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RESUMO 

 

SILVA, M. A. Ensaios de toxicidade aguda e crônica com Cd, Cu e (Cd + Cu) em 

Tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus). 2013. 124 p. Dissertação (Mestrado) – 

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 

2013.  

 

Este estudo teve por objetivos conhecer aspectos da toxicidade de Cu e Cd, 

separadamente e em combinação (Cu+Cd) em tilápias (Oreochromis niloticus), 

verificando possíveis efeitos sinérgicos ou antagônicos. Determinou-se nessas 

situações, a bioacumulação dos metais no tecido muscular, brânquias e fígado dos 

espécimes, ênfase ao potencial bioindicador da espécie. Para tanto, ensaios de 

toxicidade aguda na forma estática foram conduzidos por um período de 96 horas. 

Previamente a esses, foram realizados testes preliminares com as referidas 

espécies químicas em concentrações logarítmicas, com o intuito de se determinar os 

intervalos onde 100% de mortalidade e 100% de sobrevivência eram observados 

para a espécie. Através desta etapa estabeleceram-se para os ensaios de toxicidade 

aguda, as concentrações de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 mg L-1 para Cu e Cu+Cd e 

de 0,0, 1,0, 5,0, 10,0, 25,0 e 50,0 mg L-1 para Cd. As variáveis temperatura, pH, 

amônia, oxigênio dissolvido e metais dissolvidos foram aferidas no início e a cada 24 

horas. A dureza total foi monitorada apenas para os tratamentos controle, no início e 

término dos experimentos para fins de verificar a qualidade da água. Para os 

ensaios crônicos, conduzidos na forma semi-estática e com duração de 21 dias, 

duas concentrações de cada metal foram utilizadas, onde o critério de 

estabelecimento dos valores foi a CL50/10 e a média dos logaritmos das CL50/10 e 

CL50/100. Amostragens para verificação da bioacumulação foram realizadas em 24 e 

96 horas, 07, 14 e 21 dias, sendo que durante essas amostragens, as variáveis pH, 

temperatura, oxigênio dissolvido, amônia e teores de metais nas soluções foram 

determinadas. Como nos ensaios anteriores, a dureza total foi determinada no 

primeiro e último dia para controle de qualidade da água. As CL50-96h para o cobre, 

cádmio e cobre+cádmio foram respectivamente 3,53 mg L-1, 20,13 mg L-1 e 1,36 mg 

L-1 Pode-se observar durante os ensaios preliminar e agudo, uma acentuada 

precipitação do Cu principalmente nas maiores concentrações, isso em decorrência 

do produto de solubilidade do hidróxido de cobre formado nas cubas experimentais. 
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Nessas concentrações, observou-se que o Cd apresentou redução quando em 

combinação, atribuído à co-precipitação ocorrida com o Cu. No que diz respeito à 

bioacumulação dos metais nos órgãos e tecidos, pode-se observar, com algumas 

exceções, que o fígado, devido às suas funções metabólicas, apresentou uma maior 

acumulação, seguido das brânquias e tecido muscular. A tilápia apresentou maior 

resistência ao CdCl2.H2O do que ao CuCl2 tendo a combinação das duas espécies 

químicas potencializado a toxicidade de forma sinérgica. Esse estudo possibilitou 

concluir que a aferição das concentrações efetivas dos elementos de interesse 

durante ensaios de toxicidade é de relevante importância, pois a concentração 

esperada para as espécies químicas dissolvidas podem diferir daquelas esperadas, 

em função do elemento analisado e do tempo de duração do experimento. 

 

Palavras-chaves: Oreochromis niloticus. Cádmio. Cobre. Sinergismo. CL50.  
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ABSTRACT 

 

SILVA, M. A. Acute and chronic toxicity tests with Cd, Cu and (Cd + Cu) on the 

Nile Tilapias (Oreochromis niloticus). 2013. 124p. Dissertação (Mestrado) – 

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 

2013.  

 

The aim of this work was to assess for the toxicity of Cu and Cd, separately and in 
combination (Cu+Cd) in tilapias (Oreochromis niloticus), checking for the possible 
synergical  or antagonic effects. In these situations, the bioaccumulation of metals in 
muscle tissue, gill and liver were determinated, emphasizing the potential bioindicator 
of the specie. Acute toxicity test in static mode were carried out for a period of 96 
hours. Prior to these, preliminary tests were performed with such chemical species in 
logarithmic concentration, in order to establish the range of concentrations in which 
100% mortality and 100% survival were observed for the specie. Through this step, 
concentrations of 0.0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 and 10.0 mg L-1 for Cu and Cu+Cd and of 0.0, 
1.0, 5.0, 10.0, 25.0 and 50.0 mgL-1

 for Cd were defined in acute toxicity assays. 
Temperature, pH, ammonia, dissolved oxygen and dissolved metals were measured 
at the beginning and every 24 hours. Total hardness was monitored only for the 
control treatments, in the beginning and at the end of the experiments to check the 
water quality. Semi-static chronic assays, were conducted during 21 days, by using 
two concentrations of each metal. Concentrations were calculated as CL50/10 and 
average of logarithms of CL50/10 and CL50/100. Samplings for assessing the metals 
bioaccumulation were performed at 24 and 96 hours, 07, 14 and 21 days. In a mean 
time, pH, temperature, dissolved oxygen, ammonia and dissolved metals were also 
determinated. Like in previous assays, total hardness was determined in the first and 
in the last day. The LC50 for copper, cadmium and copper+cadmium were 
respectively 3.53 mg L-1, 20.13 mg L-1 and 1.36 mg L-1. A precipitation of copper 
hydroxide, moreover for the higher concentrations were observed in both, preliminary 
and acute assays. On these situations, Cd concentration was decreased when 
combined, assigned to the co-precipitation occurred with Cu. Liver, due to it 
metabolic functions, showed higher metals accumulation, followed by gills and 
musclular tissue. It can be concluded that tilapia showed greater resistance to 
CdCl2.H2O, than to CuCl2 and with the combination of the two chemical species, 
potentiated the toxicity of synergic form. This study also enabled to conclud that 
measurement of effective concentrations of the elements of interest during test of 
toxicity is relevant, because the concentrations obtained may differ to those 
expected, according to the element and the duration of the experiment.  
 

Keywords: Oreochromis niloticus. Cadmium. Copper. Synergism, LC50.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

O rápido e acentuado crescimento da população, o processo de urbanização, 

as atividades industriais e agrícolas e a exploração dos recursos naturais, têm como 

consequência a contaminação dos ecossistemas aquáticos, uma vez que estes são 

considerados recipientes finais de substâncias produzidas e liberadas no ambiente, 

tanto de forma natural ou antrópica (BRAYNER, 1998; BINEY et al., 1994; 

SPERLING, 1993). 

Esse processo gera um estresse contínuo na natureza, com efeitos agudos 

ou crônicos à saúde dos ecossistemas e ao homem (BRAYNER, 1998; BINEY et al., 

1994). 

A magnitude desses efeitos sendo função da concentração e propriedades 

físicas e químicas dos compostos introduzidos, dos produtos finais de sua 

transformação, tempo de exposição, e características físicas e químicas do ambiente 

entre outras variáveis (COSTA et al., 2008).  

Nesta gama de possibilidades, os metais tóxicos são de particular interesse, 

pois, podem alterar processos bioquímicos e fisiológicos, vitais ao metabolismo dos 

organismos (ATLI; CANLI, 2008). 

Os metais são conhecidos como essenciais (Cr, Ni, Se, Fe, Zn, Cu, Mn, Co e 

Mo) e não essenciais (As, Sb, Hg, Pb, Cd, TI, Ag, e Sn), onde no primeiro grupo 

encontram-se aqueles que desempenham papéis cruciais no metabolismo dos 

organismos, cujas quantidades de ótimo encontram-se em um estreito intervalo de 

concentrações. Ao contrário, os não essenciais não desempenham funções 

biológicas conhecidas e seus efeitos sobre a biota são considerados deletérios, 

mesmo em concentrações normalmente encontradas no ambiente (ZAGATTO; 

BERTOLETTI, 2008; AZEVEDO; CHASIN, 2004).  

Para ambos os grupos, quando introduzidos no sistema aquático, podem 

sofrer transformações químicas, as quais potencializam danos à saúde dos 

organismos expostos. Nessas condições, comprometimento da reprodução, 

alterações morfológicas, bioquímicas, histológicas e letalidade, podem ocorrer 

(SORENSEN, 1991; HEATH, 1995). Sendo assim, a realização de testes 

toxicológicos que avaliem o comportamento e as transformações dessas 
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substâncias químicas no ambiente e os seus possíveis efeitos sobre os organismos, 

tornam-se de utilidade (USEPA, 2002). 

A aplicação desses testes na análise ambiental tem sido crescente, em 

acordo às transformações químicas no ambiente. É um instrumento de grande 

importância na busca do grau de toxicidade em diversos corpos hídricos e na 

detecção da capacidade de um agente tóxico em produzir efeitos deletérios aos 

organismos vivos, servindo, dessa forma, como uma potente ferramenta para mitigar 

os impactos antrópicos a que o ambiente está exposto (MAGALHÃES; FILHO, 

2008). 

Testes toxicológicos que utilizam peixes como organismos bioindicadores 

estão se tornando ferramentas promissoras na atualidade, por serem de importância 

para o auxílio na mitigação de efeitos causados à biota (HEATH, 1995). Essa classe 

de organismo apresenta alterações bioquímicas e fisiológicas características como 

respostas à exposição às substâncias químicas, constituindo-se dessa maneira, em 

bons bioindicadores para detectar possíveis problemas ambientais (BOMBAIL et al., 

2001).  

Uma vasta quantidade de estudos utilizando a espécie Oreochromis niloticus 

como bioindicadora em testes toxicológicos podem ser encontrados na literatura. 

Isso se deve principalmente às suas características como, fácil manipulação, 

adaptação ao cativeiro, manutenção em laboratório, sensibilidade à presença de 

poluentes, resistência a doenças, entre outras, que a qualifica como modelo 

biológico apropriado para essas finalidades (FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 

2007; WU; LIN; YANG, 2008; ALMEIDA et al., 2002).  

Alguns contaminantes, dependendo de seu grau de resistência a degradação 

biótica e/ou abiótica, podem se acumular em tecidos e órgãos de organismos, ou 

ainda sofrer o processo conhecido como biomagnificação. Dessa maneira, o 

conhecimento das concentrações destes nos tecidos e órgãos dos organismos 

aquáticos, permite avaliar a que nível essa toxicidade se verifica, auxiliando de certa 

forma, a realizar uma redução nos impactos causados por esses poluentes na saúde 

dos ecossistemas aquáticos e consequentemente na saúde dos seres humanos. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1. Testes toxicológicos 
 

 

Testes toxicológicos são ensaios laboratoriais realizados em condições 

experimentais específicas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de 

substâncias, efluentes industriais e amostras ambientais (água ou sedimento). 

Nesse contexto, organismos são expostos a diferentes concentrações da amostra 

e/ou xenobióticos, sendo em função da dose e tempo de exposição, observados e 

quantificados os efeitos tóxicos produzidos sobre estes (COSTA et al., 2008).  

Os referidos ensaios possibilitam estabelecer limites permissíveis para 

diversas substâncias químicas e avaliar os impactos de poluentes sobre os 

organismos de um determinado ambiente (MOURA, 2009).  

Os testes toxicológicos integram conceitos da ecologia, no que diz respeito à 

diversidade, representatividade e significado ecológico dos organismos, e conceitos 

da toxicologia, em relação aos efeitos adversos dos poluentes sobre as 

comunidades biológicas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).  

A utilização desses testes torna-se cada dia mais importante para as 

avaliações dos impactos ambientais, informando o efeito tóxico que um xenobiótico 

pode causar em um ecossistema como um todo. (RODRIGUES, 2002).  

Nessas avaliações, as informações geradas em programas de monitoramento, 

constituem-se em importante subsídio ao conhecimento global da área de estudo, 

pois informa a respeito da extensão da poluição, da deterioração ou da melhoria 

gerada; permitindo avaliar a eficiência de ações mitigadoras adotadas e normas ou 

guias que estejam em vigor, elaboradas com fins de proteção ambiental (RAYA-

RODRIGUES, 2000).  

Deste modo, testes toxicológicos são utilizados em rotina nos órgãos 

ambientais no âmbito do licenciamento e da fiscalização de atividades 

potencialmente causadoras de poluição, bem como do monitoramento da qualidade 

das águas, sendo mais aplicados em ações preventivas (KNIE; LOPES, 2004).  
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A padronização de ensaios toxicológicos foi iniciada no Brasil por Rocha et. al. 

em 1971, conforme descrito no relatório da FESB-CETESB1, (1971 apud ZAGATTO; 

BERTOLETTI, 2008, p. 10). 

Um programa internacional de padronização de testes de toxicidade aguda 

com peixes foi desenvolvido em 1975, pelo Comitê Técnico de Qualidade das Águas 

da International Organization for Standardization (ISO), com participação da 

Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de São Paulo 

(CETESB) a convite da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) 

(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

Para a realização desses ensaios utilizam-se organismos conhecidos como 

bioindicadores, que reagem à poluição com modificações de suas funções vitais 

normais, ou que são capazes de acumular poluentes, sendo dessa forma utilizados 

para avaliação da qualidade ambiental. Dentre esses organismos podem-se 

destacar algas, microcrustáceos e peixes, entre outros (RODRIGUES, 2002).  

Um critério relevante no emprego dessas espécies é a sua disponibilidade, 

representatividade do ecossistema em estudos e sensibilidade a uma diversidade de 

agentes químicos, de maneira a possibilitar a obtenção de resultados precisos, 

exatos e reprodutíveis (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006). 

Os testes toxicológicos podem ser classificados em agudos e crônicos, 

diferindo basicamente entre si, na duração, concentração das espécies químicas e 

nas respostas finais medidas.  

Segundo Lombardi (2004), os testes de toxicidade aguda são experimentos 

de curta duração, proporcionando rápidas respostas em estudos sobre efeitos 

tóxicos letais, em que o objetivo é determinar a Concentração Letal Média (CL50) de 

certa substância sobre os organismos aquáticos, em um tempo de 24 a 96 horas de 

exposição, avaliando os efeitos, em geral severos e rápidos, sofridos pelos 

organismos expostos ao agente analisado.  

 

 

 
_______________________ 

                                                           
1
 FESB – CETESB. Estudos efetuados na represa de Americana e no trecho do Rio Atibaia, a montante do 

reservatório. Relatório Técnico. São Paulo. 67p. 1971. 
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O fato de uma substância química não produzir efeitos tóxicos sobre os 

organismos aquáticos em testes de toxidade aguda não indica que ela não seja 

tóxica para estes (COSTA et al., 2008), sendo que uma exposição ao agente 

estressor, em níveis subletais, pode não levar a morte do organismo, mas pode 

causar distúrbios fisiológicos e/ou comportamentais. Estes efeitos não são 

detectados em testes de toxicidade aguda, necessitando de ensaios de toxicidade 

crônica, os quais avaliam os efeitos de substâncias químicas sobre espécies por um 

período que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste 

(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).  

Quanto à dinâmica, os testes podem ainda ser classificados de acordo com 

Costa et al. (2008) em estáticos, semi-estáticos e de fluxo contínuo.  

No sistema estático os organismos são expostos à mesma solução durante 

todo o período de ensaio. Este se aplica a testes de curta duração e com 

substâncias não voláteis ou pouco degradáveis. No sistema semi-estático, em geral, 

há a troca periódica e parcial (~25% do volume) dessas soluções através da sua 

substituição nos recipientes que encerram o ambiente experimental e nos sistemas 

em fluxo contínuo, as soluções testes fluem continuamente, sendo recomendados 

em testes de longa duração.   

Os testes ecotoxicológicos com todas as possibilidades que encerram na 

mensuração da poluição ambiental, permitem ainda desenvolver estudos científicos 

que definam a capacidade de assimilação do meio, a compreensão dos processos 

naturais, os efeitos dos poluentes sobre o homem e aos ecossistemas, bem como os 

efeitos sinérgicos e cumulativos de diferentes poluentes (SÁNCHEZ, 2006). 

 

 

2.2. Testes de toxicidade aguda 
 

 

O teste de toxicidade aguda é usado com o objetivo de estabelecer a 

concentração de um determinando contaminante que produz efeitos danosos a um 

organismo, por meio de um curto tempo de exposição e que resulta em danos 

biológicos severos ou a morte destes (PANKRATZ, 2001). Esses efeitos tóxicos 



23 

 

estão relacionados com a concentração do contaminante no ambiente e com o 

período de exposição dos organismos. 

Estes testes avaliam uma resposta rápida e severa dos organismos a um 

estímulo que se manifesta, em geral, em um intervalo de 0 a 96 horas. Normalmente 

o efeito observado é a letalidade ou outra manifestação que a antecede, como o 

estado de imobilidade em invertebrados (MAGALHÃES; FILHO, 2008).  

Ensaios de toxicidade aguda têm como resultado as concentrações letais 

médias (CL50) ocorridas em um curto período de tempo, disponibilizando dessa 

maneira, informações para estudos futuros e mais criteriosos como testes de 

toxicidade crônica e avaliação de risco ecotoxicológicos (LOMBARDI, 2012). 

Estudos com essas finalidades, utilizando peixes como organismos-testes, 

vêm sendo desenvolvidos a fim de obter uma resposta ampla dos efeitos tóxicos de 

várias substâncias.  

Para o caso das espécies químicas empregadas nesta pesquisa, pode-se 

mencionar alguns estudos, como descrito abaixo. 

Boock e Machado Neto (2005) avaliaram a toxicidade aguda do oxicloreto de 

cobre na espécie Poecilia reticulata. Estes autores expuseram os organismos a 

concentrações crescentes do fungicida por 96 horas, obtendo um valor para a CL50 

de 0,1 mg L-1 de oxicloreto de cobre, correspondendo a 0,06 mg de cobre 

metálico/litro. Os autores também observaram, através de um teste de 

bioacumulação, que ocorreu um acúmulo de cobre na espécie, sendo que uma 

eliminação total do metal se deu apenas na menor concentração exposta.  

Gomes et al. (2009) estimaram a CL50 de cobre (CuSO4.5H2O) e cádmio 

(CdCl2.H2O) para piauçu, Leporinus macrocephalus e curimatã Prochilodus 

vimboides. Os autores encontraram os valores de 0,047 e 0,090 mg L-1 para o cobre 

e 3,16 e 7,42 mg L-1 para o cádmio para curimatã e piauçu, respectivamente. Os 

mesmos concluíram que entre as duas espécies avaliadas, o curimatã se mostrou 

mais adequado para estudos toxicológicos da bacia do rio Doce devido a sua alta 

sensibilidade aos metais. 

Lam et al. (1998) determinaram a concentração letal média dos metais cobre 

e zinco, assim como avaliaram a expressão gênica de metalotioneínas em fígado e 

guelras de carpa comum (Cyprinus carpio) e tilápias (Tilapia mossambica) através 

da exposição dessas a concentrações subletais por três semanas. Os autores 

concluíram que níveis de metalotioneínas em carpa comum não é um biomarcador 
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apropriado para o monitoramento da poluição ambiental, enquanto que em tilápias 

esta mostrou uma melhor sensibilidade no monitoramento da contaminação por 

metais.  

De uma forma geral, os testes agudos são baratos, confiáveis e simples de 

desenvolver, porém existem algumas limitações, tais como: não avaliam a maneira 

como a mortalidade aumenta após a exposição, uma vez que esses testes são de 

curta duração; utiliza-se apenas uma espécie e um estágio de vida; varia na 

sensibilidade dos organismos a um poluente e é insensível a efeitos subletais que 

possam levar a morte por exposição prolongada (MAGALHÃES; FILHO, 2008).  

Amostras de muitas localidades não produzem ou produzem apenas efeitos 

marginais em testes de toxicidade aguda, não revelando assim a relação 

fundamental entre a concentração e o efeito, que é crucial para a avaliação da 

toxicidade. No entanto, as condições locais podem atribuir certos aspectos de 

instabilidade em longo prazo ao ecossistema. Deste modo, testes de toxicidade 

crônica são fundamentais para avaliar a ação dos poluentes nos organismos em um 

período mais prolongado (MAGALHÃES; FILHO, 2008).  

 

 

2.3. Testes de toxicidade crônica  
 

 

No ambiente aquático, em geral, os organismos estão expostos a níveis 

subletais dos poluentes que, embora não os levando necessariamente ao óbito, 

pode causar distúrbios fisiológicos e/ou comportamentais em longo prazo. Esses 

efeitos não são detectados em testes de toxicidade aguda, sendo necessário o uso 

de ensaios de toxicidade crônica (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).  

Ensaios crônicos permitem avaliar os possíveis efeitos indiretos causados 

pelas substâncias químicas como, por exemplo, alterações na sobrevivência dos 

organismos, nas funções biológicas, tais como reprodução, desenvolvimento de 

ovos, crescimento e maturação, no comportamento, modificações fisiológicas, 

bioquímicas e histológicas, dentre outras (BURTON; MACPHERSON, 1995).  

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade crônica são geralmente 

expressos como CENO ou CEO, que são respectivamente, a maior concentração do 
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agente tóxico que não causa efeito deletério estatisticamente significativo nos 

organismos e a menor concentração do agente tóxico que causa efeito deletério 

estatisticamente significativo nos organismos (COSTA et al., 2008).  

Em ambientes aquáticos a ocorrência dos efeitos crônicos é mais frequente, 

devido à diluição pontual e dispersa dos xenobióticos oriundos das águas de 

contribuição, às relações antagonistas entre as substâncias, à rápida associação 

que ocorre entre a maioria das partículas e a matéria húmica e à sedimentação de 

sólidos em suspensão. Dessa forma, os organismos são expostos à baixas 

concentrações de determinados poluentes durante longos períodos de tempo, 

ocasionando efeitos crônicos a níveis subletais e até mesmo letais ao longo do 

tempo (MAGALHÃES; FILHO, 2008).  

Estudos com objetivo de determinar os possíveis efeitos adversos de muitos 

xenobióticos em condições prolongadas de exposição a concentrações subletais, 

utilizando peixes como espécies bioindicadores vêm sendo desenvolvidos. Entre 

esses se pode citar Dias et al. (2007) que verificaram os efeitos tóxicos do cloreto de 

mercúrio em concentrações subletais sobre o quadro histológico de Oreochromis 

niloticus, analisando o baço, coração e encéfalo dos organismos. Os autores 

observaram alterações como hiperplasia e hipertrofia dos centros de 

melanomacrófagos no baço, enquanto que no coração e encéfalo as alterações 

histológicas observadas não forem relevantes.  

Flores-Lopes e Malabarba (2007) avaliaram através de análises histológicas, 

algumas alterações ocorridas no fígado de Lambarí (Astyanax jacuhiensis) 

provenientes das lagoas de estabilização do Sistema Integrado de Tratamento dos 

Efluentes Líquidos, que é responsável pelo tratamento dos efluentes gerados pelo 

Polo Petroquímico do Sul, em três períodos de amostragem (janeiro e abril de 1999 

e outubro de 2002). Os autores verificaram que as alterações histopatológicas no 

fígado dos organismos eram de intensidade leve a moderada, concluindo assim 

certa eficácia do sistema de tratamento de efluentes líquidos.  

Almeida et al. (2001) analisaram o impacto sob o metabolismo de 

Oreochromis niloticus devido a uma exposição de cádmio (CdCl2) a doses subletais 

por 7 dias. Os autores concluíram que essa exposição induziu a alterações 

metabólicas na espécie estudada, tais como: aumento da glicólise do músculo 

vermelho e redução de proteínas e glicólise no músculo branco.  
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Atli e Canli (2008) determinaram os níveis de metalotioneínas (Mts) nos 

tecidos de Oreochromis niloticus expostos a diferentes concentrações subletais de 

Cd (CdCl2.H2O), Cu (CuCl2.2H2O), Zn (ZnCl2) e Pb (Pb(NO3)2) por um período de  

14 dias. Os autores verificaram através deste estudo que níveis de metalotioneínas 

no fígado aumentaram apenas durante a exposição ao cádmio, indicando que este é 

o principal indutor dessas proteínas no órgão estudado.  

Segundo Terra e Feiden (2003) a expressão de muitos agressores ambientais 

somente torna-se visível quando estão presentes em altas doses. Entretanto, 

quando eles existem em porções menores, seus efeitos na bagagem genética dos 

indivíduos interferem nas suas funções fisiológicas, altera a frequência reprodutiva 

e/ou a qualidade e quantidade de organismos gerados.  

Sendo assim, a realização de testes de toxicidade crônica ao mesmo tempo 

em que completa o teste de toxicidade aguda, fornece informações a respeito da 

sensibilidade e dos efeitos adversos nos organismos, expostos durante um longo 

período a diversos agentes tóxicos presentes em baixas concentrações no 

ambiente. 

 

 

2.4. Peixes como bioindicadores da qualidade da água 
 

 

A estruturação física, química e dinâmica dos ecossistemas aquáticos vem 

sendo alteradas de maneira significativa em função de múltiplos impactos 

ambientais. Estes provêm de atividades antrópicas e acarretam queda da qualidade 

da água, com possível perda de biodiversidade aquática (GOULART; CALLISTO, 

2003).  

Para melhorar os programas de avaliação desses impactos nesses 

ambientes, faz-se necessária a utilização de organismos bioindicadores como 

representantes da biota (NAIGAGA et al., 2011).  

Os peixes, por fazerem parte da dieta em muitos países e, em outros 

comporem a principal fonte de proteínas, (SILVA FILHO et al., 2000), constituem-se 

bons bioindicadores dos efeitos de poluentes. Devido à sua sensibilidade diferencial 

à poluição, eles estão sendo, cada vez mais, utilizados para detectar possíveis 

problemas ambientais (BOMBAIL et al., 2001).  
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Esses organismos apresentam várias respostas bioquímicas e fisiológicas 

frente aos xenobióticos que podem resultar na adaptação ao poluente ou induzir 

efeitos negativos na sobrevivência e em suas condições fisiológicas (DE SMET; 

BLUST, 2001; BEGUM, 2004).  

Ensaios utilizando os peixes como espécies bioindicadoras permitem avaliar 

parâmetros como mortalidade, alterações comportamentais, bioacumulação e danos 

a tecidos e células. Esses efeitos auxiliam estimar de uma forma mais aprofundada 

a estabilidade do ecossistema aquático (OLIVEIRA-RIBEIRO; GUIMARÃES; 

PFEIFFER, 1996).  

Considerados padrão em testes de toxicidade aguda e crônica, a utilização 

desses organismos tem sua importância ecológica e econômica, uma vez que 

ocupam níveis tróficos elevados, acumulando altos teores de contaminantes através 

da biomagnificação e são considerados parte da dieta alimentar para o homem 

(REYNOLDSON; DAY, 1993). 

 

 

2.5. Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) 
 

 

 

Figura 1 - Organismo Teste: Oreochromis niloticus 

 

 

A Tilápia do Nilo ocupa a seguinte posição sistemática de acordo com 

LINNAEUS,1758: Reino: Animalia; Filo: Chordata; Classe: Osteichthyes; Ordem: 

Perciformes; Família: Cichlidae; Subfamília: Pseudocrenilabrinae; Gênero: 

Oreochromis; Espécie: niloticus.  
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A primeira espécie de tilápia introduzida no Brasil foi à tilápia-do-congo 

(Tilápia rendalli) que chegou ao estado de São Paulo em 1953. Em 1971 foram 

importados pelo DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra a Seca) a Tilápia 

do Nilo (Oreochromis niloticus) e a Tilápia de Zanzibar (Oreochromis urolepis 

hornorum) introduzidas no nordeste brasileiro, originária da Costa do Marfim, África 

Ocidental (LOVSHIN, 2000).  

A tilápia é um peixe encontrado em quase todo o país, tanto em cultivos 

comerciais como em reservatórios e açudes, sendo que entre as diversas espécies 

de tilápias utilizadas na piscicultura, a do Nilo (Oreochromis niloticus), tem sido a 

mais cultivada, tornando-se assim a espécie mais popular no Brasil (HILSDORF, 

2011). Possui grande potencial industrial e tem demonstrado boa adaptação às 

condições climáticas brasileiras. A alta qualidade de sua carne faz da tilápia um 

produto de grande interesse para o processamento industrial e com boa aceitação 

pelo mercado consumidor (DIAS et al., 2007). Esta espécie apresenta distribuição 

geográfica restrita a regiões com temperatura mínima de até 20,0º C, sendo que 

quando corretamente aclimatada, pode ser cultivada em temperatura de até 14,0ºC, 

suportando temperaturas mínimas letais de 8,0 a 13,0ºC. Por outro lado, 

temperaturas em torno de 41,0ºC são consideradas como limite superior e a faixa 

ótima fica compreendida entre 26,0 e 28,0ºC (ZANIBONI FILHO, 2004; KUBITZA, 

2000).  

As tilápias apresentam uma considerável tolerância a altas salinidades, o que 

pode ser devido à sua provável origem marinha, suportam baixas concentrações de 

oxigênio dissolvido, assim como ampla faixa de alcalinidade e toleram altas 

concentrações de amônia, comparadas à maioria dos peixes. Em relação ao pH, 

considera-se o intervalo 7 e 8, como aquele ideal (TAVARES-DIAS, 2003; ZANIBONI 

FILHO, 2004, KUBITZA, 2000).  

A espécie Oreochromis niloticus pertence a um importante grupo de peixes, 

sendo reconhecida como modelo biológico, devido à sua fácil manipulação, 

adaptação ao cativeiro, manutenção em laboratório e sensibilidade a presença de 

poluentes (WU; LIN; YANG, 2008; ALMEIDA et al, 2002).  

Todos esses atributos levam a espécie a ser considerada adequada para 

ensaios laboratoriais de toxicidade, sendo um ótimo modelo para avaliação do 

ecossistema aquático. Devido a isso, as mesmas são utilizadas frequentemente para 
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a investigação da toxicidade de substâncias contaminantes em ecossistemas 

aquáticos (GIRÓN-PÉREZ et al., 2007; ALVES-COSTA, 2001).  

Deprende-se dessas características que muitos trabalhos, com diferentes 

objetivos, foram conduzidos empregando-se este organismo como bioindicador. 

Ensaios em meio contendo Cu, Cd e Zn, foram conduzidos objetivando-se verificar 

respostas dos organismos quanto à presença dos metais de forma isolada e em 

diferentes combinações, na produção de enzimas do estresse oxidativo e produção 

bruta de MTs (TONISSI, 2009). 

Garcia-santos et al. (2007) verificaram após a exposição a CdCl2 o 

aparecimento de lesões nas brânquias de Oreochromis niloticus devido a crescente 

contaminação no ambiente aquático.  

Figueiredo-Fernandes et al. (2007) analisaram alterações histopatológicas no 

epitélio hepático e branquial de Oreochromis niloticus expostas a diferentes 

concentrações de cobre (CuSO4). Este trabalho revelou influência do cobre ao nível 

da histologia da brânquia e do fígado, demonstrando os efeitos em diferentes 

concentrações.  

Almeida et al. (2009), avaliaram a possível ligação entre exposição ao CdCl2, 

produção de marcadores hepáticos do estresse oxidativo e a agressividade em 

Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). Pode-se concluir com esses estudos, que o 

metal altera as enzimas antioxidantes e do estresse oxidativo, ao mesmo tempo em 

que diminui a agressividade da espécie. 

Garcia-Santos; Fontainhas-Fernandes e Wilson (2006) observaram que a 

tolerância ao Cd pela Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é alta e concluíram que 

esta espécie poderia contribuir de modo significativo para a compreensão do 

mecanismo de toxicidade pela exposição ao cádmio em organismos aquáticos. 

A tilápia pode também absorver moléculas orgânicas, como aquelas dos 

agroquímicos largamente empregados na agropecuária. 

Estudo sobre a verificação da contaminação de Oreochromis niloticus, 

coletadas em frigoríferos do Estado Paraná, por compostos organofosforados e 

carbamatos, mostrou a necessidade de monitoramento constante quanto à presença 

de resíduos de praguicidas nesta importante matriz alimentícia, devido à 

possibilidade de contaminação dos tanques de criação nas pisciculturas 

(RODRIGUES et al., 2009).  
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Henares et al. (2008) realizaram um estudo envolvendo a toxicidade aguda e 

os efeitos histopatológicos do herbicida diquat na brânquia e no fígado da tilápia 

nilótica. Os autores verificaram que o diquat apresentou baixo risco de intoxicação à 

essa espécie e as alterações histopatológicas mais severas ocorreram somente nas 

concentrações mais elevadas. 

Através dos estudos citados anteriormente, pode-se verificar que a espécie 

Oreochromis niloticus é frequentemente utilizada em testes toxicológicos, sendo 

reconhecida como um bioindicador apropriado para verificar a qualidade ambiental, 

aferindo desse modo na saúde do ecossistema.  

 

 

2.6. Fatores que influenciam a toxicidade 
 

 

Diversos fatores influenciam diretamente na toxicidade dos xenobióticos, entre 

os quais, pH, dureza da água, material orgânico dissolvido, estágios nutricionais, 

temperatura, biologia da espécie em questão e biodisponibilidade dos metais, entre 

outros (SPRAGUE, 1990). 

De acordo com Aragão e Araújo (2006), a dureza total da água (composta 

principalmente por cálcio e magnésio) pode interferir na toxicidade de muitos 

poluentes, especialmente os metais. Estes se tornam menos tóxicos em águas 

consideradas duras, devido à competição dos íons Ca2+ e Mg2+ pelos sítios ativos de 

absorção dos organismos (LOCK et al., 2007) e à complexação dos metais em altas 

concentrações de hidróxidos e/ou carbonatos, associados normalmente à dureza 

elevada (SAMPAIO, 2008).  

Esse fato pode ser verificado por Ebrahimpour, Alipour e Rakhshah (2010), 

que avaliaram a toxicidade de Cu e Zn em Capoeta fusca em águas mole, dura e 

muito dura (40, 150 e 380 mg L-1 CaCO3) e concluíram que a mesma diminuiu com o 

aumento da dureza da água.  

O pH de uma solução também podem interferir na toxicidade de um metal 

tanto pela competição de prótons como pela especiação química e 

biodisponibilidade dos metais na solução. Na primeira situação os prótons 

competem pelos grupos funcionais existentes na membrana celular das brânquias e 

com as moléculas de carbono orgânico dissolvido, com isso há uma maior 
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quantidade de íons metálicos livres na solução. Devido a isso, em baixos valores de 

pH, as moléculas de carbono orgânico dissolvido são protonadas, resultando em 

maior toxicidade para os organismos (VIJAYAVEL, 2010).  

Em valores mais elevados de pH, a formação de hidróxidos e carbonatos 

metálicos é favorecida, levando a uma diminuição das espécies em sua forma livre, 

mais disponíveis à absorção pela biota, reduzindo desta forma a toxicidade 

(VIJAYAVEL, 2010). 

Estudos realizados com alevinos de Poecilia reticulata, mostraram que o pH 

exerceu um forte efeito sobre a sobrevivência da espécie no Lago Dunas, reduzindo 

significativamente a toxicidade com o aumento dessa variável (ARAÚJO et al., 

2008).  

Çoğun e Kargin (2004), estudando os efeitos do pH sobre a mortalidade e 

acumulação de cobre (CuSO4.5H2O) nos tecidos de Oreochromis niloticus puderam 

concluir que em valores baixos de pH (5,5) a acumulação de cobre nos tecidos da 

espécie em questão se mostrou maior comparado com os outros valores testados 

(7,8 e 9,5), revelando o aumento da toxicidade desse elemento com baixos valores 

de pH.  

Outro fator que influencia a toxicidade dos contaminantes é a complexação 

dos metais com a matéria orgânica dissolvida. Essa relação pode ser constatada 

pelos autores Hollis, Muench e Playle (1997), que estudando a influência da matéria 

orgânica dissolvida sobre a absorção do cobre (CuSO4.5H2O) nas brânquias de 

“rainbow trout”, observaram a redução da toxicidade devido à diminuição do cobre 

livre na solução.  

Os autores também discutiram a influência do cálcio (CaCl2.2H2O) sobre o 

acúmulo de cádmio (CdCl2.H2O) nas brânquias dos mesmos organismos e 

concluíram que o cálcio apresenta um efeito protetor contra a toxicidade do cádmio 

por meio do mecanismo de competição. Portanto, situação ótima para um peixe 

sobreviver à poluição por metal, seria viver em água dura contendo quantidades 

moderadas de matéria orgânica dissolvida. 

Estudos sobre a influência do cálcio e ácido húmico sobre a toxicidade de 

cádmio (CdCl2.2,5H2O) em Rhinella arenarum revelou que o Ca+2 na água ofereceu 

proteção contra a absorção e a acumulação do metal por meio de inibição 

competitiva. Nos sistemas contendo ácidos húmicos, uma quantidade de cádmio na 
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solução foi complexada, tornando-se assim menos biodisponíveis, diminuindo 

consequentemente sua toxicidade (MASTRÁNGELO; AFONSO; FERRARI, 2011). 

El Deen, Zaki e Osman (2010), estudando a contribuição do ácido fúlvico na 

redução da toxicidade de cádmio em Oreochromis niloticus revelou que a presença 

de ácido fúlvico, reduziu consideravelmente a absorção do metal e a acumulação 

nos tecidos do peixe, enquanto que a quantidade de metal na água aumentou. 

O estado nutricional dos organismos expostos a substâncias poluidoras 

também tem uma grande influência na toxicidade das mesmas. Esse fato pode ser 

corroborado pelo estudo realizado por Pelgrom et al. (1994), onde Oreochromis 

mossambicus foram expostas a concentrações subletais de cobre e cádmio em 

condições de organismos alimentados e não alimentados. Os autores puderam 

concluir que a quantidade total de Cu e Cd acumulado durante a exposição foi 

influenciada pelo estado nutricional do organismo, onde os alimentados se 

mostraram mais resistentes à acumulação dos metais do que os não alimentados, 

mostrando que no primeiro caso houve uma redução da toxicidade dos metais. Os 

autores apresentaram duas explicações para esse fato, onde a primeira refere-se às 

consequências fisiológicas da restrição alimentar, que pode determinar a capacidade 

de lidar com substâncias tóxicas exógenas e a segunda, relacionada à formação de 

complexos de Cu com as fezes presentes na água de peixes alimentados. Esta 

explicação sendo a menos provável nas condições experimentais realizadas. 

Em relação à temperatura, o metabolismo energético dos organismos pode 

aumentar ou diminuir em função dessa variável, podendo ocorrer um aumento de 

duas vezes na taxa metabólica para cada aumento de 10°C na temperatura da água. 

Esse aumento também pode influenciar na solubilidade de algumas substâncias, 

assim como na quantidade de oxigênio dissolvido. Sendo assim, pode-se assumir 

que um aumento na temperatura resulta em maior toxicidade para determinadas 

substâncias. (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

Estudo realizado por Karakoç e Dinçer (2003) sobre o efeito da temperatura 

na acumulação de zinco nas brânquias, fígado e rim em Oreochromis niloticus 

mostrou que a acumulação do metal pelos órgãos em estudo foi maior na 

temperatura de 30°C do que a 15°C. Os autores concluíram que o aumento na 

temperatura causa mudanças na atividade metabólica de Oreochromis niloticus e a 

diminuição dessa variável diminuiu a absorção da taxa de Zn no organismo. 
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2.7. Toxicidade dos metais  
 

 

2.7.1. Cobre 
 

 

O cobre é um elemento traço essencial que apresenta um importante papel 

nas funções bioquímicas e fisiológicas dos organismos. Esse atua, entre outros, na 

participação da cadeia respiratória, síntese de hemoglobina, aproveitamento do 

ferro, síntese do colágeno e elastina e funciona como cofator para diferentes 

enzimas com papel central no metabolismo celular, por exemplo, lisil oxidase, 

citocromo c oxidase e superóxido dismutase (LEHNINGER, 1990; CHAMPE; 

HARVEY, 1996; MURRAY et al., 1998; revisto por SORENSEN, 1991; ISANI et al., 

2011).  

Ao mesmo tempo, o Cu livre é capaz de produzir espécies reativas de 

oxigênio, que prejudica o funcionamento de várias moléculas essenciais para a 

sobrevivência dos organismos. Por esse motivo, ele é fortemente regulado pelos 

organismos vivos através de complexos mecanismos homeostáticos que regulam a 

absorção, distribuição, sequestro e exportação (ISANI et al., 2011).  

Seu aumento no ambiente aquático deve-se principalmente ao 

desenvolvimento industrial, da agricultura e da mineração (SPERLING, 1993), e 

essa contaminação é de particular importância do ponto de vista ecológico, uma vez 

que esses são vistos como uma potente ameaça aos organismos desse 

ecossistema.  

A toxicidade do cobre pode ser influenciada por diversos fatores, entre eles o 

ambiente de exposição, forma química do elemento e espécie exposta, porém o 

mecanismo pelo qual o cobre agirá no organismo depende de sua absorção, que 

afetará diretamente a sua toxicidade. Uma vez absorvido, o cobre induz a vários 

danos fisiológicos e bioquímicos que podem resultar na morte do organismo exposto 

(SANCHEZ et al., 2005). 

Posteriormente a esta absorção, o cobre é preponderantemente transportado 

pelo sangue via proteína ceruloplasmina, como pode ser constatado pelo trabalho 

realizado por Pelgrom et al. (1995), que verificou após a exposição da tilápia 
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mossâmbica, a várias concentrações de cobre, que havia grande quantidade dessa 

proteína no sangue desses espécimes. 

Esse contaminante é reconhecido como um dos metais mais tóxico para os 

peixes, pois causa diminuição de sais no sangue do organismo ocasionado pelo 

efluxo de eletrólitos, acarretando um colapso cardiovascular devido à alta 

viscosidade resultante (WILSON; TAYLOR, 1993a e 1993b; revisto por HANDY; 

EDDY; BAINES 2002). 

De acordo com Li et al. (1998), a exposição ao cobre provoca várias 

alterações histopatológicas no epitélio branquial, como por exemplo a inibição da 

atividade da enzima Na+/K+-ATPase, através de sua alteração estrutural por meio da 

ligação covalente de Cu2+ livre a grupos SH da enzima, resultando em distúrbios 

osmorregulatórios. Com o intuito de restaurar a absorção branquial do Na+, 

mantendo a homeostase desse cátion no interior dos organismos, processos 

bioquímicos e fisiológicos são desencadeados pelos indivíduos expostos (LI et al., 

1998). Como exemplo, pode-se citar o estudo realizado por PELGROM et al. (1995) 

que observaram um incremento na produção de células mitocondriais, também 

chamadas de clorídricas, após exposição por seis dias a este metal em 

concentrações de 3,2 µM de cobre livre.  

Outras alterações devido à exposição prolongada desse metal foram também 

descritas, como por exemplo, a perda de controle ionoregulatório branquial, 

alterações histológicas nas brânquias e fígado, estresse oxidativo, mudanças no 

metabolismo hepático intermediário, redução no crescimento e falhas na reprodução 

(CHEN et al., 2012).  

 

 

2.7.2. Cádmio 
 

 

Conhecido como metal não essencial, o cádmio é persistente, não 

biodegradável e de toxicidade elevada, uma vez que causa efeitos deletérios aos 

organismos mesmo em baixas concentrações (BHAKTA; MUNEKAGE, 2008; 

SOARES et al., 2008; ALMEIDA et al., 2001). 
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Sua introdução no ambiente pode ser através de fontes antropogênicas e 

naturais, como atividades de fundição, produção de baterias, revestimentos 

eletrolíticos de metais, tintas, fertilizantes, estabilizadores plásticos, vulcanismo e 

queima de florestas (ROMAN et al., 2002; ATLI; CANLI, 2007; BURGER, 2008). 

Dentre os metais mais tóxicos presentes no sistema aquático, o cádmio está 

no topo, pois o mesmo apresenta uma meia vida biológica elevada, acumulando-se 

desde o menor invertebrado ao peixe carnívoro (ÇOĞUN; YÜZEREROĞLU; 

KARGIN, 2003).   

A exposição a esse metal pode perturbar as funções centrais, afetando vários 

processos bioquímicos e fisiológicos dos peixes, levando a várias alterações 

patológicas no fígado, testículos, cérebro, sistema nervoso, rins, baço e medula 

óssea (ALMEIDA et al., 2001; BENADUCE et al., 2008). Além disso, o Cd está 

relacionado à ocorrência de anemia, fraturas vertebrais, hipocalcemia, hipocalemia, 

hiperglicemia, diminuição da eficiência digestiva, alteração da sensibilidade do 

olfato, efeitos adversos no crescimento, reprodução e na regulação de íons. Natação 

errática e mortalidade podem ser também incluídas (BENADUCE et al., 2008, 

BURGER, 2008). 

Uma das principais causas de mortalidade dos organismos intoxicados ao 

cádmio é a hipocalcemia, através da inibição da absorção de cálcio pelas brânquias, 

bem como por células intestinais. Essa situação pode causar deformidades 

esqueléticas, alterações no equilíbrio de cálcio no organismo, modificações na 

integridade da membrana celular e na permeabilidade branquial (WONG; WONG, 

2000; WU; SHIN; HO, 2007; DE LA TORRE; SALIBIAN; FERRARI, 2000).  

Esse mecanismo de deficiência pode ser atribuído à ação competitiva de Cd2+ 

sob a via ativa Ca2+-ATPase basolateral das células clorídricas branquiais. Sendo 

assim, o aumento da concentração de Ca2+ na água constitui-se em benefício contra 

a deposição de cádmio nas brânquias dos peixes (CINIER et al., 1997; MATSUO et 

al., 2005)  

Outro efeito à exposição ao cádmio são as alterações de atividades 

enzimáticas, consequência da ligação do metal a seus grupos funcionais, 

deslocando metais essenciais como Cu e Zn, os quais estão associados a essas 

enzimas como co-fatores. Isso ocorre devido à semelhança química desse 

contaminante com o zinco, sendo facilmente absorvido por animais e estocado em 

órgãos na forma de complexos com metalotioneínas (Mts). Essa substituição de 
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cátions essenciais por Cd é um dos mais importantes mecanismos de efeito deste 

metal (SURA et al., 2006; LIONETTO et al., 2000; ERK et al., 2005).  

 

 

2.8. Bioacumulação 
 

 

Quando introduzidos no ambiente aquático, alguns xenobióticos podem 

apresentar características de persistência, ou exibirem alta resistência à degradação 

biótica e/ou abiótica, bioacumulando-se nos tecidos e órgãos dos organismos 

(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Essa bioacumulação é verificada quando uma 

substância contaminante é absorvida em uma proporção maior do que aquela que é 

excretada, ou eliminada (GOMES; SATO, 2011). 

O interesse por estudos de bioacumulação foi desencadeado na década de 

1960, devido à toxicidade em peixes e moluscos causada pelos resíduos de 

metilmercúrio, liberados por uma indústria de acetaldeído e cloreto de vinila no 

Japão, e pela elevada mortalidade e falhas reprodutivas em aves devido a 

lançamentos de pesticidas organoclorados (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

A acumulação de contaminantes metálicos em organismos aquáticos pode ser 

influenciada pela sua disponibilidade, que está relacionada à especiação química, 

competição com outros íons, capacidade de interação com substâncias particuladas 

e dissolvidas e mecanismos de absorção, regulação e eliminação das espécies 

expostas ao contaminante (CARRIQUIRIBORDE; RONCO, 2008). 

O tegumento (pele e escamas), respiração (brânquias e tegumento) e 

alimentação, podem ser consideradas algumas vias de introdução de substâncias 

contaminantes que podem acumular em peixes expostos a elas (GOMES; SATO, 

2011).  

Alguns fatores relativos aos contaminantes como solubilidade, estabilidade e 

estequiometria da molécula; relativos à água como carbono orgânico dissolvido, 

dureza total e salinidade; e relativos à biota como biotransformação, teor de lipídios, 

depuração, dieta, taxa metabólica e metalotioneínas são alguns fatores que são 

determinantes ao processo de bioacumulação (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).  
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Muitos estudos envolvendo mecanismos de bioacumulação de metais em 

organismos aquáticos e em órgãos e tecidos destes podem ser encontrados na 

literatura. 

Tao et al. (2012) estudando a bioacumulação de Cu, Zn, Cr, Ni, Cd e Pb em 

organismos aquáticos de diferentes níveis tróficos (fitoplâncton, zooplâncton, 

zoobentos e peixes) no lago Taihu, observaram que a concentração de metais 

seguiu a seguinte ordem, fitoplâncton>zooplâncton>zoobentos>peixes e que os 

metais essenciais apresentaram uma maior bioacumulação do que os não 

essenciais.  

Biuki et al. (2011) analisando o comportamento acumulativo do cádmio e 

chumbo em fígado de Chanos chanos após exposição a três concentrações 

subletais de cada poluente por períodos experimentais agudos (12, 24 e 96h) e 

crônicos (7, 14 e 21 dias) concluíram que a bioacumulação aumentou no órgão em 

questão com o tempo de exposição e com a concentração do poluente. 

Estudo relacionado à bioacumulação de cádmio (CdCl2.2.5H2O) em rins, 

fígado e músculo de Cyprinus carpio revelou que a concentração do metal no rim e 

fígado aumentou rapidamente para os níveis de saturação e uma correlação positiva 

aconteceu entre o aumento de metalotioneínas e aumento da tolerância do peixe ao 

metal. Os autores também concluíram que após três meses de exposição ao 

cádmio, a concentração do metal aumentou no músculo, indicando que após atingir 

o limite de saturação no fígado e rins, a acumulação do contaminante no músculo foi 

estimulada (CINIER et al., 1997).  

Dupreez e Steyn (1992), estudando a concentração dos metais Fe, Zn, Pb, Ni, 

Cu, Cd e Mn, observaram a presença destes em diferentes concentrações em todos 

os órgãos e tecidos analisados. Concentrações mais elevadas de Cd, Mn, Ni e Pb, 

foram encontradas no estômago, enquanto que o Zn foi encontrado nas gônadas. 

Cu e Fe sendo detectados em maiores concentrações no fígado.  

Mansouri, Ebrahimpour e Babaei (2012), estudando a bioacumulação e 

eliminação de níquel nos órgãos de Capoeta fusca, puderam encontrar uma ordem 

de bioconcentração nos tecidos e órgãos analisados, sendo 

brânquias>fígado>músculo>pele. Os autores também investigaram o processo de 

eliminação desse metal pelo peixe e concluíram que para a menor concentração 

testada (4,5 mg L-1) a ordem de detoxificação foi verificada na sequência: 



38 

 

brânquias>pele>músculo>fígado. Para a maior concentração avaliada (12,7 mg L-1), 

uma leve alteração sequencial foi observada: brânquias>pele>fígado>músculo. 
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3. OBJETIVOS 
 

 

3.1. Objetivo geral 
 

 

O presente estudo visa conhecer aspectos da toxicidade dos metais Cu 

(essencial) e Cd (não essencial), isoladamente e em associação, em Tilápia do Nilo 

(Oreochromis Niloticus). 

 

 

3.2. Objetivos específicos 
 

 

1. Determinar a toxicidade aguda (CL50) para Cu em tilápias; 

2. Determinar a toxicidade aguda (CL50) para Cd em tilápias; 

3. Determinar a toxicidade aguda (CL50) para Cd + Cu em tilápias; 

4. Verficar a existência de efeitos sinérgicos ou antagônicos desses elementos 

químicos sobre os organismos estudados; 

5. Observar essas interações em níveis de toxicidade crônica; 

6.  Determinar a bioacumulação dos metais cobre e cádmio no tecido muscular, 

brânquias e fígado de Oreochromis niloticus; 

7. Determinar o potencial das tilápias como bioindicadoras da contaminação 

existente por Cd e Cu  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Os ensaios de toxicidade foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia 

do Centro de Estudos Ambientais (CEA), Rio Claro – SP, Universidade Estadual 

Paulista. A metodologia empregada foi estabelecida conforme recomendações da 

ABNT 15088 (2004) e USEPA (2002). 

 

 

4.1. Organismos-teste 
 

 

Tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus), macho-revertidos, pesando 

aproximadamente 10,0 gramas, foram obtidas na Piscicultura Rio Nilo em São João 

da Boa Vista - SP e no Pólo Regional Vale do Paraíba em Pindamonhangaba, SP.  

Os organismos obtidos na piscicultura Rio Nilo foram utilizados nos 

experimentos preliminares e agudos, enquanto que aqueles obtidos no Pólo 

Regional foram acondicionados para serem empregados no ensaio crônico. 

 

 

4.2. Aclimatação dos peixes 
 

 

Os organismos-teste foram transportados ao laboratório de Ecotoxicologia do 

Centro de Estudos Ambientais de Rio Claro em sacos plásticos oxigenados, próprios 

para o transporte dos mesmos, onde foram acondicionados 100 indivíduos por 

unidade (Figura 2).   

No laboratório, duas caixas d’água de 500 litros de capacidade, contendo 

água desclorada e proveniente da rede de abastecimento (Figura 3) foram 

preparadas.  

A descloração da água foi efetuada por repouso, no interior de reservatórios 

de 1000 litros por um período mínimo de 02 dias (Figura 4). 
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Figura 2 – Acomodação das embalagens plásticas contendo os organismos-testes em 
veículo que efetua o transporte do lote de alevinos até tanque de aclimatação, no laboratório 
do CEA/UNESP, Rio Claro 
 

 

            

Figura 3 – Caixas d’água de 500 litros preparadas com água desclorada para aclimatação 
dos organismos-teste 
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Figura 4 – Reservatórios de 1000 litros, interno e externo a sala, utilizados no processo de 
descloração da água proveniente da rede de abastecimento 
 

 

Em um período de dois meses, anteriores à chegada dos organismos, o filtro 

biológico permaneceu em plena atividade com o objetivo de proliferar toda flora 

bacteriana necessária para promover uma filtragem adequada e consequentemente 

uma condição ótima para a manutenção dos organismos-teste.  

Para liberação, os peixes foram mantidos no interior dos sacos plásticos  

sob a água das caixas d’água por alguns minutos para que as temperaturas fossem 

equilibradas (Figura 5A). Após esta etapa, acrescentou-se lentamente água das 

caixas d’água no interior dos sacos plásticos para atingir o equilíbrio de pH (Figura 

5B). Posteriormente, os peixes foram introduzidos nas caixas d’água de 500 litros 

com auxílio de redes, iniciando-se o processo de aclimatação por um período de 

quinze dias (Figura 5C). 
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Figura 5 – Sequência do procedimento e equalização da temperatura da água contida na 
embalagem plástica com a temperatura da caixa d’água de aclimatação (A); adaptação do 
novo meio abiótico (B); liberação dos peixes com auxílio de uma rede (C) 
 

 

A água das caixas d’água de aclimatação passou por um processo constante 

de filtragem utilizando um filtro biológico tipo “Dry-Wet” contendo uma bomba 

submersa marca Resun com uma vazão de 3000 L h-1 (Figura 6). Para evitar 

escurecimento da água e alteração de variáveis, uma troca diária de 

aproximadamente 30% da água das caixas d’água de aclimatação foi realizada.  

A B 

C 
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Figura 6 – Filtro biológico tipo “Dry-Wet” utilizado para o processo de filtragem das duas 
caixas d’água de aclimatação 

 

 

Foi realizada a medição diária de variáveis físico-químicas da água 

(temperatura, pH e oxigênio dissolvido) nas caixas d’água de 500 litros durante o 

período de aclimatação dos organismos-teste. As medições da temperatura, pH e 

oxigênio dissolvido foram efetuadas utilizando-se a sonda YSI Incorporated 556 

MPS.  

Para controlar a temperatura nas caixas de aclimatação em valores próximos 

a 26,0±1°C, foi utilizado um termostato eletrônico marca Heater de 300 W. 

A alimentação dos organismos-teste foi realizada diariamente com ração 

comercial extrusada marca Fri-ribe, com teor proteico de 32% e 4,0 a 6,0 mm de 

granulometria. A ração comercialmente disponível foi triturada durante as primeiras 

semanas de aclimatação para que todos os peixes pudessem ter acesso à 

alimentação; posteriormente a este período, ração em seu tamanho normal foi 

oferecida aos organismos (Anexo A - Características nutricionais da ração). 
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4.3. Ensaios preliminares com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2 + CdCl2.H2O  
 

 

Os ensaios preliminares com os sais cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de 

cádmio (CdCl2.H2O) e cloreto de cobre (CuCl2) + cloreto de cádmio (CdCl2.H2O) com 

duração de 48 horas, foram realizados para que fossem estabelecidos os limites de 

concentrações a serem fixados nos ensaios definitivos desses metais.  

Os experimentos preliminares foram conduzidos em duplicata, abrangendo-se 

uma ampla faixa de concentrações dos elementos, distribuídas em forma logarítmica 

(HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977). Para isso, foram utilizados aquários de 

plásticos com o intuito de evitar a adsorção dos metais às paredes dos recipientes 

(Figura 7).  

Telas de proteção, evitando perdas de organismos foram empregadas em 

ambas às situações. 

 

 

Figura 7 – Cubas plásticas com telas na superfície, utilizadas nos ensaios de toxicidade 
com cobre, cádmio e cobre+cádmio 
 

 

As concentrações de Cu, Cd e Cu+Cd foram: 0,0 mg L-1 (Controle), 0,1 mg L-1, 

1,0 mg L-1, 10,0 mg L-1 e 100,0 mg L-1. Em cada um dos tratamentos, incluindo o 

controle, foram adicionados 05 organismos (Oreochromis niloticus) em aquários 

contendo 20,0 litros de solução.  

Os organismos utilizados nos ensaios preliminares permaneceram 

anteriormente à introdução do metal na solução, por um período de 48 horas de 

aclimatação nas cubas experimentais, apenas com água utilizada no teste.  
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De acordo com a ABNT (Norma Técnica n0 15.088), todos os organismos 

utilizados nos ensaios preliminares ficaram sem alimentação por um período de 24 

horas anteriores ao início do teste. 

Para o preparo das soluções nas cubas experimentais, partiu-se de uma 

solução-estoque de 1.000,0 mg L-1 Cu e Cd. Para a obtenção destas foram pesados 

2,11g do sal CuCl2 e 1,79g do sal CdCl2.H2O completando-se o volume a 1,0 L com 

água desionizada. 

Para as concentrações desejadas nos ensaios, foram acrescentados nas  

cubas experimentais das concentrações de 0,1 mg L-1, 1,0 mg L-1, 10,0 mg L-1 e 

100,0 mg L-1, após o período de aclimatação dos organismos, 2,0 mL, 20,0 mL, 

200,0 mL e 2,0 L respectivamente das soluções-estoque 1.000,0 mg L-1 de Cu e Cd, 

sendo que os mesmos volumes de água dos aquários foram retirados anteriormente 

à introdução dos metais.  

Antes da introdução das soluções nos aquários, os organismos-testes foram 

retirados das cubas experimentais e sua biomassa mensurada utilizando uma 

balança de prato em cima da marca BEL instalada no interior do laboratório (Figura 

8A). Os mesmos retornaram aos recipientes experimentais após a introdução e 

homogeneização das soluções (Figura 8B).  

 

 

Figura 8 – Determinação da biomassa dos organismos-teste anteriormente a adição dos 
metais nas cubas experimentais (A) e introdução dos organismos-teste nos aquários 
posteriormente a adição e homogeneização das soluções (B) 
 

 

A Tabela 1 ilustra a média das relações massa/volume (g L-1) dos cinco 

organismos-teste em conjunto, presentes nas cubas experimentais de cada 

concentração dos ensaios preliminares de CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 

respectivamente. 

A B 
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Tabela 1 – Relação massa/volume (g L-1) média, relativa aos cinco organismos-teste 
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentração referente aos ensaios 
preliminares de soluções CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O compreendidas entre 0,0 e 
100,0 mg L-1 
 

Concentração  
(mg L-1) 

CuCl2  

(g L-1) 
CdCl2.H2O  

(g L-1) 
CuCl2+CdCl2.H2O  

(g L-1)  
0,0 2,99 ± 0,23 3,07 ± 0,65 3,26 ± 1,29 

0,1  2,01 ± 0,31 2,83 ± 0,16 2,90 ± 0,50 

1,0  2,62 ± 0,07 3,74 ± 0,23 2,07 ± 0,55 

10,0  2,49 ± 0,79 4,03 ± 1,14 2,96 ± 0,42 

100,0  3,09 ± 0,58 3,76 ± 0,22 3,20 ± 0,83 

 

 

Os ensaios foram realizados na forma estática e conduzidos em meio de água 

livre de cloro. Oxigenação suplementar em cada cuba experimental para manter os 

níveis de oxigênio próximos da saturação foi suprida.  

As variáveis pH, temperatura, concentração de metal na solução e oxigênio 

dissolvido (OD), foram aferidas no início dos experimentos, e posteriormente a cada 

24 horas.  

Temperatura, pH e oxigênio dissolvido, foram medidos com auxílio da sonda 

YSI Incorporated 556 MPS (Figura 9), enquanto que a concentração do metal 

dissolvido, foi determinada utilizando-se o espectrômetro ótico (ICP-OES) marca 

Thermo Scientific, modelo ICAP 6000 série, em alíquotas de 10mL de solução, 

diluídas de forma apropriada à sensibilidade do equipamento. 

Os padrões utilizados para as determinações das concentrações de metais 

nas soluções foram 0,0, 0,1 mg L-1, 0,5 mg L-1, 1,0 mg L-1 e 2,0 mg L-1 e os 

comprimentos de ondas (λ) e limites de detecção (LOD) utilizados para analise foram 

324,7 nm; 2,66 µg L-1 e 228,8 nm; 8,25 µg L-1 para cobre e cádmio respectivamente.  
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Figura 9 – Determinação das variáveis pH, temperatura e OD através da utilização da 
sonda YSI Incorporated 556 MPS 

 

 

A dureza total, medida apenas no início do teste preliminar e nos controles, foi 

determinada utilizando-se titulação com EDTA, tomando-se como base a Norma 

ABNT 5761 (1984).  

A aferição da dureza apenas nos controles de cada ensaio preliminar deve-se 

à interferência dos metais presentes nas soluções. Essa interferência ocorre devido 

à constante de formação Cu2+-EDTA e Cd2+-EDTA serem maiores do que a 

constante de formação Ca2+-EDTA, sendo respectivamente 18,80; 16,46 e 10,70. 

Assim a visualização do ponto de viragem fica prejudicada devido à ligação metal-

EDTA serem significativamente mais fortes. 

Uma manutenção diária foi realizada nos aquários durante o período 

experimental. As fezes e outros resíduos presentes no fundo de cada aquário foram 

retirados por meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para 

que não houvesse acúmulo de resíduos nos aquários, os quais poderiam sofrer 

adsorção dos metais solúveis.  
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Figura 10 – Processo de manutenção diária das cubas experimentais através de 
sifonamento para retirada das fezes e outros resíduos acumulados no fundo dos aquários 
 

 

Os óbitos foram retirados dos aquários a cada 24 horas, pesados e 

dissecados. Fígado, brânquias e amostras do tecido muscular (Figura 11) foram 

retirados e acondicionados no congelador dentro de pequenas embalagens plásticas 

(Figura 12), para posterior preparo e determinação dos teores totais dos metais. 

 

           

Figura 11 – Fígado (A), Brânquias (B) e tecido muscular (C) retirados dos organismos-teste 

 

A 

B 

C 
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Figura 12 – Dissecação dos organismos-teste indicando a retirada do fígado, das brânquias 
e amostras do tecido muscular (A) e (B), e acondicionamento dos órgãos retirados em 
pequenos sacos plásticos para posterior preparo de amostras e determinação da 
concentração dos metais (C) 

 

Decorridas 48 horas de ensaio, os organismos sobreviventes foram 

sacrificados com auxílio de gelo, a uma temperatura próxima a 0°C (Figura 13A), 

ocorrendo o óbito dos organismos sacrificados cerca de alguns segundos após a 

colocação dos mesmos na água resfriada. A seguir, as amostras foram pesadas e 

dissecadas, sendo-lhes retirados o fígado, as brânquias e tecido muscular, os quais 

foram acondicionados em embalagens plásticas devidamente etiquetadas (Figura 

13B) e acondicionados em congelador.  

 

A B 

C 
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Figura 13 – Procedimento de sacrifício dos organismos-teste sobreviventes após 
completado o período de 48 horas do ensaio preliminar (A); Peixes acondicionados no 
interior de sacos plásticos devidamente etiquetados para armazenagem em congelador para 
futura dissecação (B) 

 
 

4.4. Ensaios agudos com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2 + CdCl2.H2O  
 
 

Com o objetivo de determinar a toxicidade aguda de cobre e cádmio em 

Oreochromis niloticus, foram realizados ensaios definitivos de duração de 96 horas 

com os metais nas formas isoladas e em combinação. A metodologia empregada 

nos ensaios definitivos foi estabelecida conforme recomendações da ABNT 15088 

(2004) e USEPA (2002).  

A A 

B 
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As concentrações estabelecidas para os ensaios definitivos foram baseadas 

nos resultados obtidos dos testes preliminares para essas mesmas substâncias. 

Estas estando compreendidas entre a maior concentração nominal do agente tóxico 

que não se observou letalidade e a menor concentração nominal do agente tóxico, 

que causou letalidade a 100% dos organismos (ABNT, 2004), além do tratamento 

controle.  

Para o teste agudo com CuCl2, as concentrações utilizadas foram: 0,0 mg L-1 

(Controle), 0,5 mg L-1 Cu, 1,0 mg L-1 Cu, 2,5 mg L-1 Cu, 5,0 mg L-1 Cu e 10,0 mg L-1 

Cu; para o teste com CdCl2.H2O utilizaram-se as seguintes concentrações: 0,0 mg L-

1 (Controle), 1,0 mg L-1 Cd, 5,0 mg L-1 Cd, 10,0 mg L-1 Cd, 25,0 mg L-1 Cd e 50,0 mg 

L-1 Cd; e para o teste com CuCl2 + CdCl2.H2O, as concentrações foram: 0,0 mg L-1 

(Controle), 0,5 mgL-1 (Cu+Cd), 1,0 mg L-1 (Cu+Cd), 2,5 mg L-1 (Cu+Cd), 5,0 mg L-1 

(Cu+Cd) e 10,0 mg L-1 (Cu+Cd), de cada um dos metais componentes da mistura. 

Os ensaios agudos foram realizados em triplicata, totalizando 18 aquários, 

contendo 10 organismos-teste e 40 litros de solução-teste em cada uma das 

unidades experimentais (Figura 14).  

 

 

Figura 14 – Vista da unidade experimental contendo 10 organismos-testes (Oreochromis 
niloticus) em aquário contendo 40 litros de solução 
 

 

Os organismos utilizados nos ensaios definitivos permaneceram em 

aclimatação nas cubas experimentais por um período de 48 horas, mantidos apenas 

com água utilizada no teste, previamente à introdução dos sais na solução. 

À semelhança dos ensaios preliminares, e em acordo com a Norma ABNT 

15088, todos os organismos utilizados nos ensaios agudos ficaram sem alimentação 

por um período de 24 horas. 
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A partir das soluções estoques 1.000,0 mg L-1 de Cu e Cd, foram introduzidos 

aos aquários 20,0 mL, 40,0 mL, 100,0 mL, 200,0 mL, e 400,0 mL para  

o estabelecimento das respectivas concentrações de 0,5 mg L-1 Cu e (Cu+Cd), 1,0 

mg L-1 Cu e (Cu+Cd), 2,5 mg L-1 Cu e (Cu+Cd), 5,0 mg L-1 Cu e (Cu+Cd) e 10,0 mg 

L-1 Cu e (Cu+Cd), quando considerados os ensaios de Cu e de Cu+Cd. Neste 

procedimento, os mesmos volumes de água dos aquários eram retirados 

anteriormente à introdução das soluções de metais.  

Para o experimento com cloreto de cádmio, foram acrescentados 0,040 L, 0,2 

L, 0,4 L, 1,0 L, e 2,0 L da solução-estoque de 1.000,0 mg L-1 Cd obtendo-se as 

concentrações de 1,0 mg L-1 Cd, 5,0 mg L-1 Cd,10,0 mg L-1 Cd, 25,0 mg L-1 Cd e 

50,0 mg L-1 Cd, respectivamente. 

Previamente à introdução das soluções aos aquários, os organismos-testes 

foram retirados das cubas experimentais e sua biomassa foi mensurada utilizando-

se a mesma balança de prato em cima utilizada nos ensaios preliminares.  

Os organismos-teste foram retornados aos recipientes experimentais após a 

introdução e homogeneização das soluções. 

As Tabelas 2 e 3, apresentam a média das relações massa/volume (g L-1) dos 

dez organismos-teste, de cada um dos tratamentos dos ensaios definitivos de CuCl2, 

CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 

 
 
Tabela 2 – Relação massa/volume (g L-1) média relativa aos dez organismos-teste 
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentração referente aos ensaios definitivos 
de soluções CuCl2 e CuCl2+CdCl2.H2O compreendidas entre 0,0 e 10,0 mg L-1 
 

Concentração  
(mg L-1) 

CuCl2  
(g L-1) 

CuCl2+CdCl2.H2O  
(g L-1)  

0,0  5,14 ± 1,76 5,95 ± 1,04 

0,5  4,09 ± 0,26 6,15 ± 0,32 

1,0  3,46 ± 0,83 4,87 ± 0,83 

2,5  4,04 ± 1,40 5,56 ± 0,43 

5,0  3,69 ± 1,21 5,11 ± 0,21 

10,0  4,13 ± 1,39 4,20 ± 0,20 
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Tabela 3 – Relação massa/volume (g L-1) média relativa aos dez organismos-teste 
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentração referente ao ensaio definitivo de 
CdCl2.H2O, compreendidas entre 0,0 e 50,0 mg L-1 
 

Concentração 
 (mg L-1) 

CdCl2.H2O  
(g L-1) 

0,0 3,70 ± 0,43 

1,0  3,44 ± 0,32 

5,0  4,40 ± 0,93 

10,0  4,82 ± 0,44 

25,0  3,79 ± 0,84 

50,0  4,40 ± 0,52 

 

 

A forma de condução deste ensaio agudo seguiu todo o protocolo empregado 

nos ensaios preliminares descritos, incluindo-se as variáveis monitoradas e os 

procedimentos de análises químicas. Exceção dada a variável amônia, que foi 

monitorada no início e a cada 24 horas, sendo analisada através do sistema de 

análises por injeção em fluxo (Flow Injection Analysis) (REIS et al., 1997).  

Os padrões utilizados para as determinações das concentrações dos metais 

presentes nas soluções para as amostras dos ensaios agudos foram 0,0; 0,5 mg L-1;  

1,0 mg L-1; 2,0 mg L-1 e 5,0 mg L-1. As análises tiveram como limite de detecção 

(LOD), 2,66 µg L-1 para cobre e 8,25 µg L-1 para cádmio, medições efetuadas a 

324,7 nm e 228,8 nm, para cobre e cádmio respectivamente.   

Para a aferição da amônia, 25,0 mL de amostras foram obtidas, em cada um 

dos aquários, no início do período experimental e, posteriormente, a cada 24 horas. 

As amostras foram preservadas pela adição de 25,0 µL de H2SO4 concentrado, e 

acondicionadas à temperatura de 40C até determinação (EATON; CLESCERI; 

GREENBERG, 1995), sendo filtradas em filtros de acetato de celulose de 0,45 µm. 

Os padrões utilizados para a determinação foram 0,0, 1,0 mg L-1, 2,0 mg L-1,  

4,0 mg L-1, 6,0 mg L-1 e 8,0 mg L-1 NH4
+ , e o LOD, 0,1 mg L-1.  

A concentração em mg L-1 de amônia livre na solução é função da 

temperatura e pH, e é calculado utilizando o valor percentual obtido a partir de tabela 

em pH e temperatura adequada, multiplicando-a pela concentração de amônia total 

presente na amostra (USEPA, 2002) (vide Anexo B).  
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A dureza total, medida no primeiro e último dia dos testes agudos nos 

controles, pelas razões explicadas no item 4.3, foi aferida utilizando-se o método 

titulométrico com EDTA, tendo como base a Norma ABNT 5761 (1984).  

Uma manutenção diária foi realizada nos aquários durante o período 

experimental. As fezes e outros resíduos presentes nos aquários foram retirados por 

meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para que não 

houvesse acúmulo de resíduos no fundo dos aquários, não causando dessa forma 

interferência nos resultados.  

A cada 24 horas de ensaio os óbitos foram retirados prontamente dos 

aquários, pesados e dissecados, retirando-se o fígado, as brânquias e tecido 

muscular (Figura 11), sendo estas acondicionadas no congelador dentro de 

pequenas embalagens plásticas (Figura 12), para futuras análises dos teores totais 

dos metais. 

Passadas às 96 horas de ensaio, os peixes sobreviventes foram sacrificados 

com auxílio de gelo, seguindo procedimento anteriormente descrito, conforme 

Figuras 13A e 13B. 

 
 

4.5. Ensaios crônicos com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2 + CdCl2.H2O  
 
 

Os ensaios crônicos dependem diretamente dos testes de toxicidade aguda, 

uma vez que as concentrações subletais utilizadas são calculadas a partir da CL50. 

Esses testes possibilitam avaliar o processo de intoxicação em condições não tão 

agressivas, permitindo desta forma a sobrevivência dos organismos expostos.  

Os organismos utilizados nesses ensaios foram fornecidos pelo Pólo Regional 

Vale do Paraíba em Pindamonhangaba, da APTA (Associação Paulista de 

Tecnologia do Agronegócio, Secretaria de Agricultura, SP), onde passaram pelo 

mesmo processo de adaptação elucidado no item 4.2 para os ensaios de toxicidades 

preliminar e agudo.  

Os ensaios crônicos com os sais CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2 + CdCl2.H2O 

tiveram duração de 21 dias e foram realizados simultaneamente.  

Os organismos utilizados nesses ensaios foram também submetidos à 

aclimatação nas cubas experimentais por um período de 48 horas, mantidos apenas 
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com água utilizada no teste, e os mesmos foram alimentados diariamente durante 

todo o período experimental com ração comercial extrusada marca Fri-ribe, com teor 

proteico de 32% e 4,0 a 6,0 mm de granulometria.  

O experimento foi constituído de duas concentrações de cada metal 

isoladamente e em combinação, sendo estas aproximadamente iguais a CL50/10 e a 

média dos logaritmos das CL50/10 e CL50/100. Essas concentrações foram 0,35 mg 

L-1 Cu e 0,120 mg L-1Cu; 2,0 mg L-1 Cd e 0,65 mg L-1 Cd; e 0,140 mg L-1 Cu+Cd e 

0,05 mg L-1 Cu+Cd.  

Para a obtenção dessas concentrações, partiu-se de uma solução estoque de 

1.000,0 mg L-1 de CuCl2 e CdCl2.H2O, onde seu preparo foi idêntico ao dos ensaios 

preliminar e agudo.   

Para a concentração de 0,35 mg L-1 Cu e 0,120 mg L-1 Cu, foi adicionado aos 

respectivos aquários 17,5 e 6,0 mL da solução-estoque 1.000 mg L-1 CuCl2; 100,0 e 

32,5 mL da solução-estoque 1.000 mg L-1 CdCl2.H2O para as concentrações 2,0 mg 

L-1 Cd e 0,65 mg L-1 Cd e 7,0 e 2,5 mL de ambas as soluções-estoque para 0,140 

mg L-1 Cu+Cd e 0,05 mg L-1 Cu+Cd, retirando-se os mesmos volumes de água dos 

aquários previamente à introdução do metal.  

A forma de introdução das soluções nas cubas experimentais deste ensaio 

crônico seguiu o mesmo protocolo dos experimentos preliminar e agudo, incluindo o 

procedimento utilizado para medida da biomassa.  

A Tabela 4, ilustra a média da relação massa/volume (g L-1) dos quinze 

organismos-teste em conjunto presentes nas cubas experimentais de cada 

concentração do ensaio crônico com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 

 

Tabela 4 – Relação massa/volume (g L-1) relativa aos quinze organismos-teste utilizados, 
nas cubas experimentais de cada concentração referente ao ensaio crônico com CuCl2, 
CdCl2.H2O, CuCl2+CdCl2.H2O 
 

Concentração 
(mg L-1) 

g L-1 

0,0 3,49 ± 0,16 

0,120 Cu 3,31 ± 0,74 

0,35 Cu 2,89 ± 0,73 

0,65 Cd 2,96 ± 0,97 

2,0 Cd 3,21 ± 0,69 

0,05 Cu+Cd 3,24 ± 0,17 

0,140 Cu+Cd 2,99 ± 0,02 
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O ensaio foi realizado de forma semi-estática, em duplicata, contendo 50 litros 

de solução-teste e 15 organismos em cada uma das unidades experimentais. Quatro 

unidades foram utilizadas para tratamento controle, sendo que dois desses aquários 

não foram alterados durante todo o período de duração do experimento, para que 

pudéssemos verificar a sanidade dos organismos e a validade do teste.  

Foram procedidas trocas de ¼ de volume de água em períodos de 96 horas 

objetivando-se manter as concentrações iniciais, (nível de tolerância de 10,0%). 

Para isso, foram removidos 12,0 litros de água com auxílio de balões volumétricos 

de 2,0 litros, repondo esse mesmo volume de água nas cubas experimentais com as 

respectivas concentrações dos metais, partindo-se para isso de soluções estoque de 

1.000,0 mg L-1 de CuCl2 e CdCl2.H2O.   

Foram procedidas, para cada tratamento, 06 amostragens de peixes, 0, 24 e 

96 horas (período de duração dos ensaios de toxicidade aguda) e a cada 07 dias, 

tendo-se como referência o início do ensaio. Durante essas amostragens, as 

variáveis pH, temperatura, oxigênio dissolvido, dureza total, amônia e teores de 

metais nas soluções foram determinadas.  

Para tanto 06 indivíduos do tratamento controle e dos tratamentos com metais 

foram coletados para as determinações dos teores totais dos metais e das 

metalotioneínas-MTs (não faz parte deste trabalho), sendo 02 destes destinados as 

determinações de metais totais.  

Os equipamentos utilizados para as determinações das variáveis, assim como 

os procedimentos de análises químicas empregados neste ensaio foram os mesmos 

utilizados para os testes preliminar e agudo.  

Para as determinações das concentrações de metais nas soluções, utilizou-se 

soluções padrão de 0,0, 0,1 mg L-1, 0,5 mg L-1, 1,0 mg L-1 e 2,0 mg L-1 e 

comprimentos de ondas (λ) e limites de detecção (LOD) para cobre e cádmio 324,7 

nm; 1,51 µg L-1 e 228,8 nm; 1,02 µg L-1 respectivamente.  

Para amônia, curvas analíticas de 0,0, 0,5 mg L-1, 1,0 mg L-1, 2,0 mg L-1, 4,0 

mg L-1, 6,0 mg L-1 e 8,0 mg L-1 NH4
+ , e 0,10 mg L-1, 0,25 mg L-1, 0,50 mg L-1, 1,0 mg 

L-1 e 2,0 mg L-1 NH4
+ foram empregadas. Nessas condições, o limite de detecção foi 

de 0,1 mg L-1.   

Uma manutenção diária foi realizada nos aquários durante todo o período 

experimental. As fezes e outros resíduos presentes no fundo de cada aquário foram 
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retirados por meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para 

que não houvesse acúmulo de resíduos no fundo dos aquários, não causando dessa 

forma interferência nos resultados.  

Os peixes amostrados foram sacrificados com auxílio de gelo, seguindo-se 

procedimento anteriormente descrito, conforme Figuras 13A e 13B. 

 

 

4.6. Resíduos gerados 
 

 

Todos os processamentos dos resíduos gerados nesta pesquisa foram 

baseados na Resolução CONAMA n0 430. Em acordo com esta Resolução, “os 

efluentes de qualquer fonte poluidora somente podem ser lançados diretamente no 

corpo receptor se estiverem nas condições e padrões estabelecidos com as Normas 

que preconiza”.  

Os resíduos gerados de cobre e cádmio, nessa pesquisa, acima de 1,0 mg L-1 

Cu e 0,2 mg L-1 Cd respectivamente, padrões de lançamento estabelecidos pela 

Resolução, foram armazenados em tambores plásticos resistentes com capacidade 

de aproximadamente 40,0 L, devidamente identificados, para posterior tratamento 

(Figura 15).  

A metodologia aplicada para o tratamento dos resíduos gerados nos 

experimentos baseou-se no Manual para Gerenciamento de Resíduos Perigosos da 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (FONSECA, 2009).  

Esses foram tratados utilizando-se de soluções concentradas de hidróxidos e 

de sulfetos, necessários para a precipitação de cada elemento químico (Figura 16). 

O destino final do precipitado resultante foi definido a critério do Laboratório 

de resíduos do CEA/UNESP, atendendo às prerrogativas do programa de 

gerenciamento de resíduos desta Instituição.  
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Figura 15 – Coleta e armazenamento dos efluentes gerados nos experimentos para 
posterior tratamento 
 

 

 

Figura 16 – Efluentes em tambores plásticos para o processo de evaporação. Etapa inicial 
do processo de tratamento dos efluentes 
 

 

4.6.1. Peixes gerados 
 

 

Os organismos-teste utilizados nos ensaios tiveram os órgãos de interesse 

retirados e coletados para a presente pesquisa. Os demais resíduos da carcaça 

foram incinerados e tratados como resíduo sólido, atendendo às normas do 

programa de gerenciamento de resíduos do CEA/UNESP. 
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4.7. Preparo de amostras 
 

 

Os organismos-teste tiveram seus comprimentos e pesos aferidos 

individualmente, sendo posteriormente dissecados. Dos espécimes foram removidos 

o fígado, as brânquias e amostras do tecido muscular, as quais foram 

acondicionadas sob congelamento, para que fosse determinada a bioconcentração 

dos metais.  

Faz-se importante mencionar que as amostras de fígado, brânquias e tecido 

muscular foram lavadas com água desionizada previamente ao acondicionamento 

em congeladores como elucidado anteriormente. Este protocolo mostra-se essencial 

para órgãos como a brânquia, em função de sua elevada superfície de exposição.  

As amostras consideradas são relativas aos ensaios preliminar, definitivo e 

crônico de soluções de Cu, Cd e Cu + Cd. Estas foram liofilizadas por um período de 

48 horas de duração, tendo sido estimadas as porcentagens médias de umidade das 

mesmas para os ensaios preliminares. Exceção às amostras do experimento 

crônico, que foram solubilizadas a partir de amostras úmidas. Para isso, as amostras 

de músculo, brânquias e fígado dos dez organismos-testes de cada concentração 

dos ensaios preliminares foram pesadas antes e após processo de liofilização. Este 

procedimento foi realizado para todos os ensaios preliminares e posteriormente as 

porcentagens médias de umidade das amostras foram determinadas.  

Para brânquias o valor médio encontrado foi de 87,15%, tecidos musculares 

84,21% e fígado 71,92%, possivelmente pelo maior teor de fibras encontrado neste 

órgão.  

A preparação das amostras dos ensaios preliminar e definitivo foi seguida por 

moagem criogênica, com auxílio de nitrogênio líquido, exceção às amostras do 

experimento crônico.  

Até solubilização, as amostras moídas dos ensaios preliminar e agudo foram 

acondicionadas em frascos devidamente etiquetados e mantidas em dissecador, 

evitando-se a reabsorção de umidade e as amostras do ensaio crônico, 

permaneceram em congeladores devidamente etiquetadas e acondicionadas.  

Após esse preparo, foram pesados aproximadamente 100,0 a 500, 0 mg de 

fígado, brânquias e tecido muscular de cada tratamento dos ensaios preliminar, 

agudo e crônico para ser realizada a digestão ácida em sistema pressurizado 
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através de microondas, marca Berghof, modelo Speed Wave , com capacidade para  

12 frascos simultaneamente.  

As amostras de músculo e brânquias foram preparadas em triplicata no caso 

dos ensaios preliminar e agudo e duplicata para o ensaio crônico. Em relação ao 

fígado, limitações para repetições foram verificadas, em função da pouca massa 

disponível relativa à biomassa utilizada.  

 

 

4.7.1. Digestão das amostras em sistema de microondas pressurizado. 
 

 

O preparo de amostras descrito abaixo foi conduzido em Forno de 

Microondas marca Berghof, descrito no item anterior, o qual possui estrutura de 

pesagem denominada “barquinha”, com capacidade de 2,0 mL. Essas unidades são 

inseridas em frascos de Teflon de 60,0 mL. Cada um dos 12 frascos mencionados 

possui controle independente de pressão e temperatura.  

Os reagentes utilizados foram fabricados pela Merck em nível de grau 

analítico, não tendo sido efetuada purificação do ácido nítrico através de destilação 

em quartzo.  

Para solubilização, aproximadamente de 100,0 a 500,0 mg das amostras de 

tecido foram introduzidos nos frascos de digestão de Teflon, com auxílio da 

barquinha (Figura 17). 

 

 

Figura 17 – Frascos de Teflon utilizados no processo de digestão das amostras de fígado, 
brânquias e tecidos musculares dos ensaios preliminar, agudo e crônico de Cu, Cd e Cu+Cd 
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Para cada digestão das amostras dos ensaios preliminar e agudo, adicionou-

se aos frascos de Teflon, 4,0 mL de solução HNO3 20% (v/v) e 1,0 mL de H2O2. Para 

as amostras de fígado, devido à pequena quantidade obtida, foram adicionados nos 

frascos de teflon 2,0 mL de solução HNO3 20% (v/v) e 0,5 mL de H2O2.  

Para as amostras dos testes crônicos adicionou-se aos frascos de Teflon 

contendo amostras de brânquias, fígado e tecido muscular, 4,0 mL de solução HNO3 

50% (v/v) e 1,0 mL de H2O2. 

A programação utilizada para digestão das amostras dos ensaios preliminar, 

agudo e crônico está representada nas Tabelas 5 e 6 respectivamente. 

 

Tabela 5 – Programação utilizada para o processo de digestão das amostras dos ensaios 
preliminares e definitivos de Cu, Cd e Cu+Cd 
 

 

 

 
Tabela 6 – Programação utilizada para o processo de digestão das amostras dos ensaios 
crônicos com Cu, Cd e Cu+Cd 
 

STEP °C 
RAMPA 

(min) 
PRESSÃO 

(bar) 
TEMPO  
(min) 

%  
MAGNETRON 

STEP 01 170,0 10,0 35,0 10,0 80,0 

STEP 02 200,0 1,0 35,0 20,0 80,0 

STEP 03 50,0 2,0 35,0 1,0 0,0 

 

 

Encerrada as digestões, as amostras foram inseridas em tubos tipo Falcon de 

15,0 mL, sendo o volume completado a 10,0 mL com água desionizada. Estas foram 

acondicionadas a 40C até determinação das espécies químicas de interesse por 

ICP-OES marca Thermo Scientific, modelo ICAP 6000 séries. Para as amostras de 

fígado dos ensaios preliminar e agudo, pelas razões descritas acima em relação à 

limitação de amostra, o volume foi completado a 5,0 mL e para os ensaios crônicos 

completou-se o volume para 10,0 mL.  

 

STEP °C RAMPA 
(min) 

PRESSÃO 
(bar) 

TEMPO 
(min) 

% 
MAGNETRON 

STEP 01 170,0 10,0 35,0  5,0 80,0 

STEP 02 200,0 1,0 35,0 10,0  80,0 

STEP 03 50,0 2,0  35,0 1,0  0,0 
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4.8. Bioconcentração de cobre e cádmio 
 

As concentrações de cobre e cádmio foram determinadas no fígado, 

brânquias e tecidos musculares dos organismos-teste, Oreochromis niloticus. 

A curva analítica para ambos os elementos foi construída com 05 pontos,  

0,0 mg L-1, 0,10 mg L-1, 0,25 mg L-1, 0,5 mg L-1 e 1,0 mg L-1. 

Os limites de detecção para as análises dos órgãos dos ensaios preliminares 

com cloreto de cobre e cloreto de cádmio foram respectivamente 1,55 µg L-1 e  

1,94 µg L-1 e para o ensaio preliminar com cobre + cádmio foram para o cobre e 

cádmio respectivamente 1,05 µg L-1 e 1,53 µg L-1.  

Para os ensaios agudos os limites de detecção para o cobre e para o cádmio 

foram 0,81 µg L-1 e 1,67 µg L-1 e para os ensaios crônicos foram 1,33 µg L-1 e  

0,60 µg L-1 respectivamente.  

Todos esses limites foram estabelecidos a cada campanha analítica. Os 

resultados das análises de bioconcentração nos órgãos foram expressos em µg g-1 

com base no peso úmido das respectivas amostras. 

A exatidão analítica foi aferida com auxílio do material certificado de 

referência DORM-2, fornecido pelo National Research Council do Canadá (NRCC), 

onde a recuperação para o Cu foi de aproximadamente 82% e para o Cd maior que 

100%.   

 

 

4.9. Análise estatística 

 

 

Os resultados obtidos foram expressos como média e desvio padrão da 

média. Para o cálculo da concentração letal mediana (CL50) foi aplicado o programa 

computacional Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 

1977).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

5.1. Aspectos do comportamento dos organismos nos ensaios preliminar, agudo e 
crônico 

 
 

Durante os períodos experimentais diversas manifestações nos 

comportamentos dos organismos decorrentes das alterações ocorridas nas 

condições do meio puderam ser observadas.  

 Nos indivíduos expostos, durante os ensaios com cobre e cádmio e com a 

sua mistura, pode-se observar principalmente nas maiores concentrações testadas 

uma hipersecreção de muco na pele e nas brânquias. 

Para os ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio 

devido à ocorrência de precipitações nas maiores concentrações, uma grande 

quantidade de hidróxido de cobre ficou aderida a este muco produzido pelos 

organismos-teste, colorindo esses tecidos em tonalidade azulada.  

Em estudos realizados por Book e Neto (2000), uma acentuada produção de 

muco pelas brânquias de tilápia vermelha (Oreochromis sp.) foi observada e uma 

grande quantidade de oxicloreto de cobre ficou envolvida pelo muco produzido pela 

espécie em estudo. A hipersecreção de muco nas brânquias de Oreochromis 

niloticus expostos a compostos tóxicos também foi observada em estudos realizados 

por Lichtenfels et al. (1996). O mesmo foi constatado por Tao et al. (2000a; 2000b) 

expondo Carassius auratus e Cyprinus carpio a soluções de chumbo e cobre 

respectivamente. 

De acordo com Heath (1995), a estimulação da produção de muco é um 

mecanismo importante de proteção como meio de reduzir a taxa de absorção 

desses metais através de quelação e inibição de difusão. Porém esta produção 

excessiva de muco pelas brânquias pode impedir a realização das trocas gasosas 

de forma adequada, predispondo os indivíduos à uma situação de hipóxia 

(LICHTENFELS et al., 1996), a qual poderá causar alterações no equilíbrio iônico 

dos peixes (HEATH, 1995).  

Além da mortalidade, foi possível observar nas soluções com altas 

concentrações dos metais, sobretudo nas primeiras 24 horas, comportamentos 
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alterados, como que indicando o início de sintomas mais sensíveis nos organismos 

expostos. Este quadro foi verificado inicialmente com um estado de estresse, 

representando uma hiperatividade dos mesmos. Posteriormente, os movimentos se 

tornaram menos contínuos, caracterizando uma letargia. Porém os organismos 

mostraram um aumento do batimento opercular e uma busca por oxigênio na 

interface água-atmosfera (Figura 18).  

Este comportamento de busca por oxigênio possa ser devido à presença do 

muco, impedindo a realização de trocas gasosas e também pela interferência dos 

metais no mecanismo respiratório e fisiologia dos peixes.  

 

 

Figura 18 – Espécimes de tilápias, expostas a cobre e cádmio, na interface água-atmosfera 
em busca de oxigênio 

 

 

 A diminuição do movimento natatório nos organismos expostos às 

concentrações elevadas de cobre e cádmio pode ser explicada pela adaptação ao 

estresse, realocando energia para outros processos metabólicos, resultando em um 

menor dispêndio de energia para locomoção.  

Ravaneli (2009), realizando estudo com um herbicida comercial composto de 

diuron e hexazinona para a espécie Danio rerio, pode constatar o mesmo 

comportamento do presente estudo nos organismos avaliados. 

Pode-se observar, durante o período experimental, uma leve expansão do 

lábio inferior dos organismos expostos às concentrações mais elevadas dos metais. 

Acredita-se que esse acontecimento seja devido à dificuldade dos organismos em 

realizar trocas gasosas devido à existência do muco e a interferência dos metais no 

mecanismo respiratório (Figura 19).  
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Os sintomas descritos, quais sejam, a produção de muco junto às guelras e 

pele, a busca constante por oxigênio na interface água-atmosfera e o aumento do 

lábio inferior, foram também verificados na espécie Colossoma macropomum em 

indivíduos expostos ao cobre e ao chumbo presentes na água de formação derivada 

da extração de petróleo (OLIVEIRA, 2003). 

 

 

Figura 19 – Leve expansão do lábio inferior observado em Oreochromis niloticus expostos 
aos metais cobre e cádmio no decorrer dos períodos experimentais 

 

 

Durante os ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de 

cádmio pode-se observar nos organismos expostos a altas concentrações, a 

ocorrência de pequenas manchas avermelhadas distribuídas preferencialmente 

próximas às brânquias e nadadeiras laterais, características de hemorragias, assim 

como o contorno do lábio avermelhado (Figura 20).  

Esse acontecimento pode ter ocorrido devido à rápida perda de eletrólitos 

causados pelo cobre. Com a depleção de sais no sangue, a água presente no 

plasma flui para os tecidos fazendo com que o sangue fique mais concentrado, 

acarretando uma hemoconcentração massiva, podendo causar hemorragias nos 

organismos expostos a esse metal, como genericamente explicado no parágrafo 

anterior. Segundo Wilson e Taylor (1993a e 1993b, revisto por HANDY; EDDY; 

BAINES, 2002), o coração é submetido a esforço excessivo, quando do 

bombeamento do sangue viscoso. 
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Figura 20 – Contorno avermelhado do lábio de Oreochromis niloticus expostos a altas 
concentrações de cobre+cádmio 
 
 

5.2. Ensaio preliminar com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 
 

 

Os ensaios preliminares com os sais cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de 

cádmio (CdCl2.H2O) e cloreto de cobre (CuCl2) + cloreto de cádmio (CdCl2.H2O), 

tiveram como objetivo estabelecer os limites de concentrações a serem empregadas 

nos ensaios definitivos desses metais. Para isso, as porcentagens de mortalidade 

ocorrida nesses testes preliminares foram consideradas, onde o critério de 

determinação das concentrações a serem avaliadas nos ensaios agudos das 

referidas espécies químicas foi estabelecido conforme recomendações da ABNT, 

2004 (Norma 15.088).  

Essas concentrações ficaram compreendidas entre a maior concentração 

nominal do agente tóxico que não causou letalidade (CENO), e a menor 

concentração nominal do agente tóxico, que causou letalidade a 100% dos 

organismos durante os testes preliminares (CEO). 

As mortalidades dos organismos para os ensaios com CuCl2, CdCl2.H2O e 

CuCl2+CdCl2.H2O no período experimental de 48 horas, apresentadas em 

porcentagem, encontram-se dispostas na Figura 21. 
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Figura 21 - % de óbitos em tilápias (Oreochromis niloticus), em um período de 48 horas 
para os testes preliminares com as soluções de CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 
 
 

Para os ensaios preliminares com CuCl2 e CuCl2+CdCl2 em um período de 48 

horas de experimentação ocorreram 100% de mortalidade dos organismos-teste nas 

duas maiores concentrações testadas (10,0 e 100,0 mg L-1); para o ensaio com 

CdCl2, a concentração que causou 100% de mortalidade nos organismos-teste em 

um período de 48 horas foi apenas a de 100,0 mg L-1. 

No ensaio com cloreto de cobre, a sobrevivência nos controles foi igual a 

100% para todo o período experimental; para os testes com cloreto de cádmio e com 

cloreto de cobre + cloreto de cádmio, quando o período de 48h for considerado, 

ocorreu 80% de sobrevivência. Desta forma, os óbitos observados no controle não 

ultrapassaram a 20% ao final de 48 horas. Segundo Klemm et al. (1994) esta 

porcentagem de mortalidade no grupo controle é considerada aceitável em testes de 

toxicidade de curta duração. 

No intervalo de 0,1 a 1,0 mg L-1 ocorreram as menores porcentagens de 

mortalidade nos ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de 

cádmio, sendo 10% de óbitos no ensaio com CuCl2 para as duas concentrações e 

20% e 50% no ensaio com CuCl2+CdCl2.H2O para a primeira e segunda 

concentração respectivamente, em um período de 48 horas de experimentação. No 

caso do experimento com CuCl2 não se tem uma explicação para os resultados 

observados serem iguais nas diferentes concentrações, distintas em uma ordem de 

magnitude. Talvez a observação das % de mortalidades verificadas nos tratamentos 
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controles possa explicar esta aparente incoerência. Ou seja, mesmo com a ausência 

de agente químico, diferentes porcentagens de mortalidade foram constatadas. 

Para o teste com cloreto de cádmio a concentração que resultou em  

maiores % de mortalidade foi a de 1,0 mg L-1 com 30% de óbitos. Nas 

concentrações 0,1 e 10,0 mg L-1 observou-se 100% de sobrevivência nos 

organismos-teste. Os óbitos ocorridos na concentração de 1,0 mg L-1 deve-se ao 

estresse que os organismos estavam sofrendo por causa do processo de hierarquia 

dominante que estava acontecendo nos aquários. Esse tipo de comportamento em 

tilápias pode inviabilizar seu uso como organismo teste, sobretudo em experimentos 

de toxicidade crônica, com período de duração estendido. Uma forma de reduzir 

este quadro pode estar na seleção mais criteriosa da homogeneidade da população. 

Os resultados de mortalidade apresentados mostraram que os tratamentos 

com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio foram mais agressivos 

para a espécie estudada do que com cloreto de cádmio, revelando a menor 

toxicidade do cádmio frente ao cobre e aos metais em conjunto. Essa informação foi 

confirmada com os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda, a ser descrito 

adiante neste texto. 

As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam o intervalo de variáveis físico-químicas da 

água (temperatura, pH e oxigênio dissolvido), as quais foram monitoradas 

diariamente, para os ensaios preliminares com as soluções de CuCl2, CdCl2.H2O e 

CuCl2+CdCl2.H2O.  

 

 

Tabela 7 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24 e 48 
horas de experimentação do ensaio preliminar com CuCl2 
 

Concentrações  Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 24,05±0,07 - 25,05±0,08 6,87±0,04 - 7,29±0,10 7,62±1,05 - 10,72±1,10 

0,1 mg L-1 24,02±0,03 - 25,01±0,01 6,91±0,06 - 7,23±0,04 9,00±1,10 - 11,95±0,15 

1,0 mg L-1 24,02±0,03 - 25,05±0,07 6,99±0,07 - 7,21±0,01 8,71±0,18 - 10,00±0,11 

10,0 mg L-1 24,05±0,07 - 25,02±0,03 6,48±0,01 - 7,08±0,05 9,02±0,28 - 10,18±0,11 

100,0 mg L-1 24,04±0,06 - 25,02±0,03 5,49±0,12 - 6,29±0,07 9,97±0,76 - 10,67±0,26 
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Tabela 8 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24 e 48 
horas de experimentação do ensaio preliminar com CdCl2.H2O 
 

Concentrações  Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 26,10±0,00 - 26,40±0,00 6,67±0,01 - 6,76±0,09 5,20±0,01 - 8,13±0,42 

0,1 mg L-1 25,95±0,07 - 26,35±0,07 6,65±0,01 - 6,82±0,02 6,27±0,54 - 7,73±0,05 

1,0 mg L-1 25,70±0,00 - 26,30±0,00 6,59±0,04 - 6,98±0,05 6,77±0,25 - 9,25±0,17 

10,0 mg L-1 25,80±0,00 - 26,25±0,07 6,51±0,13 - 7,06±0,05 7,99±0,21 - 9,95±0,19 

100,0 mg L-1 26,00±0,00 - 26,45±0,07 6,31±0,17 - 7,10±0,04 8,27±0,22 - 10,65±0,33 

 

 

Tabela 9 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24 e 48 
horas de experimentação do ensaio preliminar com CuCl2+CdCl2.H2O 

 

Concentrações  Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 24,18±0,04 - 25,49±0,01 6,73±0,01 - 7,04±0,01 8,14±0,45 - 9,35±0,38 

0,1 mg L-1 24,20±0,07 - 25,38±0,07 6,85±0,11 - 7,01±0,03 7,77±0,41 - 8,67±0,12 

1,0 mg L-1 24,10±0,00 - 25,28±0,04 6,88±0,08 - 7,11±0,02 8,00±0,79 - 8,89±0,24 

10,0 mg L-1 24,15±0,00 - 25,25±0,04 6,37±0,07 - 6,93±0,02 6,78±0,95 - 8,84±0,06 

100,0 mg L-1 24,34±0,05 - 25,29±0,03 5,45±0,11 - 6,69±0,05 8,22±0,08 - 9,25±0,08 

 

 

A temperatura nos ensaios preliminares com CuCl2, CdCl2.H2O e 

CuCl2+CdCl2.H2O ficou compreendida entre 25°C±1,0, o oxigênio dissolvido 

permaneceu no intervalo entre 5,20 mg L-1 a 11,95 mg L-1 e o pH entre 5,45 a 7,29. 

Em relação ao pH, para os ensaios com CuCl2 e CuCl2+CdCl2, observa-se 

uma acentuada tendência de diminuição desta variável com o aumento da 

concentração dos metais nas cubas experimentais. Esse fenômeno pode estar 

ocorrendo devido à precipitação dos metais na forma de hidróxidos, cujas 

constantes de dissociação são significativamente diferentes, sendo de 4,4 10-15 para 

o Cd e 1,6 10-19 para o Cu. Corroboram ainda para essas respostas, os excretas 

metabólicos e a degradação da matéria orgânica. Contudo, nos experimentos 

preliminares, o pH, a temperatura e a concentração de oxigênio dissolvido 

mantiveram-se sem variações significativas, tanto entre as diferentes concentrações 

quanto entre as respectivas réplicas, reduzindo assim a possibilidade de mortalidade 

devido a variações bruscas na qualidade físico-química da água utilizada nos testes 

durante o período de 48 horas. 
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A dureza total da água nos tratamentos controle dos ensaios preliminares 

com os sais cloreto de cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + cloreto de 

cádmio foram 84,3 ± 0,14; 70,0 ± 0,56 e 68,54 ± 0,25 mg L-1 CaCO3 

respectivamente. Essas variações podem ser explicadas pelo fato de a água ser 

fornecida pela ETA, amostrada em períodos diferentes. Observa-se, contudo maior 

similaridade para os ensaios relativos aos tratamentos controle com o Cd 

isoladamente e quando em combinação com os dois metais. De certa forma, a % 

mortalidade de 20% acompanhou as situações em que as durezas foram 

semelhantes e com a dureza mais elevada, de 84,3 mg L-1, a % de mortalidade foi 

nula. 

A aferição da dureza total apenas nos controles deve-se, como elucidado 

anteriormente, à interferência dos metais presentes nas soluções, os quais 

interferem positivamente nesta variável. Isto ocorre devido à constante de formação 

Cu2+-EDTA e Cd2+-EDTA ser maior que a constante de formação do Ca2+-EDTA, 

sendo respectivamente 18,80; 16,46 e 10,70. Assim a visualização do ponto de 

viragem da cor rósea para azul fica prejudicada devido à ligação metal-EDTA ser 

mais forte que à ligação Ca2+-EDTA. 

Os valores da dureza total nos ensaios preliminares não se mostraram de 

acordo com os recomendados pela ABNT (Norma 15088), uma vez que esta 

recomenda um intervalo compreendido entre 40,0 mg L-1 CaCO3 a 48,0 mg L-1 

CaCO3. 

Mesmo estando acima do intervalo de concentrações estabelecido pela 

ABNT, às durezas obtidas nos ensaios acima não causaram interferências na 

toxicidade dos metais avaliados, pois são classificadas como águas moles a 

moderadamente dura de acordo com Zagatto e Bertoletti (2008), uma vez que em 

águas consideradas duras, os cátions Mg+2 e Ca+2 competem com os metais pelos 

sítios ativos de ligação no interior dos organismos (NOGAMI et al., 2000).  
As Figuras 22, 23 e 24 indicam as concentrações obtidas dos metais nas 

soluções em função do tempo para os ensaios preliminares de cloreto de cobre, 

cloreto de cádmio e cloreto de cobre + cloreto de cádmio.  
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Figura 22 – Variação da concentração de cobre (mg L-1 Cu) presente na solução ao longo 
do tempo, para os diferentes tratamentos com CuCl2 durante ensaio preliminar 
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Figura 23 - Variação da concentração de cádmio (mg L-1 Cd) presente na solução ao longo 
do tempo, para os diferentes tratamentos com CdCl2.H2O durante ensaio preliminar 
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Figura 24 - Variação das concentrações de cobre e cádmio (mg L-1 Cu+Cd) presentes na 
solução ao longo do tempo, para os diferentes tratamentos com esses sais durante ensaio 
preliminar. 
 
 

Nas concentrações de 10,0 mg L-1 e 100,0 mg L-1 dos ensaios com cloreto de 

cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio, houve um decréscimo acentuado da 

concentração de Cu2+ em função do tempo para as duas concentrações, sendo o Cu 

reduzido desde a amostragem inicial para a concentração mais elevada. Leve 

precipitação de Cd ocorreu na concentração de 10 mg L-1 quando considera-se a 

mistura dos metais. Isso deve-se a uma precipitação desse metal durante o período 

experimental de 48 horas (Figuras 22 e 24).  

O mesmo não foi observado para o ensaio com cloreto de cádmio, uma vez 

que as concentrações dos metais na solução mantiveram-se estáveis durante todo o 

período experimental (vide Figura 23).  

Esse fato deve-se aos produtos de solubilidade desse metal, onde o Kps do 

hidróxido de cobre (Cu(OH)2) é relativamente menor do que o Kps do hidróxido de 

cádmio (Cd(OH)2). A seguir as equações referentes aos produtos de solubilidade 

para os hidróxidos de cobre e cádmio. 
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Figura 25 – Fotografia ilustrativa do precipitado de cobre formado nas cubas experimentais, 
nas concentrações de 10 e 100 mg L-1 Cu e 10 e 100 mg L-1 Cu + Cd, durante o ensaio 
preliminar. Na situação com a presença simultânea dos dois metais, constatou-se a 
ocorrência de co-precipitação de Cd, induzida pelo Cu 
 
 

Quando misturados, o fenômeno de precipitação é verificado para ambos os 

elementos. O caso mais típico de precipitação nessa situação, pode ser constatado 

na concentração de 10,0 mg L-1 onde observa-se precipitação tanto do cobre quanto 

do cádmio (vide Figura 24).  

Pode-se afirmar que o Cd foi co-precipitado com o Cu, sendo que este último 

na presença de cádmio apresentou maior facilidade de precipitação na concentração 

de 10 mg L-1 do que isoladamente. Com os valores de pH do meio variando entre 

5,45 a 7,29, houve um favorecimento da precipitação desses metais, pois de acordo 

com Çoğun e Kargin (2004) altos valores de pH contribuem para a diminuição da 

solubilidade de cobre na solução, conforme dados apresentados acima neste texto.  

Nas demais concentrações dos ensaios preliminares ocorreram apenas um 

leve decréscimo dos metais nas soluções em função do tempo. Isso pode ser 

atribuído a uma perda por bioconcentração dos mesmos pelos organismos e por 

outras possíveis perdas, como adsorção às paredes das unidades experimentais.  

 

 



75 

 

5.3. Ensaio agudo com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 
 

 

Após os resultados dos testes preliminares, as concentrações a serem 

testadas nos ensaios de toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e 

cloreto de cobre + cloreto de cádmio utilizando como organismos testes 

Oreochromis niloticus, foram determinadas.   

Para o cobre e a mistura dos dois metais, as concentrações empregadas nos 

testes definitivos foram estabelecidas como: 0,0 (Controle); 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 

mg L-1 Cu e Cu+Cd e para o cádmio foram 0,0 (Controle); 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 

mg L-1 Cd. 

Essas concentrações foram baseadas nos resultados de mortalidade 

encontrada nos ensaios preliminares, onde o critério de estabelecimento das 

mesmas encontra-se descrito no item 5.2.  

A porcentagem de mortalidade dos organismos durante o período 

experimental de 96 horas dos ensaios agudos, em função das concentrações de 

CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O estão apresentadas nas Figuras 26 e 27. 

 

 

 

Figura 26 - Mortalidade (%) dos organismos-teste, Oreochromis niloticus, considerando o 
período experimental de 96 horas, em função da concentração do metal no teste agudo com 
CuCl2 e CuCl2+CdCl2.H2O 
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Figura 27 - Mortalidade (%) dos organismos-teste, Oreochromis niloticus, considerando o 
período experimental de 96 horas, em função da concentração do metal no teste agudo com 
CdCl2.H2O 
 

 

As maiores porcentagens de mortalidade dos organismos nos ensaios agudos 

com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio foram verificadas nas 

concentrações de 5,0 e 10,0 mg L-1 para o ensaio com CuCl2, onde apenas na última 

concentração ocorreu 100% de mortalidade, e 2,5; 5,0 e 10,0 mg L-1 para a mistura 

cloreto de cobre + cloreto de cádmio, morrendo 100% dos organismos na penúltima 

e na última concentração testada, evidenciando a potencialização tóxica dos metais 

quando simultaneamente presentes no meio. 

Para o ensaio agudo com cloreto de cádmio observou-se que apenas na 

maior concentração testada, 50,0 mg L-1, fora atingida a marca de 100% de 

mortalidade dos organismos-teste em 96 horas de experimentação.  

Quando se considera a menor porcentagem de óbitos nos ensaios agudos, 

observa-se certa dificuldade em se estabelecer as menores concentrações, onde 

nenhum efeito tóxico tenha sido verificado. Por exemplo, no ensaio com CuCl2, 10% 

de mortalidade foi verificada no tratamento controle, ao passo que uma taxa inferior 

a esta (3%), ocorreu no tratamento com 0,5 mg L-1. Ainda considerando-se este 

mesmo metal, fato semelhante ocorre para as concentrações de 2,5 mg L-1, com 

16,6% de mortandade e com 1,0 mg L-1, com 23,3%. Outras ocorrências similares 

podem ser observadas, como no caso do ensaio com CdCl2.H2O, onde o tratamento 

controle apresentou 13% de mortalidade e o tratamento com 10,0 mg L-1, com 
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somente 3,3%. No caso da combinação dos dois metais isso também foi verificado, 

onde 26,6% de mortandade ocorreu no tratamento 1,0 mg L-1 e 30% em 

concentração igual à metade deste valor.  

Esse quadro pode ser considerado como resposta típica de um ensaio 

biológico, onde inúmeras variáveis encontram-se envolvidas em um resultado final. 

Há que se salientar, conforme já descrito acima, que as taxas de mortalidade dos 

tratamentos controles estiveram perfeitamente dentro dos limites aceitáveis para 

este tipo de experimento (KLEMM et al., 1994). A observação experimental mostrou 

que o comportamento hierárquico da tilápia é determinante para este quadro, pois 

trata-se de um organismo agressivo e predador da própria espécie. Essa tendência 

tende a ser significativa com o tempo, pois animais mantidos em cativeiro 

apresentam elevada variação de peso, devido à predominância de alguns indivíduos 

sobre outros. Além disso, durante os ensaios observou-se que alguns indivíduos 

saltavam dos aquários durante a noite, não importando o tratamento a que foram 

submetidos.  

Os resultados de mortalidade apresentados mostraram que os ensaios com 

cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio exibiram maior toxicidade à 

espécie em estudo quando comparado ao ensaio com cloreto de cádmio, reforçando 

a validade dos ensaios preliminares discutidos anteriormente. Esta tendência pode 

ser confirmada pelas concentrações letais médias (CL50) encontradas no período de 

96 horas para os ensaios agudos com os referidos metais, as quais são 

apresentadas a seguir. 

Com base nas porcentagens de mortalidade obtidas em cada uma das 

concentrações dos ensaios agudos com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e 

cloreto de cobre + cloreto de cádmio, as CL50-96h foram estimadas utilizando-se o 

método estatístico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 

1977).   

Através deste protocolo, as concentrações letais médias encontradas foram 

3,53 mg L-1 com intervalo de confiança de 95% de 2,82 mg L-1 até 4,42 mg L-1;  

20,13 mg L-1 com intervalo de confiança de 95% de 17,36 mg L-1 até 23,34 mg L-1 e 

1,36 mg L-1 com intervalo de confiança de 95% de 1,06 mg L-1 até 1,73 mg L-1 para 

os ensaios com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + cloreto de 

cádmio respectivamente. 
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Nas Figuras 28, 29 e 30 está apresentada a forma gráfica da CL50-96h, 

utilizada nos ensaios de toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e 

cloreto de cobre + cloreto de cádmio respectivamente.  
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Figura 28 – CL50-96h (mg L-1) para cobre, calculada através do ensaio de toxicidade aguda 
com cloreto de cobre (CuCl2) 
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Figura 29 – CL50-96h (mg L-1) para o cádmio, relativa ao ensaio de toxicidade aguda com 
cloreto de cádmio (CdCl2.H2O) 
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Figura 30 – CL50-96h (mg L-1) para a mistura dos metais cobre+cádmio estimada através do 
ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cobre (CuCl2) + cloreto de cádmio (CdCl2.H2O) 

 

 

Garcia-Santos, Fontainhas-Fernandes e Wilson (2006) estimaram a CL50-96h 

de cádmio para Oreochromis niloticus, como 14,8 mg L-1 Cd, utilizando dureza total 

de 50 mg L-1 CaCO3. Os autores afirmam que essa espécie não se mostra adequada 

como bioindicadora para a avaliação da toxicidade subletal de cádmio devido à alta 

tolerância da espécie a esse metal, mas que certamente pode contribuir 

significativamente para o entendimento do mecanismo em que a toxicidade do Cd se 

manifesta em organismos aquáticos. 

Almeida et al. (2001) determinaram a CL50-96h do Cloreto de Cádmio (CdCl2) 

em Oreochromis niloticus e o valor apresentado pelos autores foi 18,58 mg L-1. 

Pode-se observar que este valor aproxima-se daquele encontrado no presente 

trabalho, que foi de 20,13 mg L-1.  

Boock e Neto (2000), realizando estudos com a tilápia vermelha (Oreochromis 

sp.), encontraram valores de CL50-96h para o fungicida oxicloreto de cobre de 129,21 

mg L-1, correspondendo a 76,91 mg L-1 de cobre metálico. 

  

CL50-96h = 1,36mg L-1 

Log 
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Estudos realizados por Seddek2 (1990 apud BOOK; NETO, 2000, p.217) 

utilizando como espécie bioindicadora a Oreochromis niloticus relataram uma CL50 

de 31,9 mg L-1 de sulfato de cobre, correspondendo a 7,98 mg L-1 de cobre metálico. 

Este estudo se comparado ao trabalho citado anteriormente de Garcia-Santos, 

Fontanhas-Fernandes e Wilson (2006) e Almeida et al. (2001) ilustra a menor 

toxicidade e portanto mais tolerância ao cádmio para a espécie em questão quando 

comparada ao cobre.  

Valor aproximado de CL50-72h do sulfato de cobre para Oreochromis niloticus 

de 40,6 mg L-1 foi encontrado por Mohamed et al. (2008). Os autores também 

observaram que nos grupos tratados com cobre, houve uma redução da atividade 

mitótica quando comparado com o grupo controle, concluindo que o cobre pode 

causar alterações no DNA. Contudo, evidencia-se assim a importância do tempo de 

exposição na toxicidade, 25% inferior ao adotado em nossa pesquisa. 

Lam et al. (1998) expuseram espécies de carpa comum (Cyprinus carpio) e 

de tilápia (Tilapia mossambica) a cobre e zinco com o intuito de determinar os 

valores de CL50-96h para ambas as espécies de metais. Os autores encontraram 

valores de CL50-96h do cobre para a tilápia de 1,52 mg L-1 e 24,3 mg L-1 para carpa 

comum. O valor encontrado de CL50-96h para esta espécie para o Cu sendo igual a 

menos da metade do que determinamos para a tilápia do Nilo, de 3,53 mg L-1. O 

trabalho destes autores demonstra também ser o Zn uma ordem de magnitude 

menos tóxico do que o Cu. 

Masutti et al. (2006) estudaram a sensibilidade de Oreochromis niloticus e 

Pistia stratiotes a cobre e cromo. Os autores determinaram valores de CL50-96h para o 

cobre e para a espécie Oreochromis niloticus variando de 0,32 mg L-1 a 0,65mg L-1 e 

concluíram que ambas as espécies apresentaram maior sensibilidade ao cobre do 

que ao cromo. 

Gomes et al. (2009) avaliando a toxicidade do CuSO4.5H2O e CdCl2.H2O para 

piauçú (Leporinus macrocephalus), e curimatã (Prochilodus vimboides), encontraram 

valores de CL50-96h para cobre de 0,047 e 0,090 mg L-1 e para cádmio de 3,16 e 7,42 

mg L-1 para curimatã e piauçú, respectivamente. Esse estudo ilustra que, à 

                                                           
2
 SEDDEK, A. Acute toxicity studies of the molluscide copper sulfate (CuSO4) on some nile fish. Assiut Veterinary Medical 

Journal, Assiut, Egypt, v. 23, n. 45, p. 166-175, 1990. 
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semelhança do presente estudo, o cobre mostrou-se mais tóxico para as espécies 

em estudo para um período experimental de 96 horas.  

O mesmo pode ser observado por Witeska et al. (2010) onde puderam avaliar 

concentrações de CL50-96h de cobre e cádmio para Cyprinus carpio L. de 2,0 mg L-1 e 

6,5 mg L-1 respectivamente.  

Lloyd (1992) destaca a atenção recebida pelo cobre na comunidade científica, 

uma vez que este metal é considerado o mais tóxicos para diferentes espécies de 

peixes. 

Os estudos citados anteriormente e os resultados apresentados pelo trabalho 

em questão mostram que a espécie Oreochromis niloticus é mais sensível ao cobre 

e a mistura dos dois metais do que ao cádmio. Esse dado é justificado pela maior 

taxa de mortalidade e consequentemente pelos baixos valores de CL50-96h ocorridos 

nos experimentos com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio do 

que nos ensaios com cloreto de cádmio.   

Nas Tabelas 10, 11 e 12 estão apresentadas o intervalo das variáveis físicas 

e químicas da água (temperatura, pH e oxigênio dissolvido) monitoradas diariamente 

durante as 96 horas dos ensaios de toxicidade aguda com as soluções CuCl2, 

CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O respectivamente. 

 

 

Tabela 10 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24, 48, 72 
e 96 horas de experimentação do ensaio agudo com CuCl2 
 

Concentrações Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 25,40±0,09 - 25,70±0,13 6,92±0,06 - 7,51±0,11 7,71±0,47 - 8,43±0,37 

0,5 mg L-1 25,23±0,05 - 25,50±0,00 6,92±0,29 - 7,14±0,03 7,86±0,18 - 8,83±0,29 

1,0 mg L-1 25,37±0,06 - 25,59±0,03 6,87±0,14 - 7,21±0,03 8,03±0,17 - 8,62±0,73 

2,5 mg L-1 25,38±0,12 - 25,64±0,08 6,74±0,55 - 7,24±0,05 7,94±0,71 - 8,40±0,51 

5,0 mg L-1  25,43±0,06 - 25,77±0,04 7,09±0,03 - 7,57±0,24 7,58±0,11 - 8,01±0,27 

10,0 mg L-1  25,48±0,03 - 25,87±0,02 6,75±0,10 - 7,74±0,07 7,98±0,24 - 8,67±0,24 
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Tabela 11 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24, 48, 72 
e 96 horas de experimentação do ensaio agudo com CdCl2.H2O 
 

Concentrações Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 23,77±0,01 - 25,11±0,05 6,62±0,10 - 7,29±0,05 6,95±0,04 - 8,00±0,19 

1,0 mg L-1 23,66±0,09 - 25,16±0,04 6,76±0,10 - 7,16±0,02 7,02±0,06 - 7,98±0,15 

5,0 mg L-1 23,57±0,01 - 25,36±0,09 6,76±0,08 - 7,20±0,09 6,77±0,17 - 8,28±0,45 

10,0 mg L-1 23,65±0,07 - 25,41±0,11 6,91±0,05 - 7,12±0,02 7,11±0,11 - 8,10±0,25 

25,0 mg L-1  23,80±0,04 - 25,50±0,07 6,68±0,08 - 7,13±0,10 7,10±0,15 - 8,14±0,17 

50,0 mg L-1  24,00±0,09 - 25,48±0,08 6,64±0,03 - 7,18±0,08 7,44±0,06 - 7,90±0,02 

 

 

Tabela 12 – Intervalo de valores obtidos de variáveis físico-químicas da água (temperatura, 
pH e O.D), em cada concentração testada, monitoradas no período inicial e após 24, 48, 72 
e 96 horas de experimentação do ensaio agudo com CuCl2 + CdCl2.H2O 
 

Concentrações Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 24,19±0,11 - 25,50±0,00 7,20±0,10 - 7,47±0,06 7,47±0,04 - 8,13±0,32 

0,5 mg L-1 24,28±0,06 - 25,49±0,10 7,07±0,15 - 7,47±0,12 7,57±0,50 - 8,56±0,20 

1,0 mg L-1 24,28±0,04 - 25,35±0,03 7,23±0,06 - 7,60±0,00 7,35±0,13 - 8,14±0,14 

2,5 mg L-1 24,39±0,01 - 25,44±0,03 7,10±0,10 - 7,47±0,06 7,06±0,92 - 8,07±0,15 

5,0 mg L-1  24,56±0,10 - 25,53±0,11 6,97±0,21 - 7,53±0,06 7,32±0,48 - 8,36±0,48 

10,0 mg L-1  24,71±0,04 - 25,64±0,07 6,80±0,00 - 7,33±0,06 7,42±0,48 - 8,13±0,09 

 

 

A temperatura nos ensaios definitivos com CuCl2, CdCl2.H2O e 

CuCl2+CdCl2.H2O ficou compreendida entre 24°C±1, o pH entre 6,62 a 7,74, e o 

oxigênio dissolvido permaneceu no intervalo entre 6,77 mg L-1 a 8,83 mg L-1.  

Em todos os experimentos definitivos realizados, as variáveis pH, temperatura 

e concentração de oxigênio dissolvido mantiveram-se sem variações significativas 

nas diferentes concentrações, reduzindo assim a possibilidade de mortalidade 

devido a variações bruscas nas qualidades físico-químicas da água utilizada nos 

testes durante o período de 96 horas. 

A dureza total aferida apenas nos tratamentos controles, conforme 

esclarecido anteriormente, nos ensaios com cobre, cádmio e cobre+cádmio foi 

respectivamente 81,88 ± 1,64; 76,85 ± 4,34 e 66,13 ± 2,76 mg L-1 CaCO3. Essa 

variação, assim como aconteceu nos ensaios preliminares, pode ser explicada pelo 

fato de a água ser fornecida pela ETA e amostrada em períodos diferentes.  
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Da mesma maneira como ocorrido nos ensaios preliminares, os valores da 

dureza total para os ensaios agudos não se mostraram de acordo com os 

recomendados pela ABNT (Norma 15.088), uma vez que esta recomenda um 

intervalo compreendido entre 40,0 mg L-1 CaCO3 a 48,0 mg L-1 CaCO3. Porém, 

mesmo acima do intervalo de concentrações estabelecido pela ABNT, às durezas 

obtidas nos ensaios acima não causaram interferências na toxicidade dos metais 

avaliados, pois são classificadas de acordo com Zagatto e Bertoletti (2008) como 

águas moles a moderadamente dura, uma vez que apenas águas consideradas 

duras interferem na toxicidade dos metais por meio da competição entre os cátions 

Ca2+ e Mg2+ pelos sítios ativos no interior dos organismos expostos (NOGAMI et al., 

2000). 

Como controle de qualidade da água, a variável amônia, por apresentar 

toxicidade em função da concentração e depender entre outras coisas da relação 

massa/volume, foi determinada diariamente durante o período do ensaio de 

toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + 

cloreto de cádmio e os resultados estão apresentados nas Figuras 31, 32 e 33. 
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Figura 31 - Níveis de amônia (mg L-1 NH3) em função do tempo para o ensaio agudo com 
CuCl2 
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Figura 32 - Níveis de amônia (mg L-1 NH3) em função do tempo para o ensaio agudo com 
CdCl2.H2O 
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Figura 33 - Níveis de amônia (mg L-1 NH3) em função do tempo para o ensaio agudo com 
CuCl2 + CdCl2.H2O 
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A partir da observação das Figuras 31, 32 e 33 pode-se verificar que a 

amônia durante o período experimental de 96 horas ficou compreendida entre 0,01 e 

0,13 mg L-1 NH3.  

No ensaio com o cloreto de cobre, observa-se que o valor desta variável para 

o tratamento controle (0,0 mg L-1) apresenta-se, por praticamente todo o período 

experimental, mais elevado do que para os outros tratamentos em questão e para os 

outros ensaios realizados, exceção dada a concentração de 10,0 mg L-1 nas 

primeiras 24 horas para o ensaio com CuCl2.  

Esse fato pode ser atribuído ao estresse que os organismos estavam 

passando em decorrência do processo de dominância hierárquica existente entre 

essa espécie durante todo o ensaio, devido o lote não ter sido relativamente 

homogêneo.  

De acordo com Randall e Tsui (2002), o estresse resulta em um aumento no 

nível de cortisol no organismo estressado, estimulando a glicogênese e 

gliconeogênese, assim como o catabolismo de proteínas, aumentando dessa forma 

produção de amônia no plasma e consequentemente sua excreção.  

Em um período de 24 horas, nos tratamentos de 10,0 mg L-1 e 5,0 mg L-1 do 

ensaio com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cádmio, pode-se 

observar a existência de um pico nos valores de amônia, seguido de uma diminuição 

do mesmo ao final de 96 horas. Essas variações positivas nos valores, seguido pela 

sua diminuição estão relacionados respectivamente à exposição dos organismos a 

elevadas concentrações dos metais e a mortalidade ocorrida nos mesmos.  

Em adição, pode-se notar um acréscimo nos valores dessa variável com o 

passar do período de exposição. Esse fato deve-se ao aumento do estresse dos 

organismos expostos aos metais durante todo o período experimental. Contudo, 

pelos estudos realizados por Evans et al. (2006), os valores de amônia encontrados 

nos ensaios definitivos do presente trabalho não se mostraram elevados para a 

espécie, uma vez que esses autores encontraram valores de CL50-96h de 0,98 mg L-1 

NH3 para Oreochromis niloticus. Benli, Köksal e Özkul (2008) mostraram em seus 

estudos que a exposição de amônia em Oreochromis niloticus em concentrações 

menores do que 2,0 mg L-1 por um período de seis semanas, não resulta em danos 

histopatológicos nas brânquias, fígado e rins.  
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Pode-se concluir que a partir desses estudos citados, os valores de amônia 

encontradas no presente trabalho reduziram a possibilidade de mortalidade causada 

por essa variável, pois a mesma esteve em concentrações aceitáveis pela espécie 

em questão. 

As Figuras 34, 35 e 36 mostram respectivamente as concentrações obtidas 

dos metais dissolvidos nas soluções em função do tempo para os ensaios de 

toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + 

cloreto de cádmio.  
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Figura 34 - Concentração (mg L-1) obtida de cobre (CuCl2) na solução durante o ensaio de 
toxicidade aguda com cloreto de cobre 
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Figura 35 - Concentração (mg L-1) obtida de cádmio (CdCl2.H2O) na solução durante o 
ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cádmio 
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Figura 36 - Concentração (mg L-1) obtida de cobre (CuCl2) e cádmio (CdCl2.H2O) na solução 
durante o ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cobre + cloreto de cádmio 
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De forma semelhante aos ensaios preliminares, no ensaio de toxicidade 

aguda com cloreto de cobre na concentração de 10,0 mg L-1, houve redução 

acentuada na concentração desse metal na solução durante o período experimental. 

Isto em função da constante de solubilidade do sal Cu(OH)2 formado nos aquários 

aos valores de pH utilizados no ensaio. Essa deficiência é impossível de ser 

contornada, a não ser com o emprego de soluções tampão, que estabilize o pH do 

meio a valores abaixo daqueles que facilitem a precipitação do metal, porém dentro 

de uma faixa recomendada para a realização do ensaio. Este fenômeno deve 

ocorrer, independentemente do tipo de ensaio utilizado, seja este estático, semi-

estático ou contínuo.  

Para o ensaio com cloreto de cádmio, as concentrações dos metais na 

solução mantiveram-se estáveis durante todo o período experimental, com exceção 

a concentração de 50,0 mg L-1 que apresentou uma leve precipitação no decorrer do 

período experimental.  

Quando os metais cobre e cádmio se encontram combinados, assim como no 

ensaio preliminar, a precipitação de ambos os metais se torna mais acentuada. Isso 

ocorre devido à co-precipitação do cádmio com o cobre, sendo que este último 

apresenta mais facilidade de precipitação quando o cádmio está presente.  

Nas demais concentrações dos ensaios de toxicidade aguda ocorreram 

apenas um leve decréscimo das concentrações dos metais nas soluções em função 

do tempo. Isso pode ser atribuído a uma perda por bioconcentração dos mesmos 

pelos organismos e por outras supostas perdas, como adsorção às paredes e erros 

no preparo de soluções teste. As diferenças entre as concentrações esperadas e 

obtidas mostram a importância de se aferir as espécies químicas de interesse na 

condução de um experimento. Saliente-se que o fator de bioconcentração deva ser 

estimado com base nas concentrações efetivas. 
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5.4. Ensaio crônico com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O 
 
 

Para o ensaio crônico, o intervalo das variáveis físicas e químicas da água 

(temperatura, pH e oxigênio dissolvido) nas concentrações testadas monitoradas 

durante as amostragens de 0, 24 e 96 horas, 07, 14 e 21 dias durante o período 

experimental de 21 dias, com as soluções CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O são 

ilustradas na tabela 13.  

 

 

Tabela 13 – Intervalo de valores registrados para as variáveis físico-químicas da água 
(temperatura, pH e O.D), nas concentrações testadas, monitoradas durante as amostragens 
de 0, 24 e 96 horas, 07, 14 e 21 dias do ensaio crônico com CuCl2, CdCl2.H2O e 
CuCl2+CdCl2.H2O 
 

Concentrações Temperatura (°C) pH O.D (mg L-1) 

0,0 mg L-1 24,49±0,08 - 25,71±0,13 7,03±0,01 - 7,56±0,00 5,92±0,12 - 8,24±0,30 

0,120 mg L-1  Cu 24,77±0,06 - 25,92±0,12 6,75±0,10 - 7,66±0,10 5,78±0,04 - 8,40±0,23 

0,35 mg L-1 Cu 25,05±0,05 - 26,04±0,04 7,25±0,04 - 7,68±0,05 5,73±0,01 - 8,14±0,98 

0,65 mg L-1 Cd 25,15±0,04 - 26,15±0,00 6,63±0,06 - 7,60±0,11 6,17±0,03 - 7,63±0,12 

2,0 mg L-1 Cd 25,08±0,09 - 26,18±0,07 7,26±0,08 - 7,57±0,08 6,49±0,03 - 8,08±0,03 

0,05 mg L-1 Cu+Cd 25,16±0,01 - 26,23±0,04 6,42±0,15 - 7,68±0,03 6,49±0,25 - 7,89±0,81 

0,140 mg L-1 Cu+Cd 25,06±0,04 - 26,15±0,06 6,48±0,02 - 7,65±0,03 6,44±0,08 - 7,59±0,12 

 

 

A temperatura nos ensaios crônicos com CuCl2, CdCl2.H2O e 

CuCl2+CdCl2.H2O ficou compreendida entre 25±1, o pH entre 6,42 e 7,68, e o 

oxigênio dissolvido permaneceu no intervalo de 5,73 mg L-1 a 8,40 mg L-1.  

Observa-se que durante o período experimental de 21 dias, as variáveis 

temperatura, pH e concentração de oxigênio dissolvido mantiveram-se sem 

variações significativas nas concentrações testadas, reduzindo dessa maneira a 

possibilidade de mortalidade devido a variações bruscas nas qualidades físico-

químicas da água utilizada nos testes.  

A amplitude dos intervalos de variação obtidos para as variáveis físico-

químicas da água nos ensaios de toxicidade crônicos indicam que a conduta de 

substituições das soluções adotada foi satisfatória, tendo-se os mesmos 

variabilidade menor do que aquelas dos ensaios realizados de duração inferiores de 

tempo, como os preliminares e agudos. 
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A dureza total monitorada apenas nos tratamentos controle, no primeiro e 

último dia dos ensaios crônicos com cobre, cádmio e cobre+cádmio foi 65,21±1,03 

mg L-1 CaCO3. Embora a dureza total esteja fora do intervalo de concentração 

recomendado pela ABNT (Norma 15088), entre 40,0 e 48,0 mg L-1 CaCO3, nada 

poderia ser modificado, por se tratar da fonte de água disponível proveniente das 

ETA (Estação de Tratamento de Água), a não ser através do preparo de água 

sintética, conforme indicado na literatura (ABNT 15088, 2004), o que se torna 

inviável do ponto de vista operacional e de praticidade.  

Na Figura 37 apresenta-se as concentrações obtidas para a amônia, durante 

o ensaio crônico com cobre, cádmio e cobre+cádmio. Essa espécie química foi 

aferida durante os períodos de amostragens de 0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias.  
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Figura 37 – Níveis de amônia (mg L-1 NH3) aferida durante os períodos de amostragens de 
0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias para o ensaio crônico com CuCl2, CdCl2.H2O e 
CuCl2+CdCl2.H2O 

 
 
A partir da observação da Figura 37 pode-se verificar que a amônia durante o 

período experimental de 21 dias, apesar de sua variação, ficou compreendida entre 

0,001 e 0,11 mg L-1 NH3. Apesar de apresentar no período experimental de 21 dias 

uma grande variação nos valores, nota-se uma relativa padronização nas linhas 

gráficas, representando as respostas da biota a diferentes tratamentos. Este padrão 
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ilustra que a variação ocorrida não tem relação com os valores das concentrações 

dos metais testadas, mas sim com a biologia dos espécimes presentes nas cubas 

experimentais. Outro fato que explica essa padronização é o tipo de sistema 

empregado no ensaio crônico, o semi-estático, com trocas de ¼ de água a cada  

96 horas de experimentação. 

A tendência de diminuição nos valores da variável amônia observada com o 

decorrer do período experimental deve-se à retirada dos organismos-teste das 

cubas experimentais durante os períodos de amostragens, que são os mesmos 

apresentados nesta figura (0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias).  

Pode-se dizer que os valores de amônia obtidos neste ensaio estiveram 

inferiores aos limites máximos permitidos para a espécie Oreochromis niloticus, pois 

de acordo com Evans et al. (2006), a CL50-96h encontrado em seus estudos com a 

espécie em questão foi 0,98 mg L-1 NH3 e para Caglan, Benli e Koksal (2005), 

valores de CL50-48h para larvas e alevinos de Oreochromis niloticus foram 1,009±0,02 

mg L-1 NH3 e 7,40±0,01 mg L-1 NH3  respectivamente. Esses estudos mostram que 

os valores de amônia encontradas no presente trabalho reduziram a possibilidade de 

mortalidade causada por essa variável, pois a mesma esteve em concentrações 

aceitáveis pela espécie utilizada.  

Apesar de os níveis de concentração de amônia estarem bem abaixo 

daqueles considerados tóxicos para a espécie, estes variaram sistematicamente 

com a concentração dos analitos e foram mais elevados para os tratamentos que 

revelaram menores CL50-96h. Essa dinâmica parece ser indicativa de um aumento do 

metabolismo dos peixes submetidos a condições mais agressivas e estressantes.  

 Assim como realizado nos ensaios preliminar e agudo, no teste crônico com 

cloreto de cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + cloreto de cádmio, as 

concentrações dos metais dissolvidos nas cubas experimentais foram aferidas 

durante todo o período de 21 dias. As aferições foram realizadas em 0, 24, 96 horas, 

07, 14 e 21 dias e estão apresentadas nas Figuras 38, 39 e 40.  
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Figura 38 – Concentrações de cobre dissolvido (mg L-1 Cu) obtidas durante ensaio de 
toxicidade crônica com CuCl2. Aferições realizadas durante o período de 0, 24, 96 horas, 07, 
14 e 21 dias de ensaio 
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Figura 39 – Concentrações de cádmio dissolvido (mg L-1 Cd) obtidas durante ensaio de 
toxicidade crônica com CdCl2.H2O. Aferições realizadas durante o período de 0, 24, 96 
horas, 07, 14 e 21 dias de ensaio 
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Figura 40 – Concentrações de cobre e cádmio dissolvidos (mg L-1 Cu+Cd) obtidas durante 
ensaio de toxicidade crônica com CuCl2+CdCl2.H2O. Aferições realizadas durante o período 
de 0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias de ensaio 
 

 

Nas Figuras 38, 39 e 40 para as concentrações de 0,35 mg L-1 Cu do ensaio 

com CuCl2, 2,0 mg L-1 Cd do ensaio com CdCl2.H2O e 0,05 mg L-1 Cu+Cd do teste 

utilizando a mistura dos dois metais, observa-se uma elevação nas referidas 

concentrações entre o período de 0 e 24 horas. Este aumento é observado nos três 

ensaios durante um único ciclo de análise analítica realizada e deve-se 

provavelmente a alguma falha ocorrida durante esta análise.  

Nas Figuras 38 e 39 observa-se que as curvas, apresentam pequena variação 

de valores em relação ao período experimental de 21 dias. Porém estas são mais 

acentuadas para as maiores concentrações (0,35 mg L-1 Cu e 2,0 mg L-1 Cd). O 

mesmo comportamento pode ser verificado para a concentração de 0,140 mg L-1 

Cu+Cd na Figura 40. 

Essa variação nos valores das concentrações dos metais pode ser explicada 

por eventuais precipitações ocorridas durante o ensaio experimental, pelas trocas de 

¼ de água a cada aproximadamente 96 horas de ensaio reestabelecendo as 
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concentrações testadas, pela bioacumulação dos metais dissolvidos pelos 

organismos e pela diminuição dos mesmos através de suas retiradas nos períodos 

amostrais.  

Nos ensaios com CuCl2, CdCl2.H2O e CuCl2+CdCl2.H2O observa-se que 

ocorreu uma padronização nas linhas gráficas com relação ao período experimental, 

onde as mesmas diminuíram nos intervalos de 24 a 96 horas e 168 a 336 horas, e 

aumentaram no intervalo de 96 a 168 horas e 336 a 504 horas.  

O aumento observado nos valores dos sais dissolvidos na solução entre o 

intervalo de 96 a 168 horas deve-se a realização de troca de ¼ de água nas cubas 

experimentais, restabelecendo as concentrações esperadas. 

Para o intervalo de 168 a 336 horas, observa-se uma relativa diminuição nas 

concentrações dos sais mesmo realizando trocas de ¼ de água nos aquários. 

Percebe-se que a mesma não foi suficiente para restabelecer as concentrações 

desejadas, sendo que isso pode ser atribuído à bioacumulação ocorrida pelos 

organismos durante esse período, por eventuais precipitações dos sais e por erros 

ocorridos durante o preparo das soluções para restabelecimento desejado das 

concentrações.  

No intervalo de 336 a 504 horas observa-se um aumento nas concentrações 

estudadas, isso devido ao restabelecimento das concentrações em decorrências das 

trocas de água realizada nesse período e pela diminuição do número de organismos 

presentes nas cubas experimentais, retirados durante os períodos amostrais.   

 

 

5.5. Bioacumulação de cobre e cádmio nos tecidos e órgãos de Oreochromis 

niloticus  
 
 

Em geral, espécies químicas presentes no ambiente acumulam-se nos 

organismos, atingindo níveis superiores ao do meio abiótico, ênfase aos sistemas 

aquáticos, podendo, causar dessa maneira, efeitos deletérios aos mesmos 

(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).  

Para o caso dos metais, essa absorção é verificada na forma iônica, estando 

envolvidas neste processo três possíveis rotas de absorção: pele, brânquias e 

alimentação (HEATH, 1995).  
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No interior dos organismos, os metais ligados às proteínas, são transportados 

pelo sangue, podendo se acumular nas brânquias, gorduras, rins, músculo, intestino 

e especialmente no fígado (HEATH, 1995).  

O acúmulo preferencial de metais no fígado, rins e intestinos deve-se 

sobretudo, ao papel fundamental dos mesmos no processo de detoxificação de 

substâncias tóxicas nos organismos (LINDE; INÁCIO; VIANA, 2004).  

Neste trabalho, como preconizado, uma pequena parte do cobre e do cádmio 

presentes na solução-teste foi absorvida pelos peixes, ou bioconcentrado. Este 

processo pode ser comprovado pela concentração dos metais nos tecidos dos 

organismos, a serem apresentadas a seguir.  

As Figuras 41, 42 e 43 ilustram os processos de concentração de cobre e 

cádmio (µg g-1) no fígado, brânquias e tecido muscular dos organismos-teste durante 

o período de 48 horas dos ensaios preliminares com cloreto de cobre, cloreto de 

cádmio e cloreto de cobre + cloreto de cádmio respectivamente. 
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Figura 41 – Teores de cobre (µg g-1) em amostras de tecido muscular, brânquias e fígado 
de Tilápias do Nilo expostas às soluções de 0,0, 0,1, 1,0, 10,0 e 100,0 mg L-1 Cu durante 48 
horas (ensaio preliminar) 
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Figura 42 – Teores de cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular, brânquias e fígado 
de Tilápias do Nilo expostas às soluções de 0,0, 0,1, 1,0, 10 e 100,0 mg L-1Cd durante 48 
horas (ensaio preliminar) 
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Figura 43 – Teores de cobre+cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular, brânquias e 
fígado de Tilápias do Nilo expostas às soluções de 0,0, 0,1, 1,0, 10 e 100,0 mg L-1 Cu+Cd 
durante 48 horas (ensaio preliminar) 
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De uma forma geral, nos ensaios preliminares, as concentrações dos metais 

nos tecidos foram relativamente maior no fígado, seguido das brânquias e tecido 

muscular, tanto para o Cu, como para o Cd, sendo as concentrações de mesma 

magnitude para os dois elementos. Entretanto observa-se uma nítida tendência de 

absorção diferenciada dessas espécies químicas, mostrando ser a cinética do 

processo, mais imediata para o Cu do que para o Cd. Ou seja, a bioconcentração se 

manifesta de forma diferente para os dois metais. Exceção sendo feita para o tecido 

muscular. Conforme indicam autores mencionados acima, há uma tendência 

preferencial de acúmulo de cátions metálicos em órgãos como o fígado e as 

brânquias. No primeiro caso pelo processo de detoxificação e no caso das guelras 

por se constituir em uma das importantes vias de absorção das espécies dissolvidas. 

A observação do processo quando dos metais em combinação indica que o Cu 

determina a cinética envolvida, a qual se assemelha ao mecanismo de absorção do 

Cu em situação isolada (Figuras 41, 42 e 43).  

Pode-se verificar uma exceção a isso, nas concentrações 100,0 mg L-1 para o 

ensaio com cloreto de cádmio, 10,0 e 100,0 mg L-1 para o Cd e 100,0 mg L-1 para o 

Cu, quando do teste com cloreto de cobre + cloreto de cádmio, onde uma maior 

bioacumulação ocorreu nas brânquias se comparado ao fígado. 

As brânquias apresentam ampla capacidade de absorver e armazenar metais 

dissolvidos, devido à sua elevada superfície de exposição para as trocas gasosas, 

podendo dessa maneira, reduzir a quantidade de metais disponíveis para transferi-

los ao sangue e então a outros órgãos (McGEER et al., 2000a e 2000b).  

Nogami et al. (2000) em seu estudo sobre o efeito da concentração de cádmio 

(Cd2+) em Oreochromis niloticus a partir de uma dieta alimentar, constataram uma 

bioacumulação maior desse metal nas vísceras quando comparado ao tecido 

muscular, mostrando uma correspondência com os resultados obtidos no presente 

estudo.  

Karayakar et al. (2010) expondo Anguilla anguilla a cobre por um período de 

96 horas, pode observar que a acumulação desse metal no fígado mostrou-se maior 

quando comparado ao tecido muscular.  

Norey et al. (1990) em estudos sobre a comparação da acumulação, 

distribuição e excreção de cádmio nos tecidos em diferentes espécies de água doce 

(rainbow trout, roach e stone loach), ressaltaram que a brânquia foi o órgão primário 
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de acumulação em truta arco-íris, enquanto que o rim e fígado bioacumularam mais 

em Noemacheilus barbatulus.  

Çoğun, Yüzereroğlu e Kargin (2003) expondo por um período de 30 dias 

Oreochromis niloticus a cobre (CuSO4.5H2O) e cádmio (CdSO4.8H2O), puderam 

observar uma acumulação maior desses metais no fígado, seguido pelas brânquias 

e tecido muscular. Esse estudo também mostrou uma correspondência com os 

resultados do presente trabalho para algumas concentrações experimentadas.  

Na Figura 41, observa-se que para o fígado de indivíduos submetidos à 

concentração 0,1 mg L-1 Cu, a concentração foi maior do que aqueles indivíduos sob 

concentração de 1,0 mg L-1 Cu, o que se repetiu para as brânquias nas 

concentrações de 10 e 100 mg L-1. Esse cenário, que se manifesta de forma 

semelhante para os dois órgãos pesquisados, pode estar relacionado tanto ao 

tempo de exposição dos organismos, no caso de bioconcentrar mais nos tecidos em 

que os organismos foram expostos a concentrações mais baixas, como também ao 

fato de que as brânquias pela elevada superfície de exposição que encerram, 

reterem nas entranhas dos compartimentos do tecido, soluções do meio abiótico, 

com elevada concentração. Ou seja, o processo de preparo de amostras, que inclui 

uma lavagem criteriosa da amostra, é de significativa importância. Uma lavagem não 

bem conduzida poderá resultar em resultados superestimados, que são relativos ao 

metal externo presente nas soluções, mas que não foi absorvido ou bioconcentrado 

pelos espécimes. Deve ainda considerar possíveis diferenças metabólicas dos 

organismos, relacionadas à heterogeneidade da população.  

Pelo mesmo motivo, observa-se na Figura 43, para o cobre e para o fígado 

que a bioacumulação foi maior na concentração de 0,1 mg L-1 do que 1,0 mg L-1 e na 

concentração de 10,0 mg L-1 do que na de 100,0 mg L-1.   

 Pode-se ressaltar na Figura 43 que os valores de bioacumulação de cobre em 

relação ao cádmio se sobressaem. Esse fato pode ser explicado devido a grande 

probabilidade de armazenagem do cobre nos órgão e tecidos através da ligação 

com metalotioneínas e outras metaloenzimas por meio dos grupos sulfidrilas (SH), 

presentes nessas proteínas (ÇOĞUN; YÜZEREROĞLU; KARGIN, 2003), uma vez 

que esse metal é essencial e necessário para diversas funções vitais para as 

espécies. 
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Observa-se nas figuras citadas, uma ordem crescente da concentração nos 

órgãos e tecidos em função do aumento da concentração dos metais na solução. 

Esse fato constata que ocorreu uma acumulação considerável desses metais pelos 

organismos-teste durante o período experimental de 48 horas. Contudo, deve-se 

considerar que, em termos relativos, os fatores de concentração foram mais 

elevados para as concentrações mais baixas de metais dissolvidos. Esta sendo em 

essência a função do organismo bioindicador. A comparação das figuras possibilita 

observar que o padrão de absorção dos metais em combinação se conserva de 

modo semelhante a estes em forma isolada. Cabe salientar que mesmo nessas 

condições o Cu potencializa a absorção de Cd, onde por exemplo na concentração 

de 10 mg L-1, o metal apresentou-se até 5 vezes mais concentrado na brânquia do 

que na água. 

As Figuras 44, 45 e 46 são indicativas da bioacumulação (µg g-1) de cobre e 

cádmio no fígado, nas brânquias e tecido muscular dos organismos-teste durante o 

período de 96 horas dos ensaios definitivos com cloreto de cobre, cloreto de cádmio 

e cloreto de cobre + cloreto de cádmio respectivamente.  
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Figura 44 – Bioconcentração de cobre (µg g-1) em amostras de tecido muscular, brânquias 
e fígado de Tilápia do Nilo expostas a soluções de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 mg L-1 Cu, 
durante 96 horas (ensaio agudo) 
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Figura 45 – Bioconcentração de cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular, brânquias 
e fígado de Tilápias do Nilo expostas a soluções de 0,0, 1,0, 5,0, 10,0 25,0 e 50,0 mg L-1 Cd 
durante 96 horas (ensaio agudo) 
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Figura 46 – Bioconcentração de cobre+cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular, 
brânquias e fígado de Tilápia do Nilo expostas às soluções de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 
mg L-1 Cu+Cd, durante 96 horas (ensaio agudo) 
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Com algumas exceções, pode-se dizer que da mesma maneira como nos 

ensaios preliminares o fígado, de uma forma geral, apresentou maior bioacumulação 

dos metais em relação à brânquia e ao tecido muscular. Esses aspectos já foram 

comentados anteriormente neste texto e a seguir procuramos realizar outras 

considerações a respeito, abordando de forma mais quantitativa os valores de 

concentração encontrados nos tecidos, em diferentes condições do meio abiótico.  

Na Figura 44, relativa ao ensaio com cobre, uma dessas exceções podem ser 

observadas na concentração de 10,0 mg L-1. Nesta, a brânquia apresentou um 

elevado valor de acumulação, variando de 7,40 µg g-1 na concentração de 5,0 mg L-1 

a 296,45 µg g-1 na concentração de 10,0 mg L-1. Esse fato pode ter acontecido 

devido à aderência do hidróxido de cobre precipitado no muco presente nesse 

órgão, extrapolando dessa maneira os valores reais.  

O mesmo fato pode ter acontecido nas brânquias do tratamento com Cu 

(Figura 46), onde há uma elevação acentuada nos valores de bioconcentração para 

a concentração de 10,0 mg L-1. Ainda nesta figura, observa-se para o Cu que a partir 

da concentração de 2,5 mg L-1, os valores da bioconcentração da brânquia se 

tornam maiores do que no fígado; o mesmo ocorrendo para o Cd em valores 

próximos a 2,0 mg L-1. Em relação à bioconcentração de Cu no fígado, nota-se que 

as concentrações 0,5 e 1,0 mg L-1 apresentaram valores maiores do que a 

concentração de 2,5 mg L-1.  

Quando se estabelecem comparações entre os ensaios preliminares e 

agudos, os quais são constituídos de concentrações diferentes em tempos de 

exposição também diferentes, são confirmadas tendências de maior acumulação do 

cobre em relação ao cádmio para todos os substratos analisados. Outro aspecto 

interessante diz respeito às magnitudes de concentrações dos metais encontradas 

nestes tecidos, para as condições de ensaios preliminares e de toxicidades agudas. 

No primeiro caso a mesma ordem de grandeza de absorção é mantida para os 

metais na forma isolada e em combinação. Este tipo de comportamento já não 

sendo verificado para os ensaios agudos, onde os metais na forma combinada são 

concentrados em níveis até quatro vezes inferiores aos metais isolados. Nos dois 

casos não se distingue padrões diferentes de absorção para um metal essencial, 

como o Cu, e um metal não essencial como o Cd. 

Os resultados obtidos são semelhantes aqueles verificados por outros 

autores, conforme comentamos a seguir. 
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Cicik e Karayakar (2004) constataram em seu estudo sobre a acumulação de 

cádmio e chumbo em tecidos e órgão de Oreochromis niloticus que a 

bioconcentração de cádmio comparado ao controle seguiu a seguinte ordem: 

rim>fígado>baço>brânquias>músculo.  

Kalay e Erdem (2003), a partir de seus estudos sobre os efeitos da 

acumulação de cádmio sobre os níveis de proteínas totais em Oreochromis niloticus, 

mostraram que o cádmio primeiramente concentrou no fígado, local onde as 

metalotioneínas são sintetizadas, enquanto que a acumulação do tecido renal 

excedeu os níveis de acumulação no fígado com o aumento do período de 

exposição. 

Visnjic-Jeftic et al. (2010) observaram em seu estudo sobre a acumulação de 

metais em músculo, fígado e brânquias de Alosa immaculata que os metais Al, Sr, 

Ba, Mg e Li apresentaram alta concentração nas brânquias do organismo em 

estudo, enquanto que Cd, Cu, Zn, Fe e B apresentaram uma maior concentração no 

fígado. Os autores constataram, assim como no presente estudo, que o tecido 

muscular apresentou a menor concentração dos elementos analisados. 

Mazon e Fernandes (1999) realizaram um estudo sobre a toxicidade e 

acumulação de cobre em diferentes tecidos de Prochilodus scrofa e constataram 

que o cobre apresentou maior acumulação no fígado quando comparado a outros 

tecidos, seguido pelos intestinos e rins. Os autores sugerem que a brânquia seja o 

principal local de absorção de cobre, particularmente em peixes de água doce, 

devido a grande superfície de contato com o ambiente externo, entretanto a 

acumulação de cobre nas brânquias da espécie estudada foi menor que no fígado, 

intestino e rins, o que estaria em desacordo ao verificado por McGeer et al. (2000a e 

2000b), citados acima. 

Cinier et al. (1997), concluiram em seus estudos sobre acumulação de cádmio 

em Cyprinus carpio que para rins e fígado, os níveis de acumulação desse metal 

atingiram um valor máximo de concentração, enquanto para o tecido muscular, a 

absorção de cádmio aumentou em função do período de exposição, o que pode ser 

também observado no presente trabalho. Os autores sugeriram que para a carpa, 

rim e fígado apresentam uma capacidade de armazenagem limitada, enquanto que o 

tecido muscular pode ser considerado um local de estocagem a longo prazo. 
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Ainda que sejam verificadas na literatura variações nos resultados 

encontrados para as concentrações de cobre e cádmio nos tecidos e órgãos de 

peixes, deve-se considerar que os valores de concentrações encontrados para os 

metais analisados nas brânquias podem ser oriundos de falhas na prática do 

preparo deste substrato em particular, por suas características peculiares, como 

explicado em detalhes anteriormente. No caso do cobre, essa ocorrência sendo 

mais perceptível aos olhos, pela coloração exibida superficialmente, de cor azulada 

(BOOK; NETO, 2000). Há situações, contudo, em que o muco certamente formado 

não apresenta coloração perceptível, como no caso do cádmio (LICHTENFELS et 

al., 1996; TAO et al., 2000a e 2000b). Trata-se então de eliminar-se a fração do 

metal adsorvido e não absorvido. Com esses objetivos é que se utiliza lavagem 

ácida em pelos de animais aquáticos (JOSEF et al., 2008), o que é relativamente 

mais simples de ser executado. Assim, a etapa de lavagem no preparo das amostras 

de brânquia para análise, reveste-se de fundamental importância, tendo que ser 

conduzida de formas a eliminar por completo esta “solução intersticial”. Faz-se 

importante salientar que esta particularidade essencial no preparo de amostras de 

brânquias não fora mencionada em nenhuma das referências consultadas para esta 

pesquisa. 

 A seguir, através das Figuras 47, 48 e 49, passa-se a comentar os resultados 

relativos aos ensaios de toxicidade crônica, cuja abordagem atem-se também aos 

mesmos aspectos discutidos para os ensaios preliminares e de toxicidades agudas. 

Ou seja, os resultados observados são, em essência, função das concentrações das 

espécies químicas e do tempo de exposição dos espécimes nessas concentrações, 

em acordo aos conceitos básicos em toxicologia (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

Constata-se que as concentrações selecionadas para os ensaios estiveram a 

contento, possibilitando realizar o experimento até ao seu final programado, sem a 

ocorrência de óbitos. Isso sendo uma demonstração de que a resposta aos agentes 

químicos externos pelos organismos ocorre de forma logarítimica, sendo que as 

respectivas concentrações foram eleitas levando-se em conta as CL50-96h dos 

elementos químicos isolados e em combinação (MATTHIESSEN, 2012)3. Em sendo 

assim, os resultados são verdadeiros atestados de que as condições experimentais 

estabelecidas no laboratório foram satisfatórias, mesmo em condições estáticas e 

                                                           
3
 3 MATTIESSEN, P. Comunicação Pessoal, abril, 2012.  
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semi-estáticas, estando as variáveis físico-químicas e a relação biomassa/volume 

dos aquários, dentro de intervalos de variação que não causou efeitos nos 

indivíduos. Os níveis de amônia encontrados corroboram com as ótimas condições 

do meio biótico estabelecidas e os valores de dureza, embora fixados acima do 

ótimo ideal pela ABNT, estiveram também aceitáveis. Por outro lado, para saber se 

as concentrações das espécies metálicas utilizadas não foram também 

subestimadas, haveria necessidade de se quantificar os níveis de metalotioneínas-

MTs nos tecidos, principalmente no fígado, os quais são induzidas pela presença 

das espécies químicas estudadas (KALAY; ERDEM, 2003). 

Essas figuras são indicativas da bioconcentração de cobre e cádmio em µg g-

1 nas brânquias e no tecido muscular dos organismos-teste, durante os períodos de 

amostragem de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias nos ensaios crônicos com cloreto de 

cobre, cloreto de cádmio e cloreto de cobre + cloreto de cádmio respectivamente.  

 

0 100 200 300 400 500
0

2

4

6

8

10

µ
g

 g
-1
 C

u

Tempo (Horas)

 T.Musc.0120mgL
 T.Musc.0.35mgL
 Brânquias0.120mgL
 Brânquias0.35mgL

 
Figura 47 – Níveis de cobre (µg g-1) em amostras de tecido muscular e brânquias de 
Tilápias do Nilo, durante o ensaio crônico de 21 dias com cloreto de cobre em períodos 
amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias 
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 Infelizmente, para todas as situações, não foi possível obter-se dados 

relativos à bioconcentração no fígado. Este aspecto faz merecer que se comente as 

dificuldades envolvidas em trabalhos dessa natureza com organismos pequenos, 

pela limitação analítica existente em relação à pouca biomassa disponível. Desta 

forma a dinâmica de absorção de Cu e Cd nos ensaios crônicos serão somente 

conhecidas para as brânquias e tecido muscular.  

 Verifica-se que a bioconcentração processa-se em maior escala nas 

brânquias para ambos os metais, sendo mais acentuada à medida que a 

concentração aumenta. No tecido muscular essa diferenciação é pouco significativa. 

Esse quadro pode ser explicado pelas funções distintas na fisiologia da espécie dos 

dois substratos considerados. Observa-se uma correspondência com os resultados 

do presente estudo, o trabalho realizado por Çoğun, Yüzereroğlu e Kargin (2003), 

onde os autores verificaram uma bioconcentração do cobre (CuSO4.5H2O) e cádmio 

(CdSO4.8H2O) em Oreochromis niloticus, maior nas brânquias em comparação com 

o tecido muscular. 
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Figura 48 – Níveis de cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular e brânquias de 
Tilápias do Nilo, durante o ensaio crônico de 21 dias com cloreto de cádmio em períodos 
amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias 
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Figura 49 – Níveis de cobre+cádmio (µg g-1) em amostras de tecido muscular e brânquias 
de Tilápias do Nilo, durante o ensaio crônico de 21 dias com cloreto de cobre + cloreto de 
cádmio em períodos amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias 
 

 

 Em todas as situações observadas nas Figuras 47, 48 e 49, há uma tendência 

de aumento da concentração nos tecidos com o tempo. É interessante observar-se 

para o período de 96h a formação de um pico, cujo período é coincidente com 

aquele estipulado para a realização dos ensaios de toxicidade aguda (MAGALHÃES; 

FILHO, 2008). 

 O mecanismo de absorção das espécies químicas dissolvidas parece diferir 

da situação em combinação, possivelmente pela competição entre os sítios ativos 

das proteínas que os complexam (KALAY; ERDEM, 2003). A tendência da 

ocorrência de diminuição dos níveis de metais nos tecidos após o período de 14 dias 

pode revelar uma tendência natural de defesa da espécie através de excreção. 

 As concentrações resultantes dos metais nos tecidos, tanto na situação 

isolada, quanto em combinação, indica não haver comprometimento do uso dos 

organismos ao consumo, uma vez que a legislação brasileira apresenta limites de 

30,0 µg g-1 Cu (ANVISA - Portaria 658/98) e 1,0 µg g-1 Cd (BRASIL, 1965 - Decreto 

n° 55871/65). Essas informações são de extrema importância do ponto de vista de 

saúde, contribuindo para o incentivo do consumo da tilápia, peixe de importância 
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econômica na pesca interior do Estado de São Paulo, uma vez que as 

concentrações dessas espécies dissolvidas são significativamente inferiores em 

águas naturais, onde Cu e Cd apresentam teores máximos, de acordo com a 

Resolução CONAMA n° 20, de 20,0 µg L-1 e 1,0 µg L-1 respectivamente. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 

Os ensaios de toxicidade aguda com cobre e cádmio isoladamente e 

misturados apresentaram valores de CL50-96h que proporcionaram verificar a grande 

resistência da Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao cádmio em comparação ao 

cobre e à combinação dos metais.  

A espécie apresentou resistência de aproximadamente seis vezes mais 

intensa ao cádmio em relação ao cobre, e a combinação dos elementos químicos 

apresentou-se da ordem de 2,5 vezes mais tóxica à espécie, do que quando em 

situação em que o cobre ocorre isoladamente, podendo observar que a combinação 

dos metais potencializou a toxicidade de forma sinérgica. 

As diferenças apresentadas na sensibilidade da espécie ao cobre e cádmio, 

possibilita afirmar que a Tilápia do Nilo é um excelente bioindicador para a avaliação 

da contaminação ambiental causada pelo cobre e pela mistura dos dois metais, 

porém para o cádmio isoladamente, a mesma não se mostra adequada para testes 

ecotoxicológicos, devido a sua alta resistência. Neste caso, pode-se utilizar das 

análises químicas de seus tecidos como uma ferramenta útil para verificar os 

mecanismos de toxicidade desse metal em organismos aquáticos.  

O estudo em questão pode revelar a importância das aferições das 

concentrações efetivas dos elementos de interesse durante ensaios de toxicidade, 

principalmente para o cálculo do fator de bioconcentração, uma vez que, as 

concentrações obtidas podem diferir das esperadas, dependendo do elemento 

analisado, como aconteceu com o CuCl2 no presente estudo, precipitando-o na 

forma de hidróxido de cobre devido ao seu produto de solubilidade ser menor do que 

ao CdCl2.H2O e devido ao pH utilizado durante os ensaios, o qual facilitou a 

precipitação.  

Nas condições experimentais utilizadas não ocorreram reduções significativas 

de Cd em todos os níveis de concentrações empregadas, quando isoladamente. Na 

presença de Cu, observou-se co-precipitação do metal para níveis de 10 mg L-1 Cd.  

A bioconcentração do cobre e cádmio nos tecidos e órgãos das Tilápias do 

Nilo revelou que de uma forma geral, o fígado acumulou uma maior quantidade 

desses metais se comparado à brânquia e tecido muscular, apresentando esse 

último a menor acumulação em todos os ensaios. Notou-se um efeito mais agressivo 
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ao organismo do cobre em relação ao cádmio, afetando principalmente o fígado 

através de necroses, induzindo a uma sistemática redução da massa deste órgão 

com o aumento da concentração do metal dissolvido. 

O ensaio de toxicidade aguda na forma estática mostrou-se estável e 

confiável para o estabelecimento das respectivas CL50-96h de Cu e Cd para tilápias.  

Através dos resultados de bioconcentração obtidos para Cu e Cd no tecido 

muscular nas condições experimentais utilizadas, pode-se prever que as tilápias não 

venham a concentrar esses metais no ambiente, de forma a representar restrições 

ao consumo humano.  
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Anexo A – Tabela contendo as características nutricionais presentes na ração 
administrada aos organismos-teste durante os ensaios experimentais e período de 
aclimatação.  

 

 

 

  



124 

 

Anexo B – Tabela utilizada para o cálculo da amônia livre na solução, através da 
multiplicação do valor percentual desta tabela, em pH e temperatura adequada, pela 
concentração de amônia total presente na solução.  
 

 


