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O importante ¢ nao parar de questionar.
A curiosidade tem sua propria razao de existéncia.

(Albert Einstein)



RESUMO

A contaminacdo nos ambientes aquaticos, atualmente, € uma problematica mundial,
pois sdao ambientes que compdem varios tipos de ecossistemas com interacdes
altamente complexas e diversas. A exposi¢cao as aguas contaminadas pode levar a
mortalidade dos organismos, além de afetar as taxas de crescimento, reproducédo e
comportamento. Neste estudo foram investigados os efeitos ecotoxicolégicos da
exposi¢cao do Danio rerio (zebrafish) frente a diferentes concentragcdées de isopropil
xantato de sodio, reagente de flotagdo utilizado na industria de mineragdo, através
da avaliacdo do efeito das alteracbes no metabolismo de carboidratos.
Primeiramente, foram realizados ensaios de exposi¢do aguda por um periodo de 48
horas, para estabelecer uma concentracdo média letal (CL50-48h) aos ions xantato,
através da taxa de mortalidade. Ao término da exposigdo aguda os peixes
sobreviventes foram retirados dos aquarios e crioanestesiados para posterior analise
bioquimica. Foram analisados os parametros bioquimicos, como glicogénio, glicose
e lactato. Adicionalmente, foi avaliada a estabilidade dos ions xantato nas condicbes
estudadas, através do monitoramento da agua. O resultado estimado para o valor da
(CL50-48h) do reagente isopropil xantato de sddio para o D.rerio foi de 23 mg L™.
Para as analises bioquimicas os resultados encontrados mostram que nao foram
observadas alteragbes significativas nas reservas de glicogénio, apenas na
concentragdo de 16 mg L' teve um aumento significativo (x 348%), quando
comparado ao grupo controle (CTR). Os niveis de glicose demonstraram um
aumento significativo apenas nos grupos de 16 mg L™ (+ 234%) e de 23 mg L™ (+
162%) e no lactato foi observado um aumento significativo nas concentracdes de 13
mg L7 (£ 279%), 16 mg L™ (x 284%) e 18 mg L™ (£ 268), contudo houve uma
reducgao significativa (+ 69%) na concentragao de 4,5 mg L', quando comparados ao
grupo CTR. Os resultados obtidos no monitoramento da qualidade da &agua
demonstraram que o isopropil xantato de sédio se manteve estavel e que ndo houve
interferéncia nos parametros da agua, assegurando as condigdes de sobrevivéncia
aos peixes. Frente aos resultados encontrados neste estudo pode-se constatar que
através das alteragdes observadas nos diferentes parametros analisados o reagente

isopropil xantato de sodio altera o metabolismo de carboidratos no D.rerio.

Palavras-chave: isopropil xantato de sodio, CL50, Danio rerio, metabolismo.



ABSTRACT

The contamination in aquatic environments is currently a world problem, as they are
environments that make up various types of ecosystems with highly complex and
diverse interactions. Exposure to contaminated water can lead to mortality of
organisms, and affect growth rates, reproduction and behavior. We have investigated
the ecotoxicological effects of exposure Danio rerio (zebrafish) with different
concentrations of sodium isopropyl xanthate, flotation reagent used in the mining
industry, by evaluating the effect of changes in carbohydrate matabolism. First, tests
were performed acute exposure for a period of 48 hours, to establish a mean lethal
concentration (LC50-48h) to xanthate ion, by the mortality rate. At the end of acute
exposure surviving fish were removed from the tanks and create anesthetized for
further biochemical analysis. Biochemical parameters, as glycogen, glucose and
lactate were analyzed. Additionally, the stability of xanthate ions in conditions was
evaluated by monitoring the water. The result obtained for the value of (LC50-48h) of
sodium isopropyl xanthate reagent for the D.rerio was 23 mg L. For biochemical
analizes, the results show that significant changes were observed in the glycogen
content, only in the concentration of 16 mg L™ increased significantly (+ 348%), when
compared to the control group (CTR). Glucose levels showed a significant increase
in groups of 16 mg L™ (x 234%) and 23 mg L™ (£ 162%) and the lactate was
observed a significant increase in the concentration of 13 mg L™ (£ 279%), 16 mg L™
(£ 284%) and 18 mg L™ (£ 268%), but there was a significant reduction (+ 69%) at a
concentration of 4,5 mg L™, when compared with CTR group. The results obtained in
the monitoring of water quality showed that sodium isopropyl xanthate was stable
and there was no interference from water parameters, ensuring the survival
conditions for fish. Based on the results found in this study it can be seen that
through the changes observed in different parameter settings analyzed, sodium

isopropyl xanthate reagent alters carbohydrate metabolism in D.rerio.

Keywords: sodium isopropyl xanthate, LC50, Danio rerio, metabolism.
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1 INTRODUGAO

A contaminagdo ambiental é uma problematica mundial, principalmente nos
ambientes aquaticos, que sao altamente complexos e diversos, pois compdem
varios tipos de ecossistemas, como por exemplo, os rios, lagos e os oceanos. Séao
produtos dindmicos de interacdes entre os componentes bidticos, que sao os seres
vivos, e abidticos que sdo os aspectos fisicos, quimicos, fisico-quimicos do meio
ambiente, tal como temperatura, luz, solo, pH e umidade (RAND et al.,1995).

A degradagao dos ecossistemas aquaticos é critica e preocupante em razao
da intensa atividade antropogénica sobre estes ambientes, comprometendo
principalmente, a qualidade de vida dos organismos expostos a aguas contaminadas
(CAJARAVILLE et al., 2000). De acordo com Van Der Oost et al. (2003), a
contaminacgao hidrica pode levar a mortalidade desses organismos, além de afetar
as taxas de crescimento, reproducdo e comportamento. Nesse contexto, o setor
mineiro esta entre os que mais impactam o meio ambiente, por manusear grandes
volumes de agua, sdlidos, reagentes residuais, entre outros. Os efluentes liquidos
provenientes do beneficiamento mineral contém, além de sdélidos em suspenséo,
uma variada gama de reagentes utilizados nos processos de tratamento de minério,
principalmente no processo de flotagdo (RUBIO et al., 2010). Dentre esses
reagentes destacam-se os ions xantatos, que reagem com os solidos em suspensao
transformando as superficies hidrofilicas em hidrofébicas através da adsorgédo na
superficie das particulas que se deseja flotar (PENHA et al., 2001).

Os peixes pertencem ao nivel superior do ecossistema aquatico, séo
consumidores na cadeia trofica e acumulam grande quantidade de substancias
persistentes. Sdo bons indicadores de contaminagdo ambiental, pois seu
metabolismo responde de forma similar ao dos mamiferos. Atualmente, varias
especies de peixes vém sendo empregadas em testes de ecotoxicidade aquatica
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Recomenda-se em geral, espécies
pequenas e de facil manutencao em laboratério (OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013),
sendo uma das espécies em destaque o Danio rerio, um pequeno teledsteo que vem
sendo usado como modelo experimental em pesquisas (EGAN, 2009). O perfil
metabdlico pode servir como indice do estado fisiolégico e nutricional dos peixes
(MORAES; BIDINOTTO, 2004), e, por essa razao, tornam-se indispensaveis estudos

que possam esclarecer pontos relativos do seu metabolismo em situagdes de
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contaminagado (MOLLERKE et al., 2003). A fungdo do metabolismo de carboidratos é
proporcionar a energia necessaria para a manutencéo dos processos vitais (SEIXAS
FILHO, 2004) e o figado é o principal 6érgdo do metabolismo de substancias toxicas,
sendo utilizado para avaliar a alteragdo do consumo energético atraves das taxas de
glicose (SANCHO et al. 1998), igualmente essencial nos processos de acumulagao,
biotransformacdo e desintoxicagdo causados por substancias contaminantes
(PEIXOTO et al., 2006).

Este trabalho visa avaliar o efeito das alteracbes no metabolismo de
carboidratos, através da determinagao do glicogénio, glicose e lactato no Danio rerio

(zebrafish) frente a diferentes concentragcdes de ions xantato.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver estudos de ecotoxicidade do reagente de flotagcdo isopropil
xantato de sédio, utilizado na industria de mineracéo, através da avaliacido do seu

efeito no metabolismo de carboidratos do bioindicador Danio rerio.

2.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos séo:

a) determinar os parametros indicativos do metabolismo de carboidratos,

glicogénio, glicose e lactato;
b) estimar a CL50 dos ions xantato para o Danio rerio (zebrafish);

c) avaliar a interferéncia do jejum no metabolismo de carboidratos do

Danio rerio;

d) avaliar a estabilidade do isopropil xantato de sédio nas condi¢des

estudadas e alguns parametros de qualidade da agua.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Impactos Ambientais na mineragao

O setor de extragdo mineral contribui muito para o desenvolvimento
econdmico e tecnoldgico em diversos setores, conferindo grandes vantagens para o
desenvolvimento. No entanto, as diferentes atividades envolvidas na mineracao
aparecem dentro das que mais impactam o meio ambiente, gerando diferentes
liquidos, sdlidos e gases. Os principais poluentes gerados envolvem grandes
volumes de agua, solidos, 6leos, reagentes residuais (reagentes quimicos), gases
(poluentes na forma de aerossois), metais pesados dissolvidos, dentre outros que
devem ser manuseados e dispostos de forma adequada para prevenir impactos ao
meio ambiente (RUBIO et al., 2010).

Alguns autores relatam que os principais impactos ambientais decorrentes
desta atividade s&o a supresséo da vegetagao ou impedimento de sua regeneracgao,
queimadas, queima de mercurio metalico ao ar livre, desencadeamento dos
processos erosivos, a qualidade das aguas dos rios e reservatérios da mesma bacia
ajusante do empreendimento pode ser prejudicada em raz&o da turbidez provocada
pelos sedimentos finos em suspensdo, assim como pela poluicdo causada por
substancias lixiviadas e carreadas ou contidas nos efluentes das areas de
mineracgao, tais como Oleos, graxa, metais pesados, estes ultimos podem também
atingir as aguas subterraneas. O rebaixamento de calha de rios com a lavra de seus
leitos pode provocar a instabilidade de suas margens, causando a supressao das
matas ciliares.

Ainda de acordo com os autores, os impactos referidos anteriormente podem
causar efeitos danosos no equilibrio dos ecossistemas, tal como a redugdo ou
destruicdo de habitat, afugentamento da fauna, morte de espécimes da fauna e da
flora terrestre e aquatica, interrupcdo de corredores de fluxo génico e de
movimentacao da biota (MECHI; SANCHES, 2010).

Dentre estes impactos, aqueles relacionados aos residuos do
beneficiamento mineral merecem atencao especial, sendo os mais comuns o0s
efluentes liquidos, sélidos, poeiras, ruidos, emissdes gasosas, vapores e residuos
organicos. Dentre estes, os efluentes liquidos provenientes do beneficiamento

mineral contém além de solidos em suspensao uma variada gama de reagentes
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utilizados nos processos de tratamento de minério, principalmente no processo de
flotacdo (RUBIO et al., 2010).

3.2 Processo de flotagao

O processo de flotagéo (froth flotation) ou flotagdo por espumas é um dos
principais (mais comum e importante) processo utilizado na industria mineral. No
processo ocorre uma separacdo entre os minerais de interesse, feita em uma
suspensao em agua (polpa), os minerais hidrofobizados sédo obrigados a percorrer
um trajeto e, em dado instante, essas particulas que se deseja flotar sdo levadas a
abandonar este percurso tomando um rumo ascendente, como podemos observar
no esquema apresentado na Figura 1. A diferenciagcédo entre as espécies minerais é
dada pela capacidade de suas particulas se prenderem (ou prenderem a si) a bolhas
de ar. Se uma particula consegue capturar um numero suficiente de bolhas, a
densidade do conjunto particula-bolhas torna-se menor que a do fluido e o conjunto
se desloca verticalmente para a superficie, onde fica retido e é separado em uma
espuma como podemos visualizar na Figura 2, sendo removido por transbordo ou
mecanicamente, enquanto que as particulas dos demais minerais (hidrofilicos)

mantém inalterada a sua rota seguindo o fluxo de agua (LEAL FILHO, 1995).

Figura 1 — Esquema do processo de flotagao
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Fonte: SILVA et al. (2014).
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Figura 2 - Espuma formada no processo de flotagdo de minérios

i 3 d

Fonte: Cytec, 2015.

Na flotagdo de minérios, é utilizada uma variedade de reagentes no
processo de flotagdo com o objetivo de interagir na superficie mineral, influenciando
as propriedades de superficie (BREMMELL et al.,1999). Esses reagentes, também
chamados de surfactantes, termo genérico que é dado para um grupo de
substancias cujas moléculas contém um grupo hidrofilico (polar) em uma
extremidade e um lipofilico (apolar) na outra, ligados entre si. O principal objetivo da
adicao de surfactantes é o recobrimento da superficie mineral, de modo que fique
sobre a superficie um filme, tornando-a hidrofébica. Os minerais hidrofobizados
apresentam uma fraca afinidade pela agua e consequentemente podem ser ligados
as bolhas de ar, pois a superficie do mineral que é apresentada as bolhas nao é
mais a sua propria superficie, mas sim a superficie do surfactante (CHAVES et al.,
2010).

3.2.1 Reagentes do processo mineral

Os reagentes do processamento mineral sdo os agentes mais importantes
na flotagdo e sua classificagdo € baseada em sua fungcédo especifica no processo,
sendo assim, sado divididos em coletores, espumantes e modificadores. Os coletores
sao surfactantes que tem uma estrutura tipica composta de uma parte de natureza
molecular (ndo idnica) e outra de natureza polar (iénica), sdo separados em fungao
da sua carga iénica, podendo ser aniénicos () ou catiénicos (%), conforme carga

elétrica do grupo polar resultante da ionizacdo da molécula (CHAVES et al., 2010).
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Os coletores anidnicos se subdividem de acordo com a fungédo quimica, oxidrilicos e
sulfidrilicos (BALTAR, 2008). Os aniénicos sulfidrilicos s&o compostos que contém o
grupo —SH, associado a uma molécula organica, esses grupos coletores sé&o
utilizados na flotacdo de minerais sulfetados (CHAVES et al., 2010).

Dentre os principais coletores utilizados no processo de flotagdo destacam-
se os ions xantato, também definidos como ditiocarbonatos (sais do acido xantico)
que pertencem a familia dos tio-compostos. Estes reagentes sao obtidos através da
reacao entre um alcool e um dissulfeto de carbono, sendo utilizados extensivamente
para a flotacdo de sulfetos minerais e elementos metalicos como cobre, prata, ouro,
chumbo, ferro e muitos minérios oxidados. Os ions xantato sdo soluveis em agua e
estaveis em solugcao, sais de coloracdo amarela com elevado poder coletor, maior
seletividade, baixo custo e melhor desempenho metalurgico em geral, sendo essas
as razdes do seu sucesso (RUBIO et al., 2010, CYTEC, 2015).

Figura 3 — Proposta de estrutura quimica para o isopropil xantato de sodio

S H\C /H
AN ~ " ~H
C—O0—C—H
S_/ ~ C/H
Na* H™ ™H

Fonte: Autoria propria, 2015.

3.3 Toxicidade dos reagentes de flotagao

Anualmente, estima-se que dois bilhdes de toneladas de minério sao
tratados por processo de flotagdo, utilizando grande quantidade de reagentes, e,
consequentemente, gerando residuos constituidos dos mesmos (PEARSE, 2005). A
toxicidade dos reagentes e dos ions utilizados no processo de flotacdo é variada,
sendo classificados de muito téxicos, moderados e nao toxicos. O uso de

concentragdes excessivas pode ocasionar a presenga de reagentes nas correntes
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de rejeito, caracterizando, mesmo que em pequenas concentragées, um residuo
toxico (RUBIO et al., 2010).

Conforme Svobodova et al. (1993), os surfactantes podem causar danos nos
componentes lipidicos presentes nas membranas celulares e a diminuigdo da tensao
superficial da agua, reduzindo a hidrofobicidade dos lipidios a nivel celular,
ocasionando uma super-hidratacdo, que em altas concentragdes pode causar a
supressao dos metabdlitos evoluindo a necrose celular. Também, causam
alteracbes comportamentais que compreendem em desordens respiratorias,
aumento da taxa respiratoria e busca por oxigénio na superficie, seguida de
inatividade.

De acordo com Harris (1988) mesmo solugdes diluidas dos ions xantatos
sdo bastante toxicas para peixes, nao devendo entrar em contato com o ambiente
aquatico. Segundo Baungartne; Wolf (1964), o composto isopropil xantato de sddio
também foi utilizado como um herbicida seletivo no controle de plantas daninhas.
Em estudos realizados por Fuerstenau (1976), os primeiros usos dos reagentes de
flotacdo do tipo xantato apresentaram alta toxicidade e foram comparados aos
inseticidas.

Para contornar essa situagao foram realizados estudos para a remog¢ao dos
ions xantato em meio aquoso, a partir da sua decomposicao em funcdo do pH
(RAMIREZ et al., 2006), e de reagdes bioldégicas (CHOCKALINGAM et al., 2003) ou
através da adsorcado, utilizando zedlitas naturais, que demonstraram elevada
capacidade de remocgado (100%) de ions xantato a partir de uma concentragédo
residual (OLIVEIRA; RUBIO, 2007). De acordo com King (1982), os ions xantato sdo
decompostos lentamente em meios alcalinos, na faixa de pH 8,0 a 13,0, porém, em
meios acidos produz dissulfeto de carbono (CS;), que, segundo WHO (2000)
apresenta periculosidade mais elevada do que o ion xantato que o origina.

De acordo com as especificagcbes técnicas fornecidas pelo fabricante
(Cytec, 2000) o isopropil xantato de sddio, comercialmente conhecido por AERO®
343 Xanthate, ndo é facilmente biodegradavel e o seu aquecimento pode ocasionar
combustao espontanea. Além disso, o contato direto com o material pode causar
irritacéo na pele, olhos, mucosas e membrana do trato respiratério, podendo haver
sensibilizagado cutanea moderada no contato direto. Em teste ecotoxicolégico agudo
(96h) para peixes, a espécie truta arco-iris apresentou a CL50 de 595 mg L™

Entretanto, Fuerstanau (1974) utilizando a mesma espécie de peixe determinou que
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a CL50 (96h) para solugdes de isopropil xantato de sédio € de 18 a 20 mg L™". A
literatura, como se verifica nesses valores, apresenta uma série de dados muitas
vezes divergentes, uma vez que a toxicidade é altamente dependente das espécies
em estudos. Além disso, até o momento nao existiam estudos que avaliassem a
toxicidade dos ions xantato para a espécie Danio rerio em casos de acidentes ou de

despejos inadequados destes reagentes.

3.4 Ecotoxicologia

As substancias sado consideradas toxicas quando provocam alteracdes na
homeostase (equilibrio) normal do organismo, produzindo uma resposta danosa. De
acordo com a toxicologia trés elementos basicos devem interagir: uma substancia
(agente) que seja capaz de produzir um efeito; um sistema bioldgico, com o qual a
substancia possa interagir e o efeito (resposta) que possa ser considerado nocivo ao
sistema biolégico. Desse modo a toxicidade € uma propriedade intrinseca que cada
substancia tem de produzir efeitos danosos a um determinado organismo quando
este é exposto, durante certo periodo de tempo, em determinadas doses ou
concentragdes (OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013).

René Truhaut (1977) propds, em 1969, o termo ecotoxicologia (integragéo
da ecologia com a toxicologia) como um ramo da toxicologia voltado para o estudo
dos efeitos adversos das substancias sobre os ecossistemas, possibilitando o
estabelecimento de medidas para proteger seus componentes dos efeitos adversos
de poluentes ambientais. Atualmente, define-se como ecotoxicologia o estudo do
destino e dos efeitos de substancias quimicas sobre os componentes de um
ecossistema, baseado em métodos de laboratério e de campo (MATIAS, 1996;
BRENTANO, 2006; OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013).

Dentre os ecossistemas, 0 aquatico constitui um receptaculo temporario ou
final de uma variedade e quantidade de contaminantes, sejam esses langados no ar,
solo ou diretamente nos corpos de agua. No ambiente aquatico a dispersao de um
contaminante € a mais complexa, pois existem inuUmeras diferencas em volume de
diluicdo, caracteristicas de mistura e velocidade de transporte. Além das interagdes
dos contaminantes com o0s componentes abidticos ha a interagdo com os

componentes bidticos, e, desse modo o contaminante sofrera dispersao, interacao
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com material particulado em suspensdo, deposicdo e absorgdo biolodgica
(OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013).

De acordo com Rand et al. (1995) o objetivo da ecotoxicologia aquatica &
avaliar o efeito de substancias quimicas sobre os organismos representativos do
ecossistema aquatico. Porém, é dificil avaliar quando ocorre a contaminagdo do
meio aquatico, verificada, muitas vezes, somente quando ha grande mortalidade dos
organismos, constituindo uma intoxicagdo aguda com doses acima da concentragéo
letal. Entretanto, doses menores do que a letal promovem alteragdes na fisiologia e

bioquimica dos organismos aquaticos (KREUTZ et al., 2008).

3.4.1 Testes de ecotoxicidade

Segundo Ronco et al. (2004), o desenvolvimento de protocolos de testes de
toxicidade €, também, um dos objetivos da ecotoxicologia, definindo limiares de
toxicidade permissiveis com niveis de incerteza aceitaveis e que sirvam de guia para
as entidades reguladoras para a tomada de decisdes. No Brasil, o 6rgao
responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de toxicidade é a
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

Os ensaios ou testes de ecotoxicidade consistem em expor as espécies-
teste representativas do ambiente a varias concentragbes de uma ou mais
substancias, durante um determinado periodo de tempo, observando seus efeitos
sobre as fungdes biolégicas, como o crescimento, desenvolvimento, reproducgao,
metabolismo e morte, estes que afetam diretamente as caracteristicas das
comunidades aquaticas (OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013).

Conforme Gherardi Goldstein et al. (1990), os testes de toxicidade aguda
sao utilizados para medir os efeitos de agentes téxicos sobre espécies aquaticas
durante um curto periodo de tempo em relagdo ao periodo de vida do organismo-
teste. Esses ensaios tém como objetivo estimar a dose ou a concentragao de um
contaminante que seria capaz de produzir uma resposta especifica mensuravel em
um organismo ou populagdo, em um periodo de tempo que é geralmente de 24 a 96
horas. Os testes de toxicidade aguda também podem ser aplicados para avaliar a

sensibilidade relativa de organismos aquaticos para um determinado contaminante
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isolado e as concentragbes seguras para a preservagao da vida aquatica e do meio
ambiente (RESGALLA Jr. et al., 2002).

Segundo Olivi et al. (2008), o efeito medido em ensaios de ecotoxicidade
aguda com organismos aquaticos é a letalidade ou outra manifestacdo que a
antecede, como por exemplo a imobilidade. Os parametros mais utilizados sao a
DL50 (dose letal média) dose de amostra que causa mortalidade de 50% dos
organismos no tempo de exposicédo (24 a 96 horas) e a CL50 (concentragao letal
média) concentragcdo de amostra que causa mortalidade de 50% dos organismos no
tempo de exposi¢cdo. Ainda de acordo com estes autores, as analises quimicas
identificam e quantificam as concentragdes das substancias quimicas e os testes de
ecotoxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre os sistemas biolégicos, um

complementa o outro.

3.4.2 Aspectos Legislativos

Atualmente no Brasil dispde-se de legislagcado federal e estadual que trata de
padrdes para a toxicidade ambiental e qualidade da agua. Cita-se a Resolugéo
357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que dispde sobre a
classificagao dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento,
bem como estabelece as condigbes e padrdes de langamento de efluentes, alterada
pela Resolugdo 410/2009 e pela Resolucdo 430/2011, que dispde sobre as
condicdes e padroes de langamento de efluentes, complementa e altera a
Resolucao 357.

Reporta-se a Portaria do Ministério da Saude 2914/2011 que dispde sobre
os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrdo de potabilidade. Ainda pode-se mencionar a Resolugao
129/2006 do Conselho Estadual do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul
(CONSEMA), que dispde sobre a definicao de critérios e padroes de emissao para a
toxicidade de efluentes liquidos em aguas superficiais do Estado do RS.

Contudo, o isopropil xantato de soédio ndo pode ser enquadrado nestas
legislacdes por nao ter uma classificacdo toxicolégica bem estabelecida e definida,
os rejeitos de efluentes podem contaminar cursos de agua préoximos e os efeitos em

peixes e principalmente na cadeia trofica desse produto quimico introduzido no
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processo de mineragado deve ser determinado a fim de definir os fatores seguros

para sua aplicagao.

3.5 Bioindicadores aplicados em estudos de ecotoxicidade

Bioindicadores sao espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas
cuja presenga, quantidade e distribuicdo indicam a magnitude de impactos
ambientais em um ecossistema aquatico (CALLISTO; GONCALVES, 2002).
Atualmente, varias espécies vém sendo empregadas mundialmente em testes de
ecotoxicidade, gerando subsidios importantissimos para uma melhor avaliagdo e
caracterizacao dos efeitos de diversos contaminantes em corpos receptores. Os
principais grupos de organismos testes utilizados nos ensaios ecotoxicolégicos séo
microalgas, microcrustaceos, equindides, poliquetas, oligoquetas, moluscos, peixes,
macrofitas e bactérias, representando os mais diversos ecossistemas e niveis
troficos (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

De acordo com Rand; Petrocelli (1985) para a escolha do organismo teste
geralmente utiliza-se alguns critérios de selegdo de espécies como a abundancia e
disponibilidade, cosmopolitismo da espécie, conhecimento da sua biologia, fisiologia
e habitos alimentares, estabilidade genética e uniformidade das suas populagdes,
baixo indice de sazonalidade, sensibilidade constante e apurada, importancia
comercial, facilidade de cultivo em laboratério, e se possivel ser nativa para a melhor
representatividade dos ecossistemas.

Assim, o0s peixes sao consumidores secundarios e nas avaliagdes
ecotoxicoldgicas representam os vertebrados nos ecossistemas aquaticos, sendo
muitos os tipos de ensaios utilizando peixes. Em geral, recomendam espécies
pequenas e de facil manutencdo em laboratério, sendo o Danio rerio uma das
espécies em destaque (OLIVEIRA-FILHO; SISINNO, 2013).

3.5.1 Danio rerio (zebrafish)

O Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha ou zebrafish € um
peixe tropical teledsteo, oviparo, onivoro, cipriniforme, da familia dos ciprinideos,
nativo de corregos e rios na india. Tem ampla distribuicdo geografica desde
Bangladesh, india, Myanmar, Paquistdo e Nepal (ARUNACHALAM et al., 2013).
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Algumas populagdes introduzidas habitam as aguas dos Estados Unidos (California,
Connecticut, Florida e Novo México) e América do Sul (SPENCE et al., 2008). Esta
espécie € mais frequentemente encontrada em aguas rasas e lentas perto da borda
de rios ou em valas, sendo adaptaveis a uma ampla gama de temperaturas, (6 a
38°C). De acordo com Dammski et al. (2011) esta espécie suporta altera¢des de pH
que variam de 5,9 a 8,5, e possuem comprimento médio de 3 cm a 5 cm, atuando
como consumidores secundarios na cadeia alimentar aquatica (ABNT NBR 15088,
2011).

Figura 4 - Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)

Fonte: http://www.socmucimm.org/introduction-zebrafish-danio-rerio/

Segundo Westerfield (1994), o manejo deste bioindicador, assim como a
facilidade de reprodugao e manutencgao, e os métodos laboratoriais para sua criagao
ja estdo bem estabelecidos na literatura. Existem numerosas vantagens para a
utilizagcdo do D. rerio como uma espécie de modelo toxicolégico, bem como para
outras areas, isso € evidente pelo numero crescente de publicacbes que tém
utilizado este organismo (SPITSBERGEN; KENT, 2003). Segundo Hill et al.(2005),
no inicio de 1990 havia menos de 100 publicagdes relacionadas com esta espécie
submetidos anualmente. Isto aumentou para aproximadamente 1.000 na virada do
século e atualmente as médias estdo em torno de 3.500 por ano. Os principais
beneficios da utilizacdo desta espécie como modelo toxicolégico sobre outras

especies de vertebrados sdo com o que diz respeito ao seu tamanho, criagcao e
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rapido desenvolvimento, reduzindo muito o espag¢o de manipulacdo e os custos de
criagao.

Em contraste com espécies maiores, o tamanho do D. rerio minimiza os
custos, devido requerer pequenas quantidades de solugdes experimentais
minimizando o material de laboratério e produtos quimicos, tanto para tratar e
manter os peixes vivos quanto para a realizagao de varios ensaios com reagentes e
avaliacbes histologicas (pequena de materiais de montagem e laminas de
microscopio) (HILL et al. 2002). Sendo que, um pequeno grupo pode manter-se
numa fracdo do espago necessario para manter um grupo equiparavel de trutas ou
salmdes, que também sdo modelos biologicos em investigacao (LELE et al. 1996).

Além disso, segundo Barbazuk et al.(2000), esta espécie apresenta um alto
grau de similaridade com genes de humanos e camundongos, quando comparados
em sua sequéncia genética. Recentemente, também foram desenvolvidos estudos
avaliando caracteristicas comportamentais do D. rerio, como ansiedade (EGAN et
al., 2009), estresse (CHAMPAGNE et al. 2010; PIATO et al., 2011; ROSA et al.,
2013), comportamento social e atividade locomotora (FONTAINE et al. 2008; SEIBT
et al., 2010). Esta espécie de vertebrado € amplamente utilizada nas investigagdes
associadas com as areas biomédicas, biologia comparada e evolutiva, entretanto,
curiosamente, apesar da sua importancia pouco se sabe sobre sua histéria natural,
habitat e distribuicdo nativa (ARUNACHALAM et al., 2013).

3.6 Metabolismo de Carboidratos

Segundo Seixas Filho (2004), os animais aproveitam de forma diferente os
alimentos, de acordo com suas habilidades em digerir e absorver os nutrientes e a
energia contida nos mesmos. Assim, o0 metabolismo pode ser dividido em
metabolismo externo, que compreende a quantidade e a qualidade das substancias
ingeridas e excretadas pelo organismo, e o metabolismo intermediario, no qual se
incluem as transformagdes que ocorrem no interior do corpo, e ainda, tem a fungao
de proporcionar a energia necessaria para 0s processos vitais, compensar as perdas
de substancias resultantes dos desgastes e atender ao desenvolvimento e
crescimento do organismo.

Neste contexto, nos organismos existem substancias essenciais para o

funcionamento das células, uma dessas substancias é a glicose, um
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monossacarideo fundamental para a produgéo de energia metabolizada em todas as
células. A glicose €& imprescindivel para o funcionamento do organismo e sua
obtencdo € basicamente através da alimentacido. Entretanto, para suprir a queda em
sua quantidade em periodos de privagdo, o organismo desenvolveu mecanismos
para armazenar essa substancia e mobiliza-la o0 mais rapido possivel na forma de
glicogénio (CHAMPE et al., 2009).

Conforme Harris (2007), o glicogénio € um polissacarideo formado por
milhares de unidades de glicose. Os principais estoques de glicogénio sao
encontrados no musculo esquelético, que serve como reserva de combustivel para a
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) durante a contragdo muscular, e no figado,
a funcdo do glicogénio hepatico € manter a concentragdo de glicose sanguinea.
Ocorre uma variagao nos niveis de glicogénio hepatico, sado altos logo apods a
alimentacgao e, depois diminuem lentamente a medida que é utilizado para ajudar a
manter os niveis de glicose sanguinea entre a alimentagdo e durante o jejum. De
acordo com Campbell; Farrell (2008), o glicogénio é a principal forma de
armazenamento de carboidrato no figado e sua deposigdo também ocorre no
musculo, porém a maior parte do glicogénio muscular € consumida por este tecido,
sem formagao de glicose livre.

Segundo Champe et al. (2009), a glicogénese € a sintese do glicogénio, no
figado é estimulada quando os niveis de energia e disponibilidade de substrato
estdo elevados e no musculo esquelético comega assim que a musculatura entra em
descanso. E, a glicogendlise € a degradacgao do glicogénio, no musculo esquelético
ocorre durante a contragdo muscular, havendo uma necessidade rapida de ATP
(energia), e no figado € acelerada em periodos de jejum.

Sendo assim, o figado é o principal 6rgao do metabolismo de substancias
toxicas e é utilizado para avaliar a alteragdo do consumo energético através das
taxas de glicose (SANCHO et al. 1998), sendo um 6rgao essencial nos processos de
acumulagao, biotransformagao e desintoxicagdo causados por essas substancias.
Peixoto et al., (2006) ressalta a importancia deste 6rgao na regulacao das taxas de
glicose sanguinea, estocando-a em forma de glicogénio. Se houver uma redugao no
nivel de glicose, o figado transforma o glicogénio em glicose e o envia para o

sangue para ser distribuido aos tecidos ou 6rgaos que o necessite.
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3.6.1 Glicolise

A via glicolitica é utilizada em todos os tecidos no qual uma molécula de
glicose é oxidada a duas moléculas de piruvato, com o objetivo de fornecer energia
conservada na forma de ATP, e é a via essencial do metabolismo de carboidratos
(energético) (NELSON; COX, 2011). O piruvato € o produto final da glicdlise nas
células com mitocondrias e com fornecimento adequado de oxigénio, também
denominada glicdlise aerdbia, pois necessita da presenga do oxigénio.
Alternativamente, pode ocorrer a fermentagdo da glicose em acido piravico
(piruvato), que é reduzido e o seu produto resultara em acido lactico (lactato), que
recebe a denominagao de glicolise anaerdbia, ndo necessitando da participacéo do
oxigénio. A glicélise anaerébia permite a producédo de ATP em células sem
mitocdndrias e que o oxigénio esteja em quantidade insuficiente. (CHAMPE et al,,
2009).

De acordo Harris (2007), ao contrario da glicdlise, que produz ATP, a
gliconeogénese, a sintese de “novo de glicose”, requer ATP e €, portanto um
processo que requer energia. Assim através da gliconeogénese podem ser geradas
moléculas de glicose a partir de outras moléculas orgéanicas tais como lactato,
piruvato, glicerol e alguns aminoacidos (RAHAMI; ABDOLLAH, 2007). Segundo
Orug; Uner (1999), os niveis de lactato tém sido muito utilizados como medida de
metabolismo anaerobio, pois 0 aumento desta atividade metabdlica parece ser uma
resposta rapida para o esgotamento de energia causado pela falta de oxigénio que

ocorre apos exposicao a componentes toxicos.
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Figura 5 — Representagao esquematica da Glicélise com processo aerobio e
anaerobio
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Fonte: Autoria prépria, 2015.

3.6.2 Jejum

O perfil metabdlico pode servir como indice do estado fisiolégico e nutricional
dos peixes (MORAES; BIDINOTTO, 2004). Para a maioria das espécies faz parte do
seu ciclo de vida ter grande capacidade de resistir a longos periodos de jejum
(NAVARRO; GUTIERREZ, 1995). Varios fatores sdo responsaveis por este processo
natural, como exemplo a disponibilidade de alimento, processo reprodutivo, a
migracao, incluindo a desova, e flutuacdes sazonais (PEREZ-JIMENEZ et al., 2012).

De acordo com Cook et al. (2000), sob condigbes normais de fornecimento
diario de alimento, os peixes tém pouca necessidade de mobilizar energia para sua
manutencdo. Porém, quando os peixes recebem alimento abaixo das suas
necessidades ou ficam longos periodos em jejum, a manutencdo dos processos
vitais acontece a custa da mobilizagdo das reservas energéticas (JOBLING, 1994).
O figado e o musculo esquelético sao as principais fontes de armazenamento de
energia, liberando grande quantidade de substrato para a manutencdo dos
processos vitais (HORNICK et al., 2000). Portanto, o esgotamento de energia que

ocorre durante o jejum indica que os varios constituintes do corpo podem ser
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mobilizados em diferentes taxas e que, estes substratos, podem ser utilizados de
formas diferentes nos diversos tecidos do corpo (WEATHERLEY; GILL, 1987).

Conforme Champe et al, (2009) o figado é um 6érgédo que esta
especialmente situado para processar e distribuir nutrientes, durante o periodo
absortivo, capta os carboidratos para serem metabolizados, armazenados ou
desviados para outros tecidos. A funcao basica do metabolismo de carboidratos €&
manutengdo da glicemia, e também, é controlada pelo figado (NEWGARD et al.,
1983).

Durante o jejum, a glicose pode ser obtida a partir da glicogendlise, que é a
quebra do glicogénio, ou ainda a partir da gliconeogénese (BLACK; LOVE, 1986). A
sintese de glicose a partir de compostos ndo glicidicos, também chamada de
gliconeogénese, que ocorre no figado, satisfaz as necessidades de glicose do
organismo em situagdes onde o carboidrato ndo é suficiente. Assim, o processo de
gliconeogénese assume um papel fundamental durante o periodo de jejum, quando
o glicogénio hepatico esta sendo esgotado (RIBEIRO et al., 2012).

A gliconeogénese € a rota responsavel pela sintese de “novo de glicose”, e
sintese de glicogénio a partir do lactato (CAMPBELL; FARRELL, 2008). Segundo
Ribeiro et al. (2012), o lactato é considerado uma das substancias gliconeogénicas
mais importantes, sendo fonte de glicose sanguinea durante os estagios
intermediarios do jejum. Entretanto, de acordo com Sheridan; Mommsen (1991), os
animais que estao se alimentando normalmente a gliconeogénese € poupada, sendo
ativada apenas durante o jejum, especialmente quando ha diminui¢do nos estoques
de glicogénio no figado. Em muitas espécies de peixes, o glicogénio € mobilizado no
inicio da privacdo de alimento, mas o grau de deplegcdo varia muito entre as
especies, desde uma rapida glicogendlise até uma parcial ou quase completa
protecao das reservas de glicogénio durante o jejum.

Trabalhos ja demonstraram a redugao no glicogénio e glicose plasmatica,
como foi descrito por Barcellos et al.(2010) para Rhamdia quelen (Jundia), onde o
glicogénio hepatico aumentou nas 24 horas do inicio do jejum e apds 7 dias houve
reducdo, e a glicose sanguinea nao teve uma modificacado significativa nos seus
niveis, manteve-se em um nivel constante durante diferentes periodos do jejum,
sugerindo que o esgotamento precoce e rapido do glicogénio no figado de peixes é
uma fonte primaria de energia em periodos de restricdo alimentar. Deste modo,

Navarro; Gutiérrez (1995) sugerem que nas fases iniciais ocorre a ativacdo do
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glicogénio hepatico, a fim de manter os niveis de glicose no plasma e satisfazer as
exigéncias de energia.

Porém, alguns autores relatam o estado de hipoglicemia nos primeiros dias
de jejum. De acordo com Pérez-Jiménez et al.(2007), o Dicentrarchus labrax
(Robalo) entra num estado de hipoglicemia a partir do primeiro dia, e Oncorhynchus
mykiss (Truta arco-iris) cinco dias de restricdo alimentar ja foram suficientes para
uma diminuig&o significativa dos niveis de glicose sanguinea (FURNE et al., 2012).
Porém Hochachka; Sinclair (1962) demonstraram resultados onde houve diminuigao
do glicogénio hepatico sem ocorrer modificagdo nos niveis de glicose para a mesma

espécie de truta.
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4 METODOLOGIA

O projeto de pesquisa foi submetido a Comissado de ética de uso animal
(CEUA) da Universidade de Passo Fundo (UPF), onde foi aprovado e deferido para
aplicacdo. Logo, a populagao de peixes estudados (D. rerio) foi adquirida a partir de
um fornecedor comercial, localizado no municipio de Porto Alegre, RS e do
Laboratorio de Ictiopatologia, Faculdade de Medicina Veterinaria (UPF), municipio
de Passo Fundo, RS. Foram utilizados 253 adultos machos com peso que variaram
de 0,956 a 0,211 gramas.

Os estudos de ecotoxicidade foram desenvolvidos nos meses de dezembro
de 2013, margo de 2014 e dezembro de 2014, sendo esses periodos escolhidos em
funcdo do metabolismo dos peixes. Todos os experimentos foram realizados no
Laboratério de Fisiologia Animal do Centro Universitario La Salle - Unilasalle, no
municipio de Canoas, RS. Também foram tomados os devidos cuidados com o
descarte da agua contendo o isopropil xantato de sddio, de modo que ao término
dos estudos, a mesma foi tratada com ajuste de pH para degradagdao do composto e
posterior descarte na rede de esgoto. Da mesma forma, os peixes abatidos foram

descartados nos coletores de lixo biolégico da Instituigéo.

4.1 Materiais e Reagentes

Os materiais utilizados para o desenvolvimento da metodologia foram
aquarios de vidro nas medidas de 30x30x30, bombas de oxigenagdo sem carvao
ativado, para prevenir uma possivel adsorgao do contaminante, rede de captura tipo
puca e vidrarias de uso geral. Os instrumentos usados para a realizagdao das
analises foram balanga (Bel Engineering, Mark 210A.), banho-maria (Biopar,
BMDO01), termdmetros, agitador vortex (Biomixer, QL-901), centrifuga (Fanem, 206-
BL), espectrofotobmetro de absorgdo molecular na regiao do visivel (Femto, 700plus),
pHmetro (Digimed, DM-22, maquina de gelo (Hexicrio). Também foram utilizados na
realizacdo das analises de monitoramento da agua os reagentes: cromato de
potassio, nitrato de prata 0,0141, EDTA 0,01 mol.L™, negro de Eriocromo-T, solugéo

tampéao, acido sulfurico, lodeto Azida (NaOH + Nal), sulfato manganoso, Na,S,0;

0,025 mol.L™", NaOH 6N, agua deionizada e isopropil xantato de sodio (Cytec).
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4.2 Estudos de ecotoxicidade

Os estudos de ecotoxicidade foram realizados de acordo com os
procedimentos recomendados pela Associagao Brasileira de Normas Técnicas NBR
15088 (ABNT, 2011) para estudos de ecotoxicologia aquatica pelo método de ensaio
com peixes. Dessa forma o D. rerio foi submetido a uma exposigao aguda (48 horas)
ao contaminante isopropil xantato de sédio.

Os peixes foram dispostos em aquarios onde foi mantida uma relagao entre
a massa dos organismos e volume de agua do recipiente de, no maximo, 1g de
organismo por litro de agua, por um periodo de 12 horas de luz, sendo, durante os
estudos, alimentados com ragcdo da marca Alcon Basic. Os individuos foram,
inicialmente, acondicionados em um aquario com agua de abastecimento por um
periodo de sete dias antes do ensaio, para aclimatacao, a fim de eliminar possiveis
individuos inaptos que pudessem interferir nos resultados. ApoOs esse tratamento
preliminar os peixes foram transferidos e distribuidos em 11 unidades experimentais
com 21 litros de agua de abastecimento. Cada unidade continha 15 peixes (n=15)
deixados em repouso por 48 horas antes do experimento para aclimatacéo, a fim de
evitar o estresse.

A primeira unidade foi designada como grupo controle (CTR). Essa unidade
experimental recebeu alimentagado e ficou sem a presenca do isopropil xantato de
sédio. A segunda unidade foi denominada grupo jejum (J) e os peixes ficaram sem
alimentagcdo e sem o contaminante no periodo da exposi¢cdo de 48 horas. As
concentragdes de isopropil xantato de sédio preparadas para os estudos foram de 5
mgL"15mgL™20mgL™, 25mgL™",30mgL™, 35mgL™ 40mgL™ 45mgL™
e 50 mg L™, e as unidades foram dispostas conforme a Figura 6. Essas
concentragdes foram escolhidas com base nas investigacbes de Hao et al. (2008),
que realizou teste em laboratério com ions xantato em solugdo aquosa, utilizando

espectrofotdmetro de absor¢gao molecular no comprimento de onda de 301 nm.
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Figura 6 — Representagdo esquematica das unidades utilizadas nos testes de
toxicidade e suas respectivas concentracbes de contaminante isopropil xantato de
sédio
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Fonte: Autoria propria, 2015.

Diariamente foi verificada a taxa de sobrevivéncia dos animais durante o
periodo de exposicao, e o individuo morto, sempre que observado, foi removido do
ensaio e a ocorréncia registrada. Esse acompanhamento foi realizado para
determinar a CL50(48h) do isopropil xantato de sddio para o D. rerio, para posterior
analise estatistica. Apos o término do periodo de exposi¢ao aguda ao contaminante,
os peixes foram capturados com rede e crioanestesiados (WILSON et al., 2009;
ROSA et al., 2013). O material ficou preservado sob congelamento em equipamento
refrigerado a uma temperatura aproximada de -18°C, para posterior analise
bioquimica.

A avaliagao dos estudos de ecotoxicidade foi baseada nas medidas de
parametros metabdlicos dos peixes como glicogénio, glicose e lactato, bem como
nas medidas da CL50(48h).
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4.3 Analises bioquimicas dos peixes

Para as analises bioquimicas dos peixes foram separados 5 peixes de cada
tratamento (n=5). Posteriormente, os peixes foram pesados (0,211 g. a 0,956 g.), as
nadadeiras caudais foram retiradas e o individuo inteiro foi utilizado como amostra.
Logo apés foi feito o processamento do tecido para ser utilizado nas analises
bioquimicas.

Para o processamento foi usado uma solu¢cdo aquosa de KOH 30%, a 100
°C em banho-maria, por 1 hora. Apos a digestdo das amostras, os tubos foram
resfriados e em cada um foram adicionadas 5 gotas de solugdo saturada de sulfato
de sodio (Na,S0O,). Os tubos foram agitados em Vortex até a eliminagdo das bolhas
de gas carbbnico (CO;). Em seguida foram adicionados 4 mL de alcool etilico
hidratado 92,8 INPM (alcool 96° GL), sendo as amostras novamente agitadas e
centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 rpm. Imediatamente, o sobrenadante foi
descartado e o pelet lavado com 2 mL de agua quente, sendo adicionados mais 4
mL de alcool etilico, agitado e centrifugado. O processo foi repetido 3 vezes.

No préximo passo, o pelet foi ressuspenso com 2 mL de agua quente, e 500
ul dessa solucdo foram transferidos para outros tubos onde foram adicionados 500
Ml de acido cloridrico (HCI) 4 mol L™. Os tubos foram tampados e deixados em
banho-maria por 1 hora a 100 °C. Apés resfriados, o CO, foi removido com solugéo
de Na,CO; 3 mol L™ (VAN HANDEL, 1965). Apds esse procedimento as amostras

foram usadas para as determinagdes de glicogénio, glicose e lactato.

4.3.1 Glicogénio

Para a determinagao do glicogénio foi utilizado o método de Van Handel
(1965) e sua quantificacdo foi feita como glicose, apds hidrdlise acida e

neutralizagao.

4.3.2 Glicose

A glicose foi determinada por meio do kit de glicose, referéncia 133 da marca

Labtest Diagndstica S.A. para as quantidades amostrais, sendo utilizados 80 pL de
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amostra e 1000 pL de reagente em cada tubo. A Glicose Liquiform tem a finalidade
de ser um sistema enzimatico para a determinagcédo da glicose no sangue. Deve-se
misturar vigorosamente e incubar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos,
sendo que o nivel de agua deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. As absorbancias do teste e do padrdo foram analisadas em
espectrofotometro a 505 nm, acertando o zero com o branco e a cor é estavel por 30

minutos.

4.3.3 Lactato

O lactato foi determinado apds a digestdo das amostras com o Kit da Katal
Biotecnolégica Ind. Com. Ltda, sendo utilizados 80 yL de amostra e 1000 pL de
reagente em cada tubo de ensaio. Esse kit tem um sistema que se destina a
determinacdo do lactato no plasma. Para dar continuidade ao procedimento deve-se
homogeneizar bem e incubar durante 5 minutos a 37°C, e determinar as
absorbancias do teste e do padrao através de analise em espectrofotbmetro a 540

nm, acertando o zero com o branco, a cor formada é estavel por 30 minutos.

4.4 Concentragao letal (CL50)

As medidas de concentragao letal (CL50) foram realizadas com base na
metodologia ABNT (2011) que estabelece que os resultados para determinar a
concentragao letal em estudos de ecotoxicologia aquatica podem ser expressos em
CL(1)50, CL50, fator de toxicidade ou de forma qualitativa, sempre referenciando o
tempo de exposicdo do estudo. No caso de uso de substancias quimicas
(contaminantes), como no presente estudo, a forma aplicada para expressar 0s
resultados sera dependente do grau de degradacédo da substancia, de modo que se
houver uma degradagao superior a 20%, a CL(I)50 deve ser aplicada. Como nao foi
observada degradacao dos ions xantato em concentragdo superior ao da norma
estabelecida, o presente trabalho considerou a CL50. Os resultados serao validos,
se ao término do periodo do ensaio a porcentagem dos peixes mortos no grupo
controle (CTR) for inferior a 10%, e a porcentagem de letalidade é calculada para

cada concentragao em relagdo ao numero total de peixes utilizados.
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4.5 Monitoramento da qualidade da agua

Os parametros monitorados foram realizados para garantir a sobrevivéncia
dos peixes e assegurar que ndo houvesse alteragao ou interferéncia nos parametros
fisiologicos analisados.

A realizagédo das analises de pH, cloretos, oxigénio dissolvido (OD), dureza
total e nitrogénio amoniacal seguiram metodologia ja estabelecida (APHA, 2012).
Assim, para a medida do pH foi utilizada a determinacdo potenciométrica com um
pHmetro calibrado com solugao tampao com pH 4,01 e pH 6,86.

As concentracdes de cloretos das solugdes aquosas foram determinadas
pelo método argentométrico. 100 mL da amostra foram pipetados e transferido para
um Erlenmeyer, seguidos da adicdo de 1 mL de solucédo indicadora de cromato de
potassio e titulacdo com uma solugao padrao de nitrato de prata 0,0141 mol L™ até
mudancga de coloragao, sendo realizadas analises em triplicata.

A determinagdo de oxigénio dissolvido (OD) foi realizada através de coleta
da amostra em um frasco de Winkler, onde foi adicionado 1 mL de solugao de
sulfato manganoso, seguido de 1 mL de solugdo de iodeto azida. O frasco foi
fechado cuidadosamente para evitar formagdo de bolhas de ar e em seguida, o
conteudo foi misturado por inversao do frasco por alguns segundos para formagao
de um precipitado de cor castanho alaranjado, que indicava a presenca de OD.
Posteriormente, 1 mL de acido sulfurico concentrado foi adicionado e, novamente, a
solugao foi misturada por inversao até total dissolugao do precipitado. Em seguida, a
amostra foi titulada com solugdo padrdo de tiossulfato de sbodio até o
desaparecimento da coloragéao palha palido. Logo apds foram adicionadas gotas da
solugao de amido e a mostra foi titulada até o desaparecimento da coloragao azul. A
analise foi realizada em triplicata.

A dureza total foi determinada pelo método de complexometria com EDTA,
onde 50 mL da amostra foram pipetados e transferidos para um Erlenmeyer.
Recebendo 1 mL de solugdo tampao, de modo a obter pH 10,0 + 0,1. Apds, 0,1g de
indicador negro eriocromo-T foi adicionado e uma titulagdo com a solugao padrao de
EDTA 0,01 mol L™ foi realizada até a mudancga de coloragdo. Realizou-se a analise
em triplicata.

A determinagdo da concentragao de nitrogénio amoniacal nas amostras de

solugao aquosa foi realizada utilizando um kit analitico (marca Macherey-Nagel) para
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a determinacdo colorimétrica de amoénia nas faixas de concentragdo de 0,2 — 3 mg
L™". Nesse método, um tubo de ensaio foi ambientado com a amostra de agua a ser
analisada, sendo preenchido com 5 mL de amostra com 10 gotas de uma solucéo de
hidroxido de sédio (<5%). Em seguida foi adicionada uma medida padrdo do
conteudo do frasco 2 e misturado. Apds 5 minutos 4 gotas do frasco 3 foram
adicionadas e, ap6s novamente 5 minutos a coloracdo desenvolvida foi comparada

com a escala de cores que acompanha o kit para determinagao da concentragao.

4.5.1 Degradacgéo do isopropil xantato de sodio

A degradacao do isopropil xantato de sédio foi monitorada em todos os

estudos para garantir que os peixes sempre estavam expostos ao contaminante.

Inicialmente uma curva de calibragao foi construida de acordo com o método
de analise espectrofotométrica de Woodcock; Jones (1973) com diferentes
concentracdes de solugio de ions xantato com subsequéncia leitura de absorbancia
em espectrofotdmetro de absor¢cao molecular, a 301 nm. O preparo desta curva de
calibragao foi realizado medindo 1 L de agua deionizada em um baldo volumétrico e
transferido este para um Becker, onde um pHmetro foi imerso para ajuste de pH em
8,5 com solugdes de NaOH previamente preparadas. Em seguida preparou-se uma
solugao de concentragao 50 mg L™ a partir de 0,05g de isopropil xantato de sddio foi
preparada e o pH foi imediatamente ajustado para 8,5 para evitar qualquer
degradacao do reagente. Esta solugado foi diluida em diferentes concentragdes,
cujas aliquotas foram transferidas para uma cubeta de quartzo, sendo a absorbancia
medida em um espectrofotdmetro de absor¢do molecular a 301nm. Os resultados de
absorbancia e de concentragao foram plotados em um grafico e a linearizacdo da
curva forneceu uma equacao da reta que permitiu o calculo das concentragdes de

ions isopropil xantato nas solugbes em estudo.

4.6 Avaliagoes estatisticas dos dados

Os resultados dos parametros metabdlicos sdo expressos como médias *

erro padréo, e para cada tratamento foi utilizado um n=5. Posteriormente, foi
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aplicado o teste estatistico ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas de
Dunnett. As analises tem nivel de significancia de P<0,05 e foram realizadas por
meio do programa Graph Pad InStat 3.00 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA), conforme (ZAR, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos de ecotoxicidade

Devido a inexisténcia de trabalhos relacionados a alteracido no metabolismo
do D.rerio e também de estudos de ecotoxicidade do contaminante isopropil xantato
de sodio sobre esta espécie, usou-se citagdes de trabalhos com agroquimicos que

estdo classificados e outras espécies de peixes.

5.1.1 Reservas de Glicogénio

Os exemplares de Danio rerio expostos ao isopropil xantato de sodio no
periodo de 48 horas demonstraram uma alteracdo nos niveis de glicogénio. Apenas
na concentracdo de 16 mg L™ foi observado um aumento significativo (£ 348%),

quando comparado ao grupo controle (CTR), conforme Gréfico 1.

Grafico 1 - Reservas de glicogénio do Danio rerio exposto ao isopropil xantato
de sodio em diferentes concentragdes
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mmol glicose™ g tecida™

CTR 45 13 16 18 23
Concentracio de isopropil xantato de sadio [mg L™

Resultados expressos como média + erro padrdo. ANOVA seguido de teste de Dunnett (A)
indica aumento significativo entre CTR e a concentragédo dos ions xantato e (B) indica que néo
houve alteragéo significativa entre CTR e a concentragdo dos ions xantato (P<0,05 e n=5).
Fonte: Autoria propria, 2015.

Frente as demais concentragcbes nao foram observadas alteragdes

significativas nas reservas de glicogénio, sugerindo uma tentativa em preservar essa
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reserva para suprir uma futura demanda energética inerente aos processos de
manutencdo da homeostasia. Resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo também foram constatados por outros autores, avaliando diferentes
agroquimicos em outras espécies de peixes.

Miron et al.(2009), utilizando Rhamdia quelen (jundid) exposto ao clomazone
e quinclorac, observaram um aumento no glicogénio hepatico e uma redug¢do nos
niveis de glicose e lactato, indicando uma gliconeogénese hepatica aumentada,
sugerindo uma estratégia de armazenamento de energia devido ao aumento da
demanda metabdlica para o processo de detoxificacdo. O efeito do aumento no
glicogénio hepatico em peixes Leporinus obtusidens (piava) com o uso de
clomazone se repetem novamente em estudos realizados por Crestani (2004).

Em 2006 Crestani et al. em outro estudo, expos o Rhamdia quelen (jundia)
ao herbicida clomazone e constatou novamente aumento nos niveis de glicogénio
hepatico. Ja no tecido muscular, esses autores constataram uma reducao
significativa. Esse mesmo resultado observado por Crestani et al., em 2006, nos
diferentes tecidos, foi encontrado também por Glusczack et al. (2006) na mesma
espécie de peixes usando glifosato como contaminante, o que pode indicar que o
estresse quimico causado pelo herbicida € acompanhado por degradacéao rapida do
glicogénio muscular. Orug; Uner (1999) propdéem que o glicogénio muscular foi
utilizado como fonte de energia para compensar a situagao de estresse acumulando
as reservas de glicogénio no figado caso a contaminagéo prossiga, sendo este um
dos efeitos do estresse oxidativo em peixes.

Sinhorin et al. (2014) observaram uma reducgéo significativa (x 41%) nos
niveis de glicogénio do figado e no musculo no Pseudoplatystoma corruscans
(surubim) exposto ao herbicida glifosato. Igualmente, Rempel (2014) também
observou redugado no glicogénio hepatico e muscular de Rhamdia quelen (jundia)
exposto aos herbicidas glifosato e herbimix.

Uma vez que o figado é o orgdo mais importante para a sintese e
armazenamento de glicogénio, mantem a manutengcdo dos niveis de glicose
sanguinea, bem como € um tecido de desentoxicagdo de contaminantes. Assim, os
niveis de glicogénio podem apresentar resultados diferentes, havendo aumento ou
redugao, e, essa variagao depende da espécie estudada, do contaminante e das
concentragoes utilizadas (SUAREZ; MOMMESEN, 1987).
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5.1.2 Niveis de Glicose e Lactato

Os niveis de glicose demonstraram um aumento significativo apenas nos
grupos de 16 mg L™ (x 234%) e de 23 mg L™ (x 162%), quando comparados ao

grupo CTR, como pode ser observado no Grafico 2.

Grafico 2 - Niveis de glicose do Danio rerio exposto ao isopropil xantato de
sddio em diferentes concentracdes
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Resultados expressos como média = erro padrdo. ANOVA seguido de teste de Dunnett. (A)
indica aumento significativo entre CTR e a concentragdo dos ions xantato e (B) indica que nao

houve alteragéo significativa entre CTR e a concentragdo dos ions xantato (P<0,05 e n=5).
Fonte: Autoria proépria, 2015.

Nos niveis de lactato foi observado um aumento significativo nas
concentragbes de 13 mg L™ (x 279%), 16 mg L™ (+ 284%) e 18 mg L™ (x 268),
contudo houve uma reducéao significativa (x 69%) na concentragéo de 4,5 mg L™,

quando comparados ao grupo CTR, conforme Grafico 3.



43

Grafico 3 - Niveis de lactato do Danio rerio exposto ao isopropil xantato de sddio
em diferentes concentracdes
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Resultados expressos como média + erro padrdo. ANOVA seguido de teste de Dunnett. (A)
indica aumento significativo entre CTR e a concentragdo dos ions xantato, (B) indica que nao
houve alteracdo significativa entre CTR e a concentragéo dos ions xantato e (C) indica redugéo
significativa entre CTR e a concentracéo dos ions xantato (P<0,05 e n=5).

Fonte: Autoria propria, 2015

Neste estudo ocorreu um aumento significativo nos niveis de lactato,
indicando que a exposicdo aos ions xantato pode levar a uma situacido de estresse
quimico ao peixe, e sugerindo uma possivel hipdxia tecidual pelo aumento da
demanda energética frente a exposigdo ao contaminante na busca pela homeostase,
levando ao uso de uma rota alternativa. Contudo, a redugao significativa na
concentragao de 4,5 mg L™, provavelmente, se deve a manutencgao das reservas de
glicogénio e nos niveis de glicose, pois ndo ocorreu redugao significativa em relagao
ao grupo controle como visto anteriormente.

Pode-se observar que mesmo variando o0s grupos quimicos de
contaminantes e a espécie de peixe, a influéncia sobre alteracbes no metabolismo
de carboidratos € demonstrada através das alteracbes nos niveis de glicose e
lactato sendo evidenciada por varios autores. Nos estudos em que espécimes de
Rhamdia quelen (jundia) foram expostos ao clomazone, Crestani (2004) observou
um aumento na glicose e no lactato, sugerindo que a hiperglicemia deve estar
associada a gliconeogénese por outra rota metabdlica que n&o a hepatica,
transformando lactato em glicose, e assim, aumentando os niveis deste no plasma.

Em outro estudo com o jundia exposto ao herbicida quinclorac, Menezes et al.
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(2014), também observaram um aumento nos niveis de lactato, sugerindo que a
exposicao ao quimico provoca estresse no animal e que ocorre uma dglicdlise
anaerobia em resposta aos efeitos do quinclorac sobre o esgotamento de energia.

Entretanto, Zeppenfeld et al.(2014) observaram uma redugdo nos niveis de
glicose para Rhamdia quelen (Jundia) no figado e musculo, quando foram expostos
somente ao estresse fisico, indicando que o metabolismo de carboidratos foi usado
para fornecer energia. Também foi observada a redugcédo dos niveis de lactato no
figado, sugerindo que o metabolismo aerdbio foi a principal fonte de energia, no
entanto, no musculo os niveis baixos de glicose foram associados com os niveis de
lactato elevados, indicando o uso concomitante da via anaerdbia. Rempel (2014),
em estudos com os herbicidas glifosato e Herbimix®, utilizando a mesma espécie de
peixe, também observou uma redugcédo dos niveis de glicose e um aumento nos
niveis de lactato.

Em estudos com Pseudoplatystoma corruscans (surubim) exposto ao
herbicida glifosato, Sinhorin et al. (2014) constataram uma redugéo significativa nos
niveis de glicose no plasma, indicando que a diminuicdo da glicemia pode ser
atribuida ao consumo rapido de glicose nos tecidos em reagdo ao contaminante,
porém no figado foi observado um aumento significativo. Ainda, os niveis de lactato
sofreram aumento significativo no plasma e no figado, contudo houve uma redugao
no musculo, indicando que provavelmente o tecido hepatico realizou glicogendlise
acompanhada da ativagao da gliconeogénese pelo lactato, originada pela intensa
atividade muscular em condi¢cdes de hipdxia (FONSECA et al., 2008). Entretanto,
Miron et al., (2009) observaram uma reducgao significativa nos niveis de glicose
(figado e musculo) e lactato para Leporinus obtusidens (piava) expostos ao

clomazone.

5.1.3 Jejum

O objetivo do grupo (J) era averiguar o quanto a alimentacdo poderia vir a
interferir nos parametros do metabolismo de carboidratos do D. rerio para assegurar
os resultados do glicogénio, glicose e lactato, avaliando que as alteragdes nos
parametros bioquimicos sao realmente da acdo do contaminante e n&o do jejum.
Isso justifica porque nao foi seguida a NBR 15088 (ABNT, 2011), que recomenda a

realizagdo dos estudos com os peixes em jejum.
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As demandas de energia para manter os processos vitais dos peixes durante
0 jejum sdo atendidas através da mobilizagdo das reservas de energia (VIGLIANO et
al., 2002). No presente estudo ndo houve alteragdes significativas no lactato e nas
reservas de glicogénio para o grupo que permaneceu em jejum no periodo de 48
horas. Porém, pode-se observar uma leve redu¢do do glicogénio, sugerindo um
possivel inicio da glicogendlise que ainda n&o é suficiente para a manutengédo da
glicose. Pois ha, uma reducao significativa (x 73%) na concentracdo de glicose
sanguinea (0,29 = 0,03) no grupo (J) quando comparado ao grupo (CTR) (1,1

0,09), podendo ser observada no Grafico 4.

Grafico 4 - Parametros bioquimicos do grupo jejum comparados ao grupo controle
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Resultados expressos como média * erro padrdo. ANOVA seguido de teste de Dunnett. (a)
indica reducdo significativa entre CTR e o jejum e (b) indica que ndo houve alteragédo
significativa entre CTR e o jejum (P<0,05 e n=5).

Fonte: Autoria propria, 2015.

Resultados semelhantes foram encontrados para outras espécies de peixes.
De acordo com Pérez-Jiménez et al.(2007), Dicentrarchus labrax (Robalo) entra num
estado de hipoglicemia a partir do primeiro dia de jejum. Furné et al. (2012) também
relatou que 5 dias de restricdo alimentar ja foram suficientes para uma diminuigao
significativa dos niveis de glicose sanguinea para Oncorhynchus mykiss (Truta arco-
iris). Pérez-Jiménez et al.(2012) constataram uma reducao nos niveis de glicose de

+ 51% em relagdo ao grupo controle para Dentex dentex, e ainda Ashouri et al.



46

(2014) também observaram uma diminuigdo na glicose em estudos com Acipenser
baerri baeerii (Esturjao Siberiano).

No entanto, Barcellos et al.(2010) observou em Rhamdia quelen (Jundia),
que o glicogénio hepatico teve um aumento nas 24 horas do inicio do jejum e apés 7
dias houve redugdo. O esgotamento precoce e rapido do glicogénio no figado de
peixes sugere que este é uma fonte primaria de energia em periodos de restricao
alimentar. Ja a glicose sanguinea ndo teve uma modificagcédo significativa nos seus
niveis, mantendo-se constante durante os diferentes periodos do jejum. A
manutengado nos niveis de glicose em Pagrus pagrus submetidos ao jejum também
foi relatada por Caruso et al. (2012). Segundo, Navarro; Gutiérrez (1995) nas fases
iniciais do jejum ocorre a ativagao do glicogénio hepatico, a fim de manter os niveis

de glicose no plasma e satisfazer as exigéncias de energia.

5.1.4 Determinacéo da CL50

Nos ensaios de ecotoxicidade aguda, em 48 horas, ndo foi verificada
mortalidade no grupo controle (CTR) e no grupo jejum (J). Da mesma forma, os
peixes expostos ao reagente isopropil xantato de sédio nas unidades experimentais
de concentracdes de 45 mgL™, 13 mgL™" 16 mgL"'e 18 mg L™ também nao
apresentaram mortalidade. Entretanto, nas unidades experimentais em que o D.
rerio foi exposto as demais concentrac¢des foi verificada 100% de mortalidade logo
nas primeiras 24 horas do ensaio. Contudo, na concentragao de 23 mg L™ ocorreu a
morte de 21 individuos de um total de 45 peixes (x 47%).

A CL50 (48h) do reagente isopropil xantato de sédio obtida para a espécie
estudada apresentou um valor estimado de 23 mg L™, conforme NBR 15088 (ABNT,
2011), sendo esta considerada ligeiramente toxica, de acordo com as classes de
toxicidade aguda para organismos aquaticos apresentados por Zucker (1985),

conforme tabela 1.
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Tabela 1 - Classes de toxicidade aguda para organismos aquaticos

Classe de Ecotoxicidade CL50(mg L™)
Extremamente téxico <01
Altamente téxico 0,1a1,0
Moderadamente téxico >1,0a 10
Ligeiramente toxico >10a >100
Praticamente nao toxico >100

Fonte: ZUCKER, 1985.

A CL50 (48h) do isopropil xantato de sodio obtida neste estudo foi inferior ao
que é apresentada nas especificagées técnicas. De acordo com Cytec (2000), a
CL50 é de 595 mg L™, sendo os ensaios ecotoxicoldgicos realizados para peixes da
espécie truta arco-iris, que € uma espécie maior do que D. rerio. Entretanto,
Fuerstanau (1974) utilizando a mesma espécie de peixe (truta arco-iris) determinou
que a CL50 para o isopropil xantato de sddio era de 18 a 20 mg L™, sendo esse
resultado muito proximo ao que foi determinado neste estudo. Ainda, Hawley (1972)
determinou a CL50 do isopropil xantato de sddio para Pimephales promelas e o
valor obtido foi de aproximadammente 5,6 mg L™, sendo considerado de elevado
poder de toxicidade este contaminante. A NBR 15088 recomenda o uso de
Pimephales promelas e D.rerio para a realizagdo de ensaios ecotoxicologicos por se
tratarem de espécies de tamanho reduzido e necessitarem de parametros da agua
bem proximos.

Ainda, podemos observar em estudos realizados por Kreutz et al. (2008)
com Rhamdia quelen (jundia), onde determinaram a CL50 de quatro herbicidas, dois
fungicidas e um inseticidas, sendo eles respectivamente: glifosato (7,3 mg L™),
atrazina (10,2 mg L™), atrazina-simazina (10,5 mg L™), mesotrione (532 mg L™),
tebuconazol (5,3 mg L™), estrobilurina e triazol (9,9 mg L™) e metil-paration (4,8 mg
L™), pois alguns aspectos da toxicidade destes agroquimicos necessitavam ser
investigados para que no futuro esses dados sejam uteis na realizagdo de estudos

dos efeitos a longo prazo.
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5.2 Monitoramento da qualidade da agua

De acordo com Goulart; Callisto (2003) € de extrema importancia o
monitoramento das propriedades fisico-quimicas na avaliagdo dos impactos
ambientais que ocorre no ambiente aquatico, pois constata imediatamente as
modificagbes nos parametros fisico-quimicos da agua, ocorrendo a identificagéo
precisa da variavel modificada e determinando as concentracbes alteradas. A
Resolucdo CONAMA 357 (BRASIL, 2005) estabelece para as classes | e Il das
aguas o valor minimo de OD de 5,0 mg L™ para a preservagéo da vida aquatica.

A tabela 2 mostra os resultados dos valores dos parametros de qualidade da

agua realizada em todos os estudos.

Tabela 2 - Parametros de qualidade da agua em fungdo da concentragéo
de ions xantato

Concentragdes de isopropil xantato de sodio (mg L)

5 15 20 25 30 35 40 45 50
oD 7,05 7,05 71 1,27 7,95 7.8 137 73 7.5
pH 7.7 8,48 7,18 7,45 7,57 774 7,02 7,82 732

Dureza 59,87 43,9 48,19 48,1 40,16 52,21 47,39 494 46,7
Cloretos 11,58 15,94 11,56 13,25 15,04 11,95 12,95 12,9 13,55

Parametros
daagua

As unidades dos paradmetros da agua sao expressas em: OD (mgO, L™"), dureza (mgCaCO;
L™") e cloretos (mgCl L™"). Fonte: Autoria propria, 2015.

A partir desses dados, foi possivel observar que ao longo dos estudos as
concentragbes de OD em todos os aquarios permaneceram dentro dos limites
aceitaveis para NBR 15088 (ABNT, 2011) e Resolugdo CONAMA 357/2005, estando
acima do limite exigido de 5,0 mg L. Adicionalmente, o pH da agua permaneceu
entre 7,18 a 8,48 indicando que nao houve influencia do pH sobre a degradagao dos
ions xantato, pois de acordo com Silva et al. (2014), o reagente apresenta
degradacao somente em valores de pH inferiores a 7,0.

Os valores de dureza da agua também permaneceram constantes variando
de 40,16 a 59,87 mgcaco, L. As concentragbes de cloretos também apareceram
estaveis na faixa de 11,56 a 15,94 mg L, sendo o valor inferior aos padrbes de
qualidade da agua estabelecidos pela Resolugdgo CONAMA 357/2005 (BRASIL,
2005).
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Adicionalmente, a concentracdo de nitrogénio amoniacal foi medida nos
primeiros estudos e apresentou valores inferiores a 0,5 mg L. Esses resultados
iniciais permitiram observar que ndo houve adigdo significativa deste composto na
agua dos estudos, sendo descartada a significancia dos excrementos dos peixes
sobre os resultados. A temperatura da agua variou de 22,7 a 24,9 °C, conforme
recomendado pela NBR 15088 (ABNT, 2011). Todos os resultados dos parametros
de qualidade da agua comprovam que ndo houve variagbes nas caracteristicas da
agua de abastecimento, excluindo-se qualquer interferéncia relacionada a

composi¢ao da agua fornecida durante o periodo dos estudos.

5.2.1 Degradacgéo do isopropil xantato de sédio

A curva de calibragao para a determinacdo das concentragdes de isopropil

xantato de sédio nos estudos é apresentada no grafico 5.

Grafico 5 - Curva de calibracdo ions xantato
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Fonte: Autoria propria, 2015.

Foi verificado que no momento da diluicdo das concentracbes nominais dos
ions xantato em agua ocorreu redugao em seus valores. Os testes de ecotoxicidade

foram realizados com as concentragdes aferidas como € demonstrado na tabela 3.
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Tabela 3 — Concentragdes dos ions xantato nominais e aferidas no estudo

Concentragdo nominal 5mgL™

15mgL™

20mg L™

25mgL™

30 mg L™

Concentragao aferida 45mgL™

13mglL™

16mglL™

18 mgL™

23mgL™

Fonte: Autoria proéria, 2015.

O monitoramento das concentragdes do contaminante na agua pode ser

visualizado no grafico 6. A degradacdo das concentragdes dos ions xantato durante

o periodo dos estudos foi de no maximo 17%, comprovando que o isopropil xantato

de sodio esteve presente na agua durante todo o periodo. E importante observar

que dentre as concentragdes investigadas, as mais elevadas (40 a 50 mg L™)

apresentaram uma redugdo na concentracao (degradagdo) a partir das 24 h,

podendo ser algum mecanismo decorrente da formagao de grumos que pode ocorrer

com muitas espécies organicas em altas concentragdes.

Grafico 6 - Concentragao de ions xantato em fungao do tempo dos estudos
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Além disso, é importante enfatizar que o pH esteve na faixa de 7,18 — 8,48,

mostrando que a degradacao do isopropil xantato de sédio nao foi decorrente do pH,

pois de acordo com SILVA et al. (2014), a estabilidade dos ions xantato em fungao
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do pH, ocorre em meio acido (abaixo de 7,0), sendo este composto totalmente
degradado em 24 horas em pH 3,0.

Este resultado também é importante para justificar o uso da metodologia de
analise da CL50 (secédo 4.2.3), pois ndo houve degradagédo superior a 20% da

substancia quimica utilizada neste estudo.
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6 CONCLUSOES

A exposicdo ao isopropil xantato de sodio alterou o metabolismo de

carboidratos do D. rerio, aumentando os niveis de glicose e lactato.

A CL50 (48h) do reagente isopropil xantato de sodio para o Danio rerio foi
estimada em 23 mg L™ (IC 95%).

O jejum alterou o metabolismo de carboidratos do D.rerio, reduzindo o nivel

de glicose.

O isopropil xantato de sodio em diferentes concentragdes néo provocou

alteracgdes nas caracteristicas da agua de abastecimento.

O isopropil xantato de sédio é estavel, mantendo, pelo menos, 80% da

concentracdo durante os estudos.
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