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O despejo de residuos em esgoto urbano, bem como 0 seu ndo
tratamento, |evaao aumento decontaminagdesem corposd’ dgua(lsoLpi
etal., 2006). O Brasil produz nove bilhdes de litros de 6leo vegetal por
ano, e deste volume produzido, 1/3 é destinado aos 6leos comestivels
(O WorLD, 2011). De acordo com o Centro de Salde Ambiental da
Prefeitura Municipal de Curitiba, cerca de 100 toneladas de 6leos
vegetai s utilizados nafriturapor imersao destinam-se a procedimentos
dereutilizagdo, mas parte de seu volume é descartado diretamente no
esgoto domeéstico (Costa NeTo €t al., 2000).

Oleos vegetais s30 produtos naturais formados por &cidos graxos
insaturados(Costa NeTo et al., 2000), que apresentam esterdis (I ToH et
al., 1973) e bhaixo ponto de fusdo (LeHniNGER €t al., 2002). Sdo
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substéncias que possuem compostos organopersistentes e contém
componentes toxicos que podem produzir efeitos similares aos
provenientes do petréleo (Era, 2009). Afetam significativamente
processos bioquimicos e funcionais de organismos vivos, incluindo
efeitos toxicos sobre a reproducéo e desenvolvimento (Persic, 2005),
assim como alteracfescel ularesemudangascomportamentai S(FLEEGER
etal.,2003; Era, 2009). Osefeitosdestescompostossdo dependentesdo
estagio de desenvolvimento do organismo afetado, assim como de sua
composic¢ao especifica, do tempo de permanéncia no ambiente e sua
formadeacdodiantedefatoresfisicosequimicosespecificos(MonTEIRO,
2003). Alémdisso, MiranDA & RiBEIRO (2006) relatam queosefeitosda
acao aexposi ¢ao aos estes compostos organi cos dependem da dose de
exposi ¢&o aos organi smos, de suabiodisponibilidade, daconcentracéo,
dametabolizacdo edosmecanismosderespostacel ular provenientesdos
organismosalvo.

Aindan&o halegidacdo brasileiraespecificaqueregul arizeodescarte
de 0leos(SiLvesTre, 2007). A ANVISA determina que a utilizacdo e
descarte de 6leosusados em frituradeve ter umaquanti dade menor que
0,9% de acidos graxos livres, que 0s compostos polares ndo excedam
25% e que os valores de &cido linolénico ndo sejam maiores que 2%
(ANvisa, 2004). Contudo, 0 6leo desojapodeapresentar valoresdeécido
linol énico que ultrapassam estelimite, apresentando val oresmédiosde
4,52% (Neuza et al., 2005).

A portaria n® 240/92 dos Ministérios da Industria e Energia e do
AmbienteeRecursosNaturais, o decreto-lei n° 153/03doMinistériodas
Cidades, e a Resolucdo Conama 362/05 (CONAMA — Conselho
Nacional do Meio Ambiente) tratam, respectivamente, dolicenciamento,
gestdo e puni¢cdo, em ordem juridica, caso o descumprimento no
gerenciamento destesresiduos. A resolugdo Conama20/86 sugereuma
dose de 50 mg/L de dleos e graxos a serem lancados em corpos d’ &gua
(FunbemA, 2009), enquanto a Secretariade Salide e Meio Ambiente do
Estado do Rio Grande do Sul, através da portarian® 05/89 areduz para
ovalor < 30 mg/L (BrasiL, 1989).

Processos de fritura com 6leo promovem o desmembramento de
triglicerideos, peladesidratacéo dasmol éculasdeglicerol, promovendo
aliberagdo da acroleina, uma substancia potencialmente cancerigena
gue atua na destruicdo de fibras elasticas, comprometendo o
funcionamento de artérias €l asticas e promovendo o envelhecimento
precocedascélulasepiteliai s(FERNANDES & SiLvA, 2006; Tsukupa etal.,
2007). Apesar deser encontradanatural menteem baixasconcentracoes,
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devidoaperoxidacdolipidica(Tsukupa etal., 2007), ael evadaexposicéo
ambiental & acroleina (>0,7 mg/m®) promove sintomas clinicos
respiratérios severos. Em ratas, exposi ¢des agudas deste contaminante
resultaram em hiperplasias e metaplasias do epitélio traqueal e
bronquiolar, além dehemorragiasenecroses(HERRERA-M ARTINEZ €t al.,
2006). Além destes sintomas, pode acarretar em efeitos agudos de
i nibic&o enzimatica, reacdescruzadasde DNA, hipertensdo, taquicardia
e imunotoxicidade (FERNANDES & SiLva, 2006).

A ingestdo de gorduras oxidadas aumenta a peroxidacdo dos
cromossomos, além de gerar um potencial carcinogénico pelo efeito
cumulativo da dieta continua e prolongada de compostos de maior
toxicidade, como monémerosciclicosehidrocarbonetospoliaromaticos
(Costa NeTO €t al., 2000). Adicionalmente, um estudo comprovou que
aexposi cao afumacgado 6l eo decozinhasem protecdo podeacarretar no
diagnostico de neoplasias (Wu et al., 2004).

Noscorposd’ &gua, devido aoséleospossuiremmenor densidade, ha
aformagéo defilmes superficiais que impedem aincidénciadeluz ea
oxigenacdo (Menpes et al., 2005), comprometendo processos
fotossintéticosdefitoplanctons, e migracesverticai sdezooplanctons,
pel areducdo daluminosidade (MonTeirRo, 2003). Traz mal eficiosabiota
aquética pela bioacumulagdo, sendo transmitidos ao longo da cadeia
alimentar (MARTINEZ-GomEzZ et al., 2006).

Peixesassimilam osagentesexdgenosdemaneiradireta, por distintas
vias, sendo por isso referenciados como bioindicadores(GuimMARAES et
al., 2007). A investigacéo em nivel celular do sistemabranquial torna-
se relevante, por ser aprimeira porta para assimilacdo destes agentes,
possibilitando a andlise de alteracbes morfoldgicas em resposta ao
estresse subletal ou crénico (MaTaqueiro et al., 2009).

Umavez verificado que o descarte de 6l eosde sojapds-cocgdo ainda
ndo estddevidamenteregulamentado, equeasuaeliminacdo noambiente
agquaticopodepromover ateracbesnafisiol ogiadosorganismosafetados,
opresenteestudotevecomoobjetivos: 1) determinar aconcentracéoletal
media (CL ) de dleo de soja pos-cocgdo em Oreochromis niloticus
(Perciformes: Cichlidae); 2) identificar alteracbes em padrdes de
crescimento de O. niloticus submetidos a concentracdo de 6leo de soja
pos-cocgao definido comoreferénciadedescarteambiental parao estado
do Rio Grande do Sul; 3) identificar alteracbes na morfologia celular
branquial de O. niloticus submetidos a concentracéo de referéncia de
descarte de 6leo de soja pds-coccao.
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MATERIAL E METODOS

OstestesforamfeitosnobiotériodaUniversidadePositivo (Curitiba,
PR). A amostraparaotestecompds-sede 135juvenisdetilpiasdoNilo
(O. niloticus), com comprimentos entre 7-10 cm, selecionados
randomicamente em uma piscicultura situada em Araucéria (Parang,
Brasil).

Ostestesforamrealizadosem ambienteaclimatizado, comtemperatura
em 24 °C efotoperiodo de 12 horas. O pH foi aferido com auxiliodefita
depH duasvezespor semana, edevidamentegjustadoa7,4+0,5. Foram
também af eri dasasmedi das de oxigéni o etemperatura, sendo mantidas,
respectivamente, em4+1 mg/L e22+1°C. A ofertaderagéo peletizada
Purina® com teor de 38% de proteina foi feita duas vezes ao dia, em
proporcdo a 5 % da biomassa total de cada aguario. A renovacdo de
aproximadamente 15 % da &gua foi realizada semana mente, exceto
para o experimento de mensuragéo daCL

Experimento 1: Foram preparados trés aquarios com capaci dade de
451, aerac&o constante etermostato em 22 °C,cadaqual com 15 peixes.
Em cada aguério foram administradas concentrac6es diferenciadas de
umasol ucao padrdo de 6leo de soja. Estasolucdo foi preparadaapartir
da coccéo a temperatura de 250 °C, até atingir o ponto de fumaca
(aproximadamentetréshoras), sendo posteriormenteacondicionadoem
reci pientedevidroeresfriado atétemperaturaambiente. A concentragdo
administradano aguério 1 foi de30 mg/L (total de1,35mL), noaquério
2foi de60mg/L (total de2.70 mL) eno aquario 3foi de 90 mg/L (total
de 4,05 mL). A concentracdo administrada no aquério 1 foi adefinida
pela legislacdo do estado do Rio Grande do Sul (BrasiL, 1989). As
mortalidadesforam verificadas pel o periodo de dez dias.

Experimento2: O segundo experimentofoi delineado paracomparar
ocrescimento dosanimaissob diferentestratamentos. Foram preparados
doisaquariosde45|, com aeragdo constanteetermostatoem 22 °C, cada
gual com 15til4pias. No aquério controle (C) ndofoi administrado 6l eo,
enguanto o aquério tratamento (T) recebeu aconcentracdo de 30 mg/L,
conformesugerido comovalor dereferénciapel o Estadodo Rio Grande
do Sul. Uma vez por semana, por oito semanas, foram realizadas
medidas de comprimentos padr&o etotal (com ictidmetro) e peso (com
balanca digital). A taxa de crescimento foi analisada conforme a
seguinteférmula:

Taxa de crescimento = valor emt —valor inicial
valor inicial * 100
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Experimento 3: Paraoterceiro experimento, objetivandoidentificar
histopatologias branquiais, foram preparados 20 aquarios de 5L, com
aeracao constante. Dez aquarios foram considerados como controles,
enquanto nosdemaisfoi adicionadaaconcentracdo de 30 mg/L do 6leo
de soja p6s-cocgdo. Em cada aquario foram colocadas trés tilpias.
Amostras do segundo arco branquial de trés espécimes de cada grupo
foram coletadas ap6s 2 e 8 horas para determinar o efeito agudo do
poluente. Para avaliar os efeitos crénicos, os arcos branquiais foram
coletados semanalmente, por oito semanas. Para a coleta, 0s peixes
foram individual mente e sequencialmente anestesiados em cepacaina
1:80 até entrar em letargia, para serem posteriormente sacrificados por
seccao medular.

Oarcobranquial decadaindividuo coletadofoi fixadoemsolucdode
ALFAC por 24 horas, e posteriormentetransferido paraél cool 70° para
sua conservagdo. Em seguida, foram submetidos ao procedimento
histolgico de rotina, que confere a desidratagdo em série alcodlica
crescente, diaf anizag&o em xileno seguido deimpregnac&o einclusdoem
parafinapurificada. O material emblocadofoi seccionadoem micrétomo
emcortesde5 pm, paramontagem daslaminas, coradascomHematoxilina
deHarriseEosina, eanalisados pel o fotomicroscopio Olympusx-41, e
0 software de captacdo de imagem Image Pro-Plus.

Andlise estatistica: a CL, foi calculada por meio do método de
estimacéondolinear, por meiodecd culosdeprobitos(Probitregression),
aplicando-se 0 método de estimacdo de Quasi-Newton. Os valores
referentesasprobabilidadesprevistasforam representadosemdiagrama
de dispersdo e a predicdo da CL, definida a partir da aplicacdo da
andlise de regressdo multipla, a partir das probabilidades previstas.

Para avaliagdo do crescimento, os dados relativos as varidvels
comprimentos padréo e total, e peso foram analisadas em relacdo ao
padrao dadi stribui ¢céo por meio dotestede K olmogorov-Smirnov. Uma
vez verificadaanormalidade, foi utilizado oteste ANOV A paramedidas
repetidas para avaliar a hipétese nula da auséncia de diferenca de
variabilidade de crescimento entre os grupos control e e tratamento.

As histopatol ogias observadas foram analisadas por meio do Teste
Qui-Quadrado paraaderéncia, testando-se ahipotese nuladeigual dade
das frequiéncias de patol ogias entre 0s grupos control e e tratamento. O
nivel de significancia utilizado para todos os testes foi de 0,05. As
andlises foram realizadas no programa Statistica 7.0.
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RESULTADOS

No primeiro experimento, osvaloresrel ativosamortalidadesforam
equivalentesa 87 % no tratamento de 90 mg/L, 40 % em 60 mg/L e 13
% em 30 mg/L. A CL foi estimadaem 58,4 mg/L (Fig. 1).

Emrelacdo aavaliacdo do crescimento de O. niloticussubmetidosa
concentracdo de 30 mg/L de dleo de soja pos-coccdo, foi possivel
verificar que ndo houve diferencas entre o grupo controle e o grupo
tratamento em relacdo ao peso (Fig. 2), comprimento padrédo (Fig. 3) e
total (Fig. 4).

Ao avaliar os efeitos histopatol 6gicos nas branquias de peixes
submetidos a concentragéo de 30 mg/L do 6leo de soja pos-cocgdo, a
andlisefoi realizadacom osindividuossobreviventes, independentedo
tempo, devido aaltamortalidade ao longo do experimento.

As histopatol ogias observadas em ambos os grupos foram: edema,
congestéo naslamel assecundarias, hiperplasiase presencade parasitos
mixozod&rios instalados nas lamelas secundérias branquiais (Fig. 5).
Tais patologias foram observadas em propor¢des equivalentes em
ambos os grupos (x?=0,351; p=0,986) (Tabela 1).

Tabela 1. Oreochromisniloticus. Frequéncia de histopatol ogias observadas nos individuos do
grupo controle (n=13) etratamento (n=10), e osresultados da comparag&o estatistica.

C T p
Edema 100% 100% 1
Fusdo 100% 100% 1
Congestéo 40% 54% 0,15
Hiperplasa 60% 54% 0,25

Mixozoarios 80% 69% 0,37
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Figs1-2. Oreochromisniloticus— 1, diagramade dispers&o das concentracdes de 6l eos de soja
p6s-coccionados e probabil odades previstas de mortalidade (em cima); 2, média+ intervalo de
confiangade peso dosgruposcontrol e etratamento com 6leo de sojapos-cocgao (embaixo).
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Figs3-4. Oreochromisniloticus— 3, média+ interval o de confian¢ade comprimento padréo dos
grupos controle e tratamento com 6leo de soja pds-cocgdo (em cima); 4, média + intervalo de
confianga de comprimento total dos grupos controle e tratamento com 6leo de soja pds-cocgédo
(embaixo).
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Fig. 5. Oreochromisniloti cus— histopatol ogias observadas nosindividuos dos grupos controle
e tratamento A: Edemas (@) associados a fusdo das lamelas secundarias (a). B: Congestdo
observadanaslamelassecundérias(b). C: Hiperplasias(c). D: Myxozoarioslocalizadosnointerior
dalamelasecundaria(d).

DISCUSSAO

Atualmente, 6leos vegetais sdo descartados no ambiente sem haver
uma medida que minimize o impacto destes produtos. Programas que
visem seu emprego em algumas técnicas de reciclagem, como a
saponificacdo (ALserici & PonTes, 2004) e formagdo de biodiesel
(FerrARI €t al., 2005) sdo poucos, e por vezes mal divulgados.

N&o haregistrosdaconcentracdo que provocaamortalidade de 50%
de umaamostra para 6l eos vegetai s pds coccionados. Assim, infere-se
no presente estudo uma CL_, equivalente a 58,4 mg/L. Logo, a
concentragdo limitesugeridapel aSecretariade SalideeMeio Ambiente
do Estado do Rio Grande do Sul (30 mg/L), que promoveu apenas 13%
da mortalidade dos espécimes, pode ser considerada uma dosagem de
referéncia.
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Durante oito semanas, com a utilizacdo da dose de 30 mg/L nas
tildpias estudadas observou-se um crescimento de 26% em animais
submetidos ao 6leo, e 28% nos animaiscontrol e, havendo equivaléncia
estatisticaentreosgrupos. Til&piasdo Nilo apresentam um crescimento
rapido e adaptacdo ao confinamento, aceitando ragcbes com grande
facilidade (Meurer et al., 2001). S3o resistentes a variagOes de
temperaturas, incluindo aresisténcia as temperaturas el evadas, baixas
concentragBesdeoxigéniodissol vidoeatasconcentracbesdeamobniana
agua (Popma & PHELPs, 1998), sendo portanto, um excelente objeto de
estudo em condic¢Besexperimentais.

A hipo6tese inicial do presente estudo propunha que os animais
submetidos a contaminagdo com o 6leo apresentassem um menor
crescimento, umavez queestaespéci endo utilizaeficientementelipideos
como fonte energética, e altos niveis destas substancias diminuem o
aproveitamento do alimento (Meurer et al., 2002; LAvor & Sapo,
2008), implicandoemumamaior excrecdodematerial fecal, econseqiiente
aumento de carga poluente(MEureR et al., 2002). Porém, esta hipétese
ndo foi comprovada. Possivelmente pelo fato da alimentagdo ser a
principal fonte de compostos nitrogenados, o maior aporte destas
substéncias em um ambiente confinado pode ser a resposta para a
equival éncia das taxas de crescimento. Na agua, aformando ionizada
de aménia pode comprometer a conversdo do alimento em ATP,
comprometendo o crescimento dos peixes (LAvorR & Sapo, 2008).

Confinamentosem pequenosgrupospodem desencadear aformacéo
de hierarquias sociais entre 0s animais, com aumentos de mortalidade
aos submissos (LAvor & Sapo, 2008) e aumentos de niveis de
glicocorticéides, como o cortisol (GuiMARAES & CALIL, 2008; LAVOR &
Sapo, 2008), que inibe a circulagdo do horménio do crescimento,
afetando diretamente nas taxas de peso (GuiMARAES & CaLiL, 2008).

Emrelacdo aandlisedo epitélio respiratorio dasbranquias, também
ndo foi observada a diferenca significativa das patologias entre os
gruposcontroleeexperimental . Contudo, ael evadamortalidadeobservada
entre osgruposrestringe ainterpretacdo. A altamortalidade pode estar
relacionadaao estresse ambiental e social, associado ao confinamento,
que provocaatagues entre os espécimes, e afetaadefesahumoral, além
do acréscimo de infec¢Bes nas branquias (Meurer et al., 2002).

AsalteracGesmorfol gicasobservadashestasamostrassao evidéncias
derespostasfisiol 6gicasao estresse causado por um contaminante (L upi
et al., 2007). Oleos sdo constituidos também de hidrocarbonetos
poliaromaticos, que penetram facilmente namembranabiol 6gica. Esta
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acdo pode provocar danos estruturais e funcionais as branquias quando
em doses subletais, ja que estas séo sensiveis a longas cadeias destes
compostos (Rieeiro €t al., 2007).

Determina-se assim, com 0s resultados obtidos na andlise de
crescimento e histopatologias, que o fator causador da equivaléncia
entreosgruposfoi o ambienteatribuidoaamostra, endo ao 6leo, embora
este possa ter contribuido como estressor. Sugere-se, portanto, que a
elevacdo das doses de 6leo podem causar maleficios a O. niloticus,
principalmentepor levar amortalidade el evadaem concentractesde 90
mg/L.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- o valor de CL , do dleo de soja pos-coccgdo € de 58,4mgl/L ;

- ndo h4 diferenca de crescimento em peso, comprimento padréo e
comprimentotota entreosgruposcontroleetratadoscomaconcentracéo
de 30 mg/L;

- ndo hadiferencadefreqiiénciasdehistopatol ogias.dosarcosbranquiais
dospeixesdosgruposcontroleetratadoscom aconcentracéo de 30 mg/
L.

Mais estudos devem ser realizados para comprovar o real efeito do
0leo pds-coccdo despejado em leitos de rios, para assim possibilitar a
definicdo de um valor de referéncia para os destinos finais dos 6leos
utilizadosnosprocessosde coccdo dealimento, equesirvam como base
cientificaparaapromocao dedeci sdessobrenovaspoliticasmitigadoras
dacontaminac&o ambiental.

SUMMARY

Theinappropriatedisposal of cookingoil andits inadequatetreatment
results in pollution of lakes and rivers. This study reports three
ecotoxicity tests on Oreochromis niloticus with used soybean oil. The
bioassaysconsisted: Test 1— determinationof L C, of soybeanoil, with
30, 60 and 90 mg/L of concentrations. Test 2— growth analysis of the
specimens, during twomonths, from theadministration of concentration
of 30mg/L, currently suggested asareferencevaluelimiton Rio Grande
do Sul for disposal of the cooking oil. Test 3 — exposure to the
concentration of 30 mg/L and observation of the gill histology after
exposureto 2 and 8 hours and weekly (during two months), evaluating
theacuteand chroniceffectsof thisexposure, respectively. Theestimated
LC,,was58,4+ 7,6 mg/L. Inotherstests, thevariablesweren't different
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between control and treatment groups. The concentration of 30 mg/L of
oil, |, apparently doesn’t promote del eterious effects on O. niloticus.
Kev worps: tilapia; SOybean-oil; LC_; growth; histopathology.

50’
RESUME

La piéce de rebut inadéquate et le manque de traitement de I’ huile de
cuisine dans le résultat de I'égout urbain dans I’augmentation de
contaminations de corps d'eau. Dans ce travail, trois épreuves de
I” ecotoxi cidade ont été accomplies dans Oreochromisniloticus avec huilede
cuisine de la poudre du soja. Les répétitions expérimentales ont consisté:
Testez 1— dansladétermination de CL50 de I’ huile de cuisine de la poudre
du soja, avec les concentrations de 30, 60 et 90 mg/L. Testez 2— analysede
I’augmentation, pour deux mois, commencer de I’administration de la
concentration de30 mg/L, valeur delaréférence pour lapiécederebut d' huile
de cuisine, amaintenant suggéré dans |’ état de Rio Grande du Sul. Testez 3
— exposition la concentration de 30 mg/L, et observation de I’ histologia du
branchial aprés 2 et 8 heures, et chague semaine (pour deux mois), évaluer
deseffetsbrusguement et chroniquede cette exposition, respectivement. Cher
CL50 était de 58,4+7,6 mg/L del’huile. Nous trop d’ épreuves, les variables
n'étaient pas différentes entre le contréle des groupes et traitement. La
concentration de 30 mg/L n’ encourage pas apparemment tout effet malfai sant
sur individus de I’ espéce O. niloticus.

Mors cLEs: tilapia; soja-huile, LC,; développement; histopathologie.
RESUMO

O descarteinadequado e afaltadetratamento do 6leo de cozinhano
esgoto urbano resultam no aumento de contami nagdesde corposd’ agua.
Neste trabalho, foram realizados 3 testes de ecotoxicidade em
Oreochromis niloticus com 6leo de soja pos-cocgdo. Os ensaios
experimentaisconsistiram: Teste 1) nadeterminagdodaCL . do 6leode
soja pds-coccdo, com as concentracdes de 30, 60 e 90 mg/L. Teste 2)
andlisedecrescimento, durantedoismeses, apartir daadministracéo da
concentracdo de 30 mg/L, valor dereferénciaparao descartede 6leo de
cozinha, sugerido atual mente no estado do Rio Grande do Sul. Teste 3)
exposi¢do a concentragdo de 30 mg/L, e observacdo da histologia
branquial apds 2 e 8 horas, e semanal mente (durante dois meses), para
avaliar efeitos agudo e crénico desta exposicéo, respectivamente. A
CL,, estimada foi de 58,4+7,6 mg/L de dleo. Nos demais testes, as
variaveisnado foram diferentesentre osgrupos controle etratamento. A
concentracdo de 30 mg/L aparentemente ndo promove nenhum efeito
deletério sobreindividuosdaespécieO. niloticus. Destaforma, pode-se
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sugerir sua utilizacéo pararegularizar a eliminacéo deste poluente no
Brasil.

Palavras-chave: tilapia. 6leo-de-soja, CL,,, crescimento, histopatologia
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