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RESUMO 
 
 

Dentre os contaminantes ambientais mais produzidos no mundo estão os 
derivados do petróleo, que atingem e contaminam os ambientes aquáticos. Sendo o 
petróleo uma forma de energia não renovável, alternativas renováveis e menos 
poluentes como o biodiesel vêm sendo pesquisadas. Entretanto, apesar de ser 
considerado menos poluente, mais biodegradável e produzir menos gases de efeito 
estufa durante a queima, pouco se sabe ainda sobre os potenciais efeitos tóxicos do 
biodiesel para a biota aquática. Estes efeitos podem ser avaliados por meio da análise de 
biomarcadores de contaminação, tais como alterações metabólicas na atividade de 
enzimas de biotransformação e em parâmetros de estresse. Neste trabalho foram 
analisados os efeitos de duas concentrações (0,1 e 0,01 mL/L, com manutenção do 
tratamento a cada 5 dias) do biodiesel puro (B100) e da mistura de 20% de biodiesel 
com diesel de petróleo (B20), em comparação com os efeitos do diesel de petróleo 
contendo 5% de biodiesel (B5) e animais não expostos a nenhum dos combustíveis, em 
fígado e brânquias de tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas por 15 e 30 
dias. Foram avaliadas as atividades das enzimas de biotransformação etóxiresorufina-O-
deetilase (EROD) e glutationa S-transferase (GST), das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) glutationa peroxidase (GPx) e níveis de 
peroxidação lipídica por meio da quantificação do produto malondialdeído. Testes de 
toxicidade foram também realizados para se estabelecer valores de LC50 para cada 
contaminante, de forma a melhor compararmos os efeitos dos contaminantes, os quais 
mostraram que o B5 foi o composto mais tóxico, seguido do B20 e em seguida o B100. 
Animais expostos ao B5 e ao B20 por 15 dias tiveram a atividade da EROD aumentada 
e suas enzimas antioxidantes significativamente inibidas, efeito não observado nos 
animais expostos ao B100. Não obstante, apesar das inibições observadas nas defesas 
antioxidantes, os níveis de lesões oxidativas em membranas não aumentaram. Apesar da 
ausência de efeito na atividade da EROD, enzimas antioxidantes e níveis de 
peroxidação lipídica nos animais expostos ao B100, esses animais apresentaram 
significativo aumento da GST quando expostos à maior concentração, indicando que 
apesar de ser o composto que menos causou efeitos nos animais, foi também 
responsável por alterações em marcadores bioquímicos. Os animais expostos aos 
contaminantes por 30 dias não apresentaram alterações em nenhum dos parâmetros, 
sugerindo uma adaptação dos parâmetros bioquímicos após exposições prolongadas. 
Entretanto, animais expostos às maiores concentrações do B5 e B20 não sobreviveram 
aos tratamentos, ainda que os animais expostos ao B100 nas maiores concentrações não 
morreram, corroborando os dados dos testes de toxicidade. Em suma, conclui-se que a 
toxicidade e os efeitos em biomarcadores bioquímicos aumentam à medida que se 
aumenta a proporção de diesel de petróleo na mistura. Mas apesar de o B100 ser o 
menos tóxico dos contaminantes, ressalta-se que foi responsável por alterações na 
atividade da GST. 
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ABSTRACT 

 

 

Among the environmental contaminants most produced in the world are derived 
from petroleum, which reach and contaminate aquatic environments. Because oil is a 
form of non-renewable energy, renewable and less polluting alternatives such as 
biodiesel have been researched. However, despite being considered less polluting, more 
biodegradable and produce less greenhouse gases during the burning, little is known 
about the potential toxic effects of biodiesel on aquatic biota. These effects can be 
evaluated through the analysis of biomarkers of contamination, such as changes in 
metabolic activity of biotransformation enzymes and stress parameters. In this study, we 
analyzed the effects of two concentrations (0.1 and 0.01 mL / L, with maintenance 
treatment every 5 days) of pure biodiesel (B100) and the mixture of 20% biodiesel with 
petroleum diesel (B20), compared with the effects of diesel oil containing 5% biodiesel 
(B5) and animals not exposed to any fuel in liver and gills of tilapia (Oreochromis 
niloticus) exposed for 15 and 30 days. We evaluated the activities of biotransformation 
enzymes etóxiresorufina-O-deetilase-(EROD) and glutathione S-transferase (GST), of 
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GPx) and lipid peroxidation levels through quantifying the product 
malondialdehyde. Toxicity tests were also conducted to establish LC50 values for each 
contaminant in order to better compare the effects of contaminants, which showed that 
B5 was the most toxic compound, followed by B20 and then B100. Animals exposed to 
B5 and B20 for 15 days had increased EROD activity of and their antioxidant enzymes 
significantly inhibited, which was not observed in animals exposed to B100. 
Nevertheless, despite the inhibition observed in the antioxidant defenses, the levels of 
oxidative lesions in membranes not increased. Despite the absence of effect on EROD 
activity, antioxidant enzymes and lipid peroxidation levels in animals exposed to B100, 
these animals showed a significant increase in GST when exposed to higher 
concentrations, indicating that despite being the compound caused less effect in 
animals, was also responsible for changes in biochemical markers. Animals exposed to 
contaminants for 30 days showed no changes in any of the parameters, suggesting an 
adaptation of biochemical parameters after prolonged exposure. However, animals 
exposed to higher concentrations of B5 and B20 did not survive the treatments, 
although the animals exposed to B100 in higher concentrations did not die, 
corroborates the data toxicity tests. In summary, it is concluded that the toxicity and 
effects on biochemical biomarkers that increase as one increases the proportion of 
diesel oil in the mixture.  But although the B100 to be the least toxic contaminants, it is 
emphasized that it was responsible for changes in the activity of GST. 
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“Lembremo-nos de que o homem interior se renova sempre. A luta enriquece-o 

de experiência, a dor aprimora-lhe as emoções e o sacrifício tempera-lhe o 

caráter. O Espírito encarnado sofre constantes transformações por fora, a fim 

de acrisolar-se e engrandecer-se por dentro.” 

CChico Xavier 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Contaminação Aquática, Diesel e Biodiesel 
Uma vez que todos os organismos dependem de água pra sua sobrevivência, os 

ambientes aquáticos são de grande importância. Além das demais atividades 

desenvolvidas a partir desses ambientes, como geração de energia, irrigação de 

agriculturas, transporte fluvial e marítimo, entre outras (MORAES; JORDÃO, 2002). 

Porém, apesar de toda importância, os ambientes aquáticos vêm sendo cada vez mais 

atingidos pela poluição decorrente do crescimento populacional, desenvolvimento 

industrial, produção, consumo e eliminação de produtos e resíduos (JHA, 2004). 

Define-se poluição aquática como uma alteração química e/ou física de um 

corpo  d`agua decorrente do despejo de substâncias, chamadas de contaminantes, que 

impossibilitam a utilização da água (PEREIRA, 2004). Dentre os contaminantes 

produzidos pelo homem destacam-se: lixo, metais, petróleo, agrotóxicos e elementos 

radioativos (NIENCHESKI, 2000). Dessa maneira, percebe-se que a contaminação 

aquática está intimamente ligada á industrialização (GOEL, 2006). 

Derramamentos de petróleo e seus derivados são geradores de impactos 

ambientais de grandes proporções, uma vez que a remediação deste problema é cara e 

difícil. A grande maioria dos casos de contaminação de áreas aquáticas por petróleo e 

seus derivados origina-se a partir de falhas no transporte marítimo e rompimentos em 

dutos de transportes (SIMONATO; ALBINATI; MARTINEZ, 2006).  No Brasil, alguns 

acidentes com petróleo e seus derivados vêm ocorrendo nos últimos anos, como por 

exemplo, o derramamento de 1,3 milhão de litros de petróleo na Baía da Guanabara 

(RJ), em janeiro de 2000, e, em julho do mesmo ano, o vazamento de quatro milhões de 

litros de óleo nos rios Barigui e Iguaçu (PR) (MENICOM et al., 2002), afetando vários 

animais aquáticos presentes na região. Em escala mundial, destaca-se o rompimento do 

tanque Prestige na costa da Espanha em 2002 derramando mais de 60.000 toneladas de 

óleo, cujos efeitos mais dramáticos foram observados na região da Galícia, afetando 

também a costa inglesa (CAJARAVILLE et al., 2006; CARRO; COBAS; MANEIRO, 

2006; SORIANO et al., 2006). Em todos estes eventos foram observados impactos em 

diversos ecossistemas (MENICOM et al., 2002; FILHO, 2006). 



Exposições crônicas e agudas de organismos ao petróleo e seus derivados levam 

a alterações na reprodução e crescimento dos animais aquáticos, refletindo as 

consequências em todo o ecossistema local (ZIOLLI, 2002). Estima-se que todos os 

anos 6.000 toneladas de petróleo bruto são derramados no ambiente aquático 

(TIBURTIUS et al., 2004). 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) constituem a maior parte do 

petróleo e são compostos orgânicos que apresentam dois ou mais anéis aromáticos 

fundidos. Assim, a poluição originada por vazamentos de derivados de petróleo nos 

ecossistemas aquáticos pode resultar na deposição de grandes quantidades de HPAs 

(HAMOUTEN et al., 2002), conhecidos por seus efeitos carcinogênicos (PACHECO e 

SANTOS, 2001). Vale salientar que os HPAs de origem petrolífera são uma das classes 

de poluentes mais frequentemente encontradas nos ambientes aquáticos (KETTRUP; 

MARTH, 1998). 

Devido à sua natureza lipofílica, os HPAs podem penetrar facilmente nas 

membranas biológicas e se acumular nos organismos vivos (TUVIKENE, 1995), sendo 

que, a taxa de HPAs acumulados nos organismos aquáticos é altamente específica 

(NORTON, et al., 1985). Entretanto, animais como mamíferos, aves, peixes e vários 

macroinvertebrados são capazes de metabolizar muitos dos hidrocarbonetos ingeridos 

(ALBERS, 1995). 

Dentre os derivados do petróleo, o óleo diesel merece destaque em termos de 

risco ambiental por ser continuamente lançado nos ambientes costeiros em função de 

seu uso como combustível de embarcações, veículos rodoviários e máquinas em geral 

(KENNISH, 1992; FILHO, 2006). No Brasil, o óleo diesel é o derivado propulsor do 

refino e corresponde a 34% do volume do barril de petróleo. Na maioria dos outros 

países do mundo, esta demanda situa-se entre 15 e 25% do volume do barril de petróleo 

(Portal BR, 2005). 

A dispersão na água de sua fração insolúvel causa danos diretos aos peixes, visto 

que, faz contato com suas superfícies corpóreas, incluindo as brânquias (PACHECO; 

SANTOS, 2001). Já a fração solúvel em água, composta por muitos HPAs, está 

relacionada a efeitos genotóxicos que levam a formação de neoplasias em fígado de 

peixes bentônicos (BAUMANN, 1998), e a efeitos toxicológicos, como por exemplo, ao 

estresse oxidativo (ACHUBA; OSAKWE, 2003; VAN DER OOST; BEYER; 

VERMEULEN, 2003; ZHANG et al., 2004). 



Estudos realizados em peixes Prochilodus lineatus expostos à fração solúvel do 

óleo diesel em água mostrou a ocorrência de lesões em brânquias e fígado, redução na 

hemoglobina e anormalidades nos eritrócitos como micronúcleos e quebras no DNA 

(SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008; VANZELLA; MARTINEZ; COLUS, 

2007). Um outro estudo realizado com peixes da espécie Carassius auratus expostos a 

fração acomodada em água do óleo diesel, mostrou um aumento nas defesas 

antioxidantes (ZHANG et al., 2004). 

A fim de minimizar os impactos ambientais, busca-se cada vez mais a 

implantação de energia limpa e renovável, tendo como alternativa o biodiesel, que é 

caracterizado como éster metílico ou etílico derivado de óleos vegetais, gordura animal 

ou óleo residual.  Estima-se que a produção de biodiesel, que em 2012 está em 9,5 

bilhões de litros, chegue a 100 bilhões de litros em 2035, já que há grande incentivo, 

como a Lei nº 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que dispõe que todo o diesel 

comercializado em território nacional contenha 5% de biodiesel (ANP, 2012). 

Sheehan et al. 1998 relata que emissões globais de CO2 são mais baixos para o 

biodiesel do que para 100% de diesel de petróleo, mostrando assim que biodiesel é uma 

fonte menos poluidora que óleo diesel quando se trata de emissão de CO2. Porém, 

poucos são ainda os trabalhos realizados a fim de elucidar a toxicidade do biodiesel no 

ambiente aquático. Nogueira et al. (2011) expôs Oreochromis niloticus à diesel, 

misturas diesel/biodiesel e biodiesel puro em diferentes concentrações (0,01 e 0,1mL/L) 

e relata estresse oxidativo e alterações enzimáticas tanto para diesel quanto para 

biodiesel. Já Khan et al. (2007) relata menor toxicidade aguda para biodiesel em 

microcrustáceos (Daphnia magna) e alevinos de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) 

que o óleo diesel.  

Como são poucos os estudos sobre estes compostos, se faz necessário novos 

trabalhos para conhecer melhor os impactos que estes causam no ambiente aquático. 

 
1.2 Biomarcadores de Contaminação 

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o nível de 

contaminação do meio aquático como, por exemplo, a identificação e quantificação dos 

poluentes presentes na água, em sedimentos e nos organismos (GESTEL; 

BRUMMELEN, 1996). Desde a década de 1970, pesquisadores e gestores de recursos 

hídricos argumentam que as metodologias tradicionais de classificação de águas, 

baseadas em características físico-químicas e análises quantitativas de poluentes não são 



suficientes para a avaliação da qualidade da água, sendo necessária também uma 

avaliação dos efeitos biológicos e de suas propriedades sobre os organismos vivos 

(CAIRNS; PRATT, 1993).  
Atualmente, as análises ambientais se constituem em ensaios ecotoxicológicos. 

Em nível da organização biológica, as ferramentas de análise são chamadas de 

biomarcadores, os quais possibilitam a correlação da intensidade da exposição com o 

efeito biológico da substância (MAGALHÃES E FERRÃO FILHO, 2008). 

Define-se biomarcador como qualquer resposta biológica a um poluente 

ambiental, medida em tecidos corpóreos de um organismo (GESTEL; BRUMMELEN, 

1996). Os biomarcadores podem indicar tanto a exposição dos organismos aos 

contaminantes (biomarcadores de exposição), como a magnitude da perturbação 

causada em resposta a poluentes (biomarcadores de efeito) (CAJARAVILLE et al., 

2000). Várias são as vantagens do uso de biomarcadores nos estudos de monitoramento 

ambiental, tais como detectarem as primeiras alterações nas respostas biológicas, 

evitando que os efeitos da intoxicação dos organismos cheguem a um ponto irreversível 

(VAN DER OOST et al., 2003). 

Entre os biomarcadores mais utilizados e recomendados estão as enzimas 

envolvidas na metabolização de compostos tóxicos e os sistemas de defesa antioxidante, 

pois estas fornecem informações importantes a respeito da capacidade de defesa dos 

organismos, bem como da capacidade de biotransformação dos compostos tóxicos 

(BURGEOT et al., 1996). A Norwegian Oil Industry Association (OLF, 2005) sugere o 

uso de biomarcadores bioquímicos na determinação dos efeitos biológicos em 

organismos aquáticos expostos a derivados de petróleo. Dentre alguns biomarcadores 

relacionados aos sistemas de defesa antioxidante destacam-se as enzimas superoxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Já com relação às 

enzimas de metabolização de xenobióticos destacam-se a enzima de fase I 7-

etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) e de fase II glutationa Stransferase (GST). 

 

1.3 Biotransformação dos Contaminantes 
Tem-se comprovado que os vertebrados, como peixes, aves e mamíferos 

possuem um sistema de enzimas metabolizadoras de contaminantes (monooxigenases 

de função mista - MFOs) altamente desenvolvidas (INZUNZA et al. 2006). Este sistema 

apresenta importante papel na biotransformação de poluentes orgânicos (DEN BESTEN 



et al. 1990), sendo capazes de transformar compostos mais apolares, como HPAs e 

dioxinas em produtos hidrofílicos, facilitando sua excreção (COLLIER & VARANASI, 

1991). 

A metabolização dos compostos xenobióticos ocorre em três fases: as fases I e II 

correspondem a biotransformação desses compostos e a fase III corresponde à excreção 

dos produtos resultantes da biotransformação (VAN DER OOST, BAYER, 

VERMEULEN, 2003), como demonstra a Figura 1. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Esquema simplificado das fases do metabolismo de destoxificação. Quando as reações não 
estão bem acopladas, pode-se gerar EROs. Enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD), 
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) presentes nas células impedem que as EROs provoquem 
lesões em macromoléculas. (Nogueira et al., 2011)  
 
 

1.3.1 Fase I 
A fase I envolve reações de oxidação, redução e hidrólise que expõe ou introduz 

grupos funcionais (-OH, -SH, -NH2, -COOH) à molécula do xenobiótico fazendo com 

que esta se torne mais polar ou permitindo as reações de conjugação da fase II  (VAN 

DER OOST, BAYER, VERMEULEN, 2003). 

O principal grupo de enzima envolvida na fase I são as monooxigenases, como o 

citrocomo P450 (STEGEMAN & HAHN, 1994), que são hemeproteínas ligadas à 

membrana, localizadas predominantemente no retículo endoplasmático de células 

hepáticas. Essa família desempenha uma grande variedade de reações de oxigenação e 

outras transformações bioquímicas sobre inúmeros xenobióticos (VAN DER OOST; 

BEYER; VERMEULEN, 2003). 

Uma reação frequentemente catalisada pelo citocromo P450 é a reação 

monooxigenase, onde ocorre à inserção de um átomo de oxigênio no substrato (RH) e 

produção de uma molécula de água a partir da redução do oxigênio, com doação de dois 

elétrons e dois prótons para o ferro heme P450, conforme equação abaixo: 

 



                RH + O2 + 2e− + 2H+ → ROH + H2O 
A subfamília P450 1A (CYP1A), dentre os citocromos P450, é o biomarcador de 

contaminação aquática mais estudado (VAN DER OOST et al., 2003) e tem atraído 

atenção especial devido seu papel na biotransformação de muitos compostos exógenos, 

como dioxinas, furanos, bifenilas policloradas (PCBs) e HPAs (PARKINSON, 1995). 

Assim, a indução do citocromo P450 CYP1A em fígado de peixes é geralmente 

reconhecida como um biomarcador útil em relação a exposição à diferentes tipos de 

poluentes, por exemplo os HPAs, que estão presentes nos compostos oriundos do 

petróleo, como o óleo diesel (WHYTE et al., 2000).  A indução dessa enzima pode ser 

monitorada pela análise da atividade 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) do 

CYP1A, ou seja, a atividade da isoforma 1A do citocromo P450 na conversão do 

substrato não fluorescente 7-etoxirresorufina em um produto fluorescente, a resorufina 

(WHYTE et al., 2000). 

Collier et al. (1996) demonstraram em seus trabalhos que peixes coletados em 

regiões contaminadas por HPAs apresentam aumento na atividade da EROD. Diversos 

outros autores também já demonstraram que a indução da EROD é um potente 

biomarcador de exposição a HPAs (WHYTE et al., 2000; PACHECO; SANTOS, 2001; 

VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Nogueira et al. (2011) relatou 

aumento da atividade da EROD quando Oreochromis niloticus foram expostos a 0,01 e 

0,1mL/L de óleo diesel. Dessa maneira a EROD se classifica como um biomarcador de 

exposição altamente sensível ao poluente. 

Muitas vezes, a biotransformação dos contaminantes pelas enzimas de FASE I 

pode resultar em compostos ainda mais tóxicos que se ligam a macromoléculas, como 

DNA e lipídios. Porém, esses compostos tóxicos podem ainda ser neutralizados através 

da ação de enzimas de biotransformação de FASE II (SILVA, 2004). 

 

1.3.2 Fase II 
O metabolismo da fase II envolve a adição de um ligante endógeno, geralmente 

um grupo polar ao composto químico parental ou a seus metabólitos, para facilitar sua 

excreção (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), tendo uma importância 

crucial na conjugação e desintoxicação de compostos xenobióticos (GEORGE, 1994) e 

na prevenção de lesões celulares. As glutationas-S-transferases (GST) apresentam as 

funções supracitadas e catalisam a conjugação do tripeptídeo glutationa (GSH) com os 



metabólitos da Fase I (HAYNES & PULFORD, 1995). Portanto, para que não haja um 

comprometimento deste mecanismo de detoxificação, é necessária a manutenção de 

níveis normais de GSH intracelular. Algumas enzimas participam da síntese de 

glutationa, enquanto outras auxiliam na reciclagem de glutationa oxidada, produzida 

fisiologicamente durante o metabolismo (TIMBREL, 1991). 

As análises laboratoriais que determinam a atividade de GST total utilizam o 

substrato artificial 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por ser substrato para a maioria 

das isoformas de GSTs (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), conforme 

Figura 2. 

 
 

 
Figura 2: Reação de substituição catalisada pela GST no substrato CDNB. Nota-se que a GSH é 
introduzida na posição 1 no lugar do Cl, dando origem a um conjugado de glutationa. 
 
  

A atividade da GST é amplamente utilizada como biomarcador em estudos tanto 

com vertebrados quanto invertebrados (CASILLAS et al., 1983; LENARTOVA et 

al.,1997), uma vez que a atividade de GST é influenciada por várias classes de 

xenobióticos, inclusive derivados de petróleo (KOPECKA-PILARCZYK & CORREIA, 

2009; (VALAVANIDIS et al., 2006). 

Um estudo realizado por Gowland et al. (2002) mostrou que o aumento na 

atividade da GST na glândula digestiva de mexilhões estava relacionada à presença de 

HPAs no ambiente. Da mesma forma, Nogueira et al. (2011) relatou aumento da 

atividade da GST de Oreochromis niloticus expostos a 0,01 e 0,1mL/L de óleo diesel 

por 2 e 7 dias. Estes dados evidenciam a utilidade da GST como biomarcadora para 

exposição a HPAs. 

  

1.4 Estresse Oxidativo 
 A biotransformação de xenobióticos é tipicamente acompanhada por uma 

superprodução de espécies reativas de oxigênio (EROs), que são espécies químicas que 



possuem elétron não pareado e são altamente reativos, levando os animais ao estresse 

oxidativo (VALAVANIDIS et al., 2006). A geração de EROs constitui um processo 

contínuo e fisiológico, obedecendo funções biológicas. Durante os processos 

metabólicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferência de elétrons nas 

várias reações bioquímicas. Sua produção, em proporções adequadas, possibilita a 

geração de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons; ativação de 

genes e participação de mecanismos de defesa durante o processo de infecção. Porém, a 

produção excessiva pode conduzir a danos oxidativos, bem como ao estresse oxidativo 

(SHAMI & MOREIRA, 2004). 

A produção contínua de EROs durante os processos metabólicos ao longo da 

evolução dos seres vivos culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa 

antioxidante. Estes têm o objetivo de limitar os níveis intracelulares de tais espécies 

reativas e controlar a ocorrência dos danos decorrentes (BIANCHI & ANTUNES,1999; 

SHAMI & MOREIRA, 2004). 

A instalação do processo de estresse oxidativo decorre da existência de um 

desequilíbrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geração excessiva 

de EROs ou em detrimento da velocidade de remoção desses. Tal processo conduz à 

oxidação de biomoléculas com consequente perda de suas funções biológicas e/ou 

desequilíbrio homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo potencial contra 

células e tecido (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). 

As principais formas de EROs são o radical ânion superóxido (O2
-•) e o radical 

hidroxil (•OH). O peróxido de hidrogênio (H2O2) é também importante nesse contexto, 

pois ele leva à formação do radical hidroxil. O mecanismo de formação e a ação das 

enzimas antioxidantes encontram-se exemplificados na Figura 3. 

 

 
Figura 3: Esquema simplificado de sistemas oxidativos e antioxidantes dentro de uma célula. Ânion 
superóxido é produzido em quantidades significativas no citosol por mono-oxigenases, Fe2+ ou Cu+ e na 



mitocôndria pelo escape de elétrons provenientes da cadeia respiratória. Duas moléculas de superóxido 
reagem espontaneamente ou via SODs, produzindo peróxido de hidrogênio, o que irá permitir o fluxo de 
EROs entre compartimentos celulares. O peróxido de hidrogênio pode ser metabolizado à água e ao 
oxigênio molecular por diversos sistemas enzimáticos ou convertido a radical hidroxil, o qual é muito 
reativo, através de reações catalisadas por metais. Adaptado de Nordberg e Arner (2001) por Lilian 
Nogueira (2010). 
 

 As EROs têm capacidade de oxidar proteínas, DNA e lipídios, causando a 

peroxidação destes, sendo que o estado de estresse oxidativo pode produzir danos para 

os tecidos, inflamação e doenças degenerativas (VALAVANIDIS et al., 2006). Todos 

os componentes celulares são suscetíveis à ação das EROs, porém a membrana é um 

dos mais atingidos em decorrência da peroxidação lipídica, que acarreta alterações na 

estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (FILHO et al., 1983). 

 A peroxidação lipídica é uma reação em cadeia que se inicia quando um radical 

livre subtrai um hidrogênio do grupo metileno de ácidos graxos poli-insaturados da 

membrana, ocorrendo formação de um radical lipídico (L•). Na etapa de propagação, o 

L• reage rapidamente com o O2 formando o radical peroxil (LOO•), sendo que este é 

capaz de capturar um hidrogênio do ácido graxo poli-insaturado adjacente para formar o 

hidroperóxido lipídico (LOOH), resultando um novo L• no ácido graxo poli-insaturado. 

A cadeia de peroxidação termina quando ocorre a reação entre dois radicais lipídicos ou 

quando esses radicais são decompostos em altas temperaturas ou na presença de íons 

metálicos, ou ainda quando os radicais reagem com um composto antioxidante 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Estas etapas estão apresentadas nas reações 

seguintes, onde L representa o lipídio, como mostra a Figura 4. 

 

 
Figura 4: Processo deperoxidação lipídica (Adaptado de MOSIALOU, 1993). A abstração de átomos de 
hidrogênio de um ácido graxo poliinsaturado leva à formação de um radical lipídico. Esta molécula pode 
sofrer o ataque de oxigênio, formando um radical peroxil. Este radical pode continuar o ciclo de 
peroxidação lipídica através da abstração de átomos de hidrogênio de cadeias poliinsaturadas próximas, 
transformando-se em um peróxido lipídico. 
 
 
 A gravidade dos danos às membranas biológicas decorrentes a peroxidação 

lipídica pode variar, dependendo da natureza e concentração do oxidante, desde a 



redução da fluidez da membrana até o rompimento da integridade da bicamada 

(HERMES-LIMA, 2004). Entre os produtos finais formados durante o processo de 

peroxidação lipídica, destacam-se hidrocarbonetos, ácidos carboxílicos, cetonas e 

aldeídos, como o malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxynonenal (4-HNE) 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), sendo que o MDA tem sido usado como 

indicativo de estresse oxidativo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). 

Uma importante característica do MDA é sua capacidade de reagir com o ácido 

tiobarbitúrico sob altas temperaturas e baixo pH, gerando um produto com cor que pode 

ser detectada facilmente em 532 nm (DRAPER & HADLEY, 1990), base para método 

de detecção de produtos finais de peroxidação lipídica. 

A peroxidação dos lipídios das membranas celulares é apenas um exemplo de 

lesão biológica que pode ser promovida pelas EROs, uma vez que todas as 

biomoléculas são susceptíveis á oxidação (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).  Para 

vencer o desafio dos radicais livres, os seres aeróbicos desenvolveram uma bateria de 

mecanismos de proteção conhecida como defesas antioxidantes, tais como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), assim como o 

tripeptídeo glutationa (GSH), que são importantes na conversão de radicais reativos em 

moléculas não reativas (ALMEIDA; BAINY, 2006). 

A superóxido dismutase (SOD) foi a primeira enzima antioxidante descoberta 

(MCCORD E FRIDOVICH, 1969). Em células eucarióticas, a SOD é encontrada no 

citosol contendo cobre e zinco ligadas ao seu sítio ativo (Cu/Zn-SOD) e na matriz 

mitocondrial ligada com manganês (Mn-SOD) (FISHER, 1987). Em conjunto, as SOD 

são um grupo de metaloenzimas que catalisam a transformação de radicais superóxido 

(O2
-•) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2) (NORDBERG; ARNER, 

2001). Na reação catalisada pela SOD, dois átomos de hidrogênio formam peróxido de 

hidrogênio e oxigênio molecular e são, assim, uma fonte de peróxido de hidrogênio, 

conforme reação abaixo (NORDBERG & ARNÉR, 2001). 

         

                          2 O2
•_ + 2H+  → H2O2  + O2                         

 

Tal reação pode acontecer espontaneamente em condições fisiológicas, porém 

quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutação é 104 vezes maior 

(SHOUTORN & POWIS, 1988). A vantagem da utilização da SOD como biomarcador 



é explicada pela tendência de aumento de sua atividade na presença de contaminantes e 

por essa alteração ocorrer em poucas horas e exposição (VAN DER OOST, 2003; 

VALAVANIDIS et al., 2006).  

O peróxido de hidrogênio formado na reação da SOD participa de reações que 

levam à geração do radical hidroxil (•OH), que é altamente reativo. Dessa forma, outras 

duas enzimas antioxidantes podem catalizar a detoxificação do peróxido (H2O2), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidade (GPx).  

A CAT é uma heme-enzima (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) 

encontrada dentro de peroxissomos e cataliza esse peróxido de hidrogênio em oxigênio 

e água, conforme a reação abaixo. 

 

                                                      2H2O2    → O2  + H2O                                  
 

Pelo fato de estar compartimentalizada nos peroxissomos, ela é mais importante 

em condições nas quais ocorrem altas concentrações de peróxido de hidrogênio 

(VANNUCCHI et al, 1998). 

A (GPx) foi descoberta por Mills em 1959, em tecidos de mamíferos, não 

existindo em plantas ou bactérias, embora possa ser encontrada em algumas espécies de 

algas e fungos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985). Ao contrário da catalase, que é 

específica para a degradação do H2O2, a GPx, uma selenoenzima, é capaz de reduzir 

diversos tipos de peróxidos através da oxidação da GSH e é a principal peroxidase 

presente nos peixes (VAN DER OOST et al., 2003). Outra diferença entre CAT e GPx é 

que esta pode ser encontrada no citosol ou na matriz mitocondrial, não ficando restrita 

sua atividade apenas nos peroxissomos (MARTINEZ, 2006). 

A GPx  utiliza a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para a 

redução do H2O2 e a reação catalisada pela GPx está expressa na Figura 5 (FARBER et 

al., 1990; KEELING & SMITH, 1982). 

 

 



Figura 5. Esquema mostrando a atividade antioxidante da GPx sobre o peróxido de hidrogenio. O 
peróxido de hidrogênio é reduzido pela GPx através da oxidação de duas moléculas de GSH formando 
GSSG. Em seguida, a GSSG pode voltar ao estado reduzido sob ação da GR sob o consumo de NADPH. 
Adaptado de Nordberg & Arner (2001) por Lilian Nogueira. 

 

Por meio da reação de dismutação, a superóxido dismutase (SOD) catalisa a 

geração de peróxido de hidrogênio (H2O2) a partir do radical superóxido (O2•). As 

enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se integram para impedir o 

acúmulo de H2O2 que, apesar de não ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz 

de promover danos potenciais. O acúmulo dessa espécie reativa (H2O2) possibilita, por 

meio das reações de Fenton e Haber-Weiss, a geração do radical hidroxila (OH•), contra 

o qual não existe defesa enzimática. A GPx reduz o H2O2 à água, no entanto o faz à 

custa da conversão da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa última que 

promove ação oxidante em função da ligação dissulfeto existente em sua estrutura. 

Assim, é de extrema importância a ação da glutationa redutase (GR), responsável pela 

recuperação da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a manutenção da integralidade 

do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilíbrio adequado entre os 

sistemas de defesa enzimáticos (ROVER et al, 2001), demonstrado na Figura 6 abaixo. 

 

 
                                         Figura 6: Integração dos sistemas de defesa enzimático. 

 

A exposição de peixes ao petróleo e seus derivados, como o óleo diesel pode 

provocar alterações nas atividades das enzimas antioxidantes e/ou ocorrência de danos 

oxidativos. Por exemplo, Zhang et al. (2004) relatam que a atividade da SOD aumentou 

em peixes da espécie Carassius auratus quando expostos à 0,05mL/L e 0,1mL/L de 

óleo diesel e sugerem que esse aumento seja em função O2
-• . 



Achuba e Osakwe (2003) verificaram alterações dose-dependente na atividade 

da CAT, SOD e aumento de níveis de peroxidação lipídica (MDA) em vários tipos de 

bagre africano (Clarias gariepinus) após 14, 21 e 28 dias de exposição ao petróleo cru. 

Zhang et al (2004) submeteram peixes dourados (Carassius auratus) a diferentes 

concentrações de óleo diesel e verificaram que o diesel, dependendo da concentração 

testada, induziu o aumento da atividade da SOD, CAT e GPx. Esses resultados 

mostraram que esses compostos são mediadores na produção de EROs em peixes. O 

aumento da atividade das enzimas antioxidantes pode representar uma resposta 

adaptativa para proteger os peixes das EROS após a exposição a estes poluentes 

(ACHUBA E OSAKWE, 2003). Desta forma, as enzimas antioxidantes nos dão, 

geralmente, boas respostas quando animais são expostos aos xenobióticos e dessa forma 

são usadas como ferramenta em estudos de biomonitoramento ambiental (VAN DER 

OOST et al., 2003). 

 

1.5 Oreochromis niloticus como organismos de estudos de 

contaminação aquática 
Por apresentar capacidade de metabolizar uma variedade de compostos, peixes 

são considerados bons organismos sentinela em estudos de monitoramento ambiental 

(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Algumas espécies têm sido usadas como animais 

modelo em diversos estudos, por sua relevância ecológica e/ou econômica, ou por 

apresentarem grande distribuição e frequência em diferentes corpos d’água, o que 

facilita na comparação de dados de animais coletados em diferentes pontos amostrais.  

A tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) caracteriza-se por uma espécie natural 

das bacias de rios africanos e foi introduzida em várias bacias da America do Sul, sendo 

muito cultivada em pisciculturas e pesqueiros (GRACA & PAVANELLI, 2007), 

ocorrendo assim em águas de todo o território brasileiro. 

Respostas relacionadas à exposição de vários compostos tóxicos têm sido 

caracterizadas para esta espécie (TRÍDICO et al., 2010). Por apresentar hábito 

nectônico, este peixe pode ser afetado tanto por partículas insolúveis na água quanto por 

compostos solúveis em água, sendo assim uma espécie muito utilizada em modelos 

experimentais de estudo de ecotoxicologia. 



 
2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 
Comparar os efeitos tóxicos do óleo diesel comercializado em postos de 

combustível (B5), óleo diesel com 20% de biodiesel (B20) e do biodiesel puro (B100) 

em diferentes concentrações em tilápias (Oreochromis niloticus). Analisar enzimas de 

fase I e II da biotransformação, enzimas antioxidantes e níveis de peroxidação lipídica 

na brânquia e no fígado da espécie supracitada.  

 

2.2 Objetivos Específicos 
- Estabelecer valores de LC50 (96h) para o B5, B20 e B100. 

- Avaliar os efeitos do B5, B20 e B100 na atividade da isoforma 1A do 

citocromo P450 (EROD, fase I da biotransformação), glutationa S-transferase (GST, 

fase II da biotransformação), enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx e níveis de 

peroxidação lipídica (MDA) em brânquias e fígado dos peixes expostos por 15 e 30 

dias. 

 



 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais, Diesel e Biodiesel 
O presente trabalho teve como organismo-teste a tilápia da espécie Oreochromis 

niloticus (Figura 7), que foi cedida pelo Departamento de Pesca da Associação dos 

Funcionários Rurais da cidade de Catanduva/SP. O Diesel foi comprado em um posto 

de gasolina da rede Petrobrás e o biodiesel cedido pela empresa Fertibom, localizada na 

cidade de Catanduva/SP, que produz biodiesel a partir de diversas oleaginosas 

utilizando álcool etílico. 

 

                                  
                            Figura 7. Representação ilustrativa da espécie Oreochromis niloticus 

 

3.2 Teste de Toxicidade 
Os peixes foram mantidos em aquários de 50x80x60cm (aproximadamente 100L 

de água), dividido com divisórias de vidro em seis compartimentos de 

aproximadamente 17 litros, contendo um peixe por compartimento, permitindo assim 

que cada grupo experimental, aqui representado por 1 aquário, contenha seis réplicas 

verdadeiras de seu respectivo grupo, conforme visualizado na Figura 8. Os peixes 

utilizados no teste de toxicidade apresentavam 95,2±21,5g e 13,55±2,05cm de peso e 

tamanho respectivamente e foram usados animais de ambos os sexos. Os aquários foram 

mantidos sob aeração, pH 7,5 e  temperatura constantes 25°C em um ciclo de claro-

escuro de 12h, ficando os animais expostos aos contaminantes por 96h sem 

administração de alimento. 

Os testes de toxicidade foram realizados separadamente para cada fração do 

diesel/biodiesel (B5, B20 e B100). Para cada teste, usou-se cinco aquários com seis 

peixes cada, sendo que em cada aquário, o composto foi adicionado em concentrações 

crescentes. Inicialmente, usou-se como maior concentração 1,5mL/L, e a partir dessa 

concentração, que foi considerada como 100%, foram calculadas as concentrações de 



75, 50, 25 e 12,5% da dose maior, ou seja, foram usados 1,125; 0,75; 0,375 e 

0,188mL/L), para B100 essas concentrações não levaram à letalidade nenhum 

indivíduo, sendo assim, foram usadas como doses 0,625 mL/L; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0 

mL/L. Os resultados foram calculados representando os dados coletados em um gráfico 

concentração versus a mortalidade (%) em um gráfico, obtendo assim a LC50. 

 

      
Figura 8: Esquema mostrando a disposição dos peixes nos aquários durante o período de exposição vista 
por cima, onde os números representam os peixes expostos.  

Ao final destes experimentos, a água dos aquários contendo os contaminantes foi 

tratada antes de ser lançada em esgoto comum, passando por filtros UV com carvão 

ativado, ficando retidos os resíduos tóxicos. As sobras dos animais foram coletadas por 

uma empresa especializada em tratamento de resíduos biológicos. 

 

3.3 Exposição controlada a diesel e biodiesel 
A exposição foi realizada utilizando sete aquários de 50x80x60cm 

(aproximadamente 100L de água), dividido com divisórias de vidro em seis 

compartimentos de aproximadamente 17 litros, contendo um peixe por compartimento, 

permitindo assim que cada grupo experimental, aqui representado por um aquário, 

continha seis réplicas verdadeiras de seu respectivo grupo. Um aquário permaneceu sem 

tratamento, dois aquários foram tratados com B5, um com uma concentração de 

0,1mL/L e outro com 0,01mL/L, 2 aquários foram tratados com B20, idem B5 e 2 

aquários foram destinados ao tratamento com B100, idem B5 e B20. Os aquários foram 

mantidos sob aeração e temperatura constantes em 24°C em um ciclo de claro-escuro de 

12h, alimentados a cada dois dias e a cada cinco dias estes eram deslocados para outros 



aquários contendo a mesma concentração anterior, a fim de não haver contaminação por 

nitrogênio amoniacal total, que é excretado pelos próprios animais.  

Dois experimentos foram realizados, um com duração de 15 dias e outro com 

duração de 30 dias. Após o perído de exposição, os peixes expostos a 15 dias mediam 

14,55±2,05cm e pesavam 95,2±21,5g, já os peixes expostos a 30 dias mediam 

13,87±1,85cm e pesavam 101,4±13,9g; Ao final das exposições, os peixes foram 

anestesiados com fenoxi-etanol na concentração de 2mL/L em água e posteriormente 

tiveram seus tecidos (fígados e brânquias) coletados e armazenados no freezer -80°C. A 

escolha de tais tecidos se justifica pelo fato do fígado ser o principal sítio metabólico 

dos vertebrados, estando envolvido nos processos de detoxicação e as brânquias serem 

as primeiras estruturas que fazem contato com os contaminantes aquáticos, absorvendo-

os para o interior do organismo. No total, 42 animais foram usados para a exposição a 

15 dias e o mesmo número usados na exposição a 30 dias, não havendo distinção de 

sexo e a concentração de contaminante utilizada está baseada em estudos realizados 

pelo próprio grupo com tilápias expostas a 0,01 e 0,1mL/L de tais contaminantes 

(NOGUEIRA et al., 2011). 

 Água, sobras de animais e resíduos químicos tiveram o mesmo procedimento de 

descarte dos testes de toxicidade. 

 

3.4 Preparo das amostras para análises das enzimas EROD, GST, 

SOD, CAT e GPx 
Para as análises enzimáticas de tais enzimas, os tecidos foram homogeneizados 

(1:4 massa:volume) em tampão Tris HCl 20mM, pH 7,4 contendo sacarose 0,5M, KCl 

0,15mM e 1mM de inibidor de protease (PMSF) e centrifugados a 10.000 x g por 20 

minutos a 4°C, a fração sobrenadante foi coletada e re-centrifugada a 50000 x g por 60 

minutos a 4°C. A fração sobrenadante foi novamente coletada para as análises das 

atividades da GST, SOD, CAT e GPx. Os peletes resultantes foram homogeneizados 

com 100µL de tampão Tris 100mM, pH 7,5 contendo EDTA 1mM, ditiotreitol 1mM, 

KCl 100 mM e 20% de glicerol para a análise da EROD. 

 

3.5 Preparo das amostras para a avaliação da peroxidação lipídica 
Os tecidos foram homogeneizados (1:3) em tampão Tris HCl 0,1M pH 8,0. Em 

seguida, foram adicionados 300µL de solução de 40mg de ácido 2-tiobarbicúrico (TBA) 



diluído em 10mL de HCl 0,2M. As amostras foram incubadas por 40 minutos a 90°C e 

após esse período o produto da reação foi extraído com 1mL de n-butanol. 

 

3.6 Análise da 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) 
A EROD foi medida por método fluorimétrico, adaptado de Burke e Mayer 

(1974). O método fundamenta-se na formação de resorifina, que é fluorescente (λexcit= 

537 nm, λemiss= 583 nm). À cubeta foram adicionados 1940 µL de tampão fosfato de 

potássio 80 mM pH 7,4, 20 µL de solução de 7-etóxiresorufina 335 µM, 20 µL de 

NADPH 20 mM e 10 µL de amostra previamente preparada. A reação foi observada por 

3minutos a 30 ºC. A atividade da EROD foi expressa em pmol/mim/mg de proteína. 

 

3.7 Análise da glutationa S-transferase (GST) 
A análise da atividade da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. 

(1976). Á  amostra foi adicionada um meio de reação contendo 100mM de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB) e 100mM de glutationa reduzida (GSH). O aumento da 

absorbância devido a formação do CDNB-SG foi acompanhado a 340nm por 

espectrofotômetro. Os dados foram expressos em U/mg de proteína. 

 

3.8 Análise da Superóxido dismutase (SOD) 
A análise da atividade da SOD foi realizada segundo o método de McCord e 

Fridovich (1969), que é baseado na geração de superóxido (xantina/xantina oxidase) 

acoplado á redução do Citocromo C pelo radical ânion superóxido, provocando 

aumento de absorbância em 550nm a 25°C. A adição da amostra contendo a SOD 

promove uma inibição na velocidade de redução do Citocromo C, uma vez que a SOD 

compete com o Citocromo C pelo superóxido. Os dados foram expressos em U/mg de 

proteína. 

 
3.9 Análise da Catalase (CAT) 

A análise da atividade da CAT foi determinada de acordo com o método de 

Beutler (1975) em comprimento de onda de 240 nm a 30°C, quantificando a velocidade 

de decomposição do peróxido de hidrogênio pela enzima. Os dados foram expressos em 

U/mg de proteína. 

 



3.10 Análise da Glutationa Peroxidase (GPx) 
A análise da atividade da GPx foi realizada de acordo com o método de Sies et 

al. (1979) que baseia-se  na medida em 340 nm através do decréscimo de absorbância 

durante a redução da glutationa dissulfeto  (GSSG) que foi catalisada por  glutationa 

redutase (GR) na presença de NADPH a 30°C. 

 

3.11 Quantificação de proteína 
A quantificação da concentração de proteína nos extratos foi realizada segundo o 

método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrão e lidas 

em 595 nm em espectrofotômetro. 

 

3.12 Avaliação da Peroxidação Lipídica 
Para se avaliar os níveis de peroxidação lipídica nos tecidos verificou-se a 

presença do produto formado entre o malondialdeído (MDA) e o ácido 3-tiobarbicúrico 

(TBA), via HPLC-UV/Vis em 532nm (ALMEIDA et al.. 2003,2004). As amostras 

foram injetadas diretamente no HPLC e a fase móvel se constituiu de uma solução de 

fosfato de potássio monobásico 50mM pH 7,0 com 40% de metanol, bombeada 

isocraticamente. A quantificação foi feita com base na curva padrão, que se constituiu 

de padrões conhecidos de MDA obtidos pela hidrólise do tetrametoxipropano. Os dados 

foram expressos em nm/mg de tecido. 

 

3.13 Análise estatística 
Os resultados das análises dos biomarcadores foram tratados com a ajuda do 

software Statistica 7.0. Para dados paramétricos (p<0,05) entre os diferentes grupos, 

usou-se ANOVA, seguido do teste post hoc de Tukey. Para dados com variância 

desigual, de acordo com o teste de Levene, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para 

dados não paramétricos (p>0,05). 



 

4 RESULTADOS 

4.1 Teste de toxicidade 
 Ao final de 96 horas de exposição ao teste de toxicidade, os animais mortos 

foram contabilizados conforme mostrado nas Tabelas 1, 2 e 3, para B5, B20 e B100, 

respectivamente. 

 

TABELA 1: Teste de toxicidade para B5, concentrações utilizadas e mortes observadas. 
Concentração B5 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes 

0,188 1 16,7 
0,375 3 50 
0,75 5 83,5 

1,125 6 100 
1,5 6 100 

 

TABELA 2: Teste de toxicidade para B20, concentrações utilizadas e mortes 

observadas. 
 
 
TABELA 3: Teste de toxicidade para B100, concentrações utilizadas e mortes 
observadas. 
 

Conc. B100 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes 
0,625 0 0 
1,25 0 0 
2,50 1 16,7 
3,75 3 50 
5,0 6 100 

  

Concentração B20 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes 
0,188 1 16,7 
0,375 2 33,3 
0,75 3 50 
1,125 5 83,5 
1,5 6 100 



 
Realizados tais testes, foram calculadas as LC50 (96h) do B5, B20 e B100, 

representadas na Figura 9 abaixo.  

 

        
Figura 9: Representação dos valores de LC50 encontrados: 0,38; 0,59 e 3,32ml/L para B5, B20 e B100, 
respectivamente. 
 
4.2 Exposição controlada a diesel e biodiesel 
      A exposição por 15 dias foi realizada em setembro de 2011 e a exposição por 30 

dias foi realizada em setembro de 2012, a fim de obter características semelhantes do 

clima e metabolismo dos animais, para posterior comparação dos resultados obtidos. 

 Nenhum peixe morreu nos experimentos de exposição por 15 dias, porém na 

exposição aos contaminantes por 30 dias alguns peixes morreram. A Tabela 4 mostra o 

número de indivíduos nos quais foram avaliados os biomarcadores nesse trabalho, para 

cada experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4: Representação do número de réplicas verdadeiras após os períodos de 
exposição dos animais aos contaminantes. 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 15 dias 30 dias 

Controle 6 6 

B5 0,01 ml/L 6 4 

B5 0,1 ml/L 6 0 

B20 0,01 ml/L 6 5 

B20 0,1 ml/L 6 0 

B100 0,01 ml/L 6 5 

B100 0,1 ml/L 6 5 



4.3 Análise da 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) 
 Os resultados da análise de EROD de fígados e brânquias de O. niloticus estão 

expressos nas Figuras 10 e 11, onde observa-se indução significante da enzima nos 

tratamentos com B5 0,01mL/L e em menor escala para B20 nas duas concentrações 

testadas quando comparados com o controle, para exposições de 15 e 30 dias. Para 

B100 nenhuma diferença foi observada em relação ao controle, nos diferentes tecidos e 

nos diferentes tempos de esposição.  

 

 

 
Figura 10: Atividade da EROD de brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 
(I) e 30 (II) dias. a: diferença com controle. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
 
 

 

 
Figura 11: Atividade da EROD de fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 (I) 

e 30 (II) dias. a: diferença com controle. Dados expressos em média ± desvio padrão. 

4.4 Análise da glutationa S-transferase (GST) 
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 Os resultados das análises das atividades da GST de O. niloticus estão 

apresentados na Figura 12 (brânquia) e Figura 13 (fígado). Nota-se que as atividades 

das enzimas variaram bastante nos tratamentos de 15 e 30 dias, sendo que essa atividade 

foi muito maior em 15 dias. Nenhum tratamento causou alteração na atividade da GST.  

  
Figura 12: Atividade da GST em brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 

(I) e 30 (II) dias. a: diferença com controle; para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 

 

 
Figura 13: Atividade da GST em fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 (I) 
e 30 (II) dias. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
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4.5 Análise da Superóxido dismutase (SOD) 
 Resultados de atividade da SOD em fígados e brânquias de O. niloticus estão 

apresentados na Figura 14 e 15, respectivamente. Foi observada inibição significante de 

tal enzima por B5 0,01mL/L e B20 0,01mL/L quando comparados com controle e B100 

0,01mL/L em fígados para tratamento de 15 dias, já para 30 dias nenhuma diferença foi 

notada. Os mesmos resultados notados para fígados foram obtidos para brânquias. 

 

 
Figura 14: Atividade da SOD de brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 
(I) e 30 (II) dias. a: diferença com controle, para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
 

 

 
Figura 15: Atividade da SOD de fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 por 15 (I) e 
30 (II) dias. a: diferença com controle, para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
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4.6 Análise da Catalase (CAT) 
 As atividades da CAT em brânquias e fígados de O. niloticus estão expressas nas 

Figuras 16 e 17, respectivamente. Nas brânquias e nos fígados nenhuma diferença 

significante foi observada. 

 

Figura 16: Atividade da CAT de brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 
por 15 (I) e 30 (II) dias. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
 

 
Figura 17: Atividade da CAT de fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 por 
15 (I) e 30 (II) dias. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
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4.7 Análise da Glutationa Peroxidase (GPx) 
 A Figura 18 apresenta os resultados da atividade da GPx em brânquia de O. 

Niloticus, enquanto a Figura 19 apresenta a atividade no fígado. Foi observada inibição 

significante em B20 0,1mL/L quando comparados com o controle nos dois tecidos 

analisados. Nos demais tratamentos não observou-se diferenças significantes. 

 

 
Figura 18: Atividade da GPx de brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 por 
15 (I) e 30 (II) dias. a: diferença com controle; para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
 

 
Figura 19: Atividade da GPx de fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 por 
15 (I) e 30 (II) dias. a: diferença com controle; para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
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4.8 Avaliação da peroxidação lipídica 
 O resultado do níveis de MDA na brânquia e fígado estão expressos nas Figuras 

20 e 21, respectivamente. Nenhuma diferença siginificativa foi observada para os dois 

tecidos.  

 

 
 

                   Figura 20: Nível de MDA em brânquia de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 
por 15 (I) e 30 (II) dias; para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão.  
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Figura 21: Nível de MDA em fígado de Oreochromis niloticus expostas à B5, B20 e B100 B100 por 15 
(I) e 30 (II) dias; para p<0,05. Dados expressos em média ± desvio padrão. 
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5 DISCUSSÃO  
 

 De acordo com os resultados dos testes de LC50, houve um aumento de 

toxicidade do B100 para o B5, já que para levar à letalidade 50% dos animais expostos 

por 96 h é necessária uma concentração consideravelmente menor deste último, em 

relação ao B20 e ao B100. Tais resultados estão de acordo com trabalhos publicados na 

literatura. Pereira et al. (2012) comparou resultados de testes de toxicidade de B2, B3, 

B5, B100 e diesel puro, em 4 espécies de microalgas (P. subcapitata, T. Chuii, N. 

oculata e S.costatum) e constatou aumento de toxicidade do B100 para o diesel puro em 

todas as 4 espécies testadas. Khan et al. (2007) realizou testes de LC50 para B5, B20, 

B50 e B100 para duas espécies aquáticas, D. Magna e O. mykiss e concluiu que 

biodiesel e frações biodiesel/diesel são consideravelmente menos tóxicos para 

organismos aquáticos quando comparados com o óleo diesel. 

Whyte et al. (2000) descreve HPAs presentes em derivados de petróleo como 

sendo ativadores de receptores aril hidrocarbonetos em organismos aquáticos, incluindo 

os peixes. A ativação desses receptores promove uma série de reações em cascata no 

interior da célula que culminam com a síntese da isoforma 1A do citocromo P450 

(CYP1A), consequentemente aumentando a atividade dessa enzima. Em nosso estudo, a 

atividade da EROD foi induzida em O. niloticus nos grupos expostos aos contaminantes 

B5 e B20, indução esta que não se observa nos grupos expostos ao biodiesel B100, pois 

o biodiesel puro não contém HPAs, como relatam Nogueira et al. (2010), que analisou 

HPAs em biodiesel qualitativamente, não obtendo valores destes composto no biodiesel. 

Esses resultados se mostram similares a trabalhos realizados com peixes expostos HPAs 

(KOPECKA-PILARCZYK, CORREIA, 2009) e a trabalhos realizados com O. niloticus 

expostos à diferentes frações diesel/biodiesel e ao biodiesel puro (NOGUEIRA et al., 

2011).  

 Uma observação pertinente à atividade da EROD dos peixes expostos por 15 

dias é que para os grupos onde houve indução (B5 e B20), a menor concentração testada 

(0,01mL/L) induziu mais a atividade dessa enzima em relação as maiores concentrações 

(0,1mL/L), exceto para B20 nas brânquias. Kopecka-Pilarczyk e Correia (2009) também 

observaram que houve maior indução da EROD de Sparus aurata em animais expostos 

á concentrações menores de uma mistura de HPAs do que em concentrações maiores.  



Esses resultados também estão de acordo com o trabalho de Bucheli e Fent (1995) que 

observou que a atividade do CYP1A pode ser inibida em concentrações mais elevadas 

de alguns indutores como certos PCBs. Fato que pode ser elucidado nos testes in vivo 

realizado por Nogueira et al. (2011) que expôs O. niloticus a diferentes concentrações 

de diesel e observou maior indução da EROD nas menores concentrações testadas. 

 Como já mencionado, o óleo diesel é uma mistura complexa de vários 

compostos derivados do petróleo (VIEIRA et al., 2007). Assim, pode ser que haja 

substâncias nesse tipo de combustível que em concentrações maiores levou-se a uma 

inibição da enzima ou de alguma etapa da via metabólica de síntese do citocromo P450. 

Além disso, pode-se supor que os animais expostos a maior dose dos contaminantes 

tiveram um comprometimento do metabolismo, afetando sua capacidade de induzir a 

atividade da EROD adequadamente, enquanto que os animais expostos à dose mais 

baixa foram capazes de dar uma melhor resposta. De fato, nos grupos expostos por 15 

dias não houve nenhuma mortalidade, já nos grupos expostos por 30 dias os peixes 

expostos a B5 e B20 nas maiores concentrações (0,1mL/L) morreram por volta do 

vigésimo dia de exposição, corroborando com a hipótese de altas concentrações e tempo 

prolongado comprometerem o metabolismo dos peixes. 

 A maior indução da enzima pelo B5 em relação ao B20 nos dois períodos de 

exposição pode ser explicada pelo fato de haver menor quantidade de diesel no B20, 

sendo, portanto, menor a indução da enzima, já que na fração diesel/biodiesel o 

responsável pelo aumento da atividade da EROD é o diesel, por conter os HPAs.  

A indução na expressão de EROD nos primeiros dias de contaminação 

demonstrou que este é um excelente biomarcador sendo capaz de proporcionar a 

identificação precoce da presença de HPAs e petróleo nos ambientes aquáticos. 

Contudo, a redução da expressão da EROD em relação ao aumento no tempo de 

exposição sugere que deve ser utilizado com precaução na identificação de derrames de 

petróleo não recentes bem como, de vazamentos diários que ocorrem durante as análises 

de rotina em locais com suspeita de contaminação. 

A glutationa S-transferase é uma enzima de detoxificação da fase II do sistema 

de biotransformação de xenobióticos que catalisa a reação de conjugação da glutationa 

com uma série de compostos, envolvendo a metabolização de espécies reativas (VAN 

DER OOST et al., 2003). Neste estudo, a diminuição da atividade da GST observada 

para os compostos de óleo diesel difere dos resultados de Simonato et al. (2006), que 

expôs Prochilodus lineatus a óleo diesel por 15 dias a 0,08 mL/L, relatando aumento da 



atividade dessa enzima. Essa diferença de resposta da GST pode ser explicada por 

serem espécies de peixes e concentrações utilizadas diferentes, já que o modelo 

experimental o desenho experimental com aquários de 17 litros é semelhante. Também 

diferem dos resultados de Nogueira et al. (2011) que expôs O. niloticus à diferentes 

frações diesel/biodiesel e a biodiesel puro onde, após sete dias de exposição, a GST 

aumentou nas brânquias dos animais tratados com óleo diesel e B5, e no fígado 

daqueles expostos ao óleo diesel puro. Uma hipótese para esses resultados contrários 

para a mesma espécie em relação ao B5 pode ser a diferença de tempo de exposição, 

uma vez que um tempo de tratamento mais prolongado pode debilitar o organismo, 

diminuindo a expressão e a atividade dessa enzima. Vale ressaltar que no trabalho 

citado os animais foram expostos por sete dias sem troca de água, enquanto que no 

presente estudo houve troca de água a cada cinco dias, a fim de evitar qualquer tipo de 

contaminação, por nitrogênio amoniacal total, por exemplo. 

Por outro lado, a atividade da GST aumentou na brânquia dos animais expostos 

à maior concentração de B100, o que indica que possíveis elementos presentes na 

composição do biodiesel possam ativar essa enzima na célula, para sua detoxificação. 

Pode-se especular também que o aumento da GST nesse caso tenha relação com uma 

proteção contra EROs que possivelmente possam estar sendo geradas devido à 

exposição ao B100. No trabalho de Nogueira et al. (2011), observou-se um aumento da 

peroxidação lipídica nas brânquias de tilápias expostas por 7 dias ao B100, indicando 

estresse oxidativo. A GST, por apresentar também função antioxidante (possui atividade 

de peroxidase), estaria assim ativada como uma proteção antioxidante em função da 

exposição ao B100.  

Nos experimentos de 30 dias de exposição nenhuma diferença na atividade da 

GST foi notada em relação ao grupo controle, sendo somente notado que as atividades 

em geral foram menores quando comparadas com os experimentos de 15 dias, tanto 

para brânquias quanto para fígados, inclusive nos grupos controles. Nota-se diminuição 

geral da atividade da GST no organismo dos animais expostos de 15 para 30 dias, 

hipótese discutida por Gravato & Santos (2003) que observaram ativação da GST em 

Dicentharchus labrax nas primeiras 4 e 8 horas e, posteriormente, inibição após as 96 

horas de exposição ao óleo diesel e Zhang et al. (2004) relataram aumentos na atividade 

da GST em Carassius auratus expostos a 0,05mg/L de óleo diesel durante os primeiros 

25 dias com consequente supressão da atividade da GST, inclusive nos grupos 

controles. 



A indução da atividade catalítica de GST reflete uma resposta ao poluente o que 

sugere a indução do processo de detoxificação (fase II) como forma de eliminar os 

compostos resultantes da fase I do processo de biotransformação e reduzir os efeitos da 

intoxicação. Segundo Van der Oost et al. (2003) a utilização da atividade total da GST 

como biomarcador para avaliação de risco ambiental ou ecológico é limitada a algumas 

espécies de peixes e, ainda, a exposição a HPAs pode causar tanto a indução quanto a 

inibição da atividade enzimática. 

Para proteger as células contra as EROs, os organismos possuem enzimas 

antioxidantes tais como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx), assim como o tripeptídeo glutationa (GSH), que são importantes na 

conversão de radicais reativos em moléculas não reativas (ALMEIDA; BAINY, 2006).  

No presente estudo, a atividade da SOD de animais expostos a B5 0,01 e B20 

0,01mL/L por 15 dias foi inibida quando comparada com o grupo controle e nenhuma 

diferença foi observada para os demais tratamentos, resultados que corroboram o 

trabalho de Kopecka-Pilarczyk e Correia (2009) que relata inibição da atividade da SOD 

em peixes quando expostos à HPAs e Avcia et al. (2005) que não observa alteração das 

atividades da SOD quando animais expostos à misturas de HPAs.  

A GPx teve sua atividade inibida no fígado e na brânquia em relação ao grupo 

controle nos peixes foram tratados com B20 0,1mL/Lpor 15 dias, resultado que é 

semelhante à exposição de 7 dias por B5 0,01mL/L no trabalho de Nogueira et al. 

(2011), sugerindo que a atividade da GPx quando exposta a misturas de diesel/biodiesel 

tende a ser inibida quando a exposição for prolongada, já que no mesmo trabalho, 

Nogueira et al. (2011) não observa diferença significante da GPx quando animais 

expostos à compostos contendo mistura diesel/biodiesel por 2 dias.  

Nenhum dos tratamentos causou diferença significante quando comparado ao 

grupo controle na atividade da CAT. Esses resultados diferem de Achuba e Osakwe 

(2003) que observaram aumento da atividade da CAT no fígado e outros órgãos após 

14, 21 e 28 dias de exposição de petróleo bruto em Clarias gariepinus. Zang et al. 

(2003) também observou um aumento da atividade da CAT em Carassius auratus 

expostos á óleo diesel por 40 dias. Hipóteses para a diferença dos resultados podem 

estar relacionadas com o fato de serem espécies e modelos experimentais usados 

diferentes.    

No geral, integrando-se os dados de enzimas antioxidantes, pudemos notar um 

efeito negativo dos contaminantes na defesa antioxidante dos animais. Entretanto, o 



prejuízo na atividade dessas enzimas em função de suas inibições não levou a célula a 

uma situação de estresse oxidativo, visto que não foram observados aumentos nos níveis 

de peroxidação lipídica. Outros marcadores de lesão poderiam indicar o contrário, 

porém para o marcador analisado, ou seja, os níveis de MDA, indicam que mesmo 

tendo sido inibidas as enzimas antioxidantes, a célula foi capaz de evitar o estresse 

oxidativo, por exemplo, por meio da ativação de outras defesas antioxidantes não 

analisadas nesse trabalho.  

 



6 CONCLUSÃO 

 

 Nossos resultados de teste de toxicidade demonstraram que a toxicidade 

aumenta do B100 para o B5, passando por B20, indicando que o biodiesel é de fato 

menos tóxico para os peixes em comparação com o diesel de petróleo. Em geral, os 

combustíveis que continham diesel de petróleo, como o B5 e B20 foram os que 

causaram mais alterações nos marcadores avaliados, tais como o aumento na atividade 

da EROD em brânquia e fígado e as inibições da SOD, GPx e da CAT (apesar de não 

significativo para esta última), corroborando os dados dos testes de toxicidade. Não 

obstante, o biodiesel também exerceu efeitos significativos nos peixes, especialmente na 

atividade da GST, indicando que apesar de ser menos tóxico, pode também levar a 

efeitos adversos nos peixes. Interessante notar que apesar dos efeitos inibitórios do B5 e 

B20 nas enzimas antioxidantes, não houve aumentos nos níveis de MDA, sugerindo que 

o organismo deve ativar outros mecanismos antioxidantes para compensar a menor 

atividade das enzimas testadas.  

Finalmente, é interessante constatar que os efeitos observados para os 

contaminantes foram evidentes apenas após 15 dias de exposição; após 30 dias, não 

foram observados efeitos, o que sugere mecanismos de adaptação da atividade 

enzimática após exposições prolongadas. Entretanto, as concentrações mais altas dos 

contaminantes levaram à morte os animais expostos ao B5 e B20, apesar de o B100 não 

ter sido letal nas concentrações testadas após 30 dias, mais uma vez corroborando os 

dados de menor toxicidade para o B100, em comparação com o B5 e B20. 
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