
 

  



Identificação  

 

2 

1 IDENTIFICAÇÃO 

1.1 Relatório Técnico Final de Projeto  

Marcadores Moleculares e Biológicos Aplicados a Incidentes em Ambientes Aquáticos Continentais  

 

1.2 Período de atividades 

08/11/2016 a 25/02/2019 

 

1.3 Identificação legal 

No Termo de Cooperação: 0050.0088308.14.9 

No do Processo na UFPR: 23075.020227/2012-45 - Vigência: 07/07/2014 à 29/08/2018 

No: 0050.0088308.14.9 

 

1.4 Realização 

1.4.1 Interveniente 

Fundação da Universidade Federal do Paraná para o Desenvolvimento da Ciência, da Tecnologia e da 
Cultura – FUNPAR - CNPJ/MF 78.350.188/0001‐95 - Rua João Negrão, 280 ‐ Centro, CEP 80010‐200, 
Curitiba, Paraná - Telefone 41 3360-7400; Fax 41 3323-1633 

  

1.4.2 Executor 

Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA) - Universidade Federal do Paraná (UFPR) 

Rua dos Funcionários, 1.540, CEP 80035‐050, Curitiba, Paraná 

Telefone e Fax: 41 3350‐5634 - www.gia.org.br 

  

1.5 Coordenação Geral  

Dr. Antonio Ostrensky Neto 

 

1.6 Coordenadores de Áreas 

Genética: PhD. Márcio Roberto Pie 

Química: Dr. Marco Tadeu Grassi 

Ecotoxicologia: Dr. Antonio Ostrensky Neto 

 

 
Curitiba, março de 2019. 



Sumário  

 

3 

2 SUMÁRIO 

 

1 Identificação ..............................................................................................................................................2 
1.1 Relatório Técnico Final de Projeto ............................................................................................ 2 

1.2 Período de atividades .................................................................................................................... 2 

1.3 Identificação legal ........................................................................................................................... 2 

1.4 Realização......................................................................................................................................... 2 

1.4.1 Interveniente............................................................................................................................... 2 

1.4.2 Executor ...................................................................................................................................... 2 

1.5 Coordenação Geral ....................................................................................................................... 2 

1.6 Coordenadores de Áreas ............................................................................................................ 2 

2 Sumário ......................................................................................................................................................3 
3 Esclarecimentos .......................................................................................................................................5 
4 Introdução.................................................................................................................................................7 
5 Objetivos Gerais do Projeto ................................................................................................................8 

5.1 Genética Ambiental: ...................................................................................................................... 8 

5.2 Química: ........................................................................................................................................... 8 

5.3 Ecotoxicologia: ................................................................................................................................ 8 

6 Metodologia ..............................................................................................................................................9 
6.1 Genética Ambiental ....................................................................................................................... 9 

6.1.1 Procedimentos laboratoriais e análises ................................................................................ 9 

6.2 Química ............................................................................................................................................ 9 

6.2.1 Contratação de bolsista de Iniciação Científica .............................................................. 10 

6.2.2 Aquisição de materiais, padrões analíticos e gases para cromatografia e 

espectrometria...................................................................................................................................... 10 

6.2.3 Métodos analíticos cromatográficos para deteterminação de HPA ........................... 11 

6.2.4 Métodos analíticos cromatográficos para deteterminação de BTEX......................... 12 

6.2.5 Curvas analíticas para determinação de BTEX via método headspace-GC-MS/MS 14 

6.2.6 Extração e determinação de HPA em água...................................................................... 14 

6.2.7 Curvas Analíticas para determinação de HPA via VA-DLLME .................................... 15 

6.2.8 Determinação de espécies metálicas em amostras aquosas ........................................ 16 

6.3 Ecotoxicologia .............................................................................................................................. 17 

6.3.1 Exposição à FSA da gasolina em associação a condições de alterações abióticas .. 26 

6.3.2 Avaliação dos efeitos da FSA da gasolina sobre a capacidade de excreção de 

compostos nitrogenados em Carassius auratus ............................................................................. 31 

7 Resultados e discussões ...................................................................................................................... 40 
7.1 Genética Ambiental .................................................................................................................... 40 

7.2 Química ......................................................................................................................................... 40 



Sumário  

 

4 

7.2.1 Processamento dos dados cromatográficos HPA e BTEX ........................................... 40 

7.2.2 Determinação de espécies metálicas em matriz fração solúvel em água de gasolina

 44 

7.2.3 Desenvolvimento de método analítico voltado a extração de HPA em tecidos de 

peixes 45 

7.3 Ecotoxicologia .............................................................................................................................. 46 

7.3.1 Efeitos fisiológicos e bioquímicos em Astyanax altiparanae expostos à fração solúvel 

em água da gasolina ............................................................................................................................. 46 

7.3.2 Avaliação de embriões e larvas de Astyanax altiparanae expostos à fração solúvel de 

produtos derivados de petróleo ...................................................................................................... 54 

8 Benefícios Acadêmicos parciais Alcançados ao longo do projeto ............................................ 58 
9 Dificuldades encontradas.................................................................................................................... 61 
ANEXO I ......................................................................................................................................................... 62 
ANEXO II ........................................................................................................................................................ 70 
10 Bibliografia ......................................................................................................................................... 81 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Esclarecimentos  

 

5 

 

3 ESCLARECIMENTOS  

Elaboramos originalmente o presente relatório como o 4º Relatório Técnico, previsto 

originalmente para ser entregue no mês de agosto de 2018, conforme previa o sistema de 

monitoramento de relatórios do próprio SIGITEC. Ocorre que o projeto foi aditado até 

fevereiro de 2019. Dessa forma, o quarto relatório não seria mais o relatório final do projeto. 

Tentamos, por várias oportunidades, enviar esse relatório como parcial, mas o documento foi 

sistematicamente não habilitado para esse fim pelo SIGITEC. Abaixo uma das justificativas para 

a não habilitação:  

Pessoa: Raphael da Cunha Oliveira Data: 27/11/2018 

FAVOR ATENDER AS SOLICITAÇÕES ABAIXO PARA QUE A 

HABILITAÇÃO SEJA CONCLUÍDA COM SUCESSO: 

SOBRE O RELATÓRIO: 

Este é o último Relatório Técnico cadastrado no SIGITEC para 

entrega. Se este não for o Relatório Final, é necessário que 

seja criado um novo compromisso de entrega de Relatório 

Técnico, para que ele possa abranger todo o período de 

existência do convênio. Portanto é imperativo que se entre em 

contato com o interlocutor técnico para que crie a nova entrega acima 

mencionada. . 

Todas as informações necessárias para que o interlocutor técnico 

consiga efetuar esta tarefa estão no manual do SIGITEC, item "12. 

Atualizar Previsão de Produtos/Relatórios.   

Solicitamos só realizar nova submissão deste relatório quando ao 

menos uma nova entrega de relatório técnico vier a ser programada 

no SIGITEC. 

Se este for o Relatório Final, solicitamos que o conteúdo e forma deste 

relatório seja adequado a um Relatório Técnico Final. 

___________________________________________________ 
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Pessoa: Fernando Rosário Dias Data: 10/09/2018 

 

- Por se tratar do último relatório técnico a ser entregue, deve ser 

INTITULADO como "RELATÓRIO TÉCNICO FINAL". 

- O período de vigência em relatório técnicos FINAIS deve ser idêntico 

ao cadastrado no sigitec. 

ATENÇÃO: Caso este não seja o último relatório técnico a 

ser enviado faz-se necessária a criação de novos 

compromissos de entrega no Sigtec. 

Dúvidas ligar para (21) 2162-4865 

Apesar de nossos esforços, essas alterações não estavam ao nosso alcance e acabaram não sendo 

efetuadas, de modo que o sistema não aceitou o relatório. Por esse motivo, estamos 

encaminhando neste momento o relatório como produto final do projeto.  

Por fim, esclarecemos também que, apesar do projeto ter se encerrado, uma das teses e uma 

das dissertações associadas continuam sendo desenvolvidas. Dessa forma, mais resultados 

derivados do projeto ainda serão produzidos, bem como outros artigos científicos deverão ser 

publicados. Ainda assim, os resultados apresentados neste documento servem como um 

indicador dos trabalhos realizados e dos resultados já alcançados.   
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4 INTRODUÇÃO 

 

 A intensificação das atividades humanas, tanto urbanas quanto industriais, vem 

aumentando os aportes dos mais diferentes tipos de produtos químicos nos rios. Nesse 

contexto, os hidrocarbonetos de petróleo e poluentes orgânicos são exemplos de substâncias 

que podem afetar os corpos de água e, dessa forma, prejudicar o funcionamento desses 

ecossistemas (Barron, Podrabsky et al. 1999). Acidentes ambientais, como derramamentos de 

petróleo, agravam este problema e geram uma demanda por estudos de biomonitoramento, 

com o objetivo avaliar os efeitos negativos sobre a biota. A poluição, resultante da liberação de 

óleo para o ambiente aquático, devido acidentes recentes, tornou-se uma preocupação mundial 

por consequência de seus efeitos sobre os ecossistemas aquáticos (Silva, Ribeiro et al. 2009).  

 Em julho de 2000 aproximadamente quatro milhões de litros, ou cerca 25 mil barris de 

óleo cru, vazaram do oleoduto OSPAR, proveniente da Refinaria Presidente Getúlio Vargas 

(REPAR) localizada no município de Araucária, Paraná (Boeger, Guimarães et al. 2003). Mesmo 

com o uso de contenção, para evitar a dispersão, o óleo alcançou 45 km, a jusante do arroio 

Saldanha, contaminando o Rio Barigui e o Rio Iguaçu. Alguns meses após o acidente no oleoduto 

OSPAR, em fevereiro de 2001, ocorreu o rompimento do poliduto OLAPA, liberando derivados 

leves de petróleo na Serra do Mar Paranaense.  

 Diversos trabalhos têm sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a capacidade 

adaptativa de populações de peixes que habitam ambientes contaminados por petróleo na bacia 

do altíssimo Iguaçu e na Serra do Mar  (Ostrensky, Chaves et al. 2001, Boeger, Guimarães et al. 

2003, Ostrensky, Boeger et al. 2003, Silva, Ribeiro et al. 2009, Pilchowski 2012). Nesse sentido, 

pesquisas que associem o uso de biomarcadores moleculares, e que ainda forneçam dados 

consistentes para o diagnóstico de riscos ambientais, frente a novas exposições do ambiente ao 

petróleo, não foram praticadas. 

 Neste contexto, esse projeto, objetiva testar protocolos de ecologia molecular e 

ecotoxicologia aquática visando estabelecer subsídios aos estudos de biomonitoramento, que 

permitam identificar de forma mais precisa a interferência aguda e crônica de incidentes com 

petróleo, em especial em ambientes aquáticos continentais. Adicionalmente o presente estudo 

visa estabelecer procedimentos metodológicos utilizando-se marcadores moleculares como 

ferramentas para a resolução de problemas associados a incidentes ambientais recentes. Esses 

procedimentos estão sendo aplicados na reconstrução da história demográfica recente e no 

planejamento de ações mitigadoras de populações de peixes diretamente expostas ao incidente 

do OLAPA em 2001. Esse estudo deverá servir de modelo para estudos semelhantes, como 

forma de prever e/ou reconstruir danos populacionais a acidentes agudos ou crônicos em 

ambientes fluviais neotropicais. 
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5 OBJETIVOS GERAIS DO PROJETO 

 O presente estudo tem como objetivo principal testar protocolos de ecologia molecular 

e de ecotoxicologia estabelecendo subsídios aos estudos de biomonitoramento que permitirão 

identificar de forma mais precisa a interferência aguda e crônica de incidentes com petróleo, em 

especial em ambientes aquáticos continentais.  Para que esse objetivo seja alcançado, o presente 

projeto tem como objetivos intermediários: 

5.1 Genética Ambiental: 

• Definir a identidade específica dos peixes estudados; 

• Caracterizar a diversidade genética comparada de três espécies de peixes dos rios 

impactados e de rios da mesma microbacia; 

• Avaliar a eficiência do uso de marcadores moleculares de peixes na detecção de 

mudanças demográficas recentes e avaliar seu vínculo com o acidente de 2001. 

 

5.2 Química: 

• Microextração líquido-líquido dispersiva de frações do petróleo; 

• Miniaturização no fracionamento dos hidrocarbonetos de petróleo; 

• Determinação de hidrocarbonetos de petróleo em amostras de tecidos de peixes; 

• Caracterização geoquímica do óleo aplicado nos testes toxicológicos. 

 

5.3 Ecotoxicologia: 

• Determinar a CL50 de derivados leves de petróleo para peixes; 

• Determinar respostas bioquímicas, e histopatológicas dos espécimes frente à 

exposição aguda e subcrônica aos derivados leve de petróleo e a sua fração solúvel 

em água; 

• Avaliar as concentrações de hidrocarbonetos de petróleo no tecido de peixes 

expostos aguda e cronicamente ao óleo. 

 

 Apesar do início das atividades do projeto já estarem adiantadas os objetivos das 

subáreas de genética, química e ecotoxicologia alcançaram os objetivos somente parcialmente. 

Isso é devido às análises de dados obtidos, no período de abrangência do presente relatório, 

que ainda estão em andamento. 
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6 METODOLOGIA  

6.1 Genética Ambiental 

6.1.1 Procedimentos laboratoriais e análises 

Todos os procedimentos de laboratoriais de análise referentes às atividades da genética 

ambiental foram finalizadas em fevereiro de 2017. Após esse período, o artigo intitulado “Is There 

Detectable Long-term Depletion of Genetic Variation in Freshwater Fish Species Affected by an Oil Spill?” 

foi elaborado e publicado na revista “Water, Air, & Soil Pollution” (Fator de impacto 1.769). O 

artigo na integra pode ser visualizado no ANEXO I.  

 

6.2 Química 

Abaixo são descritas as atividades voltadas ao desenvolvimento de métodos analíticos 

para atender os objetivos dos estudos químicos previstos no Projeto Marcadores Moleculares e 

Ecotoxicológicos. Dentre esses objetivos, têm-se a determinação de hidrocarbonetos de 

petróleo, ou mais especificamente de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA), o total de 

hidrocarbonetos de petróleo (THP) e hidrocarbonetos mononucleares benzeno, tolueno, 

etilbenzeno e xilenos (BTEX), em amostras de água submetidas a simulações de vazamento de 

óleos leves. Além disso, estão previstas outras duas etapas, voltadas a determinação de HPA, 

BTEX e n-alcanos em tecidos de peixes e a miniaturização do protocolo para o fracionamento 

de hidrocarbonetos de petróleo em frações de óleos leves utilizados em ensaios toxicológicos.  

Para cumprir estas etapas, dois estudos vêm sendo executados em paralelo utilizando 

padrões aquosos, separadamente, fortificados com os analitos (HPA e BTEX). O primeiro 

método voltado à miniaturização do procedimento de extração de HPA de matrizes aquosas 

empregando o método de microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) seguida por 

quantificação via cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). 

O segundo procedimento direcionado ao estabelecimento do protocolo analítico 

cromatográfico para a determinação de BTEX em amostras de águas de aquários (ensaios 

toxicológicos) utilizando método de extração por headspace e quantificação por GC-MS/MS. 

Além dos estudos para a determinação de HPA e BTEX em matriz aquosa, também está 

sendo desenvolvido, método analítico voltado à extração de HPA, ou seus metabólitos, em 

tecidos de peixes.  
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6.2.1 Contratação de bolsista de Iniciação Científica 

Em março de 2017 foi realizada a contratação da aluna UFPR, graduanda em Química 

Morgana de Souza Camargo na categoria de bolsista de iniciação cientifica (20 h semanais). A 

aluna atuou na avaliação e desenvolvimento de métodos analíticos voltados a extração de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) em tecidos de peixes (Astyanax altiparanae) e 

quantificação por GC-MS. Ao final do mês de agosto do mesmo ano o contrato foi encerrado, 

em vista de sua aprovação como mestranda do programa de pós-graduação em química da UFPR 

com projeto intitulado “Determinação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) em 

amostras de tecidos de peixe empregando dispersão de matriz em fase sólida (MSPD)” sob a 

orientação do Prof. Dr. Marco Tadeu Grassi e co-orientação de Rafael Garrett Dolatto. Este 

projeto de pesquisa tem por finalidade desenvolver um método miniaturizado de extração de 

HPA em amostras de tecido de peixe, baseado na dispersão da matriz em fase sólida, utilizando-

se argilominerais como a montmorilonita e a vermiculita modificados como material sorvente. 

Cabe ressaltar que esse estudo visa contribuir com informações relevantes aos objetivos iniciais 

do projeto Marcadores Moleculares. 

 

6.2.2 Aquisição de materiais, padrões analíticos e gases para cromatografia 

e espectrometria  

No período relativo a este relatório até a data da sua entrega foram realizadas aquisições 

complementares de materiais, padrões analíticos para cromatografia, solventes e gases para 

cromatografia e espectrometria. Dentre os materiais de aquisição, podem ser citados itens 

consumíveis para cromatografia como septos, vials, colunas capilares para GC-MS, 

microseringas, anilhas e filamentos para o sistema Thermo GC Focus Polaris Q (GC-MS). Em 

relação a padrões analíticos de hidrocarbonetos foram comprados os padrões monoaromáticos 

(mix) representados por benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno (BTEX) e 

os 16 HPA prioritários (U.S.EPA 2001): [Naftaleno (Naf); Acenaftileno (Aci); Acenafteno (Ace); 

Fluoreno (Flu); Fenantreno (Fen); Antraceno (Ant); Fluoranteno (Fla); Pireno (Pir); 

Benzo(a)antraceno (BaA); Criseno (Cris); Benzo(b)fluoranteno (BbF); Benzo(k)fluoranteno 

(BkF); Benzo(a)pireno (BaP); Indeno (1,2,3-cd)pireno (Ind); Dibenzo(a,h)antraceno (Dib); 

Benzo(g,h,i)perileno (Bghi)], 5 padrões internos deuterados [Naftaleno (Nafd8); Acenafteno 

(Aced10); Fenantreno (Fend10); Criseno (Crisd12) e Perileno (Perd12)] e 1 padrão subrrogado 

p-terfenil (p-terfd14). Além disso, outros itens como solventes com grau HPLC, reagentes e 

materiais básicos e necessários para manter os estudos também foram solicitados.  
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6.2.3 Métodos analíticos cromatográficos para deteterminação de HPA 

Para quantificação dos HPA foi empregado o método analitico cromatográfico 

desenvolvido no âmbito do GQA/UFPR, sendo obtida separação dos 16 HPA prioritários (U.S. 

EPA): [Naftaleno (Naf); Acenaftileno (Aci); Acenafteno (Ace); Fluoreno (Flu); Fenantreno (Fen); 

Antraceno (Ant); Fluoranteno (Fla); Pireno (Pir); Benzo(a)antraceno (BaA); Criseno (Cris); 

Benzo(b)fluoranteno (BbF); Benzo(k)fluoranteno (BkF); Benzo(a)pireno (BaP); Indeno (1,2,3-

cd)pireno (Ind); Dibenzo(a,h)antraceno (Dib); Benzo(g,h,i)perileno (Ben)], 5 padrões internos 

deuterados [Naftaleno (NafD8); Acenafteno (AceD10); Fenantreno (FenD10); Criseno 

(CrisD12) e Perileno (PerD12)] e 1 padrão subrrogado p-terfenil (p-terf).  Na Tabela 1 são 

apresentadas as condições cromatográficas utilizadas separação e identificação dos analitos. 

 

Tabela 1. Parâmetros operacionais usados para a determinação de HPA. 

Equipamento GC-MS (Thermo Electron Corporation) modelo Focus GC Polaris Q, 
acoplado a um auto-amostrador AS3000 (Thermo Electron Corporation) 

Coluna DB5-ms (Agilent) 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm 

Gases Arraste: He 5.0 analítico @ 1,2 mL min-1 (vazão constante)  

 Injetor 

 Temperatura 

 

 

 

 Modo SIM* 

Splitless, volume de injeção de 1 µL. 

Coluna: 40ºC (5 min), rampa 1: 5 ºC min-1 até 230 ºC; rampa 2: 2 ºC min-1 

até 250 °C; rampa 3: 5 ºC min-1 até 300 ºC (8 min) 

Detector: 300 ºC; Injetor: 270 °C 

Linha de transferência: 270 ºC Fonte de íons: 270 ºC 

Scan 1 (5 min): (m/z 128, 136, 152, 154, 162, 164, 166, 178) 

Scan 2 (30 min): (m/z 178, 202, 228, 244) 

Scan 3 (47 min): (m/z 228, 236 240, 252, 260, 264, 276, 277, 278, 279) 

*modo de monitoração seletiva de íons. 

De acordo com as condições apresentadas na Tabela 1 foram realizadas injeções de 

soluções mistas dos analitos (HPA) e um dos cromatogramas obtido é apresentado na Figura 1. 
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Figura 1. Cromatograma obtido via GC-MS (Thermo®) em modo SIM (monitoramento 

seletivo de íons) a partir de uma solução mista de padrões contendo 16 HPA prioritários e 

1 padrão subrrogado (p-terfenil-D14) ambos em concentração de 200,0 µg L-1 e 5 padrões 

internos deuterados em concentração de 102,4 µg L-1. 

 

De acordo com a Figura 1, foi possível verificar a separação adequada de todos os 

analitos empregando o equipamento Thermo® GC-MS nas condições citadas. O modo de 

monitoramento seletivo de íons (SIM) proporcionou a identificação de analitos, mesmo nas 

situações de co-eluição, e também mostrou-se mais sensível e seletivo frente ao modo de 

varredura ou fullscan. Com base nisso, o método SIM foi selecionado para todas as 

determinações envolvendo os HPA aqui relatadas. 

 

6.2.4 Métodos analíticos cromatográficos para deteterminação de BTEX 

Para determinação dos hidrocarbonetos monoaromáticos [Benzeno, Tolueno, 

Etilbenzeno e Xilenos (BTEX)] foi empregado método previamente desenvolvido no GQA/UFPR 

(Fernandes, Gouveia et al. 2014). O procedimento utilizado baseou-se na extração dos analitos 

via método headspace, no qual uma alíquota de uma amostra aquosa (5,00 mL) contendo os 

analitos de interesse foi colocada em um frasco especial tipo vial (20 mL), que foi lacrado com 
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septo de silicone/PTFE. Na Tabela 2 são apresentadas as condições cromatográficas 

instrumentais e para as determinações dos BTEX via GC-MS/MS. 

 

Tabela 2. Parâmetros operacionais usados para a determinação de BTEX.  

Equipamento GC-MS/MS (Shimadzu® Corporation) modelo TQ8040, acoplado a 
um auto-amostrador Palm Headspace 

Coluna SH-Rtx-5ms (Shimadzu) 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm 

Gases Arraste: He 5.0 analítico @ 1,02 mL min-1 (vazão constante)  

  Injetor headspace 

  Temperatura 

 

 

 

  Modo SIM* 

Volume de injeção de 100 µL. 

Coluna: 35 ºC (4 min), rampa 1: 10 ºC min-1 até 100 ºC; rampa 2: 30 
ºC min-1 até 200 ºC; 

Detector: 250 ºC; Injetor: 180 °C 

Linha de transferência: 250 ºC Fonte de íons: 250 ºC 

Scan (m/z): 78; 91 e 106; 

*modo de monitoração seletiva de íons. 

De acordo com essas condições foi realizada análise em padrão aquoso fortificado com 

BTEX em concentrações de 50,0 µg L-1, obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 2. 

 

 
Figura 2. Cromatograma obtido via GC-MS/MS em modo SIM (monitoramento seletivo de 
íons) a partir de uma solução aquosa mista de padrões contendo BTEX em concentrações 
de 50,0 µg L-1. 

 

De acordo com a Figura 2 constata-se separação adequada de todos os analitos, exceto 

os isômeros m-xileno e p-xileno (Tr = 8,25 min). Esse método analítico cromatográfico em 
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conjunto a extração via headspace, foi empregado nas próximas etapas do trabalho para 

obtenção de curvas analíticas e determinação dos analitos em fase aquosa.  

 

6.2.5 Curvas analíticas para determinação de BTEX via método headspace-

GC-MS/MS 

Para o preparo das curvas analiticas empregadas na quantificação de BTEX em fase 

aquosa, utilizou-se o procedimento via headspace. Para tal foram preparados padrões, em 

triplicata e em meio aquoso para 5 niveis de concentração variando entre 5 a 1000 ug L-1. Os 

resultados obtidos indicaram linearidade na faixa de concentração escolhida, constatados pelos 

valores de coeficientes de determinação (R2) superiores a 0,99. 

 

6.2.6 Extração e determinação de HPA em água 

Os HPA foram extraídos empregando procedimento via microextração líquido-liquido 

dispersiva assistida por vórtex (VA-DLLME) (Rezaee, Assadi et al. 2006, Zhang and Lee 2012).  

Na Figura 3 é apresentado um diagrama esquemático das condições experimentais utilizadas. 

 

 

Figura 3. Diagrama esquemático do procedimento empregando microextração líquido-
líquido dispersiva assistida por vórtex (VA-DLLME). 

 

Conforme ilustrado na Figura 3 na DLLME são empregados tubos cônicos para 

centrifugação, onde é transferida uma alíquota de 5,00 mL de solução padrão ou amostra 
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contendo os HPA. A essa solução é feita injeção rápida, por meio de micropipeta, de 1,00 mL 

de solução de clorofórmio ou extrator (75 µL) solubilizado em meio de acetona ou solvente 

dispersor (925 µL). A injeção rápida propicia a formação de microgotas de clorofórmio no meio, 

imiscíveis com a fase aquosa. Na sequência, para aumentar a eficiência de extração, é realizada 

agitação do tudo em vórtex durante 1,00 min, posterior centrifugação por 10 min, favorecendo 

a formação de uma fase sedimentada (gota), a qual é removida, quantitativamente (50 µL) e por 

fim transferida a um insert cromatográfico contendo 1 µL solução mix de padrões internos de 

HPA deuterados e posteriormente quantificada por GC-MS. 

 

6.2.7 Curvas Analíticas para determinação de HPA via VA-DLLME 

As curvas analiticas para quantificação dos HPA foram preparadas em triplicata em meio 

aquoso em 5 niveis de concentração variando entre 0,25 a 5,00 ug L-1. Além disso, a obtenção 

das curvas foi realizada nas mesmas condições de extração das amostras usando a VA-DLLME. 

Na Tabela 3 são apresentadas alguns parametros de desempenho. 

 

Tabela 3. Parâmetros de desempenho para as curvas analíticas dos HPA via VA-DLLME. 

HPA Faixa linear (µg L-1) bR2 

Naftaleno 0,25 a 5,00 0,9981 
Acenaftileno 0,25 a 5,00 0,9973 
Acenafteno 0,25 a 5,00 0,9951 
Fluoreno 0,25 a 5,00 0,9975 

Fenantreno 0,25 a 5,00 0,9968 
Antraceno 0,25 a 5,00 0,9974 

Pireno 0,25 a 5,00 0,9964 
Fluoranteno 0,25 a 5,00 0,9962 

Benzo(a)antraceno 0,25 a 5,00 0,9930 
Criseno 0,25 a 5,00 0,9920 

Benzo(b)fluoranteno 0,25 a 3,00 0,9917 
Benzo(k)fluoranteno 0,25 a 3,00 0,9868 

Benzo(a)pireno 0,25 a 2,50 0,9941 
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,25 a 2,50 0,9386 
Dibenzo(a,h)antraceno 0,25 a 2,50 0,9947 

Benzo[g,h,i]perileno 0,25 a 2,50 0,9930 
aEquação representa as médias para três curvas analíticas para n=3; bcoeficiente de determinação 
(R2). 
 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, é possivel notar  valores de 

coeficiente de determinação adequados ou superiores a 0,99 para todas a curvas realizadas, 

indicativo da linearidade das curvas preparadas utilizando o método.  
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6.2.8 Determinação de espécies metálicas em amostras aquosas 

Como suporte ao trabalho desenvolvido em Vancouver, pelo doutorando Giorgi Dal 

Pont, foram realizadas análises em amostras de fração solúvel em água de gasolina (100%). A 

mensuração foi realizada por meio de espectometria de emissão óptica por plasma acoplado 

(ICP-OES). Foi utilizado espectômetro Thermo Scientific® (ICAP 6500) operando com visão 

axial. As condições de operação do equipamento são apresentadas na Tabela 4.  Gás argônio de 

alto grau de pureza (99.996%) foi utilizado como combustível. 

Tabela 4. Parâmetros operacionais utilizados para a determinação de metais na fração 
solúvel em água da gasolina (WSFG) usando ICP-OES - Thermo Scientific®, ICAP 650). 

ICP-OES Operating Parameters 
Radiofrequency 40 MHz 
Radiofrequency power 1150 W 
Plasma gas flow rate 12.0 L min-1 
Auxiliary gas flow rate 1.0 L min-1 
Carrier gas flow rate 0.7 L min-1 
Replicate read time 3 s 
Time for stability 25 s 
Replicates/sample 3 
Torch Quartz for axial view 

Spectral lines 

Ag: 328.068 (I) 
Al: 396.152 (I) 
Ba: 455.403 (II) 
Cd: 226.502 (II) 
Co: 230.786 (II) 
Cr: 267.716 (II) 
Cu: 327.395 (I) 
Fe: 238.204 (II) 
Mn: 257.610 (II) 
Ni: 231.604 (II) 
P: 213.618 (I) 
Pb: 220.253 (II) 
Sr: 407.771 (II) 
Zn: 213.856 (I) 

(I) Linha atômica; (II) Linha iônica. 
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6.3 Ecotoxicologia 

 Após a definição da espécie Astyanax altiparanae (Figura 4A) como modelo para os testes 

de toxicidade aguda e realização de experimentos para a determinação da CL50-96h e CL10-96h 

de cinco produtos derivados de petróleo (gasolina, óleo diesel, óleo mineral isolante (OMI) 

produzido pela Petrobras, óleo mineral isolante (OMI) de outra marca comercial e óleo 

lubrificante comercial) foram realizados experimentos para avaliação das respostas bioquímicas, 

fisiológicas e histopatológicas de adultos de Astyanax altiparanae expostos à fração solúvel em 

água da gasolina (derivado considerado mais tóxico nos experimentos realizados no âmbito do 

presente projeto e descritos no relatório anterior) em associação à alterações de parâmetros 

abióticos (temperatura e pH da água). O objetivo dos experimentos é investigar o 

comportamento de biomarcadores tradicionalmente utilizados em cenários de contaminação 

com derivados de petróleo e determinar a influência dos parâmetros abióticos nas suas 

respostas.  

Além dos experimentos executados com adultos de Astyanax altiparanae nas 

dependências do GIA, no Brasil, experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos da exposição 

aguda (4h) à fração solúvel em água da gasolina sobre os mecanismos de excreção de nitrogênio 

e captação de oxigênio em peixes [a espécie Carassius auratus (Figura 4B) foi utilizada como 

bioindicador] foram realizados na Universidade da Colúmbia Britânica (UBC), no laboratório do 

renomado professor Chris M. Wood. Tanto os experimentos que avaliaram os efeitos da 

interação da exposição à derivados de petróleo associados à alterações de condições abióticas 

quanto os experimentos realizados na UBC, foram realizados no contexto da tese de doutorado 

do aluno Giorgi Dal Pont, junto ao Programa de Pós-Graduação em Zootecnia da UFPR. 

Também foram executados experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos da fração 

solúvel de derivados de petróleo sobre características de desenvolvimento de embriões e larvas 

da espécie Astyanax altiparanae e sobre características reprodutivas da mesma espécie. Tal linha 

de pesquisa iniciou-se durante a realização do curso de mestrado do aluno Diego Junqueira 

Stevanato, que se estendeu para as atividades do curso de doutorado do mesmo aluno (2017 

até o presente). Aqui, vale ressaltar que após a finalização das atividades do mestrado, os 

resultados obtidos foram publicados na revista Neotropical Ichthyology (fator de impacto 1,203), 

sob o título “Ontogenetic development of tetra Astyanax lacustris (Characiformes: Characidae)” ( 
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ANEXO II). A espécie Astyanax lacustres é sinonímia de Astyanax altiparanae, que passou 

recentemente por alteração da sua nomenclatura zoológica. 

Abaixo, são apresentados uma breve descrição metodológica dos experimentos e 

análises desenvolvidas dentro da área de “ecotoxicolgia”.  
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Figura 4. Exemplares de (A) Astyanax altiparanae e (B) Carassius auratus utilizadas nos 
procedimentos experimentais para avaliação ecotixicológica. Foto (A) por Diogo Barbalho 
Hungria e foto (B) obtida no site www.ncfishes.com.  

 

6.3.1 Exposição à FSA da gasolina em associação a condições de alterações 

abióticas 

 O IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) divulgou em 2013 dados projetando 

o cenário climático esperado para o mundo em 50 anos. Nessa previsão, espera-se aumento de 

aproximadamente 6 °C na temperatura do planeta. Considerando tal projeção de aumento da 

temperatura, e consequentemente de outros parâmetros de qualidade de água associados, três 

experimentos foram delineados e executados com o objetivo de avaliar os efeitos bioquímicos, 

fisiológicos e hematológicos da associação de alterações climáticas frente à exposição a 

hidrocarbonetos de petróleo. 

 No primeiro experimento, delineado para ser considerado como controle das 

condições experimentais, exemplares de A. altiparanae foram expostos à 0,5 % da FSA da gasolina 

(valor da CL10-96h calculado a partir do experimento agudo) em sob temperatura controlada de 

25 °C e pH neutro (≈ 7,0). No segundo experimento, a temperatura foi aumentada para 30 °C 

e o pH mantido neutro. O terceiro experimento consistiu na redução do pH da água para 4,0 e 

manutenção da temperatura em 25 °C. 

http://www.ncfishes.com/
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6.3.1.1 Manutenção e Aclimatação dos Animais 

Exemplares adultos de Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000) (n=200; peso= 18,95 

± 3,36 g; comprimento total= 10,56 ± 0,74 cm; comprimento padrão= 8,88 ± 0,66 cm) foram 

adquiridos em distribuidor comercialmente (Peixes e Peixes Ltda, Curitiba - PR, Brasil) e 

transportados ao laboratório (Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais – 

GIA/UFPR, Curitiba - PR, Brasil). Após a chegada, foram submetidos a tratamentos profiláticos 

(2 horas em 6 g de NaCl/L) e, posteriormente, mantidos em tanques (1000 L) equipados com 

sistema fechado de filtragem física e biológica, aeração constante e temperatura controlada por 

aproximadamente um mês (Figura 5). 

Durante esse período a ocorrência de mortalidade foi de aproximadamente 2%. A 

alimentação foi realizada diariamente, ad libitum, com ração comercial (Kowalski®, Proteína 

bruta= 47%). 

 

Figura 5. Tanques de manutenção de exemplares de Astyanax altiparanae nas dependências 
do Laboratório de Pesquisas com Organismos Aquáticos (LAPOA) do GIA. Anexo ao 
tanque pode ser visualizado o filtro biológico contendo macrófitas. A utilização desse 
sistema de filtragem auxilia no processo de fixação de nitrogênio gerado nos sistemas devido 
aos mecanismos de decomposição de matéria orgânica. 

 

6.3.1.2 Obtenção da Fração Solúvel em Água da Gasolina 

Os testes foram realizados com a fração solúvel em água (FSA) de gasolina comum, 

vendida comercialmente. O preparo da FSA foi realizado de acordo com a metodologia descrita 

por Anderson et al. (1974). Uma parte de óleo foi cuidadosamente adicionada a nove partes de 

água (1:9) e as duas substâncias foram agitadas vagarosamente, com auxílio de agitador 
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magnético, observando-se a formação de um vórtex com cerca de 1/3 da altura do recipiente. 

O preparo foi realizado em frasco Mariotte, com capacidade para 15 L, coberto com papel 

alumínio para evitar incidência luminosa (Erro! Fonte de referência não encontrada.). Após 

23 h sob agitação em temperatura ambiente (25°C ± 1°C) o agitador foi desligado e a solução 

foi mantida imóvel por aproximadamente 15 min. A FSA foi obtida por gravidade e 

imediatamente adicionada às unidades experimentais. A concentração da FSAG utilizada nos 

experimentos (0,5% - v/v) foi baseada na CL10-96h calculada previamente para a espécie. 

 

6.3.1.3 Teste de exposição e recuperação à FSAG em 25 °C e 30°C 

Uma vez que o controle da temperatura era primordial, o experimento foi realizado em 

banho-maria à 25 °C. Dois banhos-maria foram confeccionados em madeira e impermeabilizados 

para evitar vazamento de água e consequente variação do volume. Quarenta aquários redondos 

de vidro (n=20/banho-maria) foram acondicionados nos banhos-maria e preenchidos com 4 L 

de água limpa declorada. Exemplares de Astyanax altiparanae foram previamente separados do 

tanque de manutenção e acondicionados individualmente nos aquários de vidro. A aclimatação 

às condições laboratoriais foi realizada por 96h.  

Astyanax altiparanae (n=20) foram expostos à 0,5 % (v/v) da FSAG por 96 h e, ao final 

desse período, 10 exemplares foram submetidos à eutanásia (grupo FSAG-96h). Para os 10 peixes 

restantes a adição diária da FSAG foi interrompida para manutenção em condição de recuperação 

por 96 h (FSAG-192h). Grupos controle (n= 20) foram mantidos em água limpa sem adição da 

FSAG por 96 (Contole-96h) e 192 h (Controle-192h). O experimento foi conduzido em sistema 

semi-estático, com renovação diária de 80 % do volume de água durante todo o período 

experimental (192 h). 

Ao final do período de exposição (96 h) e recuperação (192 h) os peixes foram 

anestesiados com MS-222 (Ostrensky, Pedrazzani et al. 2015) e tiveram sangue coletado por 

punção da veia caudal (seringas heparinizadas). Cerca de 100 µL do sangue foi imediatamente 

utilizado para as avaliações hematológicas (hemograma e micro hematócrito) e o restante 

centrifugado para obtenção do plasma. O plasma obtido foi congelado (-20 °C) para posterior 

determinação das concentrações de glicose, cortisol, Na+, K+, e Cl-. Em seguida, os peixes foram 

eutanasiados (secção medular) para coleta de tecidos (fígado, rim, brânquia, músculo e cérebro). 

Imediatamente após a coleta todos os tecidos foram congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer -80 C para posterior determinação dos parâmetros fisiológicos, 

bioquímicos e histopatológicos (vide metodologia abaixo). 
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6.3.1.4 Teste de exposição e recuperação à FSAG em 30 °C 

Antes do início da aclimatação às condições experimentais, Astyanax altiparanae (n=40) 

foram acondicionados em tanques de 100 L para aclimatação à temperatura de 30 °C. Nessa 

condição, a temperatura foi aumentada, de 25 até 30 °C, gradativamente durante um período 

de 72 horas. Ao final desse período, os animais foram acondicionados nos aquários de vidro 

contendo 4 L de água por 48 h. Todos os procedimentos realizados a partir desse momento 

foram os mesmos descritos no experimento conduzido à 25 °C. Ao final das 192 h de exposição 

os peixes dos grupos FSAG-96 e FSAG-192h, e de seus respectivos controles (controle-96h e 

controle-192h), foram anestesiados para coleta de sangue e eutanaziados para coleta de tecidos. 

 

6.3.1.5 Teste de exposição e recuperação à FSAG em pH 4,0 

Antes do início da aclimatação às condições experimentais, Astyanax altiparanae (n=40) 

foram acondicionados em tanques de 100 L para aclimatação ao pH 4,0. Nessa condição, o pH 

foi reduzido de 7,0 até 4,0 gradativamente, durante um período de 72 horas. Ao final desse 

período, os animais foram acondicionados nos aquários de vidro contendo 4 L de água por 48 

h. Todos os procedimentos realizados a partir desse momento foram os mesmos descritos no 

experimento conduzido à 25 °C. Ao final das 192 h de exposição os peixes dos grupos FSAG-96 

e FSAG-192h, e de seus respectivos controles (controle-96h e controle-192h), foram 

anestesiados para coleta de sangue e eutanaziados para coleta de tecidos. 

Abaixo, na Tabela 1, podem ser visualizadas todas as análises que serão realizadas para 

avaliação bioquímica, fisiológica e hematológica dos exemplares de A. altiparanae expostos à 

diferentes condições laboratoriais descritas nos itens 5.3.1.3, 5.3.1.4 e 5.3.1.5.  

 

 

 

 

Tabela 1. Descrição das análises e do andamento de execução das análises em diferentes 
matrizes/tecidos em cada um dos experimentos de exposição de Astyanax altiparanae 
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(temperatura 25 °C [controle], temperatura 30 °C e pH 4,0) à FSAG por 92 horas e 
recuperação por 96 horas.  

Matriz/ 
Tecido Análise Método 

Andamento 
Experimento 

25 °C 
Experimento 

30 °C 
Experimento 

pH 4,0 

Água 

Temperatura YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado 

O2 dissolvido YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado 
O2 Saturação YSI® - Pro20 Finalizado Finalizado Finalizado 
pH Horiba® – B-713 Finalizado Finalizado Finalizado 

Amônia total (Verdouw, Van 
Echteld et al. 1978) Finalizado Amostras 

coletadas 
Amostras 
coletadas 

Amônia não-ionizada (Ostrensky and 
Wasielesky 1995) 

Aguardando 
cálculo 

Aguardando 
dados 

Aguardando 
dados 

Cloreto (Clarke 1950) Finalizado 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

HPA (U.S.EPA 1996) Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

BETX (U.S.EPA 1996) Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Brânquia 

Atividade Catalase (CAT) 
(Machado, Wood et 

al. 2014) Finalizado 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade Glutadiona-S-
transferase (GST) 

(Keen, Habig et al. 
1976) 

Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade Na/K ATPase 
(McCormick and 

Bern 1989) 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade H/ATPase (McCormick and 
Bern 1989) 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade Total ATPase (McCormick and 
Bern 1989) 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade Anidrase Carbônica (Henry 1991) 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Proteína total (Bradford 1976) Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Teor Hídrico (Souza-Bastos 2011) Finalizado 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Histopatologia (Bernet, Schmidt et 
al. 1999) Em análise Amostras 

coletadas 
Amostras 
coletadas 

Fígado 

Atividade Catalase (CAT) (Machado, Wood et 
al. 2014) 

Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade Glutadiona-S-
transferase (GST) 

(Keen, Habig et al. 
1976) Finalizado 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Atividade 7-etoxiresorufina-O-
deetilase (ERDO) 

(Braz-Mota, 
Sadauskas-Henrique 

et al. 2015) 
Finalizado Amostras 

coletadas 
Amostras 
coletadas 

Proteína total (Bradford 1976) Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Proteínas Carboniladas 
(Levine, Williams et 

al. 1994) 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Músculo 

Atividade Acetilcolinesterase 
(Ache) 

(Ellman, Courtney et 
al. 1961) Finalizado Amostras 

coletadas 
Amostras 
coletadas 

Proteína total (Bradford 1976) Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Glicogênio 
(Bidinoto, Souza et 

al. 1997) 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Cortisol ELISA – Kit DBC® Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Proteínas Carboniladas 
(Levine, Williams et 

al. 1994) 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Teor Hídrico (Souza-Bastos 2011) Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Cérebro 

Atividade Acetilcolinesterase 
(Ache) 

(Ellman, Courtney et 
al. 1961) 

Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Proteína total (Bradford 1976) Finalizado 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Plasma 

Glicose Espectofotometria - 
Kit Labtest® 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Cloreto (Clarke 1950) Finalizado 
Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Sódio Fotometria chama Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 
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Matriz/ 
Tecido Análise Método 

Andamento 
Experimento 

25 °C 
Experimento 

30 °C 
Experimento 

pH 4,0 

Potássio Fotometria chama Finalizado Amostras 
coletadas 

Amostras 
coletadas 

Proteína Plasmática total Refratometria Finalizado Finalizado Finalizado 

Sangue 

Microhematócrito 
(Galvan, Lirola et al. 

2016) Em análise Em análise Em análise 

Contagem diferencial de 
leucócitos (esfregaço sanguíneo) 

(Galvan, Lirola et al. 
2016) 

Em análise Em análise Em análise 

Contagem de leucócitos e volume 
globular médio 

(Galvan, Lirola et al. 
2016) Em análise Em análise Em análise 

 

 

6.3.2 Avaliação dos efeitos da FSA da gasolina sobre a capacidade de 

excreção de compostos nitrogenados em Carassius auratus 

Espécimes de goldfish (N = 100; peso = 3,49 ± 1,19 g) foram adquiridos em loja 

especializada, em Vancouver, British Columbia, Canadá. No laboratório, os peixes foram 

mantidos em tanques de 200 L com água da rede de abastecimento de Vancouver declorada (pH 

= 7,23; [Na+] = 97,30 µmol L-1, [K+] = 4,85 µmol L-1, [Ca2+] = 161,19 µmol L-1 e [Mg2+] = 7,30 

µmol L-1) sob condições de fluxo (O2 ≥ 75,0% saturação; temperatura ambiente = 20,0 ± 0,5 ° 

C; fotoperíodo controlado = 12h claro: 12h escuro) por duas semanas antes da experimentação. 

Flocos comerciais de alimentos seco (45% de proteína bruta) foram oferecidos uma vez por dia 

e suspensos 24 h antes do início e durante os experimentos. 

 

6.3.2.1 Procedimento para a extração da FSA da gasolina 

Gasolina normal, obtida em um posto de gasolina comercial (Vancouver, British 

Columbia) e armazenada em uma tampa de garrafa de vidro autoclavável de 2 litros com folha 

de alumínio. Até o uso (5 dias), ele foi mantido em um segundo recipiente de plástico dentro de 

um gabinete inflamável selado para aumentar a proteção contra incidência de luz. 

A extração da FSG foi realizada de acordo com a metodologia descrita por ANDERSON 

et al. (1974) à temperatura ambiente (20,0 ± 1,0 ° C). Uma parte de gasolina e nove partes de 

água (proporção de 1: 9) foram adicionadas a uma garrafa de vidro de 1L e agitadas numa placa 

magnética. Para padronizar o procedimento, a velocidade de agitação foi mantida para formar 

um vórtice correspondente a 1/3 da altura da coluna de gasolina + água. Após 22 h a agitação 

foi parada e a solução repousou durante 30 min para permitir a separação apropriada das fases 

da fração de combustível e WSFG. A WSFG obtida foi imediatamente utilizada. 
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Amostras da FSGV (100%) foram coletadas para a determinação de BTEX e PAH, metais 

pesados (Ag, Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, P, Pb, Sr e Zn), compostos nitrogenados (amônia 

total e uréia) e íons (Mg2+, Ca2+, K+ e Na+). As amostras para PAH e BTEX foram armazenadas 

em frasco âmbar descontaminado (60 mL) preparado por três processos em lavador 

ultrassônico: torneira, bidestilada e água milliQ®; secagem: 24 h a 105; calcinação: 4 h a 400 ° C 

e mantida sob refrigeração (4 °C) para posterior análise cromatográfica. As amostras de água 

para determinação de compostos metálicos foram armazenadas em frascos âmbar (60 mL) e 

preservadas com 1% de HNO3 até a análise. 

 

6.3.2.2 Design experimental 

Quarenta peixes foram transferidos do tanque de aclimatação principal para recipientes 

de vidro individuais de 260 ml. Nesta condição de sistema estático, mantido à temperatura 

ambiente (20.0 ± 1.0 ° C) e continuamente abastecido com fluxo de ar, eles foram 

individualmente aclimatados por 4 h. Após aclimatação, 80% do volume de água foi substituído 

por água doce limpa (controle) ou água doce contendo as quatro concentrações de FSG (0,25, 

5, 10 e 25% v / v - N = 8 peixes por tratamento). O período de aclimatação, temperatura 

ambiente, fornecimento de fluxo de ar e concentrações de WSFG foram mantidos os mesmos 

durante todos os procedimentos experimentais descritos abaixo. 

 

6.3.2.2.1 Procedimento 1: Mensuração dos fluxos de compostos nitrogenados e Íons 

O principal objetivo deste procedimento foi avaliar a excreção de nitrogênio (amônia e 

uréia) e, também, a taxa de fluxo de íons (Mg2+, Ca2+, K+ e Na+) durante a exposição à FSG. No 

final do período de aclimatação de 4 h, os peixes foram expostos durante 6 h a quatro 

concentrações de FSA da gasolina: 0,25, 5, 10 e 25% v/v. Amostras de água foram coletadas aos 

15 min e 6 h após o início da exposição. Temperatura (YSI® 55) e pH (Fisher Scientific® AB15) 

foram medidos imediatamente e amostras de água para determinação de compostos 

nitrogenados e íons foram armazenadas a -20 °C até a análise. No final do ensaio experimental, 

os peixes expostos foram eutanasiados com com solução MS222 neutralizada. 
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6.3.2.2.2 Procedimento 2: Mensuração da Taxa Metabólica Durante a Exposição da FSA da 

gasolina 

O segundo procedimento experimental foi desenhado para avaliar o consumo de 

oxigênio, os níveis plasmáticos de uréia e Mg2+ e Mg2+ muscular. Os peixes foram expostos às 

quatro concentrações de WSFG descritas acima por 6 h. Após a exposição, 80% do volume de 

água em cada recipiente foi substituído por WSFG e água saturada com oxigênio. A pressão 

parcial de oxigênio inicial (PO2) foi medida (YSI® 55) e o recipiente foi selado com uma tampa 

de látex para evitar a difusão do O2 do ar atmosférico para a água. A média inicial (média ± DP) 

PO2 foi de 154,38 ± 1,93 Torr. Os peixes foram mantidos nesta condição por 60 min, a tampa 

foi removida e a medida final de PO2 foi realizada. Para amostragem de sangue e músculo, os 

peixes foram anestesiados com solução de MS222 tamponada (5 g L-1) adicionada diretamente 

no recipiente experimental. As amostras de sangue, adquiridas com seringas heparinizadas 

(heparina de lítio - Sigma Aldrich®), foram centrifugadas por 6 min (6000 rpm) e o plasma obtido 

foi imediatamente congelado (-80 ° C) para posterior determinação de uréia e Mg2+. Os peixes 

foram eutanasiados por secção medular e o tecido muscular foi amostrado e imediatamente 

congelado em nitrogênio líquido, transferido para freezer a -80 ° C até a determinação de Mg2+. 

 

6.3.2.2.3 Procedimento 3: Taxa Metabólica Após a Exposição da FSA da gasolina 

O procedimento de exposição à FSAG seguiu o mesmo protocolo descrito acima. No 

entanto, para a medição do consumo de oxigênio, 100% do volume de água + FSAG foi 

substituído por água doce limpa saturada com oxigênio. O PO2 inicial foi medido (YSI® 55), o 

recipiente foi selado e os peixes foram mantidos nesta condição por 60 min. Então, a medida 

final de PO2 foi realizada. 

 

6.3.2.3 Exposição aguda de embriões e larvas à FSA dos Derivados de Petróleo  

Durante os primeiros ensaios, foram definidos também os protocolos de reprodução 

artificial da espécie, visto que tanto o manejo como a qualidade da água interferem bruscamente 

na saúde dos óvulos fertilizados, eliminando-se a presença de fecundação “fantasma”, que são 

óvulos fecundados sadios até os primeiros estágios de desenvolvimento embrionários, mas que 

posteriormente morrem. Definiu-se também a temperatura de trabalho, na ocasião foi uma 

surpresa pois, mesmo dentro da faixa de tolerância da espécie, podemos ter uma enorme 

variação no desenvolvimento e, a temperatura também pode ocasionar efeitos prejudiciais 
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semelhantes ao da exposição a agentes químicos, por exemplo. Além disso, os resultados obtidos 

possibilitaram definir o tempo de trabalho (seguramente até 120 h pós-eclosão) sem que 

houvesse a interferência do alimento externo na qualidade da água, uma vez que esses alimentos 

são altamente proteicos e tendem a deteriorar os parâmetros de qualidade de água. 

Após definidos os procedimentos para se trabalhar com embriões e larvas da espécie, 

foram realizados os bioensaios de exposição aguda para a determinação da toxicidade (CL10 e 

CL50-96h) da gasolina, óleo diesel, OMI Petrobras, OMI comercial e óleo lubrificante comercial 

em dois momentos diferentes. Foram realizados dois testes de exposição aguda, sendo que um 

consistiu na exposição de embriões, e o segundo teste com embriões recém-eclodidos (larvas), 

ambos avaliados nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas de exposição. Cada experimento foi 

conduzido de acordo com a metodologia de determinação de concentração letal (CL50) (EPA 

2002), utilizando dez concentrações das respectivas frações solúveis em água (FSA 0,25; 0,5; 1,0; 

2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 e 100,0 %) além de um tratamento controle (peixes + água), controle 

positivo (solução contendo 1,75% de etanol) e um branco (somente água). Os testes com 

embriões e larvas foram realizados de forma que se assemelhasse ao máximo aos testes 

realizados com juvenis e adultos da espécie, possibilitando posteriormente uma comparação de 

toxicidade entre as fases de ontogenia. 

 O bioensaio foi realizado com óvulos fertilizados obtidos de desovas artificiais realizadas 

pelo GIA, que foram posteriormente alojados individualmente em placas de cultivo celular de 06 

poços (Kasvi K12-006, Brasil), com volume útil de 15 ml cada poço, totalizando 30 exemplares 

para cada concentração teste. As placas permaneceram alojadas dentro de uma incubadora do 

tipo demanda bioquímica de oxigênio (B.O.D) com fotoperíodo ajustado para 12h luz e 12h 

escuridão e temperatura controlada e ajustada à 25 ºC. Para maior controle dos testes, a 

incubadora permaneceu dentro de uma sala com ventilação e exaustão forçada, além da 

temperatura também ajustada a 25 ºC. A unidade tóxica dos derivados (UT) foi calculada de 

acordo com a seguinte equação:  

UT =
100

CL50
 𝑥𝑥 𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

Quanto maior o valor numérico obtido na UT, maior a toxicidade do composto testado. 

Para melhor compreensão dos resultados obtidos, outros parâmetros foram mensurados e 

estão definidos na Tabela 5, adaptado de Galvan, Lirola et al. (2016). O registro dos animais 

mortos e dos parâmetros de qualidade da água (temperatura, oxigênio dissolvido, pH, amônia 

total (N-AT = NH3+NH4+), foram realizados em 0, 24, 48, 72 e 96 h após o início do 

experimento (CETESB 1990). 
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Tabela 5 - Parâmetros utilizados para a expressão dos resultados obtidos na exposição de 
embriões e larvas de Astyanax altiparanae. 

Parâmetro Definição/Obtenção Referência 

Concentração Letal 
Mediana (CL10)  

Concentração da substância teste que 
causa mortalidade de 10% durante o 
período de 96 h de exposição.  

OECD (1994) 

Concentração Letal 
Mediana (CL50)  

Concentração da substância teste que 
causa mortalidade de 50% durante o 
período de 96 h de exposição.  

OECD (1994) 

Concentração efetiva 
Zero (CEzero) 

Maior concentração da amostra que não se 
observa efeito agudo nos organismos 
durante o período de exposição. 

ABNT (2011) 

Fator de Toxicidade (FT) 
Menor concentração da amostra na qual o 
número de organismos mortos foi menor 
ou igual a 10%. 

Knie e Lopes (2004) 

Concentração de efeito 
não observado (NOEC) 

Considera a maior concentração que não 
causa efeitos deletérios. US EPA (1996, 2002)                            

Menor concentração de 
efeito observado (LOEC) 

Menor concentração em que é observado 
letalidade ou qualquer endpoint. Cooney (1995) 

 

O monitoramento da temperatura e das concentrações de oxigênio dissolvido foi 

realizado diretamente nos aquários experimentais com oxímetro digital portátil (YSI® - Pro 20). 

O pH foi determinado com o auxílio de pHmetro portátil (Horiba Scientific® – B-713). A 

determinação da N-AT foi realizada de acordo com método colorimétrico de (Verdouw, Van 

Echteld et al. 1978) e a percentagem de amônia gasosa (N-NH3) foi calculada a partir dos valores 

de N-AT, temperatura e pH, de acordo com o método descrito por Ostrensky et al. (1992).  

O banco de dados gerado foi organizado através do uso dos softwares Excel® e Access® 

(Microsoft Office Professional Plus 2016). Os dados de qualidade da água e biométricos foram 

analisados através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste Tukey. A 

sobrevivência foi analisada pela curva de Kaplan-Meier. A concentração letal (CL50) foi estimada 
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através do software Trimmed Spearman-Karber “LC50 Programs JSPear Test”. As demais análises 

foram realizadas utilizando-se o software Statsoft StatisticaMR versão 12.0®.  

 

6.3.2.4 Exposição subletal de embriões e larvas à FSA dos Derivados de Petróleo  

Embriões de A. altiparanae foram incubados em placas de cultivo celular de 06 poços (KASVI 

K12-006, China), na proporção de um embrião/poço, totalizando 32 placas. As placas foram 

posteriormente acondicionadas em estufa vertical do tipo DBO (ADAMO, Brasil), com 

temperatura ajustada para 25 ºC, em sistema semi-estático, conforme preconiza a NBR 12715 

(ABNT, Brasil), fotoperíodo ajustado para 12 h luz/12 h escuro, com intensidade luminosa entre 

700 a 900 lux (MLM-1010, Brasil). 

O bioensaio foi executado segundo as normas internacionais descritas pela OECD (1994): 

controle negativo (água sem o xenobionte); concentração teste (CT) da gasolina (0,04%), óleo 

mineral (34,79%) e do petróleo (50,88%). Os valores definidos da concentração-teste para cada 

composto foram definidos com base nos resultados obtidos na exposição aguda da espécie. A 

água utilizada nos ensaios era previamente clorada (com hipoclorito 10%); neutralizada (com 

tiossulfato de sódio 50%), filtrada em filtro bag (50 µm) com carvão ativado e permanecia dentro 

da incubadora pelo tempo necessário até atingir a temperatura de 25 ºC. O tempo de exposição 

aos compostos foram: 24, 48, 72 e 96 horas.  

As anormalidades foram registradas e pontuadas seguindo os métodos relatados por 

Perrichon, Le Menach et al. (2016), com modificações: 1. Edemas (pericárdio, saco vitelino); 2. 

Malformações estruturais (notocorda, cérebro, lesões nas nadadeiras); 3. Deformidades 

(pigmentação do corpo, anemia, olhos e cabeça); 4. Tempo de absorção total da reserva 

vitelínica. 

Para realização das análises morfométricas, as placas de cultivo foram retiradas 

individualmente da incubadora e cada poço foi sifonado em 3/4 do seu volume, com auxílio de 

uma pipeta de Pasteur e, em seguida, os animais foram observados individualmente (dentro dos 

próprios poços) com auxílio de estereomicroscópio óptico (Discovery V8, Zeiss, Alemanha). 

Foram mensurados o comprimento total, a altura do corpo, o comprimento do saco vitelínico 

(CV), a altura do saco vitelínico (HV) e o volume da reserva vitelínica (V), calculado de acordo 

com a equação:  

 

  



Metodologia  

 

37 

 

No período de 48 horas de exposição, foi realizada a contagem de batimentos por minuto 

(bpm) de 12 exemplares de cada concentração. Neste período também, 06 exemplares foram 

observados com auxílio de microscópio óptico Leica® DMLS, para avaliação da absorção da 

reserva vitelínica, caracterizada através de registros realizados a cada duas horas. Ao término 

das observações, o volume original de água em cada poço foi renovado e as placas foram 

novamente tampadas, realojadas na incubadora e mantidas até o período subsequente de 

observação. Os exemplares, tanto embriões como larvas foram monitorados durante o período 

de 0, 24, 48, 72 e 96 h.  

 

6.3.2.5 Efeitos da exposição na reprodução de Astyanax altiparanae  

Juvenis de A. altiparanae, de mesmo peso e comprimento médio dos indivíduos 

amostrados anteriormente, foram alojados em quatro sistemas independentes de manutenção 

de peixes em condições ambientais controladas. Cada sistema era composto por três tanques 

de polietileno de 70 L cada, ligados entre si por bomba submersa (SB-2000, Sarlobetter, Brasil) 

e mantidos sob aeração constante, fornecida por um compressor radial CR6 (IBRAM, Brasil), e 

temperatura de 25ºC, mantida por aquecedores de 300 watts, controlado por termostato digital 

(BOYU, Taiwan). Em cada tanque eram mantidos 120 alevinos. 

Anteriormente ao período de exposição, os exemplares permaneceram por cinco dias 

nesses tanques para aclimatação. Após a aclimatação, os sistemas foram desligados, tornando 

cada um dos tanques independentes dos demais, formando assim quatro unidades testes com 

duas repetições cada. Os peixes de cada sistema foram então expostos a diferentes 

concentrações da FSA de cada composto testado: i) Sistema 1: 3% da FSA da gasolina; ii) Sistema 

2: 10% da FSA do petróleo; iii) Sistema 3: 10% da FSA do óleo mineral lubrificante. No último 

sistema (Sistema 4) os peixes não foram expostos a nenhum xenobionte (controle negativo). Os 

animais permaneceram nesses sistemas por 15 dias, sendo realizada a renovação diária de 100% 

do volume de água (mesmas condições/concentrações de xenobiontes a cada renovação).  

Ao final desse período, foram selecionados, ao acaso, de cada um dos tanques, duas 

fêmeas, com peso médio de 4,06 ± 1,37 g (média ± desvio padrão) e comprimento total de 3,9 

± 1,0 cm; e dois machos, com peso médio de 1,20 ± 0,39 g e comprimento total médio de 3,4 

± 0,3 cm, que foram anestesiados em solução de óleo de cravo (10%), sacrificados e fixados em 

ALFAC® e posteriormente transferidos para álcool 70%, permanecendo até a realização das 

análises histológicas do segundo arco branquial, do fígado e das gônadas. 



Metodologia  

 

38 

Após este período de exposição, os sistemas foram novamente ligados e os animais 

permaneceram em recuperação por mais cinco dias, sendo realizada a renovação diária da água, 

porém sem os xenobiontes. Após o período de recuperação os demais indivíduos foram 

transferidos para quatro sistemas independentes de manutenção de peixes localizado em uma 

estufa agrícola. Cada sistema era composto por três tanques de polietileno de 1000 L cada, 

ligados em si, por uma bomba submersa (SB-2700, Sarlobetter, Brasil) e também a filtros 

mecânicos e biológicos, para manutenção da qualidade da água, além de aeração constante e 

temperatura mantida em 25º C, mantida por seis aquecedores de 300 watts, controlado por 

termostato digital (BOYU, Taiwan). 

Os peixes permaneceram nos sistemas de manutenção por 6 meses. Durante todo o 

período experimental, foram alimentados três vezes ao dia (08:00, 12:00 e 16:00 horas), com 

ração comercial extrusada (Kowalski, Brasil) contendo 45% de proteína bruta e 4% de extrato 

etéreo. 

Mensalmente eram selecionados ao acaso, de cada um dos tanques, três fêmeas e três machos, 

que foram imediatamente sacrificados com solução de óleo de cravo (10%) e fixados em solução 

de ALFAC®, posteriormente transferidos para álcool 70%, até a realização das análises 

histológicas das brânquias, fígado e gônadas. As alterações histológicas estão em processo final 

e serão classificadas segundo o cálculo de índice de Alteração Histopatológica (IAH), proposto 

por Schwaiger, Wanke et al. (1997), posteriormente atribuindo-se um valor numérico conforme 

o grau de alteração, seguindo a proposta de Poleksić and Mitrović-Tutundžić (1994).  

Após o período de seis meses nos tanques de manutenção, os exemplares de cada caixa 

de manutenção foram capturados, anestesiados e foram submetidos ao processo de indução 

hormonal, através do uso do produto comercial Vetecor® 5000UI (Hertape Calier, Brasil). O 

hormônio foi aplicado, através de injeção com seringa graduada (0,3 mL/cc), na base inferior da 

nadadeira peitoral, em um ângulo de 45º, em doses únicas de 1,0 mg/kg.  

Após receberem a aplicação dos hormônios, os reprodutores de cada tratamento foram 

acondicionados em tanques-rede individuais, com dimensões de 25 x 15 x 15 cm (comprimento, 

largura e altura, respectivamente), confeccionado com rede de nylon trançada de 3 mm e malha 

de 1,5 x 1,5 cm. Esses tanques-rede, por sua vez, foram mantidos em um tanque de polietileno 

de 100 L, em temperatura controlada de 25ºC, mantida com o uso de um aquecedor de 300 

watts (BOYU, Taiwan). Os animais foram mantidos nesse local até a liberação e posterior 

fertilização dos ovócitos. Imediatamente após a desova, os ovos foram removidos por sifonagem, 

retidos em uma peneira de malha de 0,5 mm, lavados em água corrente.  



Metodologia  

 

39 

Em seguida, foram coletados com uma pipeta de Pasteur e analisados em microscópio 

óptico Leica® DMLS, adaptados com câmera digital ToupCam® (L3CMOS Series C-mount, 

China) e transferidos para 60 placas de cultivo celular de 6 poços cada com tampa (KASVI K12-

006, China), de volume unitário de 17 ml, sendo acondicionado um ovo fecundado por poço, 

sendo 15 placas para cada tratamento teste. As placas foram mantidas em incubadora vertical 

tipo BOD Microprocessada (ADAMO, Brasil), com fotoperíodo ajustado para 12 h luz: 12 h 

escuro e mantida em 25 ºC por 96 h.  
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7 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

7.1 Genética Ambiental 

Com os resutlados apresentados e discutidos no artigo “Is There Detectable Long-term 

Depletion of Genetic Variation in Freshwater Fish Species Affected by an Oil Spill?” (ANEXO I) foi 

possível concluir que não ocorreu depleção duradoura da variabilidade genética em nenhuma 

das três espécies nativas de peixes estudadas (Phalloceros harpagos, Scleromystax barbatus, 

Mimagoniates microlepis) nas áreas impactadas pelo vazamento de óleo combustível leve na Serra 

do Mar, no estado do Paraná, em 2001. Tal resultado pode ser atribuído a vários fatores que 

apresentam influência sobre a resiliência das populações de peixes investigadas neste estudo. 

Primeiro, embora os vazamentos fossem graves, eles representaram uma perturbação de curto 

prazo que afetou desproporcionalmente os peixes que viviam nos rios no momento do acidente. 

Isso provavelmente permitiu a recolonização de peixes de populações de outras bacias 

hidrográficas, o que reabasteceu a variabilidade genética para as populações nos locais afetados. 

Em segundo lugar, a estrutura espacial das bacias hidrográficas, bem como o fluxo contínuo 

unidirecional de água na porção não estuarina da região afetada, possivelmente acelerou a 

remoção dos hidrocarbonetos de petróleo de baixo peso molecular (BTEX e a maioria dos 

PAH) da região, acelerando a recuperação, em comparação com situações análogas em lagos ou 

estuários. 

 

7.2 Química 

7.2.1 Processamento dos dados cromatográficos HPA e BTEX 

Como descrito nos materiais e métodos, uma série de análises para a determinação de 

HPA e BTEX foram realizadas em amostras oriundas de experimentos realizados pela equipe da 

área de estudos em “ecotoxicologia”, coordenada pelo professor Antonio Ostrensky. Utilizando 

os métodos analíticos de extração e quantificação desenvolvidos durante a execução do presente 

projeto, são apresentados dados obtidos para capítulos específicos das teses de doutorado dos 

alunos Giorgi Dal Pont e Diego Stevanato.   

 No primeiro capítulo da tese do doutorando Giorgi Dal Pont foram analisadas amostras 

da fração solúvel em água de vários produtos derivados de petróleo. Os as concentrações de 

HPA e BTEX detectadas são apresentadas na Tabela 8. 
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Tabela 6. Concentrações médias de hidrocarbonetos monoaromáticos (BETX) e policíclicos 
aromáticos (HPA) na fração solúvel em água (FSM) de petróleo e produtos refinados 
durante testes de toxicidade (LC10 e LC50-96h) para o peixe neotropical Astyanax altiparanae. 

WSF Parameter 
Toxicity Trials 

Gasoline Diesel Petroleum IMOa IMOb Lubricant 

BETX (µg L-1) 
Benzene 44830.00 977.14 2873.00 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

Toluene 42200.00 679.86 1279.50 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

Ethylbenzene 15960.00 126.77 118.00 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

m,p-Xylene 18020.00 151.71 321.00 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

o-Xylene 16480.00 158.17 341.00 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

∑ BETX 137490.00 2093.66 4932.50 < 5.0 < 5.0 < 5.0 

PAH (µg L-1) 
Naphthalene 3.89 9.19 3.58 ND ND ND 

Acenaphthylene < 0.35 ND ND ND ND ND 

Acenaphthene < 0.35 ND < 0.35 ND ND ND 

Fluorene ND ND 0.46 < 0.35 ND ND 

Phenanthrene ND 7.17 ND ND ND ND 

Anthracene ND 7.09 0.59 ND ND ND 

Fluoranthene 2.90 ND < 0.35 < 0.35 < 0.35 < 0.35 

Pyrene 2.50 1.00 ND ND ND ND 

Benz[a]anthracene 3.80 0.65 0.44 0.46 0.41 < 0.35 

Chrysene 4.60 0.60 0.38 0.40 0.36 < 0.35 

Benzo[b]fluoranthene 5.50 1.26 < 0.35 < 0.35 < 0.35 < 0.35 

Benzo[k]fluoranthene 5.60 1.08 3.91 < 0.35 < 0.35 < 0.35 

Benzo[a]pyrene 4.20 1.04 < 0.35 < 0.35 < 0.35 < 0.35 

Indeno[1,2,3-cd]pyrene 6.70 1.24 < 0.35 < 0.35 < 0.35 0.46 

Dibenz[ah]anthracene 8.90 1.20 0.352 < 0.35 < 0.35 0.43 

Benzo[ghi]perylene 6.70 1.10 < 0.35 < 0.35 < 0.35 0.43 

∑ PAH 55.29 32.63 9.70 0.86 0.77 1.32 

∑ 137545.29 2126.28 4942.20 0.86 0.77 1.32 

 

Além das análises apresentadas acima, também foi realizada a determinação da 

concentração de HPA e BTEX em amostras da fração solúvel em água de gasolina utilizadas em 

experimentos para a avaliação dos efeitos do contaminante em associação à alteração de fatores 

abióticos (temperatura e pH da água) (Tabela 8). 
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Tabela 7. Concentrações de hidrocarbonetos monoaromáticos (BTEX) e policíclicos 
aromáticos (HPA) em 100% da fração solúvel em água da gasolina (WSFG) utilizada durante 
os diferentes ensaios de exposição com o peixe de água doce neotropical Astyanax 
altiparanae. 

Aromatic Petroleum 
Hydrocarbons 

 Experimental Trials 
 25°C+pH7.0  30°C+pH7.0  25°C+pH4.0 

BTEX (µg L-1) 
Benzene   11996.2  9922.6  10344.7 
Toluene   11161.6  9335.2  9472.3 
Ethylbenzene   817.5  645.9  686.5 
m,p-Xylene   1608.2  1204.7  1339.9 
o-Xylene   1487.8  1120.0  1284.1 
∑ BTEX  27071.3  22228.4  23127.5 

PAH (µg L-1) 
Naphthalene   <0.5  <0,5  <0,5 
Acenaphthylene   < 0,5  < 0,5  < 0,5 
Acenaphthene   < 0,5  < 0,5  < 0,5 
Fluorene   nd  nd  nd 
Phenanthrene   nd  nd  nd 
Anthracene   nd  nd  nd 
Fluoranthene   1.5  2.1  2.3 
Pyrene   1.8  1.9  2.0 
Benz[a]anthracene   3.8  1.2  3.4 
Chrysene   4.6  2.0  4.1 
Benzo[b]fluoranthene   5.5  3.7  4.4 
Benzo[k]fluoranthene   5.6  3.9  4.7 
Benzo[a]pyrene   4.2  3.4  3.7 
Indeno[1,2,3-cd]pyrene   5.4  2.8  3.7 
Dibenz[ah]anthracene   5.3  2.5  3.2 
Benzo[ghi]perylene   5.4  4.7  4.3 
∑ PAH  43.0  24.2  35.7 

Quantification limit = BTEX < 5.0 µg L-1 and PAH < 0.5 L-1. BTEX= Monoaromatic hydrocarbons. 

PAH= Polycyclic aromatic hydrocarbons. 

Nesta etapa do trabalho foi realizado o processamento adicional para determinação de 

HPA e BTEX em amostras de fração solúvel em água de gasolina proveniente de experimentos 

realizados na Universidade da Columbia Britânia (UBC) – Vancouver, Canadá. Tais experimentos 

foram executados durante o estágio sanduíche realizado pelo doutorando Giorgi Dal Pont. Um 

total de nove amostras foram enviadas para análise no GQA e os valores médios das 

concentrações de HPA e BTEX são apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8. Concentrações de hidrocarbonetos monoaromáticos (BTEX) e policíclicos 
aromáticos (HPA) da fração solúvel em água da gasolina (WSFG) utilizada durante os 
ensaios de exposição com Goldfish Carassius auratus. 

BTEX (µg L-1)  100% WSFG 

Benzene   1336.1 
Toluene   5562.6 
Ethylbenzene   227.6 
m,p-Xylene   429.9 
o-Xylene   407.7 
∑ BTEX  7963.8 

PAH (µg L-1)   

Naphthalene   <0.5 
Acenaphthylene   <0.5 
Acenaphthene   1.1 
Fluorene   0.9 
Phenanthrene   <0.5 
Anthracene   nd 
Fluoranthene   3.1 
Pyrene   3.0 
Benz[a]anthracene   5.4 
Chrysene   7.1 
Benzo[b]fluoranthene   8.0 
Benzo[k]fluoranthene   8.7 
Benzo[a]pyrene   6.0 
Indeno[1,2,3-cd]pyrene   7.9 
Dibenz[ah]anthracene   7.9 
Benzo[ghi]perylene   8.7 
∑ PAH  67.8 
∑  8031.58 

Quantification limit = BTEX < 5.0 µg L-1 and PAH < 0.5 L-1. BTEX= monoaromatic hydrocarbons. 

PAH= Polycyclic aromatic hydrocarbons. 

 

Em paralelo foram realizadas as análises cromatográficas das amostras obtidas durante 

a realização dos estudos relacionados ao trabalho de doutorado do aluno Diego Stevanatto, no 

âmbito do projeto Marcadores Moleculares.  Os resultados para determinação de BTEX e HPA 

em amostras aquosas são apresentados nas Tabela 9 e Tabela 10. 
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Tabela 9. Determinação de BTEX em frações hidrossolúveis de derivados de petróleo. 

Amostra Lubrificante OMI Petróleo Gasolina Diesel 

conc. determinada µg L-1  
Benzeno <5 17 8 15 1782 
Tolueno ND 9 <5 16 1757 
Etilbenzeno  ND 19 18 21 153 
m-Xileno+p-Xileno  ND 16 14 21 599 
o-Xileno ND 20 15 23 ND 

<5 = menor que o limite de quantificação (5 µg L-1); ND = não detectado; 

 

Tabela 10. Determinação de HPA em frações hidrossolúveis de derivados de petróleo. 

HPA 

AMOSTRAS 
Diesel Gasolina Petróleo Lubrificante OMI 

Concentração determinada (µg L-1) 
Naphthalene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Acenaphthylene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Acenaphthene  0,36 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Fluorene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Phenanthrene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Anthracene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Fluoranthene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Pyrene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Benz[a]anthracene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Chrysene  <0,25 <0,25 0,27 <0,25 <0,25 
Benzo[b]fluoranthene  <0,25 0,33 0,25 <0,25 <0,25 
Benzo[k]fluoranthene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Benzo[a]pyrene  <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
Indeno[1,2,3-cd]pyrene  <0,25 0,29 <0,25 <0,25 <0,25 
Dibenz[ah]anthracene  <0,25 0,36 0,34 <0,25 0,33 
Benzo[ghi]perylene  <0,25 0,28 <0,25 <0,25 <0,25 

∑HPA (µg L-1) 0,36 1,27 0,85 0,00 0,33 
<0,25 = menor que o limite de quantificação (0,25 µg L-1); ND = não detectado; 

 

7.2.2 Determinação de espécies metálicas em matriz fração solúvel em 

água de gasolina 

Os resultados da concentração de metais dissolvidos na fração solúvel em água da 

gasolina utilizada nos experimentos de exposição crônica desenvolvido pelo doutorando Giorgi 

Dal Pont, em Vancouver – Canada, são apresentados na Tabela 11. 



Resultados e discussões  

 

 

45 

Tabela 11. Concentrações de compostos metálicos da fração solúvel em água da gasolina 
(WSFG) utilizada durante os ensaios de exposição com Carassius auratus. 

Metallic Compound  100% WSFG 
(mmol L-1 x10-4) 

Ag  <0.92 
Al  7.16 
Ba  <0.72 
Cd  <0.89 
Co  <1.70 
Cr  <1.92 
Cu  <1.57 
Fe  4.12 
Mn  <1.82 
Ni  <1.70 
P  <3.23 
Pb  <0.48 
Sr  2.13 
Zn  3.14 

 

7.2.3 Desenvolvimento de método analítico voltado a extração de HPA em 

tecidos de peixes  

Para a extração dos HPA em tecido de peixes está sendo avaliado o método de 

dispersão de matriz em fase sólida (MSPD). Este procedimento se baseia na mistura da amostra 

(tecido in natura) juntamente com um material sorvente sólido como octadecilsilano (C18), sílica 

(SiO2), alumina (Al2O3) e florisil (Mg2SiO3). A abrasão do tecido pelo material sólido promove o 

rompimento das células favorecendo o acesso aos analitos. Na sequência é utilizado um solvente 

de eluição com polaridade compatível aos compostos alvo, para posterior determinação 

cromatográfica (Barker, Long et al. 1989, Barker 2007). Essa estratégia se torna atrativa, pois 

empregando poucas etapas é possível a extração, concentração e clean-up dos extratos, com a 

possibilidade de miniaturização e melhor controle das variáveis envolvidas no processo. 

Neste trabalho a MSPD foi avaliada inicialmente empregando tecidos de peixes e um 

material sorvente alternativo (Montmorilonita modificada com liquido iônico – MMT-LI). O 

principal objetivo foi verificar se a fase sólida utilizada como sorvente possui a capacidade de 

extração dos 16 HPAs, mantendo integra sua estrutura modificada pela inserção do líquido 

iônico, sem perdas de material e geração de compostos interferentes. Os resultados obtidos 

indicam que a MMT-LI é capaz de sorver os compostos em estudo e a extração assistida por 

vórtex é eficiente para a separação e identificação por GC-MS. 
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Nas próximas etapas serão avaliados alguns parâmetros relativos ao preparo das amostras 

empregando o método MSPD: massa de amostra e sorvente; tipo de sorvente; solventes de 

extração e procedimento de clean-up. 

 

7.3 Ecotoxicologia 

7.3.1 Efeitos fisiológicos e bioquímicos em Astyanax altiparanae expostos à 

fração solúvel em água da gasolina 

Os resultados apresentados abaixo compõem os resultados da tese de doutorado do 

candidato Giorgi Dal Pont, desenvolvida junto ao programa de Pós-graduação em Zootecnia da 

UFPR. A tese foi defendia em março de 2018 e o documento pode ser acessado no repositório 

de teses e dissertações da UFPR (https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/55165). 

Com base nos resultados dos testes de toxicidade (CL10 e CL50-96h) realizados com 

diferentes produtos derivados de petróleo, descritos no relatório anterior, a gasolina foi o 

derivado que apresentou maior toxicidade para A. altiparanae (CL10-96h= 0,5 % (0,15-0,91); CL50-

96h= 2,65 (1,63-4,48)). Essa maior toxicidade já foi descrita para outras espécies e é atribuída a 

composição e proporção dos hidrocarbonetos presente FSA da gasolina (Barron, Podrabsky et 

al. 1999, Rodrigues, Miranda-Filho et al. 2010). De fato, a FSA da gasolina apresentou 

concentrações de hidrocarbonetos, principalmente os monoaromáticos (BTEX), superiores aos 

demais produtos testados. Por esse motivo, a gasolina foi escolhida como produto-teste nos 

experimentos para a avaliação da influência da contaminação por hidrocarbonetos de petróleo 

em associação a alterações de fatores abióticos (temperatura e pH).  

 Em geral, fenômenos decorrentes da exposição a um poluente apresentam maior 

frequência em nível celular do que em níveis de alta organização biológica. Dessa forma, 

respostas bioquímicas podem ser similares em grande parte dos organismos. Nesse sentido, 

bons biomarcadores devem ser indicadores sensíveis tanto da biodisponibilidade do poluente no 

ambiente quanto das respostas biológicas primárias do organismo (van der Oost, Beyer et al. 

2003) podendo ser utilizados no diagnóstico do status de saúde do organismo e na obtenção de 

sinais primários de risco ambiental (Heath 1995). Em peixes, um biomarcador comumente 

considerado é enzima etoxiresorufina-O-desetilase (EROD). Esse marcador apresenta um 

aumento na sua atividade quando peixes são expostos a compostos agonistas, como 

hidrocarbonetos de petróleo (HPA e BTEX). Além de se caracterizar como um dos mais 

sensíveis marcadores de exposição, a atividade da EROD também pode preceder alterações em 

diversos níveis de complexidade biológica. 

https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/55165
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 Resultados obtidos após a exposição de exemplares de A. altiparanae expostos à FSAG 

por 96 h, seguido de recuperação (retirada da contaminação por FSAG) por 96 h em condições 

abióticas normais (25 °C e pH 7,0), indicaram um aumento significativo na atividade da EROD 

hepática nos animais dos tratamentos contaminados (Erro! Fonte de referência não 

encontrada.). Esses resultados, indicam que concentrações muito pequenas da FSAG, como a 

utilizada no presente trabalho (0,5 % v/v), já são suficientes para induzir alterações bioquímicas 

detectáveis. Apesar da sensibilidade do biomarcador em condições de temperatura e pH 

normais, a mesma condição de contaminação não promoveu alteração da atividade da EROD 

quando do aumento da temperatura (de 25 para 30 °C) e redução do pH ( de 7,0 para 4,0) 

(Figura 6). Tais resultados demostram que a resposta de um dos principais biomarcadores 

utilizados para a avaliação de contaminação ambiental por hidrocarbonetos de petróleo é 

diretamente influenciada por parâmetros abióticos que variam sazonalmente no ambiente 

aquático. 

 

Figura 6. Valores médios ± S.E.M da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) no 
fígado de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% (v/v) da fração solúvel em água 
da gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras 
minúsculas indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam 
diferença nos grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de 
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram 
detectadas (p> 0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

Outro biomarcador bioquímico que apresentou aumento significativo (p<0,05) durante 

as 96 h de exposição à FSAG foi a atividade da glutadiona-S-transferase (GST) no tecido branquial 

(Figura 7). Durante o período de recuperação foi observada uma redução da atividade em 

relação ao tratamento controle (p<0,05). No tecido hepático, por outro lado, somente foi 
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detectada a redução da atividade nos animais do tratamento durante o período de recuperação 

(p<0,05) (Figura 8). Assim como os nos resultados obtidos com o ensaio de EROD, a atividade 

da GST apresentou alteração nos padrões de resposta em consequência da alteração da 

temperatura e pH da água. 

 

 

Figura 7. Valores médios ± SEM da atividade da glutationa-S-transferase (GST) em tecido 
branquial de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água 
da gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras 
minúsculas indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam 
diferença nos grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de 
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram 
detectadas (p> 0,05), letras e símbolos foram omitidos. 
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Figura 8. Valores médios ± SEM da atividade da glutationa-S-transferase (GST) em tecido 
hepático de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água da 
gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras minúsculas 
indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam diferença nos 
grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de controle 
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram detectadas (p> 
0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

A atividade da catalase (CAT) não apresentou diferenças significativas entre os 

tratamentos e respectivos controles no tecido branquial (p>0,05) (Figura 9). No tecido hepático 

apresentou um aumento significativo (p<0,05) na atividade dos animais do tratamento durante 

o período de recuperação (Figura 10). 
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Figura 9. Valores médios ± SEM da atividade da catalase (CAT) em tecido branquial de 
Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água da gasolina 
(WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras minúsculas indicam 
diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam diferença nos 
grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de controle 
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram detectadas (p> 
0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

 

Figura 10. Valores médios ± SEM da atividade da catalase (CAT) em tecido hepático de 
Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água da gasolina 
(WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras minúsculas indicam 
diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam diferença nos 
grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de controle 
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correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram detectadas (p> 
0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

Tanto a atividade da GST quanto da CAT são indicadores de atividade antioxidante do 

organismo em cenários de estresse químico (van der Oost, Beyer et al. 2003). Nesse contexto 

o aumento significativo na atividade da GST no tecido branquial, seguido de uma redução 

também significativa durante o período de recuperação, pode ser resultado de um elevado 

estresse oxidativo nesse importante tecido de regulação fisiológica. Além disso, os resultados 

também sugerem uma maior atividade da GST no tecido branquial e maior atividade da CAT no 

tecido hepático. De fato, esse funcionamento alternado fica bastante claro quando comparamos 

a atividade da GST e CAT no tecido hepático. Quanto a atividade da GST é inibida a CAT é 

aumentada durante o mesmo período de recuperação. 

A FSA da gasolina causou aumento na atividade da CAT hepática em A. altiparanae 

somente durante o período de recuperação no ensaio de 30 ° C, indicando uma ativação tardia 

dos mecanismos de estresse oxidativo e produção de ROS (Lushchak 2011). Essa falta de 

indução de atividade de CAT pelo hidrocarboneto de petróleo, nos tratamentos remanescentes, 

está de acordo com o estudo realizado por Bettim, Galvan et al. (2016), onde não foram 

observados aumentos na atividade de CAT para A. altiparanae expostos a WSFG. A enzima CAT 

é responsável pela redução do peróxido de hidrogênio em oxigênio e água (H2O2 a O2 e H2O). 

As moléculas de peróxido de hidrogênio derivam, especialmente, da dismutação de ânions 

superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio e água pela superóxido dismutase (SOD) (van 

der Oost, Beyer et al. 2003). Essa cascata de reações ocorre na tentativa de neutralizar o grupo 

oxidativo altamente reativo, como o radical hidroxila (OH), para evitar a oxidação de 

importantes moléculas biológicas como lipídios, DNA e proteínas. O aumento da concentração 

de proteínas carbonilas no tecido muscular de A. altiparanae (Figura 11) indica que o dano 

oxidativo foi induzido pela formação de radicais OH sob alta temperatura da água e baixo pH. 

No presente trabalho, uma vez que a carbonilação protéica foi severamente afetada pela 

temperatura e pH da água, assumimos que a defesa antioxidante em A. altiparanae foi ineficiente 

para lidar com essas alterações físico-químicas da água, uma vez que esses desafios adicionais 

prejudicam gravemente A. altiparanae quando exposto a FSA da gasolina. 
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Figura 11. Valores médios ± SEM da concentração de proteína carboniladas em tecido 
muscular de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água 
da gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras 
minúsculas indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam 
diferença nos grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de 
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram 
detectadas (p> 0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

A atividade da acetilcolinesterase (Ache), bioindicador neural envolvido na desativação 

da acetilcolina nas terminações nervosas que evita o disparo contínuo dos nervos, foi inibida no 

tecido muscular dos peixes expostos à FSAG por 96 h (Figura 13Erro! Fonte de referência 

não encontrada.). Essa redução na atividade da Ache pode ser responsável pela letargia 

apresentada pelos animais no presente experimento. Tal comportamento letárgico já havia sido 

descrito para A. altiparanae durante exposição à fração solúvel em água do óleo diesel (Dal Pont 

2012). Do ponto de vista ecológico uma redução na atividade da Ache pode ser associada a 

redução da mobilidade espacial e redução da capacidade de percepção e fuga de predadores (van 

der Oost, Beyer et al. 2003). 

Apesar dessa redução inicial na atividade da Ache no músculo durante exposição à FSAG, 

após o período de recuperação foi observado um aumento significativo na atividade tanto no 

músculo quanto no tecido cerebral (Figura 12). Apesar desse padrão não ter sido identificado 

em outros trabalhos já publicados, uma avaliação inicial pode indicar um aumento compensatório 

da atividade, ou seja, com a retirada do contaminante, a produção da Ache é retomada de 

maneira aumentada. 
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Figura 12. Valores médios ± SEM da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em tecido 
cerebral de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água da 
gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras minúsculas 
indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam diferença nos 
grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre os diferentes 
experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de controle 
correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram detectadas (p> 
0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

 

 

Figura 13. Valores médios ± SEM da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em tecido 
muscular de Astyanax altiparanae após 96 h de exposição a 0,5% da fração solúvel em água 
da gasolina (WSFG) e após 96 h de recuperação em água doce limpa (192 h). Letras 
minúsculas indicam diferença nos grupos controle em 96 h (a, b e c) e 192 h (x, y e z) entre 
os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). As letras maiúsculas indicam 
diferença nos grupos de exposição de 96 h (A, B e C) e recuperação de 192 h (X, Y e Z) entre 
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os diferentes experimentos (One-Way ANOVA, p <0,05). ∗ Indica diferença para o grupo de 
controle correspondente (teste t, p <0,05). Quando diferenças significativas não foram 
detectadas (p> 0,05), letras e símbolos foram omitidos. 

 

Os demais resultados bioquímicos e fisiológicos estão sendo analisados e discutidos e 

serão apresentados no relatório final de atividades. 

 

7.3.2 Avaliação de embriões e larvas de Astyanax altiparanae expostos à 

fração solúvel de produtos derivados de petróleo 

Na exposição aguda de embriões, o valor obtido da CL50 da gasolina foi 10 vezes menor 

do que o valor da CL50 do petróleo nas primeiras 24 horas de exposição (Figura 14), 

apresentando 13,13 µg L-1 e 133,30 µg L-1 respectivamente. Após o período de 24 horas, houve 

uma redução na taxa de mortalidade para todos os compostos teste. 

 

Figura 14 - Valores de CL50 para embriões de Astyanax altiparanae expostos à FSA do 
petróleo, diesel, óleo mineral I e II, óleo lubrificante e gasolina durante o período de 24, 48, 
72 e 96 horas. 

 

A CL50 96 horas da gasolina foi de 3,35% da FSA para embriões. Para as larvas esse valor 

foi superior, correspondendo a 19,65% da FSA. Somente a exposição à FSA do petróleo e da 

gasolina ocasionaram mortalidade para as larvas da espécie (Figura 15). Os demais compostos 

não ocasionaram mortalidade a nenhuma larva durante o período de 96 h, mesmo em 

concentrações de 100% da FSA.  
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Figura 15 - Valores de CL50 para larvas de Astyanax altiparanae expostos à FSA do petróleo 
e da gasolina durante o período de 24, 48, 72 e 96 horas. 

 

A unidade térmica calculada durante a exposição 96 horas foi: 9,53 (óleo mineral II), 

17,83 (óleo lubrificante), 19,67 (petróleo), 23,07 (diesel), 24,86 (óleo mineral I) e 507,46 

(gasolina). Os demais parâmetros observados estão descritos na Tabela 12. 

 

Tabela 12. Expressão dos resultados (mg L-1) de toxicidade dos compostos durante a 
exposição aguda (96 horas) de embriões e larvas de Astyanax altiparanae. 

Composto Estágio  CL10 CL50 CEzero  FT NOEC LOEC 

Óleo Diesel 
Embriões 44,57 73,68 21,93 28,54 36,17 20,95 

Larvas ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 

Petróleo 
Embriões 50,88 86,44 24,08 31,50 40,25 23,07 

Larvas 95,52 120,8 68,57 68,58 78,87 78,87 

Gasolina 
Embriões 0,04 3,35 0,00 0,01 0,00 0,00 

Larvas 0,80 19,65 0,08 0,19 0,58 0,00 

Óleo Mineral I 
Embriões 34,79 68,38 13,41 20,83 28,12 10,06 

Larvas ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 

Óleo Mineral II 
Embriões 31,61 178,3 2,75 13,54 23,17 13,53 

Larvas ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 

Óleo 
Lubrificante 

Embriões 34,33 95,33 8,24 17,54 26,14 2,71 
Larvas ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 ≥100 

 

Dado a diversidade dos hidrocarbonetos, é incerto dizer que quanto mais BTEX mais 

tóxico é o composto. Pelo contrário, neste trabalho, o óleo mineral I e o óleo lubrificante 

apresentaram concentrações muito próximas, porém, a toxicidade do óleo mineral I foi superior 
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inclusive ao óleo diesel e ao petróleo, que continham pelo menos 60% a mais hidrocarbonetos 

monocíclicos aromáticos em suas respectivas frações. Seguramente podemos afirmar que outros 

componentes, como aditivos por exemplo, podem influenciar drasticamente na toxicidade do 

composto, como aqui foi observado pelo alto contraste entre a toxicidade da fração solúvel do 

óleo mineral I e do óleo mineral II. 

A sensibilidade dos organismos à fração solúvel do petróleo e derivados foi claramente 

afetada pelo estágio de desenvolvimento ontogenético em que os organismos estão no momento 

de exposição. no momento de exposição. Observou-se uma maior toxicidade sobre embriões 

quando comparado com animais expostos somente após a sua eclosão. Obviamente que o limite 

de quantificação dos resultados obtidos nas concentrações letais CL10 e CL50 é de 100%, porém, 

os valores aqui apresentados foram estimados estatisticamente, e indicam claramente a baixa 

toxicidade do óleo mineral II tanto para os embriões como para as larvas de A. altiparanae. 

O contato com a fração solúvel em água dos compostos, de uma forma geral, gerou muito 

mais efeitos negativos em embriões do que em larvas. Os sinais mais evidentes de malformações 

foram identificados nas deformações nas nadadeiras e no coração, como a ocorrência de edemas 

no pericárdio. Disfunções no pericárdio (Figura 16) foram observadas em 36,66% dos embriões 

expostos a FSAG e em 30,00% dos embriões expostos a FSAP, não sendo relatada a nenhum 

embrião exposto a FSAOM. 

A exposição ao petróleo ocasionou um maior número de deformações na nadadeira 

caudal dos embriões (Figura 17). Houve uma diferença estatística (p<0,05) no tempo de absorção 

da reserva vitelínica entre os tratamentos. Observou-se que os embriões expostos a gasolina e 

ao petróleo absorveram suas reservas mais rápidas que os demais exemplares, além de 

apresentarem uma menor contagem de batimentos cardíacos. 

 

 

Figura 16 – Larva de Astyanax altiparanae apresentando edema cardíaco (a) após a exposição 
à fração solúvel da gasolina. 

 

a 
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Figura 17 – Exemplar de Astyanax altiparanae apresentando má-formação da cabeça (a), 
edema cardíaco (b), edema de saco vitelínico (c) e má-formação da notocorda (d). 

 

  

a a 

b b 
c 

d 
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8 BENEFÍCIOS ACADÊMICOS PARCIAIS ALCANÇADOS AO 

LONGO DO PROJETO 

 Dentre os benefícios acadêmicos alcançados no período de abrangência deste relatório 

destacam-se:  

I. Publicação do artigo intitulado “Is there detectable long-term depletion of genetic 
variation in freshwater fish species affected by an oil spill?” na revista Water, air & Soil 
Pollution. 
 

II. Publicação do artigo intitulado “Ontogenetic development of tetra Astyanax lacustris 
(Characiformes: Characidae)” na revista Neotropical Ichthyology. 
 

III. Finalização das atividades do doutorando Giorgi Dal Pont junto ao Programa de Pós-
graduação em Zootecnia e vinculado ao projeto. Título da tese: “Effects of petroleum 
hydrocarbons to tropical and temperate fish species: a toxicity and multibiomarker approach 
for the assessment of environmental contamination”. 
 

IV. Início das atividades do pós-doutorado Giorgi Dal Pont junto ao Programa de Pós-
Graduação em Zoologia e vinculado ao projeto; 
 

V. Início das atividades da mestranda Morgana S. Camargo junto ao Programa de Pós-
Graduação em Química e vinculado ao projeto; 
 

VI. Finalização das atividades do pós-doutorado Rafael Garrett Dolatto junto ao Programa 
de Pós-Graduação em Química e vinculado ao projeto; 
 

VII. Finalização das atividades da pós-doutoranda Luciana Rodrigues de Souza Bastos junto 
ao Programa de Pós-Graduação em Zootecnia e vinculado ao projeto; 
 

VIII. Publicação do resumo intitulado “Acute exposure to water-soluble fraction of gasoline 

(WSFG) impairs nitrogen-waste (N-waste) excretion and O2 uptake in goldfish Carassius 

auratus” no 13th International Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary – 

Canadá. 

 
IX. Publicação do resumo intitulado “The role of water temperature and pH on 

physiological parameters of the neotropical yellow-tail tetra (Astyanax altiparanae) 

acutely exposed to water-soluble fraction of gasoline (WSFG)” no 13th International 

Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary – Canadá. 

 
X. Publicação do resumo intitulado “Does water temperature and pH modify the responses 

of biotransformation and oxidative stress biomarkers of yellow-tail tetra (Astyanax 
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altiparanae) exposed to gasoline water-soluble fraction (WSFG)?” no 13th International 

Congress on the Biology of Fish realizado em Calgary – Canadá. 

 
XI. Publicação do resumo intitulado “The effects of neotropical tetra Astyanax altiparanae 

exposure and recovery to water-soluble fraction of gasoline (WSFg) in aquatic acidosis 

condition” na 54° Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia realizada em Foz 

do Iguaçu – Brasil. 

 
XII. Publicação do resumo intitulado “Energetic metabolism of neotropical tetra, Astyanax 

altiparanae, exposure to water-soluble fraction of gasoline (WSF), high temperature and 

low pH” na 12th SETAC Latin America Biennial Meeting realizada em Santos – Brasil. 

 
XIII. Publicação do resumo intitulado “Toxicity of water-soluble fraction (WSF) of petroleum 

and five derivative products to the neotropical tetra, Astyanax altiparanae” na 12th SETAC 

Latin America Biennial Meeting realizada em Santos – Brasil. 

 
XIV. Publicação do resumo intitulado “Efeito da temperatura durante a exposição de Astyanax 

altiparanae à fração solúvel em água da gasolina (FSAG) sobre a atividade de enzimas de 

estresse oxidativo” no 25° Evento Anual de Iniciação Científica da Universidade Federal 

do Paraná realizada em Curitiba – Brasil.  

 
XV. Publicação do resumo intitulado “Effect of temperature on larval and post-larval 

ontogenic development of Astyanax altiparanae in laboratory conditions” no International 

Conference & Exposition WAS (World Aquaculture 2017) realizado em Cape Town, 

África do Sul. 

 
XVI. Submissão e aprovação do resumo intitulado “The effects water temperature and pH 

on hematological parameters of Astyanax altiparanae acutely exposed to water-soluble 

fraction of gasoline” no XV Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia que será realizado 

em Aracajú, Brasil. 

 
XVII. Submissão e aprovação do resumo intitulado “Dispersão da matriz em fase sólida 

(MSPD) aplicada à determinação de HPA em tecido de peixes” no 19º Encontro 

Nacional de Química analítica (ENQA) que será realizado em Caldas Novas, Brasil. 

 
XVIII. Submissão e aprovação do resumo intitulado “Matrix solid phase dispersion (MSPD) 

using montorillonite modified with ionic liquid for the determination of PAHs in fish 

tissue” no XIII Latin American Symposium on Environmental & Analytical Chemistry 

(LASEAC) que será realizado em La Serena, Chile. 
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XIX. Iniciação Científica (Marcelo Pereira de Souza Junior) sob orientação do Dr. Antonio 

Ostrensky e vinculado ao projeto; 
 

XX. Estágio Curricular (Felipe Kacham de Carvalho) sob orientação do Dr. Antonio 
Ostrensky, com o trabalho em andamento intitulado “Efeitos reprodutivos da exposição 
subletal à fração solúvel em água da gasolina em juvenis de Astyanax altiparanae (Pisces, 
Characiformes)”; 
 

XXI. Estágio Curricular (Roger Felipe Gonçalves) sob orientação do Dr. Antonio Ostrensky, 
com o trabalho em andamento intitulado “Efeitos reprodutivos da exposição à fração 
solúvel do petróleo, do óleo mineral e da gasolina em Astyanax altiparanae”; 
 

XXII. Estágio Curricular (Gabriel Lemos Zoch Matthes) sob orientação do Dr. Antonio 
Ostrensky; 
 

XXIII. Trabalho técnico-científico apresentado pela aluna do curso de zootecnica/UFPR Gisha 
Toresin, na disciplina de piscicultura do 2º semestre de 2016, intitulado “Toxicologia de 
embriões e larvas de Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000)”;  
 

XXIV. Trabalho técnico-científico apresentado pelas alunas do curso de Zootecnica/UFPR 
Fernanda Thaline da Silva Martins e Raphaela Toniolo Trauczynski, na disciplina de 
piscicultura do 1º semestre de 2018, intitulado “Efeitos da exposição à fração solúvel 
em água da gasolina, do petróleo e do óleo mineral em embriões e larvas de Astyanax 
altiparanae (Pisces, Characiformes)”. 
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9 DIFICULDADES ENCONTRADAS 

As principais dificuldades técnicas enfrentadas no período de abrangência deste relatório 

foram decorrentes de problemas relacionados à administração financeira e administrativa do 

projeto, e não dificuldades  técnicas.  

Por exemplo, a compra de um freezer -80 oC, por motivos variados, levou quase dois anos 

para ocorrer. Características do sistema de prestação de contas do SIGITEC ocasionaram 

dificuldades adicionais à FUNPAR e a prestação de contas relativa ao segundo desembolso (de 

um total de três) atrasou, levando ao atraso no repasse da última parcela. Além disso, cada 

reformulação financeira realizada levou vários meses para ser autorizada e concretizada...  

O fato é que, com todas as dificuldades gerenciais enfrentadas, as atividades técnicas nunca 

puderam ser realizadas na velocidade e nas condições infraestruturais imaginadas originalmente. 

No entanto, como mostra o presente relatório, TODAS as ações previstas no projeto estão 

sendo efetivamente realizadas (e superadas) a contento e os resultados obtidos são a maior 

prova disso. 
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