. The
biofuel was obtained through the methylation ofiffgy soybean ail, in the
concentration of 0.0645g/L for biodiesel in theuwsmn. The embryos were
obtained from a semi-natural spawning, collectedl taansferred in duplicate to
an experimental incubator with constant aeratiomtaining different FSB
concentrations: solution | (control), solution 10.Q645g.L"), solution I
(0.129¢.11), solution IV (0.645g.L), solution V (1.29¢.}) and solution VI
(6.45g.L"). The average values obtained were: temperaf@eadf 23.0 + 0.1;
dissolved oxygen of (mg/L), 4.58 + 0.34 and pH & Z 0.1. The fertilization
rate ranged from 50.88 to 81.61%, suffering altenst starting at group IV
(p<0.05). From the tenth hour post-fertilizatione werified the delay in
embryonic development in relation to the contr@atment. The results for
hatching rate were of 7.56 to 46.26%, with all grestatistically differing from
group | (control). There was no statistical diffece for height and yolk
diameter. We conclude that there was interferenge the embryonic
development of curimba P¢ochilodus lineatus) with the many FSB
concentrations. The second experiment aimed alywegithe appearance of a
micronucleus in the erythrocyte of adult zebraf{§anio rerio) exposed to
increasing soluble fraction solutions of burnt segi oil biodiesel. The
biodiesel, the methodology used for obtaining F8B the treatments were the
same as in the first experiment. The fish wereqalan polyethylene aquariums,
with constant aeration, and submitted to acutectiyxitest in a completely
randomized design in duplicate. Analyzing 2000 dhtarythrocytes using an
immersion lens (1000X), we verified that there wsgnificant difference
(p<0.05) between groups | (control), Il, 1ll and,&nd groups V and VI in the
periods of 24 and 96 hours of exposition. With éhessults we may observe that
the FSB presents a genotoxic effect in the eryitescof adult zebrafish.

Keywords: Biofuel. Curimba. Zebrafish. Genotoxicitiicronucleus Test.
Erythrocytes.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os combustiveis derivados do petréleo desempenham papel
importante e dominante no setor de transporte ab@s, disso, os combustiveis
ditos alternativos irdo ganhar importéncia devids aspectos ambientais,
incluindo a reducéo de gases do efeito estufaressente escassez de fontes de
energia fosseis (SADLOWSKI et al., 2013).

O biodiesel € constituido de uma mistura de éstdflsos ou metilicos
de éacidos graxos derivados de fontes renovaveigdifgims animais e 6leos
vegetais puros ou queimados), possuindo algumastedisticas interessantes,
tais como a biodegradabilidade, livre de enxofeompostos aromaticos, alto
namero de cetanos (poder de ignicdo e combustéioglemte lubricidade e
baixo nivel de toxicidade (COSTA NETO et al., 208BNTOS, 2013).

O biodiesel pode ser poluente acidental em riosfesn&@ aguas
subterraneas sendo sua toxicidade atribuida aofragfiivel. A escolha pelo
peixe neotropicalRrochilodus lineatus) se deu por ser um animal de biologia e
fisiologia conhecidas, além de ser sensivel adtosfde poluentes. A escolha
do peixe zebrafishD@anio rerio) se deve por serem de pequeno porte, com alta
taxa reprodutiva, com seu genoma sequenciado esesyiaeem importante
homologia com os mamiferos.

Nesta pesquisa avaliou-se as respostas a exp@gjgda deP. lineatus
e Danio rerio a fragdo solliveldo biodiesel (FSB) através dos seguintes
parametros biolégicos: desenvolvimento embriondritano ao DNA através do
teste do microndcleo. Esta pesquisa foi delineaata petectar as possiveis
mudancas fisiologicas em peixes de &gua doce gosat diversas

concentragdes subletais da FSB, como meio de sentaferta precoce em casos
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de verdadeiros derrames acidentais antes que o angliiente aquatico seja

comprometido permanentemente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biodiesel

O petréleo é a principal matéria prima da matrizrgética mundial.
Diante deste cendrio, a utilizacdo de outros tifgosombustiveis é necesséria na
tentativa de reduzir a dependéncia do mesmo. Sesgilm, surge a producéo de
biocombustiveis com o objetivo de fornecer umadaiternativa e renovavel de
combustiveis (COSTA NETO et al., 2000).

Sao varios os tipos de biocombustiveis, dentre gpbelemos citar: o
bioetanol, biogas, biometanol e biodiesel. No BradResolucdo ANP n° 7, de
19 de marco de 2008, da Agéncia Nacional de Petrd@as natural e
Biocombustiveis - ANP (2008) define o Biodiesel cosendo uma mistura de
ésteres etilicos ou metilicos de acidos graxosyatéws de gorduras animais e
Oleos vegetais ja utilizados, ou ndo, que seguspacdicacdo do Regulamento
Técnico ANP n° 7 contido na mesma resolucédo (ANIRB2COSTA NETO et
al., 2000).

O biodiesel possui caracteristicas interessantggs tomo a
biodegradabilidade, origem de fontes renovaveisrd{gas animais, Oleos
vegetais puros, 6leos vegetais ja utilizados),zedamissédo de gases poluentes,
nao apresenta enxofre e hidrocarbonetos poliaroosaim sua composi¢éo, tem
alto nimero de cetanos (poder de ignicdo e comijsEbssui excelente
lubricidade e baixo nivel de toxicidade (COSTA NE&al., 2000; SANTOS,
2013; SWANSON; MADDEN; GUIO, 2007).

Conforme a Resolucdo n® 6/2009, do Conselho NdcidaaPolitica
Energética, sancionada em outubro de 2009, o govmasileiro estabeleceu a
obrigatoriedade de adicdo de 5% de biodiesel no diesel (BRASIL, 2009).
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Observa-se que, nesta proporcao, o biodiesel af@mgsna como um aditivo e
nao necessariamente um substituto ao diesel deélgmtrmelhorando as
propriedades de lubrificacdo dos motores em quegBRASIL, 2009;
SADLOWSKI et al., 2013).

Existem varias formas de obtencdo de biodiesel. €odo da
transesterificacdo (Figura 1) é considerado a mekmmnologia disponivel no
momento para a sua producdo em escala industrisghn&esterificagdo consiste
na reacdo quimica de um 6leo vegetal com um alcp@, pode ser etanol ou
metanol, na presenca de um catalisador acido (H@Ql)basico (NaOH),
produzindo um éster e um co-produto, o gliceroke Gwocesso modifica a
estrutura molecular de o6leos vegetais equiparando-aleo diesel e com

propriedades fisico-quimicas semelhantes (COSTA®IEfTal., 2000).

H2G-0-CO-R o GHZOH
HC-OCOR + 3R-OH ——# HCOH + 3RO-COR
H2C-0-CO-R CH20H

TRIGLICERIDEOS ~ ALCOOL GLICEROL ESTERES

Figura 1 Transesterificacao de triacilglicerdigy(icerideos), onde R representa
a cadeia carbdnica dos acido Graxos e R’, a cadeidnica do alcool
reagente

Fonte: Costa Neto et al. (2000)

A contaminagdo ambiental com agentes e/ou subatitein merecido
atencao crescente nos Ultimos anos. A sua desdimgga e continua nos cursos
de &gua da origem a niveis de contaminagéo elevpsosuperam a capacidade
de autodepuracdo. Em geral, estes agentes e/otérstibs exibem baixa

toxicidade aguda, mas podem provocar toxicidadenicabcom efeitos na
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reproducéo, fisiologia e crescimento dos seressvimazluindo os peixes. A
toxicidade do biodiesel ainda é pouco estudada emhiemtes aquaticos,
incluindo seus efeitos sobre os peixes. As pess|jgseealizadas apontam para
uma menor toxicidade do biodiesel (KHAN; WARITH; KU2007; SANTOS,
2013; SWANSON; MADDEN; GHIO, 2007) e maior biodedmhilidade em
relacdo ao diesel comum em ambientes aquéaticos, ipsw, foram utilizados
testes de cromatrografia gasosa e o método de giodde CQ Ambos
apontam o biodiesel como mais biodegradavel quieseldde petréleo, mesmo
com as suas misturas em diversas proporcdes (KNMAARITH; LUK, 2007;
ZHANG et al., 2013).

Testes com organismos aquaticos como Tilapia ei@afostraram que
a mortalidade e a Gk (concentracdo letal maxima) foram menores, quando
expostos ao biodiesel e suas misturas, quando cadgsao diesel de petréleo.
Salienta-se que o biodiesel forma gotas na superaquanto o diesel forma
manchas, o que leva a um maior prejuizo dos ongasisiquaticos incluindo os
peixes (BIRCHALL; NEWMAN; GREAVES, 1995; REDDY, 20) sendo um
problema de contencdo da contaminagcdo em casa@sdéatzs.

De acordo com Leme et al. (2012), pesquisando wonégdo de solo
com biodiesel e suas misturas com o diesel de Ipefréonfirmaram que a
genotoxicidade/ mutagenicidade est4 associada éprigrbiodiesel ou a
impurezas (esterdis livres, por exemplo) a paginthtéria prima utilizada para
a producédo de biocombustiveis no geral. Devendmasiderar que o destino
final de um derramamento acidental de biodiesedalo é o corpo hidrico mais

préximo.

2.2 Mutagenicidade e Genotoxicidade
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Mutagenicidade sdo mudancas ou danos génicos queemcno DNA
de cada célula, inibicdo ou dano no mecanismopmlroeao DNA resultando em
uma célula alterada. Podem ser causados por solast@fou agentes que agem
sobre o organismo, levando a uma reducgdo no indit&ico, o que pode
comprometer o desenvolvimento e o crescimento demme Isto gera um
impacto significativo sobre pool génico de uma populacdo (POLETTO, 2011).

Ndo existe informacdo suficiente sobre a mutagemild das
substéncias presentes nos gases produzidos pelaust@im de biodiesel para
humanos, o que pode ser extrapolado para os anagagicos incluindo os
peixes (SANTOS, 2013; SWANSON; MADDEN; GHIO, 2007).

Genotoxicidade é o estudo dos efeitos adversogeletes fisicos e/ou
guimicos no DNA ou cromossomos de células e a gulesee demonstracéo de
suas ac¢les. A genotoxicidade ndo é uma indicacdoutiegenicidade, embora
possuam alta associa¢cdo (REKHA; PRASAD, 2006). fggegenotoxicos sao
substancias que conseguem interferir e/ou modificaplicacdo do DNA e, por
conseguinte, a transmissédo genética (COOMBES, 19¢2)maior parte dos
acontecimentos, a lesdo é reparada pelo prépriansmo ou a célula é
eliminada (ABHILASH; SINGH, 2009; REKHA; PRASAD, 26).

Sdo medidas de genotoxicidade: danos ao DNA (quddordupla fita,
formacg&o de microndcleo, intercAmbio de crométideds); mutacdes pontuais
e aberrac6es cromossomais, assim como defeitoslitaeies (mutacGes em
células germinativas); efeitos teratogénicos; dmleg translocacdes e
aneuploidia (COOMBES, 1992). Para os estudos detgeinidade sdo feitos
testedn vitro ein vivo desenhados para detectar o potencial das sulasténou
agentes em causar mutagdes genéticas e cromossonW@ENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2010; FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION - FDA, 1997). Os ensaian vivo séo ferramentas



19

sensiveis para a deteccdo do potencial de carcimddde de diversos
compostos e/ou substancias (MALUF; ERDTMANN, 2003).
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2.3 O Teste do Micronucleo

O micronucleo constitui em uma pequena massa nudddianitada por
membrana e separada do ndcleo principal, permadecesntretanto, no
citoplasma das células interfasicas, com a apaédei pequenos nlcleos
(Figura 2). Os micronucleos sao formados durantel@ase da mitose ou
meiose e resultam de fragmentos cromossémicosrac@Endu de cromossomos
inteiros que n&o foram incluidos no nucleo prinkciBaimportante ressaltar que
os micronlcleos sédo formados independentementépdode dano ocorrido
durante o ciclo, sendo dependentes da proporcadcélidas que estdo se
dividindo (FENECH, 1997; UDROIU et al., 2006).

Desenvolvido por Schmid (1975), o teste do micrtemi@ utilizado
para avaliar genotoxicidade e danos citotoxicoémabtle detectar mutacdes
brutais, como as aberracdes cromossémicas, e godepkcado em qualquer
tecido animal. E utilizado para: monitoramento d@iito e ambiental; rastreio
de compostos para determinar a sua genotoxicidadie exposicao direta ou
indireta a alguma substéncia e/ou composto quirkiéaoas sdo as vantagens da
técnica, dentre elas, podemos citar: simplicidaddlise rapida de um elevado
namero de células, menor custo, grande poder&tafivelocidade e facilidade
de andlise, utilizacdo de pequenas concentracdesldas, eficacia em danos
clastogénicos e aneugénicos.

A determinacdo da frequéncia de micronlcleos segieseguintes
critérios:

a) tamanho menor que um 1/3 do nucleo;

b) mesmo plano de foco do nicleo;

c) padrédo da estrutura e coloracédo da cromatina @fndio nicleo e

d) nenhuma ligacdo com o ndcleo (CARRASCO; TILBURY;

MAYERS, 1990).
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Figura 2 Micronucleos (setas) em eritrécito de pdaumento de 100X)

o% Y a

Fonte: Arquivo pessoal

O teste do micronicleo em peixes tem sido feitbzatido as mais
diversas substancias e os mais diversos contaremabDentre eles, podemos
citar: metais pesados (arsénico, cobre, cadmiojbidigas, fertilizantes,
benzeno, antibiéticos e agua contaminada. Sendguisaslo em eritrcito e
fragmentos de guelra (BUCKER; CARVALHO; ALVES-GOMES006;
DISNER; ROCHA; MIRANDA, 2011; GOLDONE; SILVA, 2012GUNER;
MURANH, 2011; ROCCO; PELUCO; STINGO, 2010).

2.4 Peixes como modelo experimental

Os peixes séo, dentre os vertebrados, o maior £ dnarsificado grupo
e relnem uma série de caracteristicas que os tomamlentes modelos
experimentais para estudos em embriologia e bmlegnbiental (POWERS,
1989).
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2.4.1 Prochilodus lineatus

A curimba Prochilodus lineatus) é usada como modelo experimental
nas areas de nutricdo, reproducéo e sanidade dei@smativas (Figura 3). E
uma espécie neotropical, amplamente distribuida pebérica Latina. Tem o
hébito alimentar limnéfago ou ili6fago (detritivdrode baixo nivel tréfico,
alimentando-se no ambiente natural de material nicga realiza migracéo
reprodutiva e desova Unica, possui fecundacdonxierauséncia de cuidados
parentais. A curimba representa uma espécie netimadmica e ecologicamente
importante, pois é considerada espécie forragaia qutras espécies. Apresenta
alta rusticidade e elevada prolificidade, alémefesiilidade a variacdes de pH,
a presenca de xenobioticos e a diversos tipos teemes sendo, portanto,
apropriada para 0 monitoramento ambiental (BOTTAlgt2010; GALDIOLI;
HAYASHI; SOARES, 2002; GODOY, 1975; HERNANDES CUABRO,
2013).

Figura 3 Peixe adulto de curimtRr ¢chilodus lineatus)

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.4.2 Daniorerio

Na década passada, um novo vertebrado foi intrdduzpm éxito no
cenario cientifico: o Zebrafish conhecido tambémagaulistinha (Figura 4). E
um pequeno teledsteo (3 a 4 cm), da espBaigo rerio. E um peixe tropical de
&gua doce, proveniente dos rios do sul da Asiacipalmente do norte da india.
Pertence a famili@yprinidae, classeActinopterygii, e ordemrleleostei, que nos
Ultimos anos vem atraindo a atencdo da comunidadéfca.

As principais justificativas para isso decorremadepeixes serem de
pequeno porte, de manutencdo facil, econdmicos qré@gdo, com alta taxa
reprodutiva, com seu genoma sequenciado e apress@ntaportante homologia
com os mamiferos (KARI; RODECK; DICKER, 2007; LIEBKE; CURRIE,
2007).

O zebrafish também produz um grande ndmero de dgsotes, quando
comparado a outros organismos modelos (como ponmre 0 rato) e, além
disto, possui uma producéo constante de ovosgfaoo distingue da maioria
das espécies de peixe cultivadas. Quando mantidosoadi¢cdes apropriadas,
uma Unica fémea pode produzir cerca de 200 ovosgroana durante todo o
ano.

Constituem  excelente modelo  experimental para estud
comportamentais, genéticos, toxicoloégicos e pasvatalar o mecanismo de
diversas doencas humanas bem como testar novogesagemapéuticos. Uma
area de pesquisa que utiliza intensamente este gei toxicolégica (KARI;
RODECK; DICKER, 2007; LIESCHKE; CURRIE, 2007). Asntagens deste
modelo, combinadas com as ferramentas para suaputegio e analise,
tornaram o zebrafish particularmente adequado @sttedar diferentes rotas de
regulacdo génica de maneira mais conveniente ¢abgua em qualquer outra

espécie de peixe cultivada. Os resultados obtidis estudos de nutricao,
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crescimento, resisténcia a doencas, estresse aduggo produzem resultados
com grande aplicabilidade no cultivo de peixes (MAGEISLER, 2006).

Figura 4 Peixe adulto de zebrafighafio rerio) peixe adulto

Fonte: Arquivo pessoal
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3 CONCLUSAO

Com a palitica brasileira prevendo um aumento dsemo de biodiesel
na ordem de aproximadamente 40% em 2020, conforfAamo Decenal de
Expanséo de Energia deve-se levar em consideracéiscos causados por um
derrame acidental ou descuidos durante o transparmazenamento ou
utilizagdo do biodiesel e seus derivados. E imptetajue se desenvolvam
pesquisas capazes de determinar sua toxicidade eim ambiente aqudtico,
principalmente para os organismos possivelmentestap ao contaminante.
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Resumo - Objetivou-se, no presente trabalho, estudar o oefdi¢
diferentes concentracdes de fracdo sollvel do ésedi(FSB) de 6leo de
soja queimado, sobre o desenvolvimento embriondeo curimba
(Prochilodus lineatus). O biodiesel foi obtido através da metilacdo do

Oleo de soja utilizado em frituras, com a conce&dimade biodiesel de
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0,0645 g/L. Os embrides de curimba foram coletadtsnsferidos para
uma incubadora experimental em duplicata com aeraginstante,
contendo diferentes concentracdes de FSB sendacdsoll (controle),
solucdo Il (0,0645 g1, solucdo Il (0,129 g.t), solucdo IV (0,645 g.L
1), solucdo V (1,29 g) e solucdo VI (6,45 g:t). Os valores médios
encontrados foram: temperatura (°C) 23,0 + 0,1pénip dissolvido
(mG/L) 4,58 + 0,34 e pH: 7,3 £ 0,1. A taxa de feéicdo variou de 50,88
a 81,61%, sofrendo alteracdo a partir do grupop&0(05). A partir da
décima hora pos- fertilizagdo evidenciou-se o atras desenvolvimento
embrionario de todos os tratamentos, em relac&oagamento controle.
Os resultados para taxa de eclosdo foram de 7488526%, sendo que
todos os grupos diferiram estatisticamente do gfypontrole). Conclui-
se que houve interferéncia no desenvolvimento @mério de curimba

(P. lineatus) frente as diversas concentracdes da FSB.

Termos para indexacdo: altura de vitelo, bioconibelstProchilodus

lineatus, taxa de eclosao, taxa de fertilizacdo, toxicidade.
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Embryonic development of curimba @rochilodus lineatus) submitted
to different concentrations of the soluble fractionof biodiesel made
from burnt soy oll

Abstract The present work aimed at studying the effect dfecknt
concentrations of the soluble fraction of biodiesehde from burnt
soybean oil (FSB) over the embryonic development cofrimba
(Prochilodus lineatus). The biodiesel was obtained through the
methylation of the soy oil used in frying, the centration of 0.0645 g/L
being found for the biodiesel in the solution. Témebryos were obtained
from a semi-natural spawning, collected and transfkin duplicate to an
experimental nursery, with constant aeration, doirtg different
concentrations of FSB, being: solution | (contrsbjution 11 (0.0645 g.L
1, solution 111 (0.129 g.[%), solution IV (0.645 g.L), solution V (1.29
g.L") and solution VI (6.45 g.b). The average values found were:
temperature°C) of 23.0 + 0.1; dissolved oxygen (mg/L) of 4.5884
and pH of 7.3 £ 0.1. The fertilization rate randezim 50.88 to 81.61%,
suffering alterations starting at group IV (p<0.0Bjom the tenth hour
post-fertilization, we verified the delay in embnyo development in
relation to the control treatment. The resultstfer hatching rate were of

7.56 to 46.26%, with all groups statistically diffegy from group |
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(control). We conclude that there was interfererine embryonic
development of curimbaP(ochilodus lineatus) with the many FSB

concentrations.

Keywords: biofuel, fertilization rate, hatchingeatoxicity, yolk height

Introducéo

A busca pela interacdo entre desenvolvimento eumu e
preservacdo do ecossistema € chamada de susidatidil onde os
pontos fundamentais visam a propria sobrevivénciplaneta, tanto no
presente quanto no futuro. Exemplos deste conséimoas medidas que
vem sendo adotadas e os investimentos que vem seatiados no
Brasil com relacdo aos biocombustiveis, uma foneggtica renovavel.
Por mais que ndo tenha a minima autonomia pardatsitg petrdleo, ao
menos visa reduzir seu uso.

O biocombustivel € proveniente de fontes biol&gicenovaveis
baseadas em 06leo vegetal ou gordura animal quealipssmelhancas
fisicas e quimicas ao diesel mineral. E constituldcésteres de acidos
graxos, ésteres de alquila (metila, etilica ou iemppde acidos

carboxilicos de cadeia longa (Teixeira & Taouil, 1@ E um
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combustivel biodegradavel obtido comumente porststerificacdo, uma
reacdo quimica de lipidios (6leos de origem vegetalgorduras, com
cadeia curta) com alcoois em meio acido ou bastmmsiderado um
combustivel menos poluente emitindo menos gasésog)xcontribuindo
potencialmente para o controle do aquecimento g(@tmon et al., 2007,
Santos, 2008).

Por ser um produto de recente interesse, poucaassfpesquisas
relacionadas a toxicidade do biodiesel para orgayss aquaticos
incluindo os peixes, uma vez que os estudos dimaniopara uma menor
toxicidade e maior taxa de biodegradabilidade dodibsel e suas
misturas em varias propor¢des comparadas ao dieseéncional (Khan
et al., 2007; Swanson et al., 2007; Santos, 2008).

Entre as espécies de peixe de interesse econésoitial, destaca-
se a curimba Rrochilodus lineatus), peixe de piracema amplamente
distribuido na América Latina, sendo mais frequeratédacia superior do
rio Parana, envolvendo os rios Grande, Pardo e 4@ogicu. Tem o
habito alimentar limnéfago ou iliéfago (detritivrode baixo nivel
trofico, alimentando-se no ambiente natural de r@terganico. A

7

curimba, entre os peixes nativos, € um dos quea@rasentado bons



37

resultados em pesquisas relacionadas a aquicuttorajrtude do rapido
crescimento em cultivo intensivo, da alta rustidelgpara manejo e da
alta fertilidade (Galdioli et al., 2002).

Devido as poucas informac¢des sobre os efeitosiatbielsel para
espécies de peixes dulcicolas neotropicais, esexjmerimentais sobre o
impacto de concentracdes de biocombustivel nosepese tornam
necessarios, sendo assim este trabalho teve cgetovolestudar o efeito
de diferentes concentracdes da fracdo solUvelatbdsiel de Oleo de soja
queimado sobre o desenvolvimento embrionario dientar(Prochilodus

lineatus).

Material e métodos
Obtencéo do biodiesel e preparo da fragéo soluvebdiodiesel (FSB)

O biodiesel foi adquirido no Laboratorio de Biodmmtivel da
Universidade Federal de Lavras, onde foi obtidavéis da metilagdo em
meio &acido do 6leo de soja utilizado em friturasrtgnto ndo estava
padronizado e nem purificado. Sua composi¢ao gaicoosta da Tabela

1.
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A metodologia para separacdo da fracdo solUvebiddiesel
(FSB) foi modificada de Simonato et al. (2011), ®rs® misturou uma
parte de biodiesel em quatro partes de agua e -mwoao agitador
magnético, durante 45 minutos. ApGs esse tempogcaoise a solucao
no decantador durante 60 minutos e retirou-se gadrasollvel,
descartando o sobrenadante. Essa preparacaotéonteiLaboratorio de
Quimica do UNIFOR (Centro Universitario de FormM&). Foi

encontrada a concentracdo do biodiesel na solstéque de 0,0645 g/L

Tabela 1.Resultados analiticos do biodiesel.

Local e Animais

O experimento foi realizado no més de janeira@2na Estacéo
de Piscicultura e Hidrobiologia da Eletrobras-Fsrnéocalizada no
municipio de S&o José da Barra, MG. Caracteristidanaticas:
Temperatura Minima (18 °C); Temperatura Maxima®@p Precipitacéo
(278 mm) (CLIMATEMPO, 2013).

Durante o experimento, os parametros fisico-quimida agua

foram aferidos a cada duas horas (oxigénio disdo/\oH e temperatura),
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com o auxilio de uma sonda multiparametro YSI &ds encontrados
os valores médios: temperatura 23,0+0,1 °C; oxigédissolvido

4,58+0,34 mg ['e pH: 7,3+0,1 nas incubadoras.

Metodologia para obtencdo dos embrides

Para a obtencdo dos embrides foi utilizada a ro&igéh da
reproducdo induzida. Os reprodutores foram manta@nstanques com
capacidade de, aproximadamente, 1000 litros de, &gum entrada de
agua e aeracdo constante e temperatura de 25 /@, relacdo de dois
machos para uma fémea. O horménio utilizado foxwa& bruto de
hipofise de carpa. Nas fémeas, foram aplicadas diosess com intervalo
de 14h e com concentracdo de 0,5 mg/kg. Nos maapesas uma dose
foi aplicada no mesmo momento da aplicacdo da 28 da fémea, na
concentracao de 3mg/kg.

A desova aconteceu seminatural no aquario e enidse®s
ovacitos foram coletados e transferidos para uners@ de incubacéo
experimental para embrides de peixe (Pat. Req. B&RI3D17858-6)
confeccionados de PVC em duplicata, com aerac¢éstaiae, contendo

diferentes concentracfes de fracdo soluvel de déBeti(FSB), sendo as
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mesmas definidas com base no trabalho de Fadakaouldés et al.

(2011), conforme Tabela 2.

Tabela 2.Concentracdes da FSB utilizadas no experimento.

Utilizando o teste cego, em cada incubadora fotiadado um
volume de 180 ml de solucéo juntamente com as otraxdes da FSB e
uma media de 250 ovos, contados através da ufibzag uma lupa
esterioscépica Olympus SZ%1

A taxa de fertilizacdo (TF) foi verificada apéstooihoras da
fertilizacdo e a taxa de eclosdo (TE) foi realizd@a e 40 min. pos-
fertilizacdo utilizando amostragens aleatorias ohbdrées e larvas (&
74), em lupa esterioscopica Olympus SZ° &bnforme as seguintes
formulas (Felizardo et al., 2010) descritas abaixo
Taxa de Fertilizacdo = [n°® de embrides viaveis/dg@embrides viaveis +
namero de ovos inviaveis)] x 100;

Taxa de Eclosao = [n° de larvas/ (n° larvas + mSvds gorados)] x 100

Para a observacdo de possiveis alteracbes novdbesemrento

embrionario, amostras foram coletadas em intervd®sduas horas e
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fixadas em solucdo Karnowisk. Os embrides foranogi@fados por
camera fotogréfica digital ZEIZZ Axion Cam ERC 5@jlizando um
estereomicroscopio binocular AXIO/ZEIZZ Model LalAl. Nos
ovocitos e embrides foram mensurados o diametrcakkuea do vitelo,
utilizando-se o programa livre “Image J” (verséo.@).

Fez-se um teste de comparacdo de médias (teStekdy), para

verificar quais tratamentos apresentaram difersigaficativa entre si.

Resultados e discussao
Taxa de fertilizagéo
Os resultados da taxa de fertilizagdo, apds oiboash péds

fertilizacdo (hpf), estédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Taxa de Fertilizacdo de curimba, submetidos aretfites

concentracdes da fracdo soltvel do biodiesel.

Observou-se semelhanca para taxa de fertilizag&dratamentos
[, Il e Il (p>0,05) sendo que estes tratamentderein dos tratamentos

IV, V e VI que ndo apresentaram diferenca estetigp>0,05) entre si. A
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partir do grupo IV a taxa de fertilizacdo sofredemdcao (p<0,05)
reduzindo o numero de embrides de curimba.

Os valores encontrados no presente trabalho paxa te
fertilizacdo variou de 50,88 a 81,61% sendo estmelhantes ao
relatados por Silva et.g2009) e Paulino et a(2011), respectivamente
40 + 5% e 40 a 50%. Porém diferem dos resultadatad®s por Souza

(2006), que foi de 94,77%.

Desenvolvimento embrionario
No presente estudo foi observado efeito da FSBfaseas de
desenvolvimento embrionario de curimba, como detnads na Tabela

4.

Tabela 4. Desenvolvimento embrionario de curimba, expostos a

concentragOes crescentes da FSB.

Duas horas p0s fertilizacdo (hpf) quase todos dwiées estavam
com, aproximadamente, 128 células exceto o tratmmiénque estava

com 64 células. Quatro horas pés fertilizacdo ologsese mudancgas no
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desenvolvimento embrionario, porém sucintas, danrantos I, VI e o

controle j4 estavam na fase de oblongo, enquantegis estavam na
fase de alto (Figura 1), bem semelhantes aos adssltobtidos por
Ninhaus-Silveira et al. (2006); Botta et al. (201dgrnandez Cuadrado
(2013).

Figura 1. Fase de blastula dos ovocitos submetidos a caacées

crescentes da FSB.

Na fase de gastrula, os embrides encontravam-geramde 50%
de epibolia, a partir das seis hpf permanecendoodte horas pos-

fecundacao (Figura 2).

Figura 2. Fase de géastrula dos ovocitos submetidos a coacées

crescentes da FSB.

Observou-se que as menores concentracdes () dellbiodiesel
nao causaram alteracdes macroscopicas nos emiajiiEspito horas de

fecundacao. Estes resultados podem ser visualizgaes a avaliacdo
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entre ovos viaveis e ndo viaveis, na forma queita §& consegue uma
observacdo efetiva, porém o efeito das concentsaglie biodiesel
(turvacdo do meio) mascaram a leitura da taxariézacdo dos ovos de
curimba. Segundo Meireles et. d2011) a curimba produz ovdcitos
opacos e de coloracdo cinza e o0s embrides saolit@ns e
transparentes.

Nas primeiras 10 hpf os embrides de todos osmiitos tiveram
um desenvolvimento semelhante ao tratamento centil resultado
encontrado no grupo controle estdo semelhantesobssrvados por
Ninhaus-Silveira et al. (2006); Botta et al. (201dgrnandez Cuadrado
(2013), mesmo trabalhando com temperaturas difesent

A partir da décima hora pos- fecundacao eviders®a atraso no
desenvolvimento embrionario, em relacdo ao trat&mneontrole. Os
embrides do tratamento VI estavam com 80% de dpibdiferenciando
dos demais tratamentos que estavam na fase derfentwmde blastéporo

Nas Figuras 3 e 4, apresenta-se a fase de segiédeias embrides.

Figura 3. Fases de segmentacdo dos embrides submetidos a

concentragOes crescentes da F&Ryura 4. Fases de segmentacdo e
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organogénese dos embribes submetidos a concerdgragégcentes da

FSB.

A partir das 12 hpf até as 14 hpf, ocorreram assat no
desenvolvimento e uma diferenca marcante foi queerobrides do
tratamento VI estavam na fase de fechamento d&dpta® enquanto os
embrides dos demais tratamentos e 0s do grupoot®m@stavam na fase
desenvolvimento de somitos. As 16 hpf, os embri@esncaram no
desenvolvimento, equiparado ao desenvolvimento ebrides do
tratamento controle.

A partir das 18 hpf os embrides do grupo contjéléhaviam
atingido a fase larval (Figura 5), enquanto os &mebr dos demais

tratamentos estavam na fase de 18 a 25 somitos.

Figura 5. Fase larval.

O periodo de desenvolvimento embrionario, desflecandacao

até a eclosdo, foi de 18h e 40 min. Ninhaus-Saveit al. (2006)

encontraram 22h para a temperatura de 24 °C edrdh?g °C e Botta et
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al. (2010) encontraram 18h a 25 °C, sendo o periteldncubacéo

dependente da temperatura da agua.

Taxa de eclosao

Os resultados para taxa de eclosdo (7,56 a 46,Z6%). 5)
diferem dos valores 50,88% a 95,00%, encontradosSilwa et al.
(2009); Meireles et al. (2011); Paulino et al. (¢QHernandez Cuadrado

(2013).

Tabela 5. Taxa de eclosdo de ovos de curimba submetidos a

concentragdes crescentes de FSB.

Todos os grupos diferiram estatisticamente do @iug?orém o
grupo VI, que continha 6,45 g'Lde biodiesel, apresentou diferenca
significativa (p< 0,0001).

Apesar da taxa de fertilizagdo nao diferir entset@tamentos
controle, Il e lll, observou-se que, na taxa deswb, os tratamentos Il e

[Il exerceram um efeito negativo no desenvolvimetirionario.
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De acordo com Rand & Petrocelli (1985), os efettipdcos do
biocombustivel incluem letalidade (mortalidade)feites subletais, tais
como alteragdes no crescimento, desenvolvimenpopdeacao, respostas
patoldgicas, bioquimicas e comportamentais.

Porém a falta de trabalhos nessa area dificudtangaracéo direta
dos resultados, visto a diferenca na composicao bilmsombustiveis
estudados, divergéncias nas metodologias e var@dgsi@rganismos em

estudo.

Concluséo
1. As diversas concentracdes da fracdo soluveliatidsel de 6leo de
soja queimado interferiu no desenvolvimento emlgiimn de curimba
(Prochilodus lineatus).
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Tabelas

Tabela 1. Resultados analiticos do biodiesel.

Parametro Unidade Resultado Metodologia
Etanol % viv N&o detectado CG

Hidréxido de Sédio  mg/L N&o detectado  Titulométrico
Lipideos g/100 mL 0,003 IAL 032-34/IV
Metanol % viv 0,24 POP. CROMO.14

Fonte: HIDROCEPE Laudo de Analise n°® 12571 (0402&. CG,

Cromatografia Gasosa; IAL, Instituto Adolfo Lutz.

Tabela 2. Concentragbes da FSB utilizadas no experimento.

Tratamento Concentracao Fator de diluicdo
Solucéo | Agua do tanque (controle) 0
Solucso Il 0,0645 gt de biodiesel 1/1000
Solucso Il 0,129 g.t: de biodiesel 1/500
Solucéo IV 0,645 g.t de biodiesel 1/100
Solugéo V 1,29 g.t de biodiesel 1/50

Solucdo VI 6,45 g.1 de biodiesel 1/10
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Tabela 3. Taxa de Fertilizacdo de curimba, submetidos a elites

concentracdes da fracdo soltvel do biodiesel.

Tratamentos Taxa de Fertilizagédo (%)*
Agua do tanque (controle) 72,73 a
0,0645 g.r* 81,61 a
0,129 g.I* 72,97 a
0,645 g..! 57,69 b
1,29 g.I'* 53,03 b
6,45 g.L*! 50,88 b

*p<0,05. Médias seguidas de letras iguais nao alifieestatisticamente

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Desenvolvimento embriondrio de curimba, expostos a

concentracoes crescentes da FSB.

Tratamentos
HPF

I Il 11 A% \Y Vi

2 128 cel. 128 cel. 64 Alto 128 cel. 128 cel.
cel.

4 Oblongo Oblongo Alto  Alto Alto Oblongo

6 50% 50% 60% 50% 30% 50%
8 50% 50% 60% 60% 60% 50%
10 FB FB FB FB FB 80%

12 10S 5S FB 10S 3S FB

14 15S 10S 10S 10S 10S FB
16 20S 20S 20S 18S 16 S 13S
18 Larva 25S 25S 19S 18S 18 S

HPF, horas pos fertilizagcéo; FB, fechamento detyeso; S, somitos.
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Tabela5. Taxa de eclosdo de ovos de curimba submetidos a

concentracoes crescentes de FSB.

Tratamentos Taxa de eclosao (%)
Agua do tanque (controle) 46,26 a
0,0645 g.r* 25,73 b
0,129 g.I* 29,87 b
0,645 g.[" 30,58 b
1,29 g.I'* 31,18 b
6,45 g.I'* 7,56 ¢

*p<0,05. Médias seguidas de letras iguais nao alifieestatisticamente

pelo teste de Tukey.
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Figura 1. Fase de blastula dos ovocitos submetidos a coacées

crescentes da FSB.

Figura 2. Fase de gastrula dos ovocitos submetidos a coacées

crescentes da FSB.

;i
: -0 -] 1o
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Figura3. Fases de segmentacdo dos embribes submetidos a

concentracoes crescentes da FSB.

Figura 4. Fases de segmentacdo e organogénese dos embrides

submetidos a concentracdes crescentes da FSB.

Figura 5. Fase larval.

(VERSAO PRELIMINAR DO ARTIGO)
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RESUMO

Objetivou-se, com esta pesquisa, a observacdo duoerda do
aparecimento de micronucleo em eritrocitos de peijevenis de
zebrafish Danio rerio), expostos a concentracdes crescentes de fracdo
soluvel do biodiesel (FSB) de dleo de soja queim&d®o peixes foram
colocados em aquarios de polietileno, sendo subosetao teste de
toxicidade aguda em um delineamento em bloco artente
casualizado, com cinco tratamentos e duas repstig@s tratamentos
consistiam de diferentes concentracbes de FSB,osasdsolugdes: |
(controle), 11 (0,0645 g 1), 111 (0,129 g 'Y, IV (0,645 g 'Y, V (1,29 g

LY e VI (6,45 g [Y). Foi realizado um esfregaco sanguineo para cada
peixe, sendo analisados 2000 eritrécitos intactdeuve diferenca
significativa (p<0,05) entre o grupo |, II, lll ¥ le os grupos V e VI, nos
tempos 24 e 96 horas de exposicao. Diante dostades| podemos
observar que a FSB tem efeito genotoxico em eiit®cde peixes

juvenis de zebrafish.

Palavras chaveteste do micronuUcleo, zebrafish, toxicidade.
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INTRODUCAO

Uma maneira de verificar os efeitos toxicos em ymopulagéo
aquatica exposta a agentes quimicos e/ou biolégoomenduzir estudos
de monitoramento, utilizando-se parametros bioligyiade preferéncia,
estudos com manifestacbes em curto prazo, tais censaios de
toxicidade aguda. Para avaliar a ocorréncia degwes mutacdes ou
alteracbes genéticas em uma célula € precisoautidilgumas técnicas,
dentre elas o Teste de Micronucleos. Esse conséstelentificacdo do
aumento na frequéncia de mutacdo em células, quexgibstas a uma
gama variada de agentes genotoxicos. O testeial@iddade, analise
rapida de um elevado niumero de células, menor ,cgsémde poder
estatistico, velocidade e facilidade de analisdizatdo de pequenas
concentracfes de células, além da eficacia em delastogénicos e
aneugénicos (REDDY, 2009; SANTOS, 2013; SWANSON; DIDEN;
GHIO, 2007).

O micronucleo € um nucleo adicional e separadondoleo
principal de uma célula, formado na tel6fase, digrardiviséo celular por
cromossomos ou fragmentos de cromossomos queasarmtiem relagcéo
aos demais. O teste do micronucleo pode ser aplieadqualquer tecido
animal, sendo dependente da proporcao de célutaeqt@o se dividindo,
ocorrendo, durante um tempo equivalente ao cidldare que resulta de
alteracdes estruturais cromossdmicas espontaneaspeuimentalmente
induzidas ou de falhas no fuso celular (FENECH,71$ANTOS, 2013;
UDROIU et al., 2006).
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Objetivou-se, nesta pesquisa, observar o aumentoictonicleos
em eritrécitos de zebrafish, expostos a concergsactescentes de fracdo
soltvel do biodiesel de dleo de soja queimado.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Nesta pesquisa, exemplares juvenis de zebralishid rerio),
pesando, aproximadamente 0,89 + 0,177 g, adquirdesLoja de
Aquarismo, foram aclimatados durante aproximadaend®t horas, em
aquario de polietileno de 50 L, contendo agua deadh, no laboratdrio
de Fisiopatologia da Reproducédo, Parasitologia éliges Clinicas do
UNIFOR-MG (Centro Universitario de Formiga/MG). [mte o periodo
experimental, os animais foram alimentadad libitum com racgéo

comercial, a cada 48 horas.

Obtencéao do biodiesel e preparo da fragéo soluvebdiodiesel (FSB)

O biodiesel foi adquirido no Laboratério de Biodaustivel da
Universidade Federal de Lavras sendo obtido atraeésnetilacdo do
6leo de soja utilizado em frituras, portanto nd@aes padronizado e nem
purificado.

A metodologia para separacdo da fracdo solUvebiddiesel
(FSB) foi modificada de Simonato, Albinati e Magm(2006). Misturou-
se uma parte de biodiesel em quatro partes de @geidoi levada ao
agitador magnético, durante 45 minutos. Apés dssepo colocou-se a
solucdo no decantador durante 60 minutos e resieoa-fracdo soluvel,
descartando o sobrenadante. Essa preparacaotéonteiLaboratorio de

Quimica do UNIFOR (Centro Universitario de Formigadi encontrada
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a concentracdo do biodiesel na solucdo: 0,0645 @ kua composicéo

consta na Tabela 1.

Tabela 1- Resultados analiticos do biodiesel

Parémetro Unidade Resultado Metodologia
Etanol % vV N&o detectado CG

Hidroxido de S6dio Mg tt N&o detectado  Titulométrico
Lipideos g 100 mt 0,003 IAL 032-34/IV
Metanol % vV 0,24 POP. CROMO.14

Fonte: HIDROCEPE Laudo de Andlise n° 12571 (04/0232.

Teste de toxicidade

Os peixes foram submetidos ao teste de toxicidgdda, no qual
séo coletadas amostras com seis, 24 e 96 horagapdsicdo ao agente,
em aquarios de polietileno, com capacidade pasalitrés de agua, com
aeracdo constante, em um delineamento em blocoraminte
casualizado (DBIC), sendo seis tratamentos com depeticoes,
totalizando doze aquéarios. Em cada unidade expetahecontendo
diferentes concentracdes de FSB, foram colocadgeeik®es, totalizando
180 animais e as concentragfes definidas com bas&abalho de

Fadakar Masouleh et al. (2011), conforme Tabela 2.

Tabela 2- Concentracdes da FSB utilizadas no experimento

Tratamento Concentrac&o de biodiesel {y L Fator de diluicdo

Solugéo | Agua do tanque (controle) 0
Solugao I 0,0645 1. 1000
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Solucao I 0,129 1. 500
Solucdo IV 0,645 1. 100
Solugédo V 1,29 1.5b
Solucéo VI 6,45 1.1

Teste do micronucleo

O teste do micronucleo foi realizado de acordo coatodologia
descrita por Al-Sabti e Metcalfe (1995) e a colé¢asangue conforme
descrito por Vilches (2009). Imediatamente apomseretirados dos
aquarios, os peixes foram anestesiados com benaoead sangue foi
retirado por um corte na regido caudal e, em sagdéilam preparados
esfregacos sanguineos para a confeccdo de umal@omiranimal. Apos
a secagem por 24 horas em temperatura ambient@&mmsas foram
coradas, utilizando-se o corante Panético Rapidwjdd a distingdo
satisfatéria entre eritrécitos, de forma rapida&ipa, pois cora o nucleo
de azul escuro e o citoplasma de azul claro (MENEGU et al., 2011).
A analise citologica foi realizada usando teste oce(SILVA;
NEPOMUCENO, 2010), utilizando-se um estereomicrpsrdinocular
AXIO/ZEIZZ Model Lab. AT® com lente de imers&o (1000X).

Foram analisados 2000 eritrocitos intactos poridamde acordo
com a metodologia proposta por Carrasco, TilbuMagers (1990) e a

determinacédo da frequéncia de microndcleos seguseguintes critérios:

tamanho menor que 1/3 do nucleo;
mesmo plano de foco do nucleo;

padrdo da estrutura e colora¢do da cromatina @#ngo ndcleo;

AN .

nenhuma ligacdo com o nucleo.
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Durante o experimento, os parametros fisico-quisita agua nos
aquarios foram aferidos a cada duas horas (oxigéis&nlvido, pH e
temperatura), com o auxilio de uma sonda multipaténY S| 85. Foram
encontrados os valores médios: temperatura 24,51%C0 oxigénio
dissolvido 4,58 + 0,34 mg't; pH: 7,8 + 0,1.

Utilizou-se o teste de Scott-Knott, pelo prograiB8§5VAR
(FERREIRA, 2011). Sendo considerados significatigesvalores de p,

ao nivel de 5% entre os tratamentos.

RESULTADOS
Foi possivel observar os micronucleos (Fig. 1) exsécitos de

zebrafish em todas as amostras e tempos coletados.

Figura 1-Micronucleo (seta) em eritrocito de peixe. (1000x)
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Fonte: Arquivo pessoal

Nas primeiras seis horas do experimento, foi ofaskr que néo
houve diferenca (p>0,05), para a variagdo da pgasde micronicleo
entre os tratamentos e grupo controle. (Tabela 3)

Apés 24 horas de experimentacdo, a frequéncia améei
micronucleo variou de 11,8 no tratamento contrédecanimero maximo
de 69,2 micronudcleos, no tratamento V. Em 96 hadspquéncia média
de microndcleo foi de 31 no tratamento controleldfé,8, no tratamento
VI.

Os dados coletados em 24 horas mostraram quataméntos V
e VI diferem significativamente (p<0,05) dos dem@m&amentos e do
grupo controle, o mesmo ocorrendo no tempo de &dmsle 96 horas
(Tabela 3).

Tabela 3- Frequéncia média de microndcleos (n=15) em&darde 24 e

96 horas de exposicao nas diferentes concentrdedeSB

Tratamento Média de micronucleos*

24 horas 96 horas
| (CONTROLE) 11,8 a 31,0a
11 (0,0645 g ') 19,8 a 60,0 a
1l (0,129 g LY 29,4 a 34,4 a
IV (0,645 g LY 322a 81,4a
V (1,29 g 'Y 69,2 b 124,0 b
VI (6,45 g L) 65,2 b 147,8 b

*letras minusculas diferentes na coluna indicardifea significativa a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott
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DISCUSSAO

Considerando que o biodiesel € um combustivel ppae vir a
substituir o diesel de petroleo, devem-se avalia rscos da
contaminacdo de corpos hidricos que apontam psea potencial toxico
e genotoxico. Pouco se sabe sobre o efeito daSefague compdem o
biodiesel sobre os organismos aquaticos, que paterente podem
entrar em contato por varias rotas de exposicacH(ABSH; SINGH,
2009; BIRCHALL; NEWMAN; GREAVES, 1995; KHAN; WARITH
LUK, 2007; PETERSON; MOLLER, 2004; REKHA; NAIK; PR3AD,
2006).

Segundo Baéz Ramirez e Prieto Garcia (2005), Carspal.
(2008), Mendes et al. (2011), Pretti (2007), Ozkaml. (2011), Rocco,
Peluso e Stingo (2012) e Silva e Nepomuceno (2GE0$ quantidade de
micronucleo for superior a trés a substancia éiderada genotoxica. A
frequéncia média de micronucleo encontrada nestqusa foi de 43,16
no tempo de 24 horas e de 89,52 no tempo de 96,hexaluindo-se os
valores do grupo controle. Portanto, as concergmacid FSB utilizadas
podem ser consideradas genotoxicas.

Conforme Moreira et al. (2010) o estresse causam peixes
durante a captura, estoque e transporte induz dgeostoxicos e
fisiologicos. Sendo este fato atribuido ao mecanisia formacédo dos
micronucleos. O que corrobora com os resultados gessquisa em que
0 grupo controle apresentou 11,8 micronucleos [f)02células nas
primeiras 24 horas e 31micronucleos por 2000 celeta 96 horas apoés o

inicio do experimento.
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Com os resultados observados neste experimentgeoses
zebrafish tiveram tolerancia a baixas concentradédsSB, nas primeiras
seis horas de experimentacdo. Alguns autores (BAZYMIREZ;
PRIETO GARCIA, 2005; CAMPOS et al., 2008; MENDESaét 2011)
afirmam que o aparecimento de neoplasias estéautegite relacionado
com o aumento da frequéncia de micronucleos natasél

Mota, Barboni e Jesus (2009) e Souza e Fontaf2@i6), em
estudo utilizando tilapiasOfeochromis sp) capturadas diretamente no
curso d’dgua, observaram alta incidéncia de miai@o§ nos seus
eritrocitos. Estas observacbes foram corroboradas Bilva e
Nepomuceno (2010) que, pesquisando mandis amaRiioe ¢dus
maculatus), encontraram um numero de micronucleos comprdendi
entre 56 e 226, evidenciando que a formacdo doomicteo pode estar
relacionada com a contaminagéo da agua dos rios.

No presente estudo, foi observado que, nos terdpo24 e 96
horas de exposicéo, houve diferenca (p<0,05) paeaiacdo da presenca
de micronucleo nos tratamentos V e VI em rela¢&ooabros tratamentos
e o tratamento controle. Esses resultados sé&o lsamtes aos relatados
por Ozkan et al. (2011) e Rocco, Peluso e Stin@@ZPque encontraram
um aumento do dano genético em relacao ao temprpisicao, ou seja,
quanto maior for o tempo de exposicdo, maior é nodavlesmo
pesquisando o efeito de substancias diferentes.

Na pesquisa realizada por Khan, Warith e Luk 7208obre os
efeitos toxicoldgicos causados pela fragdo sol@el dgua (FSA) do
biodiesel (derivado de 6leos e gorduras reciclvé@ieo diesel e de

misturas de ambos sobre organismos te3tesr|zyuichus mykiss (peixe
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truta arco-iris) e de dafinidDéphnia magna), através da realizacdo de
testes de toxicidade aguda, comprovaram que a FShiadiesel é
consideravelmente menos toxica para 0s organisopadtiaos do que a
FSA do 6leo diesel convencional. Porém, os resodta@monstraram que
ainda assim ha risco substancial para os organiame&icos, no caso de
uma contaminacao por biodiesel.
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CONCLUSAO

Pode-se observar que no tratamento controle eedistr inducéo
da geracdo de micronucleo, sendo uma ocorréncia urogm
principalmente em situacdes de estresse.

A fracdo soluvel do biodiesel de Oleo de soja maeio tem efeito
genotoxico em eritrocitos de juvenis de zebrafegdm o surgimento de
micronucleos.

Como resultado final o tratamento VI (6,45 §Linduz a
formagé@o de micronucleos em eritrocitos de zebrafig7 vezes maior

que o tratamento controle.
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Evaluation of the genotoxicity inDanio rerio exposed to increasing

concentrations of the soluble fraction of burnt solgean oil biofuel

ABSTRACT
The objective of this research was the observatibrthe increased
appearance of micronuclei in erythrocytes of juleeziebrafish Danio
rerio) exposed to increasing soluble fraction conceiotnat of burnt
soybean oil biodiesel (FSB). The fish were placed pblyethylene
aquariums and submitted to acute toxicity test inc@mpletely
randomized block design, with five treatments awd teplicates. The
treatments consisted of different FSB concentratigolution | (control),
solution 1l (0.0645 g L), solution 11l (0.129 g [*), solution IV (0.645 g
L™, solution V (1.29 g ) and solution VI (6.45 g £). We collected a
blood smear lamina for each fish, analyzing 200@dh erythrocytes.
There was significant difference (p<0.05) betweesugs | (control), I,
[l and 1V, and groups V and VI, in the periods 24 and 96 hours of
exposition. With these results we may observe thatFSB presents a

genotoxic effect in the erythrocytes of juvenildmdish.

Keywords: micronucleus test, zebrafish, toxicity.
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ANEXO

ANEXO A - Resultado Analise Estatistica Artigo 2

6 horas

Variavel analisada: valor

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

tratamento 5 10778.666667 2155.733333 1.096 0.3883

erro 24 47211.200000 1967.133333

Total corrigido 29 57989.866667

CV (%) = 164.67

Média geral: 26.9333333 NUmero de observagdes: 30

Teste Scott-Knott (1974) para a FV tratamento

76



NMS: 0,1
Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 5

Erro padréo: 19,8349859255475

Tratamentos Médias Resultados do teste

11.000000 a

119.400000 a

111 21.400000 a

1V 29.200000 a

V 45.400000 a

V155.200000 a

77

24 horas

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

tratamento 5 14192.666667 2838.533333 2.123 0.0473

erro 24 32083.200000 1336.800000
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Total corrigido 29 46275.866667

CV (%) = 96.39

Média geral: 37.9333333 NUmero de observagdes: 30

Teste Scott-Knott (1974) para a FV tratamento

NMS: 0,1

Média harmonica do numero depeti¢ées (r): 5

Erro padrédo: 16,3511467487758

Tratamentos Médias Resultaddo teste

111.800000 a

11'19.800000 a

111 29.400000 a

IV 32.200000 a

V1 65.200000 b

V 69.200000 b

96 horas

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
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tratamento 5 57074.166667 11414.833333 2.189 0.0490

erro 24 125141.200000 5214.216667

Total corrigido 29 182215.83667

CV (%) = 90.53

Média geral: 79.7666667 Numero de observagdes: 30

Teste Scott-Knott (1974) paa FV tratamento

NMS: 0,1

Média harmonica do numero depeti¢bes (r): 5

Erro padrédo: 32,2930849150919

Tratamentos Médias Resultaddo teste

131.000000 a

111 34.400000 a

11 60.000000 a

1V 81.400000 a

V 124.000000 b

V1 147.800000 b
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora o biodiesel de 6leo de soja queimado e sustsiras sejam
menos téxicos, demonstraram efeitos nocivos em iéetrde curimba
(Prochilodus lineatus) e aumento do nimero de microndcleos em juvenis de
zebrafish Danio rerio) devendo-se levar em consideragdo 0s riscos asoutr
organismos aquaticos.

Houve interferéncia no desenvolvimento embrionade curimba
(Prochilodus lineatus), frente as diversas concentracfes da fracdo eotioy
biodiesel de 6leo de soja queimado.

A frac@o soluvel do biodiesel de 6leo de soja gadintem efeito
genotoxico em eritrécitos de juvenis de zebrafisim o aumento do surgimento
de micronucleos.

Mais e novos estudos voltados para toxicidade ddidgel de 6leo de
soja queimado devem ser realizados para elucider efeitos em organismos

aquaticos.



