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RESUMO

SILVA, M. A. Ensaios de toxicidade aguda e crénica com Cd, Cu e (Cd + Cu) em
Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). 2013. 124 p. Dissertagcao (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2013.

Este estudo teve por objetivos conhecer aspectos da toxicidade de Cu e Cd,
separadamente e em combinagdo (Cu+Cd) em tilapias (Oreochromis niloticus),
verificando possiveis efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Determinou-se nessas
situagdes, a bioacumulagdo dos metais no tecido muscular, branquias e figado dos
espécimes, énfase ao potencial bioindicador da espécie. Para tanto, ensaios de
toxicidade aguda na forma estatica foram conduzidos por um periodo de 96 horas.
Previamente a esses, foram realizados testes preliminares com as referidas
espécies quimicas em concentragdes logaritmicas, com o intuito de se determinar os
intervalos onde 100% de mortalidade e 100% de sobrevivéncia eram observados
para a espécie. Através desta etapa estabeleceram-se para os ensaios de toxicidade
aguda, as concentragdes de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 mg L™ para Cu e Cu+Cd e
de 0,0, 1,0, 5,0, 10,0, 25,0 e 50,0 mg L™ para Cd. As variaveis temperatura, pH,
amonia, oxigénio dissolvido e metais dissolvidos foram aferidas no inicio e a cada 24
horas. A dureza total foi monitorada apenas para os tratamentos controle, no inicio e
término dos experimentos para fins de verificar a qualidade da agua. Para os
ensaios cronicos, conduzidos na forma semi-estatica e com duracdo de 21 dias,
duas concentracbes 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
CLs0/100. Amostragens para verificagado da bioacumulagéo foram realizadas em 24 e
96 horas, 07, 14 e 21 dias, sendo que durante essas amostragens, as variaveis pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, aménia e teores de metais nas solu¢cdes foram
determinadas. Como nos ensaios anteriores, a dureza total foi determinada no
primeiro e ultimo dia para controle de qualidade da agua. As CLsg.gsn para o cobre,
cadmio e cobre+cadmio foram respectivamente 3,53 mg L™, 20,13 mg L™ e 1,36 mg
L' Pode-se observar durante os ensaios preliminar e agudo, uma acentuada
precipitacdo do Cu principalmente nas maiores concentragdes, isso em decorréncia

do produto de solubilidade do hidréxido de cobre formado nas cubas experimentais.



Nessas concentragdes, observou-se que o Cd apresentou redugdo quando em
combinagao, atribuido a co-precipitacdo ocorrida com o Cu. No que diz respeito a
bioacumulagdo dos metais nos érgaos e tecidos, pode-se observar, com algumas
excegdes, que o figado, devido as suas fungdes metabdlicas, apresentou uma maior
acumulagao, seguido das branquias e tecido muscular. A tilapia apresentou maior
resisténcia ao CdCl,.H,O do que ao CuCl, tendo a combinag¢ao das duas espécies
quimicas potencializado a toxicidade de forma sinérgica. Esse estudo possibilitou
concluir que a afericdo das concentragcbes efetivas dos elementos de interesse
durante ensaios de toxicidade € de relevante importancia, pois a concentragao
esperada para as espécies quimicas dissolvidas podem diferir daquelas esperadas,

em funcao do elemento analisado e do tempo de duragéo do experimento.

Palavras-chaves: Oreochromis niloticus. Cadmio. Cobre. Sinergismo. CLso.



ABSTRACT

SILVA, M. A. Acute and chronic toxicity tests with Cd, Cu and (Cd + Cu) on the
Nile Tilapias (Oreochromis niloticus). 2013. 124p. Dissertagdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o 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™ for Cu and Cu+Cd and of 0.0,
1.0, 5.0, 10.0, 25.0 and 50.0 mgL™" 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 CLso/10 and
average of logarithms of CL5/10 and CLso/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 LCsy for copper, cadmium and copper+cadmium were
respectively 3.53 mg L, 20.13 mg L™ and 1.36 mg L. 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
CdCl,.H20, than to CuCl, 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, LCsp.
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1.  INTRODUGAO

O rapido e acentuado crescimento da populagao, o processo de urbanizagao,
as atividades industriais e agricolas e a exploracao dos recursos naturais, tém como
consequéncia a contaminacao dos ecossistemas aquaticos, uma vez que estes sao
considerados recipientes finais de substancias produzidas e liberadas no ambiente,
tanto de forma natural ou antrépica (BRAYNER, 1998; BINEY et al., 1994;
SPERLING, 1993).

Esse processo gera um estresse continuo na natureza, com efeitos agudos
ou crénicos a saude dos ecossistemas e ao homem (BRAYNER, 1998; BINEY et al.,
1994).

A magnitude desses efeitos sendo fungdo da concentragdo e propriedades
fisicas e quimicas dos compostos introduzidos, dos produtos finais de sua
transformacéo, tempo de exposicao, e caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente
entre outras variaveis (COSTA et al., 2008).

Nesta gama de possibilidades, os metais téxicos sao de particular interesse,
pois, podem alterar processos bioquimicos e fisiologicos, vitais ao metabolismo dos
organismos (ATLI; CANLI, 2008).

Os metais sdo conhecidos como essenciais (Cr, Ni, Se, Fe, Zn, Cu, Mn, Co e
Mo) e nao 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 6timo encontram-se em um estreito intervalo de
concentragdes. Ao contrario, os nao essenciais ndo desempenham fungdes
biolégicas conhecidas e seus efeitos sobre a biota sdo considerados deletérios,
mesmo em concentragdes normalmente encontradas no ambiente (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2008; AZEVEDO; CHASIN, 2004).

Para ambos os grupos, quando introduzidos no sistema aquatico, podem
sofrer transformag¢des quimicas, as quais potencializam danos a saude dos
organismos expostos. Nessas condigdes, comprometimento da reproducéo,
alteragcdes morfologicas, bioquimicas, histologicas e letalidade, podem ocorrer
(SORENSEN, 1991; HEATH, 1995). Sendo assim, a realizagcdo de testes

toxicolégicos que avaliem o comportamento e as transformagdes dessas
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substancias quimicas no ambiente e os seus possiveis efeitos sobre os organismos,
tornam-se de utilidade (USEPA, 2002).

A aplicacdo desses testes na andlise ambiental tem sido crescente, em
acordo as transformagdes quimicas no ambiente. E um instrumento de grande
importancia na busca do grau de toxicidade em diversos corpos hidricos e na
deteccdo da capacidade de um agente téxico em produzir efeitos deletérios aos
organismos vivos, servindo, dessa forma, como uma potente ferramenta para mitigar
os impactos antropicos a que o ambiente esta exposto (MAGALHAES; FILHO,
2008).

Testes toxicolégicos que utilizam peixes como organismos bioindicadores
estdo se tornando ferramentas promissoras na atualidade, por serem de importancia
para o auxilio na mitigacao de efeitos causados a biota (HEATH, 1995). Essa classe
de organismo apresenta altera¢des bioquimicas e fisioldgicas caracteristicas como
respostas a exposicao as substancias quimicas, constituindo-se dessa maneira, em
bons bioindicadores para detectar possiveis problemas ambientais (BOMBAIL et al.,
2001).

Uma vasta quantidade de estudos utilizando a espécie Oreochromis niloticus
como bioindicadora em testes toxicoléogicos podem ser encontrados na literatura.
Isso se deve principalmente as suas caracteristicas como, facil manipulagao,
adaptagdo ao cativeiro, manutencédo em laboratério, sensibilidade a presencga de
poluentes, resisténcia a doencas, entre outras, que a qualifica como modelo
biolégico apropriado para essas finalidades (FIGUEIREDO-FERNANDES et al.,
2007; WU; LIN; YANG, 2008; ALMEIDA et al., 2002).

Alguns contaminantes, dependendo de seu grau de resisténcia a degradagao
bidtica e/ou abidtica, podem se acumular em tecidos e 6rgdos de organismos, ou
ainda sofrer o processo conhecido como biomagnificagdo. Dessa maneira, o
conhecimento das concentragcdes destes nos tecidos e o6rgaos dos organismos
aquaticos, permite avaliar a que nivel essa toxicidade se verifica, auxiliando de certa
forma, a realizar uma redugao nos impactos causados por esses poluentes na saude

dos ecossistemas aquaticos e consequentemente na saude dos seres humanos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Testes toxicologicos

Testes toxicologicos s&o ensaios laboratoriais realizados em condi¢des
experimentais especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de
substancias, efluentes industriais e amostras ambientais (agua ou sedimento).
Nesse contexto, organismos sao expostos a diferentes concentracbes da amostra
e/ou xenobidticos, sendo em fungdo da dose e tempo de exposigao, observados e
quantificados os efeitos toxicos produzidos sobre estes (COSTA et al., 2008).

Os referidos ensaios possibilitam estabelecer limites permissiveis para
diversas substancias quimicas e avaliar os impactos de poluentes sobre os
organismos de um determinado ambiente (MOURA, 2009).

Os testes toxicologicos integram conceitos da ecologia, no que diz respeito a
diversidade, representatividade e significado ecoldgico dos organismos, e conceitos
da toxicologia, em relagdo aos efeitos adversos dos poluentes sobre as
comunidades bioldgicas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A utilizagdo desses testes torna-se cada dia mais importante para as
avaliagdes dos impactos ambientais, informando o efeito toxico que um xenobidtico
pode causar em um ecossistema como um todo. (RODRIGUES, 2002).

Nessas avaliagdes, as informagdes geradas em programas de monitoramento,
constituem-se em importante subsidio ao conhecimento global da area de estudo,
pois informa a respeito da extensdo da poluicdo, da deterioragdo ou da melhoria
gerada; permitindo avaliar a eficiéncia de a¢gées mitigadoras adotadas e normas ou
guias que estejam em vigor, elaboradas com fins de protegdo ambiental (RAYA-
RODRIGUES, 2000).

Deste modo, testes toxicologicos s&o utilizados em rotina nos o6rgéos
ambientais no ambito do licenciamento e da fiscalizagdo de atividades
potencialmente causadoras de poluigdo, bem como do monitoramento da qualidade

das aguas, sendo mais aplicados em agdes preventivas (KNIE; LOPES, 2004).
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A padronizacdo de ensaios toxicoldgicos foi iniciada no Brasil por Rocha et. al.
em 1971, conforme descrito no relatério da FESB-CETESB", (1971 apud ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008, p. 10).

Um programa internacional de padronizagao de testes de toxicidade aguda
com peixes foi desenvolvido em 1975, pelo Comité Técnico de Qualidade das Aguas
da International Organization for Standardization (ISO), com participagdo da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo
(CETESB) a convite da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Para a realizagdo desses ensaios utilizam-se organismos conhecidos como
bioindicadores, que reagem a poluigdo com modificagcdes de suas funcdes vitais
normais, ou que sao capazes de acumular poluentes, sendo dessa forma utilizados
para avaliacdo da qualidade ambiental. Dentre esses organismos podem-se
destacar algas, microcrustaceos e peixes, entre outros (RODRIGUES, 2002).

Um critério relevante no emprego dessas espécies € a sua disponibilidade,
representatividade do ecossistema em estudos e sensibilidade a uma diversidade de
agentes quimicos, de maneira a possibilitar a obtengcdo de resultados precisos,
exatos e reprodutiveis (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).

Os testes toxicolégicos podem ser classificados em agudos e crdnicos,
diferindo basicamente entre si, na duragéo, concentragao das espécies quimicas e
nas respostas finais medidas.

Segundo Lombardi (2004), os testes de toxicidade aguda sdo experimentos
de curta duracdo, proporcionando rapidas respostas em estudos sobre efeitos
téxicos letais, em que o objetivo é determinar a Concentragéo Letal Média (CLsg) de
certa substancia sobre os organismos aquaticos, em um tempo de 24 a 96 horas de
exposicao, avaliando os efeitos, em geral severos e rapidos, sofridos pelos
organismos expostos ao agente analisado.

! FESB - CETESB. Estudos efetuados na represa de Americana e no trecho do Rio Atibaia, a montante do
reservatorio. Relatério Técnico. Sao Paulo. 67p. 1971.



22

O fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos toxicos sobre os
organismos aquaticos em testes de toxidade aguda ndo indica que ela n&o seja
toéxica para estes (COSTA et al., 2008), sendo que uma exposicdo ao agente
estressor, em niveis subletais, pode ndo levar a morte do organismo, mas pode
causar disturbios fisiolégicos e/ou comportamentais. Estes efeitos ndo s&o
detectados em testes de toxicidade aguda, necessitando de ensaios de toxicidade
cronica, os quais avaliam os efeitos de substancias quimicas sobre espécies por um
periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Quanto a dinamica, os testes podem ainda ser classificados de acordo com
Costa et al. (2008) em estaticos, semi-estaticos e de fluxo continuo.

No sistema estatico os organismos sdo expostos a mesma solugao durante
todo o periodo de ensaio. Este se aplica a testes de curta duracdo e com
substancias ndo volateis ou pouco degradaveis. No sistema semi-estatico, em geral,
ha a troca periddica e parcial (~25% do volume) dessas solugdes através da sua
substituicdo nos recipientes que encerram o ambiente experimental e nos sistemas
em fluxo continuo, as solugdes testes fluem continuamente, sendo recomendados
em testes de longa duragéao.

Os testes ecotoxicolégicos com todas as possibilidades que encerram na
mensuragao da poluicdo ambiental, permitem ainda desenvolver estudos cientificos
que definam a capacidade de assimilagdo do meio, a compreensdo dos processos
naturais, os efeitos dos poluentes sobre o homem e aos ecossistemas, bem como os

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

2.2. Testes de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda € usado com o objetivo de estabelecer a
concentragdo de um determinando contaminante que produz efeitos danosos a um
organismo, por meio de um curto tempo de exposi¢cao e que resulta em danos

biolégicos severos ou a morte destes (PANKRATZ, 2001). Esses efeitos toxicos
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estdo relacionados com a concentragdo do contaminante no ambiente e com o
periodo de exposi¢cao dos organismos.

Estes testes avaliam uma resposta rapida e severa dos organismos a um
estimulo que se manifesta, em geral, em um intervalo de 0 a 96 horas. Normalmente
o efeito observado € a letalidade ou outra manifestacdo que a antecede, como o
estado de imobilidade em invertebrados (MAGALHAES; FILHO, 2008).

Ensaios de toxicidade aguda tém como resultado as concentragdes letais
médias (CLsg) ocorridas em um curto periodo de tempo, disponibilizando dessa
maneira, informagdes para estudos futuros e mais criteriosos como testes de
toxicidade crbnica e avaliagéo de risco ecotoxicologicos (LOMBARDI, 2012).

Estudos com essas finalidades, utilizando peixes como organismos-testes,
vém sendo desenvolvidos a fim de obter uma resposta ampla dos efeitos toxicos de
varias substancias.

Para o caso das espécies quimicas 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 o0s organismos a
concentragdes crescentes do fungicida por 96 horas, obtendo um valor para a CLsg
de 0,1 mg L' de oxicloreto de cobre, correspondendo a 0,06 mg de cobre
metdlico/litro. Os autores também observaram, através de um teste de
bioacumulagdo, que ocorreu um acumulo de cobre na espécie, sendo que uma
eliminacao total do metal se deu apenas na menor concentragcio exposta.

Gomes et al. (2009) estimaram a CLsy de cobre (CuSO4.5H,0) e cadmio
(CdCl2.H,O) para piaugu, Leporinus macrocephalus e curimatd Prochilodus
vimboides. Os autores encontraram os valores de 0,047 e 0,090 mg L™ para o cobre
e 3,16 e 7,42 mg L™ para o cadmio para curimatd e piaucu, respectivamente. Os
mesmos concluiram que entre as duas espécies avaliadas, o curimatd se mostrou
mais adequado para estudos toxicologicos da bacia do rio Doce devido a sua alta
sensibilidade aos metais.

Lam et al. (1998) determinaram a concentragéo letal média dos metais cobre
e zinco, assim como avaliaram a expressédo génica de metalotioneinas em figado e
guelras de carpa comum (Cyprinus carpio) e tilapias (Tilapia mossambica) atraves
da exposigcao dessas a concentragdes subletais por trés semanas. Os autores

concluiram que niveis de metalotioneinas em carpa comum n&o é um biomarcador
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apropriado para o monitoramento da poluicdo ambiental, enquanto que em tilapias
esta mostrou uma melhor sensibilidade no monitoramento da contaminagcdo por
metais.

De uma forma geral, os testes agudos sado baratos, confiaveis e simples de
desenvolver, porém existem algumas limitagdes, tais como: ndo avaliam a maneira
como a mortalidade aumenta apds a exposicdo, uma vez que esses testes sédo de
curta duracdo; utiliza-se apenas uma espécie e um estagio de vida; varia na
sensibilidade dos organismos a um poluente e é insensivel a efeitos subletais que
possam levar a morte por exposigéo prolongada (MAGALHAES; FILHO, 2008).

Amostras de muitas localidades n&o produzem ou produzem apenas efeitos
marginais em testes de toxicidade aguda, n&o revelando assim a relagao
fundamental entre a concentracdo e o efeito, que € crucial para a avaliagdo da
toxicidade. No entanto, as condigdes locais podem atribuir certos aspectos de
instabilidade em longo prazo ao ecossistema. Deste modo, testes de toxicidade
cronica sao fundamentais para avaliar a agdo dos poluentes nos organismos em um
periodo mais prolongado (MAGALHAES; FILHO, 2008).

2.3. Testes de toxicidade cronica

No ambiente aquatico, em geral, os organismos estdo expostos a niveis
subletais dos poluentes que, embora ndo os levando necessariamente ao obito,
pode causar disturbios fisiolégicos e/ou comportamentais em longo prazo. Esses
efeitos ndo sdo detectados em testes de toxicidade aguda, sendo necessario o uso
de ensaios de toxicidade crénica (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Ensaios crénicos permitem avaliar os possiveis efeitos indiretos causados
pelas substancias quimicas como, por exemplo, alteracées na sobrevivéncia dos
organismos, nas fungdes bioldgicas, tais como reproduc¢do, desenvolvimento de
ovos, crescimento e maturagdo, no comportamento, modificagbes fisiologicas,
bioquimicas e histolégicas, dentre outras (BURTON; MACPHERSON, 1995).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade crbnica sdo geralmente
expressos como CENO ou CEO, que sao respectivamente, a maior concentragéo do
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agente toxico que n&o causa efeito deletério estatisticamente significativo nos
organismos e a menor concentragdo do agente toxico que causa efeito deletério
estatisticamente significativo nos organismos (COSTA et al., 2008).

Em ambientes aquaticos a ocorréncia dos efeitos crénicos € mais frequente,
devido a diluigdo pontual e dispersa dos xenobidticos oriundos das aguas de
contribuicdo, as relagdes antagonistas entre as substancias, a rapida associagéo
que ocorre entre a maioria das particulas e a matéria humica e a sedimentacéo de
sélidos em suspensdo. Dessa forma, os organismos sido expostos a baixas
concentragbes de determinados poluentes durante longos periodos de tempo,
ocasionando efeitos crénicos a niveis subletais e até mesmo letais ao longo do
tempo (MAGALHAES; FILHO, 2008).

Estudos com objetivo de determinar os possiveis efeitos adversos de muitos
xenobidticos em condi¢gbes prolongadas de exposicdo a concentragdes subletais,
utilizando peixes como espécies bioindicadores vém sendo desenvolvidos. Entre
esses se pode citar Dias et al. (2007) que verificaram os efeitos toxicos do cloreto de
mercurio em concentragdes subletais sobre o quadro histologico de Oreochromis
niloticus, analisando o bacgo, coracdo e encéfalo dos organismos. Os autores
observaram alteracbes como hiperplasia e hipertrofia dos centros de
melanomacrofagos no bago, enquanto que no coragdo e encéfalo as alteragbes
histolégicas observadas néo forem relevantes.

Flores-Lopes e Malabarba (2007) avaliaram através de analises histoldgicas,
algumas alteragbes ocorridas no figado de Lambari (Astyanax jacuhiensis)
provenientes das lagoas de estabilizagdo do Sistema Integrado de Tratamento dos
Efluentes Liquidos, que é responsavel pelo tratamento dos efluentes gerados pelo
Polo Petroquimico do Sul, em trés periodos de amostragem (janeiro e abril de 1999
e outubro de 2002). Os autores verificaram que as alteragdes histopatoldgicas no
figado dos organismos eram de intensidade leve a moderada, concluindo assim
certa eficacia do sistema de tratamento de efluentes liquidos.

Almeida et al. (2001) analisaram o impacto sob o metabolismo de
Oreochromis niloticus devido a uma exposi¢cdo de cadmio (CdCl,) a doses subletais
por 7 dias. Os autores concluiram que essa exposi¢cao induziu a alteragdes
metabdlicas na espécie estudada, tais como: aumento da glicolise do musculo

vermelho e redugao de proteinas e glicolise no musculo branco.
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Atli e Canli (2008) determinaram os niveis de metalotioneinas (Mts) nos
tecidos de Oreochromis niloticus expostos a diferentes concentragcdes subletais de
Cd (CdCl,.H20), Cu (CuCl,.2H,0), Zn (ZnCl;) e Pb (Pb(NOs3)2) por um periodo de
14 dias. Os autores verificaram através deste estudo que niveis de metalotioneinas
no figado aumentaram apenas durante a exposi¢do ao cadmio, indicando que este é
o principal indutor dessas proteinas no 6rgéo estudado.

Segundo Terra e Feiden (2003) a expressao de muitos agressores ambientais
somente torna-se visivel quando estdo presentes em altas doses. Entretanto,
quando eles existem em porgdes menores, seus efeitos na bagagem genética dos
individuos interferem nas suas funcgdes fisiologicas, altera a frequéncia reprodutiva
e/ou a qualidade e quantidade de organismos gerados.

Sendo assim, a realizagao de testes de toxicidade crénica ao mesmo tempo
em que completa o teste de toxicidade aguda, fornece informagdes a respeito da
sensibilidade e dos efeitos adversos nos organismos, expostos durante um longo
periodo a diversos agentes toxicos presentes em baixas concentragdes no

ambiente.

2.4. Peixes como bioindicadores da qualidade da agua

A estruturacio fisica, quimica e dinamica dos ecossistemas aquaticos vem
sendo alteradas de maneira significativa em fungdo de multiplos impactos
ambientais. Estes provém de atividades antropicas e acarretam queda da qualidade
da agua, com possivel perda de biodiversidade aquatica (GOULART; CALLISTO,
2003).

Para melhorar os programas de avaliagcdo desses impactos nesses
ambientes, faz-se necessaria a utilizagdo de organismos bioindicadores como
representantes da biota (NAIGAGA et al., 2011).

Os peixes, por fazerem parte da dieta em muitos paises e, em outros
comporem a principal fonte de proteinas, (SILVA FILHO et al., 2000), constituem-se
bons bioindicadores dos efeitos de poluentes. Devido a sua sensibilidade diferencial
a poluicdo, eles estdo sendo, cada vez mais, utilizados para detectar possiveis
problemas ambientais (BOMBAIL et al., 2001).
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Esses organismos apresentam varias respostas bioquimicas e fisiolégicas
frente aos xenobidticos que podem resultar na adaptagdo ao poluente ou induzir
efeitos negativos na sobrevivéncia e em suas condigdes fisiolégicas (DE SMET;
BLUST, 2001; BEGUM, 2004).

Ensaios utilizando os peixes como espécies bioindicadoras permitem avaliar
parametros como mortalidade, alteragdes comportamentais, bioacumulagéo e danos
a tecidos e células. Esses efeitos auxiliam estimar de uma forma mais aprofundada
a estabilidade do ecossistema aquatico (OLIVEIRA-RIBEIRO; GUIMARAES;
PFEIFFER, 1996).

Considerados padrao em testes de toxicidade aguda e cronica, a utilizagao
desses organismos tem sua importéncia ecoldgica e econbmica, uma vez que
ocupam niveis tréficos elevados, acumulando altos teores de contaminantes através
da biomagnificagdo e sao considerados parte da dieta alimentar para o homem
(REYNOLDSON; DAY, 1993).

2.5. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Figura 1 - Organismo Teste: Oreochromis niloticus

A Tilapia do Nilo ocupa a seguinte posicdo sistematica de acordo com
LINNAEUS,1758: Reino: Animalia; Filo: Chordata; Classe: Osteichthyes; Ordem:
Perciformes; Familia: Cichlidae; Subfamilia: Pseudocrenilabrinae; Género:
Oreochromis; Espécie: niloticus.
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A primeira espécie de tilapia introduzida no Brasil foi a tilapia-do-congo
(Tilapia rendalli) que chegou ao estado de Sdo Paulo em 1953. Em 1971 foram
importados pelo DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra a Seca) a Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) e a Tilapia de Zanzibar (Oreochromis urolepis
hornorum) introduzidas no nordeste brasileiro, originaria da Costa do Marfim, Africa
Ocidental (LOVSHIN, 2000).

A tilapia € um peixe encontrado em quase todo o pais, tanto em cultivos
comerciais como em reservatorios e agudes, sendo que entre as diversas espécies
de tilapias 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 adaptacdo as
condigdes climaticas brasileiras. A alta qualidade de sua carne faz da tilapia um
produto de grande interesse para o processamento industrial e com boa aceitagao
pelo mercado consumidor (DIAS et al., 2007). Esta espécie apresenta distribuicao
geografica restrita a regides com temperatura minima de até 20,0° C, sendo que
quando corretamente aclimatada, pode ser cultivada em temperatura de até 14,0°C,
suportando temperaturas minimas letais de 8,0 a 13,0°C. Por outro lado,
temperaturas em torno de 41,0°C sdo consideradas como limite superior e a faixa
6tima fica compreendida entre 26,0 e 28,0°C (ZANIBONI FILHO, 2004; KUBITZA,
2000).

As tildpias apresentam uma consideravel tolerancia a altas salinidades, o que
pode ser devido a sua provavel origem marinha, suportam baixas concentragdes de
oxigénio dissolvido, assim como ampla faixa de alcalinidade e toleram altas
concentragdes de amobnia, comparadas a maioria dos peixes. Em relacdo 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 biolégico, devido a sua facil manipulacgéo,
adaptagao ao cativeiro, manutencdo em laboratério e sensibilidade a presencga 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 6timo modelo para avaliagdo do

ecossistema aquatico. Devido a isso, as mesmas sao utilizadas frequentemente para
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a investigacdo da toxicidade de substancias contaminantes em ecossistemas
aquaticos (GIRON-PEREZ et al., 2007; ALVES-COSTA, 2001).

Deprende-se dessas caracteristicas 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 a presenga dos metais de forma isolada e em
diferentes combinagdes, na produgcédo de enzimas do estresse oxidativo e produgao
bruta de MTs (TONISSI, 2009).

Garcia-santos et al. (2007) verificaram apos a exposicdo a CdCl, o
aparecimento de lesdes nas branquias de Oreochromis niloticus devido a crescente
contaminagao no ambiente aquatico.

Figueiredo-Fernandes et al. (2007) analisaram alteragdes histopatolégicas no
epitélio hepatico e branquial de Oreochromis niloticus expostas a diferentes
concentragdes de cobre (CuSQ,). Este trabalho revelou influéncia do cobre ao nivel
da histologia da branquia e do figado, demonstrando os efeitos em diferentes
concentracdes.

Almeida et al. (2009), avaliaram a possivel ligagdo entre exposi¢gao ao CdCly,
producdo de marcadores hepaticos do estresse oxidativo e a agressividade em
Tilapia 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
tolerancia ao Cd pela Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é alta e concluiram que
esta espécie poderia contribuir de modo significativo para a compreensao do
mecanismo de toxicidade pela exposigdo ao cadmio em organismos aquaticos.

A tilapia pode também absorver moléculas organicas, como aquelas dos
agroquimicos largamente empregados na agropecuaria.

Estudo sobre a verificagdo da contaminagcdo de Oreochromis niloticus,
coletadas em frigoriferos do Estado Parana, por compostos organofosforados e
carbamatos, mostrou a necessidade de monitoramento constante quanto a presenga
de residuos de praguicidas nesta importante matriz alimenticia, devido a
possibilidade de contaminacdo dos tanques de criagdo nas pisciculturas
(RODRIGUES et al., 2009).
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Henares et al. (2008) realizaram um estudo envolvendo a toxicidade aguda e
os efeitos histopatoldgicos do herbicida diquat na branquia e no figado da tilapia
nilética. Os autores verificaram que o diquat apresentou baixo risco de intoxicagao a
essa espécie e as alteragdes histopatolégicas mais severas ocorreram somente nas
concentracdes mais elevadas.

Através dos estudos citados anteriormente, pode-se verificar que a espécie
Oreochromis niloticus é frequentemente utilizada em testes toxicoldgicos, sendo
reconhecida como um bioindicador apropriado para verificar a qualidade ambiental,

aferindo desse modo na saude do ecossistema.

2.6. Fatores que influenciam a toxicidade

Diversos fatores influenciam diretamente na toxicidade dos xenobiéticos, entre
0s quais, pH, dureza da agua, material organico dissolvido, estagios nutricionais,
temperatura, biologia da espécie em questao e biodisponibilidade dos metais, entre
outros (SPRAGUE, 1990).

De acordo com Aragéo e Araujo (2006), a dureza total da agua (composta
principalmente por calcio e magnésio) pode interferir na toxicidade de muitos
poluentes, especialmente os metais. Estes se tornam menos toxicos em aguas
consideradas duras, devido & competigdo dos ions Ca* e Mg2+ pelos sitios ativos de
absorcao dos organismos (LOCK et al., 2007) e a complexagao dos metais em altas
concentracdes de hidréxidos e/ou carbonatos, associados normalmente a 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 aguas mole, dura e
muito dura (40, 150 e 380 mg L' CaCOs3) e concluiram que a mesma diminuiu com o
aumento da dureza da agua.

O pH de uma solugcdo também podem interferir na toxicidade de um metal
tanto pela competicdo de protons como pela especiagdo quimica e
biodisponibilidade dos metais na solugdo. Na primeira situacdo os proétons
competem pelos grupos funcionais existentes na membrana celular das branquias e

com as moléculas de carbono organico dissolvido, com isso ha uma maior
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quantidade de ions metalicos livres na solugdo. Devido a isso, em baixos valores de
pH, as moléculas de carbono organico dissolvido sdo protonadas, resultando em
maior toxicidade para os organismos (VIJAYAVEL, 2010).

Em valores mais elevados de pH, a formacao de hidréxidos e carbonatos
metalicos é favorecida, levando a uma diminuicdo das espécies em sua forma livre,
mais disponiveis a absorcdo 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 sobrevivéncia da espécie no Lago Dunas, reduzindo
significativamente a toxicidade com o aumento dessa variavel (ARAUJO et al.,
2008).

Cogun e Kargin (2004), estudando os efeitos do pH sobre a mortalidade e
acumulagao de cobre (CuS04.5H,0) nos tecidos de Oreochromis niloticus puderam
concluir que em valores baixos de pH (5,5) a acumulagédo de cobre nos tecidos da
espécie em questdo 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 € a complexagao
dos metais com a matéria orgénica dissolvida. Essa relagdo pode ser constatada
pelos autores Hollis, Muench e Playle (1997), que estudando a influéncia da matéria
organica dissolvida sobre a absor¢cdo do cobre (CuS04.5H,0) nas branquias de
“rainbow trout’, observaram a reducéo da toxicidade devido a diminuicdo do cobre
livre na solucgéo.

Os autores também discutiram a influéncia do calcio (CaCl,.2H,0) sobre o
acumulo de cadmio (CdCl,.H,O) nas branquias dos mesmos organismos e
concluiram que o calcio apresenta um efeito protetor contra a toxicidade do cadmio
por meio do mecanismo de competigdo. Portanto, situagdo otima para um peixe
sobreviver a poluicdo por metal, seria viver em agua dura contendo quantidades
moderadas de matéria organica dissolvida.

Estudos sobre a influéncia do calcio e acido humico sobre a toxicidade de
cadmio (CdCl,.2,5H,0) em Rhinella arenarum revelou que o Ca*? na agua ofereceu
protecdo contra a absor¢do e a acumulagdo do metal por meio de inibicao

competitiva. Nos sistemas contendo acidos humicos, uma quantidade de cadmio na
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solucdo foi complexada, tornando-se assim menos biodisponiveis, diminuindo
consequentemente sua toxicidade (MASTRANGELO; AFONSO; FERRARI, 2011).

El Deen, Zaki e Osman (2010), estudando a contribuicdo do acido fulvico na
reducao da toxicidade de cadmio em Oreochromis niloticus revelou que a presenga
de acido fulvico, reduziu consideravelmente a absor¢do do metal e a acumulagao
nos tecidos do peixe, enquanto que a quantidade de metal na agua aumentou.

O estado nutricional dos organismos expostos a substancias poluidoras
também tem uma grande influéncia na toxicidade das mesmas. Esse fato pode ser
corroborado pelo estudo realizado por Pelgrom et al. (1994), onde Oreochromis
mossambicus foram expostas a concentragdes subletais de cobre e cadmio em
condigdes de organismos alimentados e nao alimentados. Os autores puderam
concluir que a quantidade total de Cu e Cd acumulado durante a exposi¢cao foi
influenciada pelo estado nutricional do organismo, onde os alimentados se
mostraram mais resistentes a acumulacdo dos metais do que os nao alimentados,
mostrando que no primeiro caso houve uma redugédo da toxicidade dos metais. Os
autores apresentaram duas explicagdes para esse fato, onde a primeira refere-se as
consequéncias fisiologicas da restricdo alimentar, que pode determinar a capacidade
de lidar com substéancias téxicas exdégenas e a segunda, relacionada a formagao de
complexos de Cu com as fezes presentes na agua de peixes alimentados. Esta
explicacdo sendo a menos provavel nas condigdes experimentais realizadas.

Em relagdo a temperatura, o metabolismo energético dos organismos pode
aumentar ou diminuir em fungdo dessa variavel, podendo ocorrer um aumento de
duas vezes na taxa metabdlica para cada aumento de 10°C na temperatura da agua.
Esse aumento também pode influenciar na solubilidade de algumas substancias,
assim como na quantidade de oxigénio dissolvido. Sendo assim, pode-se assumir
que um aumento na temperatura resulta em maior toxicidade para determinadas
substancias. (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Estudo realizado por Karakog¢ e Dinger (2003) sobre o efeito da temperatura
na acumulagdo de zinco nas branquias, figado e rim em Oreochromis niloticus
mostrou que a acumulacdo do metal pelos 6rgdos em estudo foi maior na
temperatura de 30°C do que a 15°C. Os autores concluiram que o aumento na
temperatura causa mudancgas na atividade metabdlica de Oreochromis niloticus e a

diminuicdo dessa variavel diminuiu a absorgéao da taxa de Zn no organismo.
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2.7. Toxicidade dos metais

2.7.1. Cobre

O cobre € um elemento trago essencial que apresenta um importante papel
nas fung¢des bioquimicas e fisioldgicas dos organismos. Esse atua, entre outros, na
participacdo da cadeia respiratéria, sintese de hemoglobina, aproveitamento do
ferro, sintese do colageno e elastina e funciona como cofator para diferentes
enzimas com papel central no metabolismo celular, por exemplo, lisil oxidase,
citocromo c oxidase e superdxido dismutase (LEHNINGER, 1990; CHAMPE;
HARVEY, 1996; MURRAY et al., 1998; revisto por SORENSEN, 1991; ISANI et al.,
2011).

Ao mesmo tempo, o Cu livre € capaz de produzir espécies reativas de
oxigénio, que prejudica o funcionamento de varias moléculas essenciais para a
sobrevivéncia dos organismos. Por esse motivo, ele € fortemente regulado pelos
organismos vivos através de complexos mecanismos homeostaticos que regulam a
absorg¢ao, distribuicdo, sequestro e exportacédo (ISANI et al., 2011).

Seu aumento no ambiente aquatico deve-se principalmente ao
desenvolvimento industrial, da agricultura e da mineracdo (SPERLING, 1993), e
essa contaminagéo € de particular importancia do ponto de vista ecolégico, uma vez
que esses sdo vistos como uma potente ameaga aos organismos desse
ecossistema.

A toxicidade do cobre pode ser influenciada por diversos fatores, entre eles o
ambiente de exposig¢ao, forma quimica do elemento e espécie exposta, porém o
mecanismo pelo qual o cobre agira no organismo depende de sua absor¢do, que
afetara diretamente a sua toxicidade. Uma vez absorvido, o cobre induz a varios
danos fisioldgicos e bioquimicos que podem resultar na morte do organismo exposto
(SANCHEZ et al., 2005).

Posteriormente a esta absorgcéo, o cobre é preponderantemente transportado
pelo sangue via proteina ceruloplasmina, como pode ser constatado pelo trabalho

realizado por Pelgrom et al. (1995), que verificou apds a exposicao da tilapia
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mossambica, a varias concentragdes de cobre, que havia grande quantidade dessa
proteina no sangue desses espécimes.

Esse contaminante é reconhecido como um dos metais mais toxico para os
peixes, pois causa diminuigdo de sais no sangue do organismo ocasionado pelo
efluxo de eletrdlitos, acarretando um colapso cardiovascular devido a alta
viscosidade resultante (WILSON; TAYLOR, 1993a e 1993b; revisto por HANDY;
EDDY; BAINES 2002).

De acordo com Li et al. (1998), a exposicdo ao cobre provoca varias
alteracdes histopatolégicas no epitélio branquial, como por exemplo a inibicdo da
atividade da enzima Na'/K*-ATPase, através de sua alteracéo estrutural por meio da
ligacdo covalente de Cu?* livre a grupos SH da enzima, resultando em disttrbios
osmorregulatérios. Com o intuito de restaurar a absorgdo branquial do Na®,
mantendo a homeostase desse cation no interior dos organismos, processos
bioquimicos e fisiologicos s&do desencadeados pelos individuos expostos (LI et al.,
1998). Como exemplo, pode-se citar o estudo realizado por PELGROM et al. (1995)
que observaram um incremento na producdo de células mitocondriais, também
chamadas de cloridricas, apds exposicdo por seis dias a este metal em
concentracdes de 3,2 uM de cobre livre.

Outras alteragcdes devido a exposi¢cao prolongada desse metal foram também
descritas, como por exemplo, a perda de controle ionoregulatério branquial,
alteragdes histoldgicas nas branquias e figado, estresse oxidativo, mudangas no
metabolismo hepatico intermediario, reducado no crescimento e falhas na reproducao
(CHEN et al., 2012).

2.7.2. Cadmio

Conhecido como metal ndo essencial, o cadmio é persistente, nao
biodegradavel e de toxicidade elevada, uma vez que causa efeitos deletérios aos
organismos mesmo em baixas concentracbes (BHAKTA; MUNEKAGE, 2008;
SOARES et al., 2008; ALMEIDA et al., 2001).
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Sua introdugcdo no ambiente pode ser através de fontes antropogénicas e
naturais, como atividades de fundigdo, producdo de baterias, revestimentos
eletroliticos de metais, tintas, fertilizantes, estabilizadores plasticos, vulcanismo e
queima de florestas (ROMAN et al., 2002; ATLI; CANLI, 2007; BURGER, 2008).

Dentre os metais mais téxicos presentes no sistema aquatico, o cadmio esta
no topo, pois 0 mesmo apresenta uma meia vida biolégica elevada, acumulando-se
desde o menor invertebrado ao peixe carnivoro (COGUN; YUZEREROGLU;
KARGIN, 2003).

A exposicao a esse metal pode perturbar as fungdes centrais, afetando varios
processos bioquimicos e fisiolégicos dos peixes, levando a varias alteragdes
patolégicas no figado, testiculos, cérebro, sistema nervoso, rins, bago e medula
O0ssea (ALMEIDA et al.,, 2001; BENADUCE et al., 2008). Além disso, o Cd esta
relacionado a ocorréncia de anemia, fraturas vertebrais, hipocalcemia, hipocalemia,
hiperglicemia, diminuicdo da eficiéncia digestiva, alteracdo da sensibilidade do
olfato, efeitos adversos no crescimento, reproducao e na regulagao de ions. Natagao
erratica e mortalidade podem ser também incluidas (BENADUCE et al., 2008,
BURGER, 2008).

Uma das principais causas de mortalidade dos organismos intoxicados ao
cadmio é a hipocalcemia, através da inibicdo da absor¢ao de calcio pelas branquias,
bem como por células intestinais. Essa situagdo pode causar deformidades
esqueléticas, alteragbes no equilibrio de célcio no organismo, modificacbes 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 deficiéncia pode ser atribuido a agdo competitiva de Cd?*
sob a via ativa Ca?*-ATPase basolateral das células cloridricas branquiais. Sendo
assim, o aumento da concentracdo de Ca?* na agua constitui-se em beneficio contra
a deposicédo de cadmio nas branquias dos peixes (CINIER et al., 1997; MATSUO et
al., 2005)

Outro efeito a exposicdo ao cadmio sdo as alteracbes de atividades
enzimaticas, consequéncia da ligagdo do metal a seus grupos funcionais,
deslocando metais essenciais como Cu e Zn, os quais estdo associados a essas
enzimas como co-fatores. Isso ocorre devido a semelhanga quimica desse
contaminante com o zinco, sendo facilmente absorvido por animais e estocado em

orgaos na forma de complexos com metalotioneinas (Mts). Essa substituicdo de
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cations essenciais por Cd € um dos mais importantes mecanismos de efeito deste
metal (SURA et al., 2006; LIONETTO et al., 2000; ERK et al., 2005).

2.8. Bioacumulacao

Quando introduzidos no ambiente aquatico, alguns xenobioticos podem
apresentar caracteristicas de persisténcia, ou exibirem alta resisténcia a degradagéao
bidtica e/ou abidtica, bioacumulando-se nos tecidos e 6érgédos dos organismos
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Essa bioacumulagdo é verificada quando uma
substancia contaminante € absorvida em uma propor¢cédo maior do que aquela que é
excretada, ou eliminada (GOMES; SATO, 2011).

O interesse por estudos de bioacumulagao foi desencadeado na década de
1960, devido a toxicidade em peixes e moluscos causada pelos residuos de
metilmercurio, liberados por uma industria de acetaldeido e cloreto de vinila no
Japao, e pela elevada mortalidade e falhas reprodutivas em aves devido a
langamentos de pesticidas organoclorados (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A acumulagao de contaminantes metalicos em organismos aquaticos pode ser
influenciada pela sua disponibilidade, que esta relacionada a especiacdo quimica,
competicdo com outros ions, capacidade de interagdo com substancias particuladas
e dissolvidas e mecanismos de absorgdo, regulagcdo e eliminagdo das espécies
expostas ao contaminante (CARRIQUIRIBORDE; RONCO, 2008).

O tegumento (pele e escamas), respiragcao (brénquias e tegumento) e
alimentagdo, podem ser consideradas algumas vias de introdu¢cdo de substancias
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 a agua como carbono organico dissolvido,
dureza total e salinidade; e relativos a biota como biotransformacao, teor de lipidios,
depuracgdo, dieta, taxa metabdlica e metalotioneinas sao alguns fatores que séo
determinantes ao processo de bioacumulagédo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).
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Muitos estudos envolvendo mecanismos de bioacumulagdo de metais em
organismos aquaticos e em 6rgaos e tecidos destes podem ser encontrados na
literatura.

Tao et al. (2012) estudando a bioacumulagao de Cu, Zn, Cr, Ni, Cd e Pb em
organismos aquaticos de diferentes niveis troficos (fitoplancton, zooplancton,
zoobentos e peixes) no lago Taihu, observaram que a concentragcdo de metais
seguiu a seguinte ordem, fitoplancton>zooplancton>zoobentos>peixes e que os
metais essenciais apresentaram uma maior bioacumulagdo do que 0s nao
essenciais.

Biuki et al. (2011) analisando o comportamento acumulativo do cadmio e
chumbo em figado de Chanos chanos apds exposicdo a trés concentragdes
subletais de cada poluente por periodos experimentais agudos (12, 24 e 96h) e
cronicos (7, 14 e 21 dias) concluiram que a bioacumulagdo aumentou no érgédo em
questdo com o tempo de exposicdo e com a concentragao do poluente.

Estudo relacionado a bioacumulagdo de cadmio (CdCl,.2.5H,0) em rins,
figado e musculo de Cyprinus carpio revelou que a concentragdo do metal no rim e
figado aumentou rapidamente para os niveis de saturagdo e uma correlagéo positiva
aconteceu entre o aumento de metalotioneinas e aumento da tolerancia do peixe ao
metal. Os autores também concluiram que apds trés meses de exposi¢cdo ao
cadmio, a concentragdo do metal aumentou no musculo, indicando que apés atingir
o limite de saturacéo no figado e rins, a acumulagéo do contaminante no musculo foi
estimulada (CINIER et al., 1997).

Dupreez e Steyn (1992), estudando a concentragao dos metais Fe, Zn, Pb, Ni,
Cu, Cd e Mn, observaram a presenca destes em diferentes concentracdes em todos
os 6rgaos e tecidos analisados. Concentragbes mais elevadas de Cd, Mn, Ni e Pb,
foram encontradas no estbmago, enquanto que o Zn foi encontrado nas gbnadas.
Cu e Fe sendo detectados em maiores concentra¢des no figado.

Mansouri, Ebrahimpour e Babaei (2012), estudando a bioacumulagédo e
eliminacdo de niquel nos 6rgéos de Capoeta fusca, puderam encontrar uma ordem
de bioconcentragao nos tecidos e orgaos analisados, sendo
branquias>figado>musculo>pele. Os autores também investigaram o processo de
eliminagcdo desse metal pelo peixe e concluiram que para a menor concentragao

testada (4,5 mg L") a ordem de detoxificagdo foi verificada na sequéncia:
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branquias>pele>musculo>figado. Para a maior concentracdo avaliada (12,7 mg L),

uma leve alteragao sequencial foi observada: branquias>pele>figado>musculo.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

O presente estudo visa conhecer aspectos da toxicidade dos metais Cu
(essencial) e Cd (ndo essencial), isoladamente e em associagédo, em Tilapia do Nilo

(Oreochromis Niloticus).

3.2. Objetivos especificos

1. Determinar a toxicidade aguda (CLso) para Cu em tilapias;
2. Determinar a toxicidade aguda (CLsp) para Cd em tilapias;
3. Determinar a toxicidade aguda (CLsp) para Cd + Cu em tilapias;

4. Verficar a existéncia de efeitos sinérgicos ou antagbnicos desses elementos

quimicos sobre o0s organismos estudados;
5. Observar essas interagdes em niveis de toxicidade crbnica;

6. Determinar a bioacumulagao dos metais cobre e cadmio no tecido muscular,

branquias e figado de Oreochromis niloticus;

7. Determinar o potencial das tilapias como bioindicadoras da contaminagcao

existente por Cd e Cu
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4, MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de toxicidade foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia
do Centro de Estudos Ambientais (CEA), Rio Claro — SP, Universidade Estadual
Paulista. A metodologia empregada foi estabelecida conforme recomendagdes da
ABNT 15088 (2004) e USEPA (2002).

4.1. Organismos-teste

Tildapias do Nilo (Oreochromis niloticus), macho-revertidos, pesando
aproximadamente 10,0 gramas, foram obtidas na Piscicultura Rio Nilo em Sao Joao
da Boa Vista - SP e no Pdlo Regional Vale do Paraiba em Pindamonhangaba, SP.

Os organismos obtidos na piscicultura Rio Nilo foram utilizados nos
experimentos preliminares e agudos, enquanto que aqueles obtidos no Podlo

Regional foram acondicionados para serem empregados no ensaio cronico.

4.2. Aclimatagéo dos peixes

Os organismos-teste foram transportados ao laboratério de Ecotoxicologia do
Centro de Estudos Ambientais de Rio Claro em sacos plasticos oxigenados, proprios
para o transporte dos mesmos, onde foram acondicionados 100 individuos por
unidade (Figura 2).

No laboratério, duas caixas d’agua de 500 litros de capacidade, contendo
agua desclorada e proveniente da rede de abastecimento (Figura 3) foram
preparadas.

A descloragédo da agua foi efetuada por repouso, no interior de reservatorios

de 1000 litros por um periodo minimo de 02 dias (Figura 4).
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Figura 2 — Acomodacdo das embalagens plasticas contendo os organismos-testes em
veiculo que efetua o transporte do lote de alevinos até tanque de aclimatagao, no laboratério
do CEA/UNESP, Rio Claro

Figura 3 — Caixas d’agua de 500 litros preparadas com agua desclorada para aclimatagao
dos organismos-teste
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Figura 4 — Reservatorios de 1000 litros, interno e externo a sala, utilizados no processo de
descloragéo da agua proveniente da rede de abastecimento

Em um periodo de dois meses, anteriores a chegada dos organismos, o filtro
biolégico permaneceu em plena atividade com o objetivo de proliferar toda flora
bacteriana necessaria para promover uma filtragem adequada e consequentemente
uma condigdo 6tima para a manutengéo dos organismos-teste.

Para liberagcdo, os peixes foram mantidos no interior dos sacos plasticos
sob a agua das caixas d’agua por alguns minutos para que as temperaturas fossem
equilibradas (Figura 5A). Apds esta etapa, acrescentou-se lentamente agua das
caixas d’agua no interior dos sacos plasticos para atingir o equilibrio de pH (Figura
5B). Posteriormente, os peixes foram introduzidos nas caixas d’agua de 500 litros
com auxilio de redes, iniciando-se o0 processo de aclimatagdo por um periodo de

quinze dias (Figura 5C).
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Figura 5 — Sequéncia do procedimento e equalizacao da temperatura da agua contida na
embalagem plastica com a temperatura da caixa d’agua de aclimatagao (A); adaptagéo do
novo meio abidtico (B); liberagao dos peixes com auxilio de uma rede (C)

A agua das caixas d’agua de aclimatagao passou por um processo constante
de filtragem utilizando um filtro bioldgico tipo “Dry-Wet” contendo uma bomba
submersa marca Resun com uma vazdo de 3000 L h™ (Figura 6). Para evitar
escurecimento da &gua e alteragcdo de variaveis, uma troca diaria de

aproximadamente 30% da agua das caixas d’agua de aclimatacao foi realizada.
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Figura 6 — Filtro biologico tipo “Dry-Wet” utilizado para o processo de filtragem das duas
caixas d’agua de aclimatagao

Foi realizada a medigdo diaria de variaveis fisico-quimicas da agua
(temperatura, pH e oxigénio dissolvido) nas caixas d’agua de 500 litros durante o
periodo de aclimatagdo dos organismos-teste. As medigdes da temperatura, pH e
oxigénio dissolvido foram efetuadas utilizando-se a sonda YSI Incorporated 556
MPS.

Para controlar a temperatura nas caixas de aclimatagcédo em valores préximos
a 26,0+1°C, foi utilizado um termostato eletrébnico marca Heater de 300 W.

A alimentagcdo dos organismos-teste foi realizada diariamente com ragao
comercial extrusada marca Fri-ribe, com teor proteico de 32% e 4,0 a 6,0 mm de
granulometria. A ragao comercialmente disponivel foi triturada durante as primeiras
semanas de aclimatagdo para que todos o0s peixes pudessem ter acesso a
alimentagao; posteriormente a este periodo, racdo em seu tamanho normal foi

oferecida aos organismos (Anexo A - Caracteristicas nutricionais da ragao).
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4.3. Ensaios preliminares com CuCl,, CdCl,.H2,0 e CuCl, + CdCl,.H,O

Os ensaios preliminares com os sais cloreto de cobre (CuCly), cloreto de
cadmio (CdCl,.H20) e cloreto de cobre (CuCly) + cloreto de cadmio (CdCl,.H,O) com
duracéo de 48 horas, foram realizados para que fossem estabelecidos os limites de
concentracdes a serem fixados nos ensaios definitivos desses metais.

Os experimentos preliminares foram conduzidos em duplicata, abrangendo-se
uma ampla faixa de concentragdes dos elementos, distribuidas em forma logaritmica
(HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977). Para isso, foram utilizados aquarios de
plasticos com o intuito de evitar a adsorgdo dos metais as paredes dos recipientes
(Figura 7).

Telas de protecdo, evitando perdas de organismos foram empregadas em

ambas as situacoes.

Figura 7 — Cubas plasticas com telas na superficie, utilizadas nos ensaios de toxicidade
com cobre, cadmio e cobre+cadmio

As concentragdes de Cu, Cd e Cu+Cd foram: 0,0 mg L™ (Controle), 0,1 mg L™,
1,0 mg L, 10,0 mg L e 100,0 mg L™". Em cada um dos tratamentos, incluindo o
controle, foram adicionados 05 organismos (Oreochromis niloticus) em aquarios
contendo 20,0 litros de solugao.

Os organismos utilizados nos ensaios preliminares permaneceram
anteriormente a introducdo do metal na solugdo, por um periodo de 48 horas de

aclimatagao nas cubas experimentais, apenas com agua utilizada no teste.
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De acordo com a ABNT (Norma Técnica n° 15.088), todos os organismos
utilizados nos ensaios preliminares ficaram sem alimentagdo por um periodo de 24
horas anteriores ao inicio do teste.

Para o preparo das solugdes nas cubas experimentais, partiu-se de uma
solucdo-estoque de 1.000,0 mg L' Cu e Cd. Para a obtengado destas foram pesados
2,11g do sal CuCl, e 1,79g do sal CdCl,.H,O completando-se o volume a 1,0 L com
agua desionizada.

Para as concentragbes desejadas nos ensaios, foram acrescentados nas
cubas experimentais das concentracdes de 0,1 mg L, 1,0 mg L™, 10,0 mg L" e
100,0 mg L, ap6s o periodo de aclimatagdo dos organismos, 2,0 mL, 20,0 mL,
200,0 mL e 2,0 L respectivamente das solug¢des-estoque 1.000,0 mg L™ de Cu e Cd,
sendo que os mesmos volumes de agua dos aquarios foram retirados anteriormente
a introducao dos metais.

Antes da introdugdo das solugdes nos aquarios, os organismos-testes foram
retirados das cubas experimentais e sua biomassa mensurada utilizando uma
balanga de prato em cima da marca BEL instalada no interior do laboratério (Figura
8A). Os mesmos retornaram aos recipientes experimentais apoés a introducéo e

homogeneizagao das solugdes (Figura 8B).

Figura 8 — Determinagdo da biomassa dos organismos-teste anteriormente a adigdo dos
metais nas cubas experimentais (A) e introdugcdo dos organismos-teste nos aquarios
posteriormente a adigdo e homogeneizagao das solugdes (B)

A Tabela 1 ilustra a média das relacdes massa/volume (g L") dos cinco
organismos-teste em conjunto, presentes nas cubas experimentais de cada
concentragdo dos ensaios preliminares de CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl,+CdCly.H,O

respectivamente.
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Tabela 1 — Relagdo massal/volume (g L") média, relativa aos cinco organismos-teste
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentracdo referente aos ensaios
preliminares de solugdes CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl,+CdCl,.H,O compreendidas entre 0,0 e

100,0 mg L™

Concentragao CuCl, CdCl,.H,O CuCl,+CdCl,.H,0
(mg L") (aL”) (aL”) (gL’
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 estatica e conduzidos em meio de agua
livre de cloro. Oxigenacédo suplementar em cada cuba experimental para manter os
niveis de oxigénio proximos da saturagao foi suprida.

As variaveis pH, temperatura, concentracdo de metal na solugdo e oxigénio
dissolvido (OD), foram aferidas no inicio dos experimentos, e posteriormente a cada
24 horas.

Temperatura, pH e oxigénio dissolvido, foram medidos com auxilio da sonda
YS! Incorporated 556 MPS (Figura 9), enquanto que a concentragdo do metal
dissolvido, foi determinada utilizando-se o espectrémetro oético (ICP-OES) marca
Thermo Scientific, modelo ICAP 6000 série, em aliquotas de 10mL de solugéo,
diluidas de forma apropriada a sensibilidade do equipamento.

Os padrdes utilizados para as determinagcdes das concentracbes de metais
nas solugdes foram 0,0, 0,1 mg L, 05 mg L', 1,0 mgL" e 20 mg L" e os
comprimentos de ondas (A) e limites de detecgao (LOD) utilizados para analise foram

324,7 nm; 2,66 ug L' e 228,8 nm; 8,25 Mg L para cobre e cadmio respectivamente.
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Figura 9 — Determinagdo das variaveis pH, temperatura e OD através da utilizagao da
sonda YSI Incorporated 556 MPS

A dureza total, medida apenas no inicio do teste preliminar e nos controles, foi
determinada utilizando-se titulagdo com EDTA, tomando-se como base a Norma
ABNT 5761 (1984).

A afericdo da dureza apenas nos controles de cada ensaio preliminar deve-se
a interferéncia dos metais presentes nas solugdes. Essa interferéncia ocorre devido
a constante de formacgdo Cu*-EDTA e Cd*-EDTA serem maiores do que a
constante de formacgao Ca®*-EDTA, sendo respectivamente 18,80; 16,46 e 10,70.
Assim a visualizagdo do ponto de viragem fica prejudicada devido a ligagdo metal-
EDTA serem significativamente mais fortes.

Uma manutengdo diaria foi realizada nos aquarios durante o periodo
experimental. As fezes e outros residuos presentes no fundo de cada aquario foram
retirados por meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para
que nao houvesse acumulo de residuos nos aquarios, os quais poderiam sofrer

adsorcao dos metais soluveis.
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Figura 10 — Processo de manutencdo diaria das cubas experimentais através de
sifonamento para retirada das fezes e outros residuos acumulados no fundo dos aquarios

Os obitos foram retirados dos aquarios a cada 24 horas, pesados e
dissecados. Figado, branquias e amostras do tecido muscular (Figura 11) foram
retirados e acondicionados no congelador dentro de pequenas embalagens plasticas

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

Figura 11 — Figado (A), Branquias (B) e tecido muscular (C) retirados dos organismos-teste
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Figura 12 — Dissecagao dos organismos-teste indicando a retirada do figado, das branquias
e amostras do tecido muscular (A) e (B), e acondicionamento dos 6rgaos retirados em
pequenos sacos plasticos para posterior preparo de amostras e determinacdo da
concentracao dos metais (C)

Decorridas 48 horas de ensaio, os organismos sobreviventes foram
sacrificados com auxilio de gelo, a uma temperatura préxima a 0°C (Figura 13A),
ocorrendo o Obito dos organismos sacrificados cerca de alguns segundos apds a
colocagao dos mesmos na agua resfriada. A seguir, as amostras foram pesadas e
dissecadas, sendo-lhes retirados o figado, as branquias e tecido muscular, os quais
foram acondicionados em embalagens plasticas devidamente etiquetadas (Figura

13B) e acondicionados em congelador.
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Figura 13 — Procedimento de sacrificio dos organismos-teste sobreviventes apds
completado o periodo de 48 horas do ensaio preliminar (A); Peixes acondicionados no
interior de sacos plasticos devidamente etiquetados para armazenagem em congelador para
futura dissecacgao (B)

4.4. Ensaios agudos com CuCl,, CdCl,.H,0O e CuCl; + CdCl,.H,0

Com o objetivo de determinar a toxicidade aguda de cobre e cadmio em
Oreochromis niloticus, foram realizados ensaios definitivos de duragao de 96 horas
com os metais nas formas isoladas e em combinagcdo. A metodologia empregada
nos ensaios definitivos foi estabelecida conforme recomendacées da ABNT 15088
(2004) e USEPA (2002).
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As concentragdes estabelecidas para os ensaios definitivos foram baseadas
nos resultados obtidos dos testes preliminares para essas mesmas substancias.
Estas estando compreendidas entre a maior concentragdo nominal do agente téxico
que néo se observou letalidade e a menor concentragdo nominal do agente toxico,
que causou letalidade a 100% dos organismos (ABNT, 2004), além do tratamento
controle.

Para o teste agudo com CuCly, as concentragdes utilizadas foram: 0,0 mg L™
(Controle), 0,5 mgL"Cu, 1,0mgL"Cu,25mgL"Cu, 50 mgL”" Cue 10,0 mg L™
Cu; para o teste com CdCl,.H,O utilizaram-se as seguintes concentragdes: 0,0 mg L
' (Controle), 1,0 mg L™ Cd, 5,0 mg L™ Cd, 10,0 mg L Cd, 25,0 mg L™ Cd e 50,0 mg
L™ Cd; e para o teste com CuCl, + CdCl,.H,0, as concentracdes foram: 0,0 mg L™
(Controle), 0,5 mgL™ (Cu+Cd), 1,0 mg L™ (Cu+Cd), 2,5 mg L™ (Cu+Cd), 5,0 mg L™
(Cu+Cd) e 10,0 mg L™ (Cu+Cd), de cada um dos metais componentes da mistura.

Os ensaios agudos foram realizados em triplicata, totalizando 18 aquarios,
contendo 10 organismos-teste e 40 litros de solugdo-teste em cada uma das

unidades experimentais (Figura 14).

Figura 14 — Vista da unidade experimental contendo 10 organismos-testes (Oreochromis
niloticus) em aquario contendo 40 litros de solugéo

Os organismos utilizados nos ensaios definitivos permaneceram em
aclimatagao nas cubas experimentais por um periodo de 48 horas, mantidos apenas
com agua utilizada no teste, previamente a introdu¢ao dos sais na solugao.

A semelhanca dos ensaios preliminares, e em acordo com a Norma ABNT
15088, todos os organismos utilizados nos ensaios agudos ficaram sem alimentagao

por um periodo de 24 horas.
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A partir das solucdes estoques 1.000,0 mg L™ de Cu e Cd, foram introduzidos
aos aquarios 20,0 mL, 40,0 mL, 100,0 mL, 200,0 mL, e 400,0 mL para
o estabelecimento das respectivas concentracdes de 0,5 mg L™ Cu e (Cu+Cd), 1,0
mg L Cu e (Cu+Cd), 2,5 mg L Cu e (Cu+Cd), 5,0 mg L™ Cu e (Cu+Cd) e 10,0 mg
L™ Cu e (Cu+Cd), quando considerados os ensaios de Cu e de Cu+Cd. Neste
procedimento, os mesmos volumes de &agua dos aquarios eram retirados
anteriormente a introducao das solugdes de metais.

Para o experimento com cloreto de cadmio, foram acrescentados 0,040 L, 0,2
L, 04 L 10L, e 20L da solugdo-estoque de 1.000,0 mg L™ Cd obtendo-se as
concentragdes de 1,0 mg L™ Cd, 5,0 mg L™ Cd,10,0 mg L' Cd, 250 mgL" Cd e
50,0 mg L™ Cd, respectivamente.

Previamente a introducédo das solu¢gdes aos aquarios, 0s organismos-testes
foram retirados das cubas experimentais e sua biomassa foi mensurada utilizando-
se a mesma balanca de prato em cima utilizada nos ensaios preliminares.

Os organismos-teste foram retornados aos recipientes experimentais apés a
introducéo e homogeneizagao das solugdes.

As Tabelas 2 e 3, apresentam a média das relagdes massa/volume (g L") dos
dez organismos-teste, de cada um dos tratamentos dos ensaios definitivos de CuCly,
CdCl,.H20 e CuCl,+CdCl,.H,0O

Tabela 2 — Relacdo massa/volume (g L") média relativa aos dez organismos-teste
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentragao referente aos ensaios definitivos
de solugdes CuCl, e CuCl,+CdCl,.H,O compreendidas entre 0,0 e 10,0 mg L

Concentragao CuCl, CuCl,+CdCl,.H.0
(mg L") (gL (gL
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 11,21 511+£0,21
10,0 413 +1,39 4,20 £ 0,20
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Tabela 3 — Relacdo massa/volume (g L") média relativa aos dez organismos-teste
utilizados, nas cubas experimentais de cada concentracao referente ao ensaio definitivo de
CdCl,.H,0, compreendidas entre 0,0 e 50,0 mg L™

Concentragao CdCl,.H,0

(mg L") (gL
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 condugado deste ensaio agudo seguiu todo o protocolo empregado
nos ensaios preliminares descritos, incluindo-se as variaveis monitoradas e os
procedimentos de anadlises quimicas. Excecdo dada a variavel amodnia, que foi
monitorada no inicio e a cada 24 horas, sendo analisada através do sistema de
analises por injecdo em fluxo (Flow Injection Analysis) (REIS et al., 1997).

Os padrdes utilizados para as determinagcdes das concentragbes dos metais
presentes nas solugdes para as amostras dos ensaios agudos foram 0,0; 0,5 mg L™
1,0 mg L™; 2,0 mg L' e 5,0 mg L. As andlises tiveram como limite de detecgao
(LOD), 2,66 ug L™ para cobre e 8,25 pg L™ para cadmio, medigdes efetuadas a
324,7 nm e 228,8 nm, para cobre e cadmio respectivamente.

Para a afericdo da aménia, 25,0 mL de amostras foram obtidas, em cada um
dos aquarios, no inicio do periodo experimental e, posteriormente, a cada 24 horas.
As amostras foram preservadas pela adicao de 25,0 yL de H,SO,4 concentrado, e
acondicionadas & temperatura de 4°C até determinagdo (EATON; CLESCERI;
GREENBERG, 1995), sendo filtradas em filtros de acetato de celulose de 0,45 um.
Os padrdes utilizados para a determinagao foram 0,0, 1,0 mg L' 2,0 mg L
40mgL" 6,0mgL"e80mgL" NH;*,eoLOD,0,1mgL™.

A concentragdo em mg L' de aménia livre na solucdo é fungdo da
temperatura e pH, e é calculado utilizando o valor percentual obtido a partir de tabela
em pH e temperatura adequada, multiplicando-a pela concentracdo de aménia total
presente na amostra (USEPA, 2002) (vide Anexo B).
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A dureza total, medida no primeiro e ultimo dia dos testes agudos nos
controles, pelas razbes explicadas no item 4.3, foi aferida utilizando-se o método
titulométrico com EDTA, tendo como base a Norma ABNT 5761 (1984).

Uma manutengdo diaria foi realizada nos aquarios durante o periodo
experimental. As fezes e outros residuos presentes nos aquarios foram retirados por
meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para que nao
houvesse acumulo de residuos no fundo dos aquarios, ndo causando dessa forma
interferéncia nos resultados.

A cada 24 horas de ensaio os Obitos foram retirados prontamente dos
aquarios, pesados e dissecados, retirando-se o figado, as branquias e tecido
muscular (Figura 11), sendo estas acondicionadas no congelador dentro de
pequenas embalagens plasticas (Figura 12), para futuras analises dos teores totais
dos metais.

Passadas as 96 horas de ensaio, os peixes sobreviventes foram sacrificados
com auxilio de gelo, seguindo procedimento anteriormente descrito, conforme
Figuras 13A e 13B.

4.5. Ensaios créonicos com CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl, + CdCl,.H,O

Os ensaios cronicos dependem diretamente dos testes de toxicidade aguda,
uma vez que as concentracdes subletais utilizadas sao calculadas a partir da CLsg.
Esses testes possibilitam avaliar o processo de intoxicagdo em condicdes nao tao
agressivas, permitindo desta forma a sobrevivéncia dos organismos expostos.

Os organismos utilizados nesses ensaios foram fornecidos pelo Pélo Regional
Vale do Paraiba em Pindamonhangaba, da APTA (Associacdo Paulista de
Tecnologia do Agronegdcio, Secretaria de Agricultura, SP), onde passaram pelo
mesmo processo de adaptacao elucidado no item 4.2 para os ensaios de toxicidades
preliminar e agudo.

Os ensaios crénicos com os sais CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl, + CdCl,.H0
tiveram duracao de 21 dias e foram realizados simultaneamente.

Os organismos utilizados nesses ensaios foram também submetidos a

aclimatacao nas cubas experimentais por um periodo de 48 horas, mantidos apenas
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com agua utilizada no teste, e os mesmos foram alimentados diariamente durante
todo o periodo experimental com ragdo comercial extrusada marca Fri-ribe, com teor
proteico de 32% e 4,0 a 6,0 mm de granulometria.

O experimento foi constituido de duas concentragbes de cada metal
isoladamente e em combinagéo, sendo estas aproximadamente iguais a CL5¢/10 e a
média dos logaritmos das CLs0/10 e CL5s/100. Essas concentra¢des foram 0,35 mg
L' Cue 0,120 mg L'Cu; 2,0 mgL" Cd e 0,65 mg L" Cd; e 0,140 mg L™ Cu+Cd e
0,05 mg L™ Cu+Cd.

Para a obtencéo dessas concentragdes, partiu-se de uma solugao estoque de
1.000,0 mg L™ de CuCl, e CdCl,.H,0, onde seu preparo foi idéntico ao dos ensaios
preliminar e agudo.

Para a concentracdo de 0,35 mg L™ Cue 0,120 mg L™ Cu, foi adicionado aos
respectivos aquarios 17,5 e 6,0 mL da solugédo-estoque 1.000 mg L™ CuCly; 100,0 e
32,5 mL da solugéo-estoque 1.000 mg L™ CdCl,.H,0 para as concentracdes 2,0 mg
L' Cd e 0,65 mg L' Cd e 7,0 e 2,5 mL de ambas as solucbes-estoque para 0,140
mg L Cu+Cd e 0,05 mg L Cu+Cd, retirando-se os mesmos volumes de agua dos
aquarios previamente a introdu¢ao do metal.

A forma de introducdo das solugdes nas cubas experimentais deste ensaio
cronico seguiu 0 mesmo protocolo dos experimentos preliminar e agudo, incluindo o
procedimento utilizado para medida da biomassa.

A Tabela 4, ilustra a média da relagdo massa/volume (g L") dos quinze
organismos-teste em conjunto presentes nas cubas experimentais de cada

concentracao do ensaio crénico com CuCly, CdCl,.H,0 e CuCl,+CdCl,.H,0O

Tabela 4 — Relagdo massa/volume (g L) relativa aos quinze organismos-teste utilizados,
nas cubas experimentais de cada concentracao referente ao ensaio cronico com CuCl,,
CdCIz.HzO, CUC'Q"‘CdCIz.HzO

Concentragao

(mg L-1) gL’
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
2,0Cd 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-estatica, em duplicata, contendo 50 litros
de solugao-teste e 15 organismos em cada uma das unidades experimentais. Quatro
unidades foram utilizadas para tratamento controle, sendo que dois desses aquarios
nao foram alterados durante todo o periodo de duragdo do experimento, para que
pudéssemos verificar a sanidade dos organismos e a validade do teste.

Foram procedidas trocas de 2 de volume de agua em periodos de 96 horas
objetivando-se manter as concentragdes iniciais, (nivel de tolerancia de 10,0%).
Para isso, foram removidos 12,0 litros de agua com auxilio de balées volumétricos
de 2,0 litros, repondo esse mesmo volume de agua nas cubas experimentais com as
respectivas concentragdes dos metais, partindo-se para isso de solugdes estoque de
1.000,0 mg L™ de CuCl, e CdCl,.H,0.

Foram procedidas, para cada tratamento, 06 amostragens de peixes, 0, 24 e
96 horas (periodo de duragédo dos ensaios de toxicidade aguda) e a cada 07 dias,
tendo-se como referéncia o inicio do ensaio. Durante essas amostragens, as
variaveis pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza total, aménia e teores de
metais nas solu¢des foram determinadas.

Para tanto 06 individuos do tratamento controle e dos tratamentos com metais
foram coletados para as determinacdes dos teores totais dos metais e das
metalotioneinas-MTs (ndo faz parte deste trabalho), sendo 02 destes destinados as
determinacdes de metais totais.

Os equipamentos utilizados para as determinacdes das variaveis, assim como
os procedimentos de analises quimicas empregados neste ensaio foram os mesmos
utilizados para os testes preliminar e agudo.

Para as determinagdes das concentracdes de metais nas solugdes, utilizou-se
solugdes padrdo de 0,0, 0,1 mg L™, 05 mg L', 1,0 mg L' e 20 mg L' e
comprimentos de ondas (A) e limites de detecgdo (LOD) para cobre e cadmio 324,7
nm; 1,51 ug L™ e 228,8 nm; 1,02 ug L' respectivamente.

Para aménia, curvas analiticas de 0,0, 0,5 mg L", 1,0 mgL™", 2,0 mg L™, 4,0
mgL’ 6,0mgL"e80mgL"'NH;",e0,10mgL", 0,25mgL", 0,50 mgL™" 1,0mg
L'e 2,0 mg L' NH,* foram empregadas. Nessas condigdes, o limite de deteccéo foi
de 0,1 mgL™.

Uma manutencao diaria foi realizada nos aquarios durante todo o periodo

experimental. As fezes e outros residuos presentes no fundo de cada aquario foram
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retirados por meio de sifonamento (Figura 10). Esse procedimento foi realizado para
que nao houvesse acumulo de residuos no fundo dos aquarios, ndo causando dessa
forma interferéncia nos resultados.

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

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

4.6. Residuos gerados

Todos os processamentos dos residuos gerados nesta pesquisa foram
baseados na Resolugdo CONAMA n® 430. Em acordo com esta Resolucdo, “os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente podem ser langados diretamente no
corpo receptor se estiverem nas condicées e padrdes estabelecidos com as Normas
que preconiza”.

Os residuos gerados de cobre e cadmio, nessa pesquisa, acima de 1,0 mg L
Cu e 0,2 mg L' Cd respectivamente, padrées de lancamento estabelecidos pela
Resolugao, foram armazenados em tambores plasticos resistentes com capacidade
de aproximadamente 40,0 L, devidamente identificados, para posterior tratamento
(Figura 15).

A metodologia aplicada para o tratamento dos residuos gerados nos
experimentos baseou-se no Manual para Gerenciamento de Residuos Perigosos da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (FONSECA, 2009).

Esses foram tratados utilizando-se de solu¢gdes concentradas de hidroxidos e
de sulfetos, necessarios para a precipitacdo de cada elemento quimico (Figura 16).

O destino final do precipitado resultante foi definido a critério do Laboratério
de residuos do CEA/UNESP, atendendo as prerrogativas do programa de

gerenciamento de residuos desta Instituic&o.
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Figura 15 — Coleta e armazenamento dos efluentes gerados nos experimentos para
posterior tratamento

Figura 16 — Efluentes em tambores plasticos para o processo de evaporagao. Etapa inicial
do processo de tratamento dos efluentes

4.6.1. Peixes gerados

Os organismos-teste utilizados nos ensaios tiveram os érgaos de interesse
retirados e coletados para a presente pesquisa. Os demais residuos da carcaca
foram incinerados e tratados como residuo sodlido, atendendo as normas do

programa de gerenciamento de residuos do CEA/UNESP.



60

4.7. Preparo de amostras

Os organismos-teste tiveram seus comprimentos e pesos aferidos
individualmente, sendo posteriormente dissecados. Dos espécimes foram removidos
o figado, as branquias e amostras do tecido muscular, as quais foram
acondicionadas sob congelamento, para que fosse determinada a bioconcentragéo
dos metais.

Faz-se importante mencionar que as amostras de figado, branquias e tecido
muscular foram lavadas com agua desionizada previamente ao acondicionamento
em congeladores como elucidado anteriormente. Este protocolo mostra-se essencial
para érgaos como a branquia, em funcao de sua elevada superficie de exposigao.

As amostras consideradas sao relativas aos ensaios preliminar, definitivo e
crénico de solugdes de Cu, Cd e Cu + Cd. Estas foram liofilizadas por um periodo de
48 horas de duragéo, tendo sido estimadas as porcentagens médias de umidade das
mesmas para 0s ensaios preliminares. Excecdo as amostras do experimento
cronico, que foram solubilizadas a partir de amostras umidas. Para isso, as amostras
de musculo, branquias e figado dos dez organismos-testes de cada concentragéo
dos ensaios preliminares foram pesadas antes e apds processo de liofilizacdo. Este
procedimento foi realizado para todos os ensaios preliminares e posteriormente as
porcentagens médias de umidade das amostras foram determinadas.

Para branquias o valor médio encontrado foi de 87,15%, tecidos musculares
84,21% e figado 71,92%, possivelmente pelo maior teor de fibras encontrado neste
orgao.

A preparacao das amostras dos ensaios preliminar e definitivo foi seguida por
moagem criogénica, com auxilio de nitrogénio liquido, excegdo as amostras do
experimento crénico.

Até solubilizagdo, as amostras moidas dos ensaios preliminar e agudo foram
acondicionadas em frascos devidamente etiquetados e mantidas em dissecador,
evitando-se a reabsorcdo de umidade e as amostras do ensaio crénico,
permaneceram em congeladores devidamente etiquetadas e acondicionadas.

ApOs esse preparo, foram pesados aproximadamente 100,0 a 500, 0 mg de
figado, branquias e tecido muscular de cada tratamento dos ensaios preliminar,

agudo e crbnico para ser realizada a digestdo acida em sistema pressurizado



61

através de microondas, marca Berghof, modelo Speed Wave , com capacidade para
12 frascos simultaneamente.

As amostras de musculo e branquias foram preparadas em triplicata no caso
dos ensaios preliminar e agudo e duplicata para o ensaio cronico. Em relagdo ao
figado, limitagbes para repeticbes foram verificadas, em fungdo da pouca massa

disponivel relativa a biomassa utilizada.

4.7.1. Digestdo 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, 0 qual possui estrutura de
pesagem denominada “barquinha”, com capacidade de 2,0 mL. Essas unidades s&o
inseridas em frascos de Teflon de 60,0 mL. Cada um dos 12 frascos mencionados
possui controle independente de pressao e temperatura.

Os reagentes utilizados foram fabricados pela Merck em nivel de grau
analitico, nao tendo sido efetuada purificagdo do acido nitrico através de destilacao
em quartzo.

Para solubilizagédo, aproximadamente de 100,0 a 500,0 mg das amostras de
tecido foram introduzidos nos frascos de digestdo de Teflon, com auxilio da
barquinha (Figura 17).

Figura 17 — Frascos de Teflon utilizados no processo de digestdo das amostras de figado,
branquias e tecidos musculares dos ensaios preliminar, agudo e croénico de Cu, Cd e Cu+Cd
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Para cada digestdo das amostras dos ensaios preliminar e agudo, adicionou-
se aos frascos de Teflon, 4,0 mL de solu¢do HNO3; 20% (v/v) e 1,0 mL de H,0O,. Para
as amostras de figado, devido a pequena quantidade obtida, foram adicionados nos
frascos de teflon 2,0 mL de solugdo HNO3 20% (v/v) € 0,5 mL de H0,.

Para as amostras dos testes cronicos adicionou-se aos frascos de Teflon
contendo amostras de branquias, figado e tecido muscular, 4,0 mL de solugdo HNO;
50% (v/v) e 1,0 mL de H,0..

A programacao utilizada para digestdo das amostras dos ensaios preliminar,

agudo e crbnico esta representada nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5 — Programacao utilizada para o processo de digestdo das amostras dos ensaios
preliminares e definitivos de Cu, Cd e Cu+Cd

STEP °C RAMPA PRESSAO TEMPO %
(min) (bar) (min) MAGNETRON

STEP 01  170,0 10,0 35,0 50 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

Tabela 6 — Programacao utilizada para o processo de digestdo das amostras dos ensaios
cronicos com Cu, Cd e Cu+Cd

STEP oC RAMPA PRESSAO TEIV_IPO %
(min) (bar) (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 digestbes, as amostras foram inseridas em tubos tipo Falcon de
15,0 mL, sendo o volume completado a 10,0 mL com agua desionizada. Estas foram
acondicionadas a 4°C até determinagdo das espécies quimicas de interesse por
ICP-OES marca Thermo Scientific, modelo ICAP 6000 séries. Para as amostras de
figado dos ensaios preliminar e agudo, pelas razdes descritas acima em relagcéo a
limitacdo de amostra, o volume foi completado a 5,0 mL e para os ensaios crénicos

completou-se o volume para 10,0 mL.
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4.8. Bioconcentracado de cobre e cadmio

As concentragbes de cobre e cadmio foram determinadas no figado,
branquias e tecidos musculares dos organismos-teste, Oreochromis niloticus.

A curva analitica para ambos os elementos foi construida com 05 pontos,
0,0mgL", 010mgL", 025mgL", 05mgL"e1,0mgL™

Os limites de deteccdo para as analises dos 6rgaos dos ensaios preliminares
com cloreto de cobre e cloreto de cadmio foram respectivamente 1,55 ug L' e
1,94 ug L' e para o ensaio preliminar com cobre + cadmio foram para o cobre e
cadmio respectivamente 1,05 uyg L' e 1,53 ug L™.

Para os ensaios agudos os limites de detecgao para o cobre e para o cadmio
foram 0,81 pg L™ e 1,67 pg L e para os ensaios cronicos foram 1,33 ug L' e
0,60 ug L respectivamente.

Todos esses limites foram estabelecidos a cada campanha analitica. Os
resultados das analises de bioconcentragdo nos érgéos foram expressos em pg g
com base no peso umido das respectivas amostras.

A exatiddo analitica foi aferida com auxilio do material certificado de
referéncia DORM-2, fornecido pelo National Research Council do Canada (NRCC),
onde a recuperagao para o Cu foi de aproximadamente 82% e para o Cd maior que
100%.

4.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média e desvio padrdo da
média. Para o calculo da concentragao letal mediana (CLso) foi aplicado o programa
computacional Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON,
1977).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Durante os periodos experimentais diversas manifestagbes nos
comportamentos dos organismos decorrentes das alteragdes ocorridas nas
condi¢cdes do meio puderam ser observadas.

Nos individuos expostos, durante os ensaios com cobre e cadmio e com a
sua mistura, pode-se observar principalmente nas maiores concentragdes testadas
uma hipersecre¢ao de muco na pele e nas branquias.

Para os ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio
devido a ocorréncia de precipitagbes nas maiores concentra¢gdes, uma grande
quantidade de hidroxido 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 produgao de
muco pelas branquias de tilapia vermelha (Oreochromis sp.) foi observada e uma
grande quantidade de oxicloreto de cobre ficou envolvida pelo muco produzido pela
espécie em estudo. A hipersecrecao de muco nas branquias de Oreochromis
niloticus expostos a compostos téxicos 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 solu¢gdes de chumbo e cobre
respectivamente.

De acordo com Heath (1995), a estimulagdo da produgdo de muco € um
mecanismo importante de protecdo como meio de reduzir a taxa de absorgéo
desses metais através de quelacédo e inibicdo de difusdo. Porém esta producgéo
excessiva de muco pelas branquias pode impedir a realizagdo das trocas gasosas
de forma adequada, predispondo os individuos a uma situagdo de hipoxia
(LICHTENFELS et al., 1996), a qual podera causar alteragbes no equilibrio idnico
dos peixes (HEATH, 1995).

Além da mortalidade, foi possivel observar nas solugbes com altas

concentracdes dos metais, sobretudo nas primeiras 24 horas, comportamentos
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alterados, como que indicando o inicio de sintomas mais sensiveis nos organismos
expostos. Este quadro foi verificado inicialmente com um estado de estresse,
representando uma hiperatividade dos mesmos. Posteriormente, os movimentos se
tornaram menos continuos, caracterizando uma letargia. Porém os organismos
mostraram um aumento do batimento opercular e uma busca por oxigénio na
interface agua-atmosfera (Figura 18).

Este comportamento de busca por oxigénio possa ser devido a presenga do
muco, impedindo a realizagdo de trocas gasosas e também pela interferéncia dos

metais no mecanismo respiratoério e fisiologia dos peixes.

Figura 18 — Espécimes de tilapias, expostas a cobre e cadmio, na interface agua-atmosfera
em busca de oxigénio

A diminuicdo do movimento natatério nos organismos expostos as
concentracdes elevadas de cobre e cadmio pode ser explicada pela adaptagado ao
estresse, realocando energia para outros processos metabdlicos, resultando em um
menor dispéndio de energia para locomogao.

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 periodo experimental, uma leve expansédo do
labio inferior dos organismos expostos as concentragdes mais elevadas dos metais.
Acredita-se que esse acontecimento seja devido a dificuldade dos organismos em
realizar trocas gasosas devido a existéncia do muco e a interferéncia dos metais no

mecanismo respiratorio (Figura 19).
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Os sintomas descritos, quais sejam, a produ¢do de muco junto as guelras e
pele, a busca constante por oxigénio na interface agua-atmosfera e o aumento do
labio inferior, foram também verificados na espécie Colossoma macropomum em
individuos expostos ao cobre e ao chumbo presentes na agua de formagao derivada
da extracao de petroleo (OLIVEIRA, 2003).

Figura 19 — Leve expansdao do labio inferior observado em Oreochromis niloticus expostos
aos metais cobre e cadmio no decorrer dos periodos experimentais

Durante os ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de
cadmio pode-se observar nos organismos expostos a altas concentragbes, a
ocorréncia de pequenas manchas avermelhadas distribuidas preferencialmente
préximas as branquias e nadadeiras laterais, caracteristicas de hemorragias, assim
como o contorno do labio avermelhado (Figura 20).

Esse acontecimento pode ter ocorrido devido a rapida perda de eletrdlitos
causados pelo cobre. Com a deplegcdo de sais no sangue, a agua presente no
plasma flui para os tecidos fazendo com que o sangue fique mais concentrado,
acarretando uma hemoconcentragdo massiva, podendo causar hemorragias nos
organismos expostos a esse metal, como genericamente explicado no paragrafo
anterior. Segundo Wilson e Taylor (1993a e 1993b, revisto por HANDY; EDDY;
BAINES, 2002), o coragdo €& submetido a esforgo excessivo, quando do

bombeamento do sangue viscoso.
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Figura 20 — Contorno avermelhado do labio de Oreochromis niloticus expostos a altas
concentracoes de cobre+cadmio

5.2.  Ensaio preliminar com CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl,+CdCl,.H,0

Os ensaios preliminares com os sais cloreto de cobre (CuCly), cloreto de
cadmio (CdCl,.H,0) e cloreto de cobre (CuCly) + cloreto de cadmio (CdCl,.H20),
tiveram como objetivo estabelecer os limites de concentragdes a serem empregadas
nos ensaios definitivos desses metais. Para isso, as porcentagens de mortalidade
ocorrida nesses testes preliminares foram consideradas, onde o critério de
determinacdo das concentragdes a serem avaliadas nos ensaios agudos das
referidas espécies quimicas foi estabelecido conforme recomendacg¢des da ABNT,
2004 (Norma 15.088).

Essas concentragdes ficaram compreendidas entre a maior concentracio
nominal do agente toxico que n&o causou letalidade (CENO), e a menor
concentragdo nominal do agente toxico, que causou letalidade a 100% dos
organismos durante os testes preliminares (CEO).

As mortalidades dos organismos para os ensaios com CuCl,, CdCl,.H20 e
CuCl+CdCl2.H,O no periodo experimental de 48 horas, apresentadas em

porcentagem, encontram-se dispostas na Figura 21.
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Figura 21 - % de obitos em tilapias (Oreochromis niloticus), em um periodo de 48 horas
para os testes preliminares com as solugdes de CuCl,, CdCl,.H,O e CuCl,+CdCl,.H,O

Para os ensaios preliminares com CuCl, e CuCl,+CdCl, em um periodo de 48
horas de experimentagédo ocorreram 100% de mortalidade dos organismos-teste nas
duas maiores concentracdes testadas (10,0 e 100,0 mg L™); para o ensaio com
CdCl,, a concentragdo que causou 100% de mortalidade nos organismos-teste em
um periodo de 48 horas foi apenas a de 100,0 mg L.

No ensaio com cloreto de cobre, a sobrevivéncia nos controles foi igual a
100% para todo o periodo experimental; para os testes com cloreto de cadmio e com
cloreto de cobre + cloreto de cadmio, quando o periodo de 48h for considerado,
ocorreu 80% de sobrevivéncia. Desta forma, os 6bitos observados no controle n&do
ultrapassaram a 20% ao final de 48 horas. Segundo Klemm et al. (1994) esta
porcentagem de mortalidade no grupo controle é considerada aceitavel em testes de
toxicidade de curta duracéo.

No intervalo de 0,1 a 1,0 mg L ocorreram as menores porcentagens de
mortalidade nos ensaios com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de
cadmio, sendo 10% de 6bitos no ensaio com CuCl, para as duas concentragdes e
20% e 50% no ensaio com CuCl,+CdCl,.H,O para a primeira e segunda
concentracio respectivamente, em um periodo de 48 horas de experimentagdo. No
caso do experimento com CuCl, ndo se tem uma explicagdo para os resultados
observados serem iguais nas diferentes concentragdes, distintas em uma ordem de

magnitude. Talvez a observacdo das % de mortalidades verificadas nos tratamentos
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controles possa explicar esta aparente incoeréncia. Ou seja, mesmo com a auséncia
de agente quimico, diferentes porcentagens de mortalidade foram constatadas.

Para o teste com cloreto de cadmio a concentragdo que resultou em
maiores % de mortalidade foi a de 1,0 mg L' com 30% de o&bitos. Nas
concentragées 0,1 e 10,0 mg L' observou-se 100% de sobrevivéncia nos
organismos-teste. Os dbitos ocorridos na concentragdo de 1,0 mg L™ deve-se ao
estresse que os organismos estavam sofrendo por causa do processo de hierarquia
dominante que estava acontecendo nos aquarios. Esse tipo de comportamento em
tilapias pode inviabilizar seu uso como organismo teste, sobretudo em experimentos
de toxicidade crbnica, com periodo de duracao estendido. Uma forma de reduzir
este quadro pode estar na selegdo mais criteriosa da homogeneidade da populagao.

Os resultados de mortalidade apresentados mostraram que os tratamentos
com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio foram mais agressivos
para a espeécie estudada do que com cloreto de cadmio, revelando a menor
toxicidade do cadmio frente ao cobre e aos metais em conjunto. Essa informacao 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 variaveis fisico-quimicas da
agua (temperatura, pH e oxigénio dissolvido), as quais foram monitoradas
diariamente, para os ensaios preliminares com as solugées de CuCl,, CdCl,.H,0 e
CuCl,+CdCl,.H,0.

Tabela 7 — Intervalo de valores obtidos de variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentragao testada, monitoradas no periodo inicial e apos 24 e 48
horas de experimentacao do ensaio preliminar com CuCl,

Concentragoes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L'1)
0,0 mg L™ 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™ 24,0240,03 - 25,01+0,01  6,91+0,06 - 7,23+0,04  9,00£1,10 - 11,95+0,15
1,0 mg L™ 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’ 24,0540,07 - 25,02+0,03 6,48+0,01 - 7,08+0,05 9,02+0,28 - 10,18+0,11

100,0 mg L™ 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 variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentracao testada, monitoradas no periodo inicial € apés 24 e 48

horas de experimentag¢ao do ensaio preliminar com CdCl,.H,O

Concentracdes

Temperatura (°C)

pH

0.D (mg L")

0,0 mg L™

0,1mgL"

1,0 mg L’

10,0 mg L’
100,0 mg L™

26,10+0,00 - 26,40+0,00
25,95+0,07 - 26,35+0,07
25,70+0,00 - 26,30+0,00
25,80+0,00 - 26,25+0,07
26,00+0,00 - 26,45+0,07

6,67+0,01 - 6,76+0,09
6,65+0,01 - 6,82+0,02
6,59+0,04 - 6,98+0,05
6,51+0,13 - 7,06+0,05
6,31+0,17 - 7,10+0,04

5,20+0,01 - 8,13+0,42
6,27+0,54 - 7,73+0,05
6,77%0,25 - 9,25+0,17
7,99+0,21 - 9,95+0,19
8,27+0,22 - 10,65+0,33

Tabela 9 - Intervalo de valores obtidos de variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentracao testada, monitoradas no periodo inicial e apés 24 e 48
horas de experimentacao do ensaio preliminar com CuCl,+CdCl,.H,O

Concentragdes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L'1)
0,0 mg L’ 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™ 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’ 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’ 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’ 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
CuCl+CdCly.H,O ficou compreendida entre 25°Cz1,0,

permaneceu no intervalo entre 5,20 mg L' a 11,95 mg L™ e o pH entre 5,45 a 7,29.

CUC|2, CdC|2.H20 e

0 oxigénio dissolvido

Em relacdo ao pH, para os ensaios com CuCl, e CuCl,+CdCl,, observa-se
uma acentuada tendéncia de diminuicdo desta variavel com o aumento da
concentracdo dos metais nas cubas experimentais. Esse fendmeno pode estar
ocorrendo devido a precipitacdo dos metais na forma de hidroxidos, cujas
constantes de dissociagao sdo significativamente diferentes, sendo de 4,4 10™"° para
o Cd e 1,6 107° para o Cu. Corroboram ainda para essas respostas, os excretas
metabdlicos e a degradagdo da matéria organica. Contudo, nos experimentos
preliminares, o pH, a temperatura e a concentracdo de oxigénio dissolvido
mantiveram-se sem variagdes significativas, tanto entre as diferentes concentragdes
quanto entre as respectivas réplicas, reduzindo assim a possibilidade de mortalidade
devido a variagdes bruscas na qualidade fisico-quimica da agua utilizada nos testes

durante o periodo de 48 horas.
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A dureza total da agua nos tratamentos controle dos ensaios preliminares
com os sais cloreto de cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre + cloreto de
cadmio foram 84,3 + 0,14; 70,0 + 056 e 6854 = 025 mg L' CaCOs
respectivamente. Essas variagdes podem ser explicadas pelo fato de a agua ser
fornecida pela ETA, amostrada em periodos diferentes. Observa-se, contudo maior
similaridade para os ensaios relativos aos tratamentos controle com o Cd
isoladamente e quando em combinagdo com os dois metais. De certa forma, a %
mortalidade de 20% acompanhou as situagcbes em que as durezas foram
semelhantes e com a dureza mais elevada, de 84,3 mg L™, a % de mortalidade foi
nula.

A afericdo da dureza total apenas nos controles deve-se, como elucidado
anteriormente, a interferéncia dos metais presentes nas solugdes, o0s quais
interferem positivamente nesta variavel. Isto ocorre devido a constante de formagao
Cu?*-EDTA e Cd**-EDTA ser maior que a constante de formagdo do Ca*-EDTA,
sendo respectivamente 18,80; 16,46 e 10,70. Assim a visualizacdo do ponto de
viragem da cor résea para azul fica prejudicada devido a ligagcdo metal-EDTA ser
mais forte que a ligacdo Ca**-EDTA.

Os valores da dureza total nos ensaios preliminares ndo se mostraram de
acordo com os recomendados pela ABNT (Norma 15088), uma vez que esta
recomenda um intervalo compreendido entre 40,0 mg L' CaCO; a 48,0 mg L™
CaCOs.

Mesmo estando acima do intervalo de concentragdes estabelecido pela
ABNT, as durezas obtidas nos ensaios acima n&o causaram interferéncias na
toxicidade dos metais avaliados, pois séo classificadas como aguas moles a
moderadamente dura de acordo com Zagatto e Bertoletti (2008), uma vez que em
aguas consideradas duras, os cations Mg*? e Ca*® competem com os metais pelos
sitios ativos de ligagao no interior dos organismos (NOGAMI et al., 2000).

As Figuras 22, 23 e 24 indicam as concentragcdes obtidas dos metais nas
solucbes em fungdo do tempo para os ensaios preliminares de cloreto de cobre,

cloreto de cadmio e cloreto de cobre + cloreto de cadmio.
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Figura 22 — Variacdo da concentracdo de cobre (mg L™ Cu) presente na solugéo ao longo
do tempo, para os diferentes tratamentos com CuCl, durante ensaio preliminar
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Figura 23 - Variacdo da concentracdo de cadmio (mg L™ Cd) presente na solugéo ao longo
do tempo, para os diferentes tratamentos com CdCl,.H,O durante ensaio preliminar
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Figura 24 - Variagdo das concentragdes de cobre e cadmio (mg L Cu+Cd) presentes na
solugao ao longo do tempo, para os diferentes tratamentos com esses sais durante ensaio
preliminar.

Nas concentragdes de 10,0 mg L™ e 100,0 mg L™ dos ensaios com cloreto de
cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio, houve um decréscimo acentuado da
concentracdo de Cu®* em fungdo do tempo para as duas concentracdes, sendo o Cu
reduzido desde a amostragem inicial para a concentragdo mais elevada. Leve
precipitacdo de Cd ocorreu na concentragdo de 10 mg L quando considera-se a
mistura dos metais. Isso deve-se a uma precipitagdo desse metal durante o periodo
experimental de 48 horas (Figuras 22 e 24).

O mesmo nao foi observado para o ensaio com cloreto de cadmio, uma vez
que as concentracdes dos metais na solugcdo mantiveram-se estaveis durante todo o
periodo experimental (vide Figura 23).

Esse fato deve-se aos produtos de solubilidade desse metal, onde o Kps do
hidréxido de cobre (Cu(OH),) é relativamente menor do que o Kps do hidroxido de
cadmio (Cd(OH),). A seguir as equagdes referentes aos produtos de solubilidade

para os hidréxidos de cobre e cadmio.
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Figura 25 — Fotografia ilustrativa do precipitado de cobre formado nas cubas experimentais,
nas concentracdes de 10 e 100 mg L™ Cu e 10 e 100 mg L Cu + Cd, durante o ensaio
preliminar. Na situagdo com a presenca simultdnea dos dois metais, constatou-se a
ocorréncia de co-precipitagdo de Cd, induzida pelo Cu

Quando misturados, o fendmeno de precipitagao é verificado para ambos os
elementos. O caso mais tipico de precipitagdo nessa situagao, pode ser constatado
na concentragao de 10,0 mg L™ onde observa-se precipitacdo tanto do cobre quanto
do cadmio (vide Figura 24).

Pode-se afirmar que o Cd foi co-precipitado com o Cu, sendo que este ultimo
na presenga de cadmio apresentou maior facilidade de precipitacdo na concentragao
de 10 mg L™ do que isoladamente. Com os valores de pH do meio variando entre
5,45 a 7,29, houve um favorecimento da precipitagcdo desses metais, pois de acordo
com Cogun e Kargin (2004) altos valores de pH contribuem para a diminuicdo da
solubilidade de cobre na solugao, conforme dados apresentados acima neste texto.

Nas demais concentragdes dos ensaios preliminares ocorreram apenas um
leve decréscimo dos metais nas solugdes em fungdo do tempo. Isso pode ser
atribuido a uma perda por bioconcentragdo dos mesmos pelos organismos e por

outras possiveis perdas, como adsor¢ao as paredes das unidades experimentais.
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5.3. Ensaio agudo com CuCly, CdCl,.H,0 e CuCl,+CdCl».H,O

Apos os resultados dos testes preliminares, as concentragdes a serem
testadas nos ensaios de toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e
cloreto de cobre + cloreto de cadmio utilizando como organismos testes
Oreochromis niloticus, foram determinadas.

Para o cobre e a mistura dos dois metais, as concentracdes empregadas nos
testes definitivos foram estabelecidas como: 0,0 (Controle); 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0
mg L' Cu e Cu+Cd e para o cadmio foram 0,0 (Controle); 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0
mg L™ Cd.

Essas concentracbes 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 periodo
experimental de 96 horas dos ensaios agudos, em fungdo das concentragdes de
CuCly, CdCl,.H20 e CuCl,+CdCl,.H20 estédo apresentadas nas Figuras 26 e 27.
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o
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u
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0,0 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0
Concentragao (mg L)

Figura 26 - Mortalidade (%) dos organismos-teste, Oreochromis niloticus, considerando o
periodo experimental de 96 horas, em fungéo da concentragdo do metal no teste agudo com
CUC|2 e CUC|2+CdC|2.H20
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Figura 27 - Mortalidade (%) dos organismos-teste, Oreochromis niloticus, considerando o
periodo experimental de 96 horas, em fungéo da concentragao do metal no teste agudo com
CdCl,.H,0

As maiores porcentagens de mortalidade dos organismos nos ensaios agudos
com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio foram verificadas nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L para o ensaio com CuCl,, onde apenas na ultima
concentragédo ocorreu 100% de mortalidade, e 2,5; 5,0 e 10,0 mg L™ para a mistura
cloreto de cobre + cloreto de cadmio, morrendo 100% dos organismos na penultima
e na ultima concentragao testada, evidenciando a potencializacao toxica dos metais
quando simultaneamente presentes no meio.

Para o ensaio agudo com cloreto de cadmio observou-se que apenas na
maior concentracdo testada, 50,0 mg L™, fora atingida a marca de 100% de
mortalidade dos organismos-teste em 96 horas de experimentacéo.

Quando se considera a menor porcentagem de ébitos nos ensaios agudos,
observa-se certa dificuldade em se estabelecer as menores concentragcbes, onde
nenhum efeito téxico tenha sido verificado. Por exemplo, no ensaio com CuCly, 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. Ainda considerando-se este
mesmo metal, fato semelhante ocorre para as concentragbes de 2,5 mg L™, com
16,6% de mortandade e com 1,0 mg L™, com 23,3%. Outras ocorréncias similares
podem ser observadas, como no caso do ensaio com CdCl,.H,O, onde o tratamento

controle apresentou 13% de mortalidade e o tratamento com 10,0 mg L™, com
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somente 3,3%. No caso da combinagao dos dois metais isso também foi verificado,
onde 26,6% de mortandade ocorreu no tratamento 1,0 mg L' e 30% em
concentragao igual a metade deste valor.

Esse quadro pode ser considerado como resposta tipica de um ensaio
bioldgico, onde inumeras variaveis encontram-se envolvidas em um resultado final.
Ha que se salientar, conforme ja descrito acima, que as taxas de mortalidade dos
tratamentos controles estiveram perfeitamente dentro dos limites aceitaveis para
este tipo de experimento (KLEMM et al., 1994). A observacéo experimental mostrou
que o comportamento hierarquico da tilapia € determinante para este quadro, pois
trata-se de um organismo agressivo e predador da prépria espécie. Essa tendéncia
tende a ser significativa com o tempo, pois animais mantidos em cativeiro
apresentam elevada variagao de peso, devido a predominancia de alguns individuos
sobre outros. Além disso, durante os ensaios observou-se que alguns individuos
saltavam dos aquarios durante a noite, ndo importando o tratamento a que foram
submetidos.

Os resultados de mortalidade apresentados mostraram que o0s ensaios com
cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio exibiram maior toxicidade a
especie em estudo quando comparado ao ensaio com cloreto de cadmio, reforcando
a validade dos ensaios preliminares discutidos anteriormente. Esta tendéncia pode
ser confirmada pelas concentragdes letais médias (CLsp) encontradas no periodo de
96 horas para os ensaios agudos com os referidos metais, as quais sao
apresentadas a seguir.

Com base nas porcentagens de mortalidade obtidas em cada uma das
concentragdes dos ensaios agudos com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e
cloreto de cobre + cloreto de cadmio, as CLsp.gsn foram estimadas utilizando-se o
meétodo estatistico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON,
1977).

Através deste protocolo, as concentracdes letais médias encontradas foram
3,53 mg L' com intervalo de confianca de 95% de 2,82 mg L até 4,42 mg L™;
20,13 mg L™ com intervalo de confianca de 95% de 17,36 mg L™ até 23,34 mgL" e
1,36 mg L™ com intervalo de confianca de 95% de 1,06 mg L™ até 1,73 mg L™ para
0s ensaios com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre + cloreto de

cadmio respectivamente.
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Nas Figuras 28, 29 e 30 esta apresentada a forma grafica da CLso-gsh,
utilizada nos ensaios de toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e

cloreto de cobre + cloreto de cadmio respectivamente.
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Figura 28 — CLsg.9n (Mg L'1) para cobre, calculada através do ensaio de toxicidade aguda

com cloreto de cobre (CuCly)
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Figura 29 — CLsp.06n (Mg L'1) para o cadmio, relativa ao ensaio de toxicidade aguda com
cloreto de cadmio (CdCl,.H,0)
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Figura 30 — CLsoeen (Mg L") para a mistura dos metais cobre+cadmio estimada através do
ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cobre (CuCl,) + cloreto de cadmio (CdCl,.H,0)

Garcia-Santos, Fontainhas-Fernandes e Wilson (2006) estimaram a CLsg.g6h
de cadmio para Oreochromis niloticus, como 14,8 mg L™ Cd, utilizando dureza total
de 50 mg L' CaCOs. Os autores afirmam que essa espécie ndo se mostra adequada
como bioindicadora para a avaliacao da toxicidade subletal de cadmio devido a alta
tolerdncia 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 aquaticos.

Almeida et al. (2001) determinaram a CLso.gsn do Cloreto de Cadmio (CdCly)
em Oreochromis niloticus e o valor apresentado pelos autores foi 18,58 mg L.
Pode-se observar que este valor aproxima-se daquele encontrado no presente
trabalho, que foi de 20,13 mg L™.

Boock e Neto (2000), realizando estudos com a tilapia vermelha (Oreochromis
sp.), encontraram valores de CLso.gsn para o fungicida oxicloreto de cobre de 129,21

mg L™, correspondendo a 76,91 mg L™ de cobre metalico.
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Estudos realizados por Seddek? (1990 apud BOOK; NETO, 2000, p.217)
utilizando como espécie bioindicadora a Oreochromis niloticus relataram uma CLsg
de 31,9 mg L™ de sulfato de cobre, correspondendo a 7,98 mg L™ de cobre metalico.
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 tolerancia ao cadmio para a espécie em questao quando
comparada ao cobre.

Valor aproximado de CLso.7on do sulfato de cobre para Oreochromis niloticus
de 40,6 mg L foi encontrado por Mohamed et al. (2008). Os autores também
observaram que nos grupos tratados com cobre, houve uma redugédo da atividade
mitética quando comparado com o grupo controle, concluindo que o cobre pode
causar alteragbes no DNA. Contudo, evidencia-se assim a importancia do tempo de
exposi¢cao na toxicidade, 25% inferior ao adotado em nossa pesquisa.

Lam et al. (1998) expuseram espécies de carpa comum (Cyprinus carpio) e
de tilapia (Tilapia mossambica) a cobre e zinco com o intuito de determinar os
valores de Clsg.gen para ambas as espécies de metais. Os autores encontraram
valores de CLso.gsn do cobre para a tilapia de 1,52 mg L™ e 24,3 mg L™ para carpa
comum. O valor encontrado de CLsg.g6n para esta espécie para o Cu sendo igual a
menos da metade do que determinamos para a tilapia do Nilo, de 3,53 mg L' O
trabalho destes autores demonstra também ser o Zn uma ordem de magnitude
menos téxico 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 CLsg.g6n para o
cobre e para a espécie Oreochromis niloticus variando de 0,32 mgL"a 0,65mgL™" e
concluiram que ambas as espécies apresentaram maior sensibilidade ao cobre do
que ao cromo.

Gomes et al. (2009) avaliando a toxicidade do CuSQO4.5H,0 e CdCl,.H,0 para
piaugu (Leporinus macrocephalus), e curimata (Prochilodus vimboides), encontraram
valores de CLsg.gsh para cobre de 0,047 e 0,090 mg L'e para cadmio de 3,16 e 7,42
mg L' para curimatd e piaucl, respectivamente. Esse estudo ilustra que, a

2 SEDDEK, A. Acute toxicity studies of the molluscide copper sulfate (CuSQO,) on some nile fish. Assiut Veterinary Medical
Journal, Assiut, Egypt, v. 23, n. 45, p. 166-175, 1990.
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semelhanga do presente estudo, o cobre mostrou-se mais toxico para as espécies
em estudo para um periodo experimental de 96 horas.

O mesmo pode ser observado por Witeska et al. (2010) onde puderam avaliar
concentragdes de CLsp.gen de cobre e cadmio para Cyprinus carpio L. de 2,0 mg L'e
6,5 mg L™ respectivamente.

Lloyd (1992) destaca a ateng&o recebida pelo cobre na comunidade cientifica,
uma vez que este metal é considerado o mais téxicos para diferentes espécies de
peixes.

Os estudos citados anteriormente e os resultados apresentados pelo trabalho
em questdo mostram que a espécie Oreochromis niloticus é mais sensivel ao cobre
e a mistura dos dois metais do que ao cadmio. Esse dado ¢ justificado pela maior
taxa de mortalidade e consequentemente pelos baixos valores de CLsg.gsn OCOrridos
nos experimentos com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio do
gue nos ensaios com cloreto de cadmio.

Nas Tabelas 10, 11 e 12 estdo apresentadas o intervalo das variaveis fisicas
e quimicas da agua (temperatura, pH e oxigénio dissolvido) monitoradas diariamente
durante as 96 horas dos ensaios de toxicidade aguda com as solugbes CuCly,
CdCl,.H20 e CuCly+CdCl,.H20 respectivamente.

Tabela 10 — Intervalo de valores obtidos de variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentracao testada, monitoradas no periodo inicial e apds 24, 48, 72
e 96 horas de experimentagéo do ensaio agudo com CuCl,

Concentragoes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L")
0,0 mg L™ 25,40+0,09 - 25,7040,13 6,92+0,06 - 7,51+0,11 7,71+0,47 - 8,43+0,37
0,5mg L™ 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™ 25,37+0,06 - 25,59+0,03 6,87+0,14 - 7,21+0,03 8,03+0,17 - 8,62+0,73
2,5mg L™ 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’ 25,43+0,06 - 25,77+0,04 7,09+0,03 - 7,57+0,24 7,5840,11 - 8,01+0,27

10,0 mg L 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 variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentracao testada, monitoradas no periodo inicial e apds 24, 48, 72

e 96 horas de experimentacao do ensaio agudo com CdCl,.H,O

Concentragoes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L'1)
0,0 mg L’ 23,77+0,01 - 25,11+0,05 6,62+0,10 - 7,2910,05 6,95+0,04 - 8,00+0,19
1,0 mg L™ 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’ 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’ 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’ 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’ 24,00%0,09 - 25,48+0,08 6,64+0,03 - 7,18+0,08 7,4410,06 - 7,90£0,02

Tabela 12 - Intervalo de valores obtidos de variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura,
pH e O.D), em cada concentragao testada, monitoradas no periodo inicial e apds 24, 48, 72
e 96 horas de experimentagao do ensaio agudo com CuCl, + CdCl,.H,O

Concentragoes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L'1)
0,0 mg L™ 24,1940,11 - 25,5040,00 7,2040,10 - 7,47+0,06 7,47+0,04 - 8,13+0,32
0,5mg L’ 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™ 24,28+0,04 - 25,35+0,03 7,2340,06 - 7,60+0,00 7,35+0,13 - 8,14+0,14
2,5mg L™ 24,3940,01 - 25,44+0,03 7,1040,10 - 7,47+0,06 7,06+0,92 - 8,07+0,15
5,0 mg L’ 24,56+0,10 - 25,5340,11 6,97+0,21 - 7,53+0,06 7,32+0,48 - 8,360,48
10,0 mg L’ 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 CuCly,

CdCl2.H,O e

CuCly+CdCl,.H,0O ficou compreendida entre 24°C+1, o pH entre 6,62 a 7,74, e o

oxigénio dissolvido permaneceu no intervalo entre 6,77 mg L' a 8,83 mg L,

Em todos os experimentos definitivos realizados, as variaveis pH, temperatura

e concentragdo de oxigénio dissolvido mantiveram-se sem variagdes significativas
nas diferentes concentragdes, reduzindo assim a possibilidade de mortalidade
devido a variagdes bruscas nas qualidades fisico-quimicas da agua utilizada nos
testes durante o periodo de 96 horas.

A dureza total aferida apenas nos tratamentos controles, conforme
esclarecido anteriormente, nos ensaios com cobre, cadmio e cobre+cadmio foi
respectivamente 81,88 + 1,64; 76,85 + 4,34 e 66,13 + 2,76 mg L' CaCOs. Essa
variagao, assim como aconteceu nos ensaios preliminares, pode ser explicada pelo

fato de a agua ser fornecida pela ETA e amostrada em periodos diferentes.
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Da mesma maneira como ocorrido nos ensaios preliminares, os valores da
dureza total para os ensaios agudos ndo se mostraram de acordo com o0s
recomendados pela ABNT (Norma 15.088), uma vez que esta recomenda um
intervalo compreendido entre 40,0 mg L™ CaCO; a 48,0 mg L' CaCOs. Porém,
mesmo acima do intervalo de concentragdes estabelecido pela ABNT, as durezas
obtidas nos ensaios acima ndo causaram interferéncias na toxicidade dos metais
avaliados, pois séo classificadas de acordo com Zagatto e Bertoletti (2008) como
aguas moles a moderadamente dura, uma vez que apenas aguas consideradas
duras interferem na toxicidade dos metais por meio da competigdo entre os cations
Ca?* e Mg®* pelos sitios ativos no interior dos organismos expostos (NOGAMI et al.,
2000).

Como controle de qualidade da agua, a variavel amdnia, por apresentar
toxicidade em funcédo da concentragcdo e depender entre outras coisas da relagao
massa/volume, foi determinada diariamente durante o periodo do ensaio de
toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre +

cloreto de cadmio e os resultados estao apresentados nas Figuras 31, 32 e 33.
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Figura 31 - Niveis de aménia (mg L' NH;) em funcdo do tempo para o ensaio agudo com
CUC|2
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Figura 32 - Niveis de aménia (mg L' NHs) em fungéo do tempo para o ensaio agudo com

CdCl,.H,0O
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Figura 33 - Niveis de aménia (mg L™ NHs) em fungéo do tempo para o ensaio agudo com

CUC|2 + CdClezO
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A partir da observagdo das Figuras 31, 32 e 33 pode-se verificar que a
amonia durante o periodo experimental de 96 horas ficou compreendida entre 0,01 e
0,13 mg L NHs.

No ensaio com o cloreto de cobre, observa-se que o valor desta variavel para
o tratamento controle (0,0 mg L) apresenta-se, por praticamente todo o periodo
experimental, mais elevado do que para os outros tratamentos em questao e para os
outros ensaios realizados, excecdo dada a concentracédo de 10,0 mg L' nas
primeiras 24 horas para o ensaio com CuCls.

Esse fato pode ser atribuido ao estresse que os organismos estavam
passando em decorréncia do processo de dominancia hierarquica existente entre
essa espécie durante todo o ensaio, devido o lote ndo ter sido relativamente
homogéneo.

De acordo com Randall e Tsui (2002), o estresse resulta em um aumento no
nivel de cortisol no organismo estressado, estimulando a glicogénese e
gliconeogénese, assim como o catabolismo de proteinas, aumentando dessa forma
producao de aménia no plasma e consequentemente sua excregao.

Em um periodo de 24 horas, nos tratamentos de 10,0 mg L™ e 5,0 mg L™ do
ensaio com cloreto de cobre e cloreto de cobre + cloreto de cadmio, pode-se
observar a existéncia de um pico nos valores de aménia, seguido de uma diminuigao
do mesmo ao final de 96 horas. Essas variagdes positivas nos valores, seguido pela
sua diminuicdo estao relacionados respectivamente a exposigdo dos organismos a
elevadas concentracdes dos metais e a mortalidade ocorrida nos mesmos.

Em adicdo, pode-se notar um acréscimo nos valores dessa variavel com o
passar do periodo de exposicdo. Esse fato deve-se ao aumento do estresse dos
organismos expostos aos metais durante todo o periodo experimental. Contudo,
pelos estudos realizados por Evans et al. (2006), os valores de amdnia encontrados
nos ensaios definitivos do presente trabalho ndo se mostraram elevados para a
espécie, uma vez que esses autores encontraram valores de CLsg.gsnh de 0,98 mg L
NHs3 para Oreochromis niloticus. Benli, Kéksal e Ozkul (2008) mostraram em seus
estudos que a exposicdo de amdnia em Oreochromis niloticus em concentracdoes
menores do que 2,0 mg L™ por um periodo de seis semanas, ndo resulta em danos

histopatolégicos nas branquias, figado e rins.
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Pode-se concluir que a partir desses estudos citados, os valores de amodnia
encontradas no presente trabalho reduziram a possibilidade de mortalidade causada
por essa variavel, pois a mesma esteve em concentragcbes aceitaveis pela espécie
em questao.

As Figuras 34, 35 e 36 mostram respectivamente as concentragdes obtidas
dos metais dissolvidos nas solugdes em fungdo do tempo para os ensaios de
toxicidade aguda com cloreto de cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre +

cloreto de cadmio.
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Figura 34 - Concentracdo (mg L™) obtida de cobre (CuCl,) na solugdo durante o ensaio de
toxicidade aguda com cloreto de cobre
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Figura 35 - Concentragdo (mg L") obtida de cadmio (CdCl,.H,0) na solugdo durante o
ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cadmio
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Figura 36 - Concentragdo (mg L) obtida de cobre (CuCl,) e cadmio (CdCl,.H,0) na solugédo
durante o ensaio de toxicidade aguda com cloreto de cobre + cloreto de cadmio
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De forma semelhante aos ensaios preliminares, no ensaio de toxicidade
aguda com cloreto de cobre na concentragdo de 10,0 mg L™, houve redugdo
acentuada na concentragao desse metal na solugdo durante o periodo experimental.
Isto em fungdo da constante de solubilidade do sal Cu(OH), formado nos aquarios
aos valores de pH utilizados no ensaio. Essa deficiéncia é impossivel de ser
contornada, a ndo ser com o emprego de solu¢des tampao, que estabilize o pH do
meio a valores abaixo daqueles que facilitem a precipitacdo do metal, porém dentro
de uma faixa recomendada para a realizagdo do ensaio. Este fenbmeno deve
ocorrer, independentemente do tipo de ensaio utilizado, seja este estatico, semi-
estatico ou continuo.

Para o ensaio com cloreto de cadmio, as concentracbes dos metais na
solugdo mantiveram-se estaveis durante todo o periodo experimental, com excegao
a concentragao de 50,0 mg L™ que apresentou uma leve precipitagdo no decorrer do
periodo experimental.

Quando os metais cobre e cadmio se encontram combinados, assim como no
ensaio preliminar, a precipitacdo de ambos os metais se torna mais acentuada. Isso
ocorre devido a co-precipitagdo do cadmio com o cobre, sendo que este ultimo
apresenta mais facilidade de precipitacdo quando o cadmio esta presente.

Nas demais concentragbes dos ensaios de toxicidade aguda ocorreram
apenas um leve decréscimo das concentragbes dos metais nas solugdes em fungéo
do tempo. Isso pode ser atribuido a uma perda por bioconcentracdo dos mesmos
pelos organismos e por outras supostas perdas, como adsorgéo as paredes e erros
no preparo de solugdes teste. As diferencas entre as concentragdes esperadas e
obtidas mostram a importancia de se aferir as espécies quimicas de interesse na
condugao de um experimento. Saliente-se que o fator de bioconcentracdo deva ser

estimado com base nas concentragdes efetivas.
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5.4. Ensaio crénico com CuCl,, CdCl,.H,0O e CuCl,+CdCl,.H,0O

Para o ensaio crénico, o intervalo das variaveis fisicas e quimicas da agua
(temperatura, pH e oxigénio dissolvido) nas concentragbes testadas monitoradas
durante as amostragens de 0, 24 e 96 horas, 07, 14 e 21 dias durante o periodo
experimental de 21 dias, com as solugdes CuCl,, CdCl;.H,0 e CuCly,+CdCl,.H,0 séo
ilustradas na tabela 13.

Tabela 13 - Intervalo de valores registrados para as variaveis fisico-quimicas da agua
(temperatura, pH e O.D), nas concentragdes testadas, monitoradas durante as amostragens
de 0, 24 e 96 horas, 07, 14 e 21 dias do ensaio crénico com CuCl,, CdCIl,.H,O e
CUC|2+CdC|2.H20

Concentragdes Temperatura (°C) pH 0.D (mg L'1)
0,0 mg L’ 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™ Cu 24,7740,06 - 25,92+0,12 6,75+0,10 - 7,66+0,10 5,7840,04 - 8,40+0,23
0,35 mg L' 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' 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' 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™ Cu+Cd
0,140 mg L Cu+Cd

25,16+0,01 - 26,23+0,04
25,06+0,04 - 26,15+0,06

6,42+0,15 - 7,68+0,03
6,48+0,02 - 7,65+0,03

6,49+0,25 - 7,89+0,81
6,44+0,08 - 7,59+0,12

A temperatura nos ensaios crénicos com CuCl,, CdCl,.H,O e
CuCl+CdCly.H,O ficou compreendida entre 25+1, o pH entre 6,42 e 7,68, e o
oxigénio dissolvido permaneceu no intervalo de 5,73 mg L a 8,40 mg L.

Observa-se que durante o periodo experimental de 21 dias, as variaveis
temperatura, pH e concentragdo de oxigénio dissolvido mantiveram-se sem
variagdes significativas nas concentragbes testadas, reduzindo dessa maneira a
possibilidade de mortalidade devido a variagdes bruscas nas qualidades fisico-
quimicas da agua utilizada nos testes.

A amplitude dos intervalos de variagdo obtidos para as variaveis fisico-
quimicas da agua nos ensaios de toxicidade cronicos indicam que a conduta de
substituicbes das solucbes adotada foi satisfatéria, tendo-se o0s mesmos
variabilidade menor do que aquelas dos ensaios realizados de duracgao inferiores de

tempo, como os preliminares e agudos.
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A dureza total monitorada apenas nos tratamentos controle, no primeiro e
ultimo dia dos ensaios crénicos com cobre, cadmio e cobre+cadmio foi 65,21+1,03
mg L' CaCO;. Embora a dureza total esteja fora do intervalo de concentracéo
recomendado pela ABNT (Norma 15088), entre 40,0 e 48,0 mg L' CaCOs, nada
poderia ser modificado, por se tratar da fonte de agua disponivel proveniente das
ETA (Estacdo de Tratamento de Agua), a ndo ser através do preparo de agua
sintética, conforme indicado na literatura (ABNT 15088, 2004), o que se torna
inviavel do ponto de vista operacional e de praticidade.

Na Figura 37 apresenta-se as concentragdes obtidas para a aménia, durante
0 ensaio cronico com cobre, cadmio e cobre+cadmio. Essa espécie quimica foi

aferida durante os periodos de amostragens de 0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias.

——0.0mgL
- ——0.120mgLCu
0,14 0.35mgLCu
_ ——0.65mgLCd
0,12 20mgLCd
_ —— 0.05mgLCuCd
0,104 0.140mgLCuCd
™ J
I
Z 0,08
|_| J
o 0,06
E -
0,04
0,02
0,00

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Tempo (Horas)

Figura 37 — Niveis de aménia (mg L™ NH;) aferida durante os periodos de amostragens de
0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias para o ensaio cronico com CuCl,, CdCl,.H,O e
CUC|2+CdC|2.HzO

A partir da observacao da Figura 37 pode-se verificar que a aménia durante o
periodo experimental de 21 dias, apesar de sua variagéo, ficou compreendida entre
0,001 e 0,11 mg L' NHs. Apesar de apresentar no periodo experimental de 21 dias
uma grande variagdo nos valores, nota-se uma relativa padronizagado nas linhas

graficas, representando as respostas da biota a diferentes tratamentos. Este padréo
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ilustra que a variagao ocorrida ndo tem relagdo com os valores das concentragdes
dos metais testadas, mas sim com a biologia dos espécimes presentes nas cubas
experimentais. Outro fato que explica essa padronizacdo é o tipo de sistema
empregado no ensaio cronico, o semi-estatico, com trocas de %4 de agua a cada
96 horas de experimentagéo.

A tendéncia de diminuigdo nos valores da variavel amdnia observada com o
decorrer do periodo experimental deve-se a retirada dos organismos-teste das
cubas experimentais durante os periodos de amostragens, que sdao 0os mesmos
apresentados nesta figura (0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias).

Pode-se dizer que os valores de amdnia obtidos neste ensaio estiveram
inferiores aos limites maximos permitidos para a espécie Oreochromis niloticus, pois
de acordo com Evans et al. (2006), a CLsp.9sn €ncontrado em seus estudos com a
espécie em questdo foi 0,98 mg L' NH; e para Caglan, Benli e Koksal (2005),
valores de CLsg.4sh para larvas e alevinos de Oreochromis niloticus foram 1,009+0,02
mg L™ NH; e 7,40+0,01 mg L' NH; respectivamente. Esses estudos mostram que
os valores de amodnia encontradas no presente trabalho reduziram a possibilidade de
mortalidade causada por essa variavel, pois a mesma esteve em concentragdes
aceitaveis pela espécie utilizada.

Apesar de os niveis de concentracdo de amobnia estarem bem abaixo
daqueles considerados téxicos para a espécie, estes variaram sistematicamente
com a concentragcdo dos analitos e foram mais elevados para os tratamentos que
revelaram menores ClLsp.g6n. ESSa dindmica parece ser indicativa de um aumento do
metabolismo dos peixes submetidos a condigbes mais agressivas e estressantes.

Assim como realizado nos ensaios preliminar e agudo, no teste crénico com
cloreto de cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre + cloreto de cadmio, as
concentracdes dos metais dissolvidos nas cubas experimentais foram aferidas
durante todo o periodo de 21 dias. As afericbes foram realizadas em 0, 24, 96 horas,
07, 14 e 21 dias e est&do apresentadas nas Figuras 38, 39 e 40.
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Figura 38 — Concentracdes de cobre dissolvido (mg L' Cu) obtidas durante ensaio de
toxicidade croénica com CuCl,. Afericdes realizadas durante o periodo de 0, 24, 96 horas, 07,
14 e 21 dias de ensaio
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Figura 39 — Concentragdes de cadmio dissolvido (mg L™ Cd) obtidas durante ensaio de
toxicidade crénica com CdCl,.H,O. Afericbes realizadas durante o periodo de 0, 24, 96
horas, 07, 14 e 21 dias de ensaio
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Figura 40 — Concentragdes de cobre e cadmio dissolvidos (mg L™ Cu+Cd) obtidas durante
ensaio de toxicidade crénica com CuCl,+CdCl,.H,O. Aferi¢cdes realizadas durante o periodo
de 0, 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias de ensaio

Nas Figuras 38, 39 e 40 para as concentracdes de 0,35 mg L' Cu do ensaio
com CuCly, 2,0 mg L™ Cd do ensaio com CdCl,.H,0 e 0,05 mg L' Cu+Cd do teste
utilizando a mistura dos dois metais, observa-se uma elevacdo nas referidas
concentracdes entre o periodo de 0 e 24 horas. Este aumento é observado nos trés
ensaios durante um unico ciclo de analise analitica realizada e deve-se
provavelmente a alguma falha ocorrida durante esta analise.

Nas Figuras 38 e 39 observa-se que as curvas, apresentam pequena variagao
de valores em relacao ao periodo experimental de 21 dias. Porém estas sao mais
acentuadas para as maiores concentracdes (0,35 mg L' Cu e 2,0 mg L Cd). O
mesmo comportamento pode ser verificado para a concentragdo de 0,140 mg L
Cu+Cd na Figura 40.

Essa variagcdo nos valores das concentragdes dos metais pode ser explicada
por eventuais precipitacdes ocorridas durante o ensaio experimental, pelas trocas de

“a de agua a cada aproximadamente 96 horas de ensaio reestabelecendo as
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concentracdes testadas, pela bioacumulacdo dos metais dissolvidos pelos
organismos e pela diminuicdo dos mesmos através de suas retiradas nos periodos
amostrais.

Nos ensaios com CuCl;, CdCIl,.H,O e CuCl,+CdCl,.H,O observa-se que
ocorreu uma padronizag&o nas linhas graficas com relagdo ao periodo experimental,
onde as mesmas diminuiram 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 solucdo entre o
intervalo de 96 a 168 horas deve-se a realizag&o de troca de 7 de agua nas cubas
experimentais, restabelecendo as concentragdes esperadas.

Para o intervalo de 168 a 336 horas, observa-se uma relativa diminuicdo nas
concentragdes dos sais mesmo realizando trocas de 2 de agua nos aquarios.
Percebe-se que a mesma nao foi suficiente para restabelecer as concentragdes
desejadas, sendo que isso pode ser atribuido a bioacumulagdo ocorrida pelos
organismos durante esse periodo, por eventuais precipitagcbes dos sais e por erros
ocorridos durante o preparo das solugbes para restabelecimento desejado das
concentragoes.

No intervalo de 336 a 504 horas observa-se um aumento nas concentragdes
estudadas, isso devido ao restabelecimento das concentracdes em decorréncias das
trocas de agua realizada nesse periodo e pela diminuigdo do numero de organismos

presentes nas cubas experimentais, retirados durante os periodos amostrais.

5.5. Bioacumulagao de cobre e cadmio nos tecidos e 6rgaos de Oreochromis
niloticus

Em geral, espécies quimicas presentes no ambiente acumulam-se nos
organismos, atingindo niveis superiores ao do meio abiotico, énfase aos sistemas
aquaticos, podendo, causar dessa maneira, efeitos deletérios aos mesmos
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Para o caso dos metais, essa absorgao é verificada na forma idnica, estando
envolvidas neste processo trés possiveis rotas de absorcdo: pele, branquias e
alimentacdo (HEATH, 1995).
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No interior dos organismos, os metais ligados as proteinas, sdo transportados
pelo sangue, podendo se acumular nas branquias, gorduras, rins, musculo, intestino
e especialmente no figado (HEATH, 1995).

O acumulo preferencial de metais no figado, rins e intestinos deve-se
sobretudo, ao papel fundamental dos mesmos no processo de detoxificacido de
substancias téxicas nos organismos (LINDE; INACIO; VIANA, 2004).

Neste trabalho, como preconizado, uma pequena parte do cobre e do cadmio
presentes na solugao-teste foi absorvida pelos peixes, ou bioconcentrado. Este
processo pode ser comprovado pela concentragcdo dos metais nos tecidos dos
organismos, a serem apresentadas a seguir.

As Figuras 41, 42 e 43 ilustram os processos de concentracdo de cobre e
cadmio (ug g™') no figado, branquias e tecido muscular dos organismos-teste durante
o periodo de 48 horas dos ensaios preliminares com cloreto de cobre, cloreto de
cadmio e cloreto de cobre + cloreto de cadmio respectivamente.
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Figura 41 — Teores de cobre (ug g”') em amostras de tecido muscular, branquias e figado
de Tilapias do Nilo expostas as solugdes de 0,0, 0,1, 1,0, 10,0 e 100,0 mg L' Cu durante 48
horas (ensaio preliminar)
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Figura 42 — Teores de cadmio (ug g”') em amostras de tecido muscular, branquias e figado
de Tilapias do Nilo expostas as solugées de 0,0, 0,1, 1,0, 10 e 100,0 mg L'Cd durante 48
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Figura 43 — Teores de cobre+cadmio (ug g') em amostras de tecido muscular, branquias e
figado de Tilapias do Nilo expostas as solugdes de 0,0, 0,1, 1,0, 10 e 100,0 mg L' Cu+Cd
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De uma forma geral, nos ensaios preliminares, as concentragdes dos metais
nos tecidos foram relativamente maior no figado, seguido das branquias e tecido
muscular, tanto para o Cu, como para o Cd, sendo as concentragcbes de mesma
magnitude para os dois elementos. Entretanto observa-se uma nitida tendéncia de
absorcdo diferenciada dessas espécies quimicas, mostrando ser a cinética do
processo, mais imediata para o Cu do que para o Cd. Ou seja, a bioconcentragéo se
manifesta de forma diferente para os dois metais. Excegcédo sendo feita para o tecido
muscular. Conforme indicam autores mencionados acima, ha uma tendéncia
preferencial de acumulo de cations metalicos em 6rgdos como o figado e as
branquias. No primeiro caso pelo processo de detoxificagdo e no caso das guelras
por se constituir em uma das importantes vias de absor¢ao das espécies dissolvidas.
A observagdo do processo quando dos metais em combinagao indica que o Cu
determina a cinética envolvida, a qual se assemelha ao mecanismo de absor¢ao do
Cu em situagao isolada (Figuras 41, 42 e 43).

Pode-se verificar uma excecgao a isso, nas concentragdes 100,0 mg L para o
ensaio com cloreto de cadmio, 10,0 e 100,0 mg L™ para o Cd e 100,0 mg L™ para o
Cu, quando do teste com cloreto de cobre + cloreto de cadmio, onde uma maior
bioacumulagao ocorreu nas branquias se comparado ao figado.

As branquias apresentam ampla capacidade de absorver e armazenar metais
dissolvidos, devido a sua elevada superficie de exposi¢do para as trocas gasosas,
podendo dessa maneira, reduzir a quantidade de metais disponiveis para transferi-
los ao sangue e entdo a outros 6rgéos (McGEER et al., 2000a e 2000b).

Nogami et al. (2000) em seu estudo sobre o efeito da concentragdo de cadmio
(Cd?*") em Oreochromis niloticus a partir de uma dieta alimentar, constataram uma
bioacumulagdo maior desse metal nas visceras quando comparado ao tecido
muscular, mostrando uma correspondéncia com os resultados obtidos no presente
estudo.

Karayakar et al. (2010) expondo Anguilla anguilla a cobre por um periodo de
96 horas, pode observar que a acumulagao desse metal no figado mostrou-se maior
quando comparado ao tecido muscular.

Norey et al. (1990) em estudos sobre a comparagdo da acumulagdo,
distribuicdo e excregdo de cadmio nos tecidos em diferentes espécies de agua doce

(rainbow trout, roach e stone loach), ressaltaram que a branquia foi o érgao primario
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de acumulagédo em truta arco-iris, enquanto que o rim e figado bioacumularam mais
em Noemacheilus barbatulus.

Cogun, Ylzereroglu e Kargin (2003) expondo por um periodo de 30 dias
Oreochromis niloticus a cobre (CuS04.5H,0) e cadmio (CdS04.8H,0), puderam
observar uma acumulagdo maior desses metais no figado, seguido pelas branquias
e tecido muscular. Esse estudo também mostrou uma correspondéncia com o0s
resultados do presente trabalho para algumas concentragdes experimentadas.

Na Figura 41, observa-se que para o figado de individuos submetidos a
concentragao 0,1 mg L™ Cu, a concentracéo foi maior do que aqueles individuos sob
concentragdo de 1,0 mg L" Cu, o que se repetiu para as branquias nas
concentragdes de 10 e 100 mg L™". Esse cenario, que se manifesta de forma
semelhante para os dois 6rgaos pesquisados, pode estar relacionado tanto ao
tempo de exposigdo dos organismos, no caso de bioconcentrar mais nos tecidos em
que os organismos foram expostos a concentra¢gdes mais baixas, como também ao
fato de que as branquias pela elevada superficie de exposicdo que encerram,
reterem nas entranhas dos compartimentos do tecido, solu¢des do meio abidtico,
com elevada concentragdo. Ou seja, o processo de preparo de amostras, que inclui
uma lavagem criteriosa da amostra, é de significativa importancia. Uma lavagem nao
bem conduzida podera resultar em resultados superestimados, que sao relativos ao
metal externo presente nas solug¢des, mas que nao foi absorvido ou bioconcentrado
pelos espécimes. Deve ainda considerar possiveis diferengcas metabdlicas dos
organismos, relacionadas a heterogeneidade da populagao.

Pelo mesmo motivo, observa-se na Figura 43, para o cobre e para o figado
que a bioacumulagao foi maior na concentragéo de 0,1 mg L™ do que 1,0 mg L' ena
concentragdo de 10,0 mg L™ do que na de 100,0 mg L.

Pode-se ressaltar na Figura 43 que os valores de bioacumulagao de cobre em
relagdo ao cadmio se sobressaem. Esse fato pode ser explicado devido a grande
probabilidade de armazenagem do cobre nos 6rgao e tecidos através da ligagao
com metalotioneinas e outras metaloenzimas por meio dos grupos sulfidrilas (SH),
presentes nessas proteinas (COGUN; YUZEREROGLU; KARGIN, 2003), uma vez
que esse metal é essencial e necessario para diversas fungdes vitais para as

espécies.
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Observa-se nas figuras citadas, uma ordem crescente da concentragdo nos
orgaos e tecidos em fungdo do aumento da concentragdo dos metais na solugéo.
Esse fato constata que ocorreu uma acumulagao consideravel desses metais pelos
organismos-teste durante o periodo experimental de 48 horas. Contudo, deve-se
considerar que, em termos relativos, os fatores de concentragdo foram mais
elevados para as concentragdes mais baixas de metais dissolvidos. Esta sendo em
esséncia a fungao do organismo bioindicador. A comparacao das figuras possibilita
observar que o padrdo de absor¢ao dos metais em combinagdo se conserva de
modo semelhante a estes em forma isolada. Cabe salientar que mesmo nessas
condi¢cdes o Cu potencializa a absor¢do de Cd, onde por exemplo na concentragao
de 10 mg L™, o metal apresentou-se até 5 vezes mais concentrado na branquia do
que na agua.

As Figuras 44, 45 e 46 sao indicativas da bioacumulacéo (ug g™') de cobre e
cadmio no figado, nas branquias e tecido muscular dos organismos-teste durante o
periodo de 96 horas dos ensaios definitivos com cloreto de cobre, cloreto de cadmio

e cloreto de cobre + cloreto de cadmio respectivamente.
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Figura 44 — Bioconcentracdo de cobre (ug g™') em amostras de tecido muscular, branquias
e figado de Tilapia do Nilo expostas a solugdes de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 mg L' Cu,
durante 96 horas (ensaio agudo)
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Figura 45 — Bioconcentracdo de cadmio (ug g”') em amostras de tecido muscular, branquias
e figado de Tilapias do Nilo expostas a solugdes de 0,0, 1,0, 5,0, 10,0 25,0 € 50,0 mg L' Cd
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Figura 46 — Bioconcentracdo de cobre+cadmio (ug g') em amostras de tecido muscular,
branquias e figado de Tilapia do Nilo expostas as solugdes de 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0

mg L™ Cu+Cd, durante 96 horas (ensaio agudo)
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Com algumas excegbes, pode-se dizer que da mesma maneira como nos
ensaios preliminares o figado, de uma forma geral, apresentou maior bioacumulagéo
dos metais em relagdo a branquia e ao tecido muscular. Esses aspectos ja foram
comentados anteriormente neste texto e a seguir procuramos realizar outras
consideragdes a respeito, abordando de forma mais quantitativa os valores de
concentracdo encontrados nos tecidos, em diferentes condi¢ées do meio abidtico.

Na Figura 44, relativa ao ensaio com cobre, uma dessas exce¢des podem ser
observadas na concentragédo de 10,0 mg L. Nesta, a branquia apresentou um
elevado valor de acumulagéo, variando de 7,40 ug g™’ na concentracéo de 5,0 mg L™
a 296,45 pg g"' na concentracdo de 10,0 mg L. Esse fato pode ter acontecido
devido a aderéncia do hidréoxido de cobre precipitado no muco presente nesse
orgao, extrapolando dessa maneira os valores reais.

O mesmo fato pode ter acontecido nas branquias do tratamento com Cu
(Figura 46), onde ha uma elevag&o acentuada nos valores de bioconcentragdo para
a concentragao de 10,0 mg L. Ainda nesta figura, observa-se para o Cu que a partir
da concentragcdo de 2,5 mg L', os valores da bioconcentragdo da branquia se
tornam maiores do que no figado; o mesmo ocorrendo para o Cd em valores
proximos a 2,0 mg L. Em relagdo & bioconcentragdo de Cu no figado, nota-se que
as concentragbes 0,5 e 1,0 mg L™ apresentaram valores maiores do que a
concentragao de 2,5 mg L™

Quando se estabelecem comparagdes entre os ensaios preliminares e
agudos, os quais sao constituidos de concentragbes diferentes em tempos de
exposi¢cao também diferentes, sdo confirmadas tendéncias de maior acumulagéo do
cobre em relagdao ao cadmio para todos os substratos analisados. Outro aspecto
interessante diz respeito as magnitudes de concentragdes dos metais encontradas
nestes tecidos, para as condigdes de ensaios preliminares e de toxicidades agudas.
No primeiro caso a mesma ordem de grandeza de absor¢do é mantida para os
metais na forma isolada e em combinacgdo. Este tipo de comportamento ja nao
sendo verificado para os ensaios agudos, onde os metais na forma combinada séo
concentrados em niveis até quatro vezes inferiores aos metais isolados. Nos dois
casos nao se distingue padrbes diferentes de absorgdo para um metal essencial,
como o Cu, e um metal ndo essencial como o Cd.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aqueles verificados por outros

autores, conforme comentamos a seguir.
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Cicik e Karayakar (2004) constataram em seu estudo sobre a acumulacao de
cadmio e chumbo em tecidos e 6rgao de Oreochromis niloticus que a
bioconcentragdo de cadmio comparado ao controle seguiu a seguinte ordem:
rim>figado>bago>branquias>musculo.

Kalay e Erdem (2003), a partir de seus estudos sobre os efeitos da
acumulagao de cadmio sobre os niveis de proteinas totais em Oreochromis niloticus,
mostraram que o cadmio primeiramente concentrou no figado, local onde as
metalotioneinas séo sintetizadas, enquanto que a acumulagdo do tecido renal
excedeu os niveis de acumulacdo no figado com o aumento do periodo de
exposicao.

Visnjic-Jeftic et al. (2010) observaram em seu estudo sobre a acumulagao de
metais em musculo, figado e branquias de Alosa immaculata que os metais Al, Sr,
Ba, Mg e Li apresentaram alta concentragdo nas branquias do organismo em
estudo, enquanto que Cd, Cu, Zn, Fe e B apresentaram uma maior concentragdo no
figado. Os autores constataram, assim como no presente estudo, que o tecido
muscular apresentou a menor concentragao dos elementos analisados.

Mazon e Fernandes (1999) realizaram um estudo sobre a toxicidade e
acumulacao de cobre em diferentes tecidos de Prochilodus scrofa e constataram
que o cobre apresentou maior acumulagédo no figado quando comparado a outros
tecidos, seguido pelos intestinos e rins. Os autores sugerem que a branquia seja o
principal local de absorcdo de cobre, particularmente em peixes de agua doce,
devido a grande superficie de contato com o ambiente externo, entretanto a
acumulagao de cobre nas branquias da espécie estudada foi menor que no figado,
intestino e rins, o0 que estaria em desacordo ao verificado por McGeer et al. (2000a e
2000b), citados acima.

Cinier et al. (1997), concluiram em seus estudos sobre acumula¢do de cadmio
em Cyprinus carpio que para rins e figado, os niveis de acumulagdo desse metal
atingiram um valor maximo de concentragdo, enquanto para o tecido muscular, a
absorcao de cadmio aumentou em fungéo do periodo de exposigédo, o que pode ser
também observado no presente trabalho. Os autores sugeriram que para a carpa,
rim e figado 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 variagbes nos resultados
encontrados para as concentragdes de cobre e cadmio nos tecidos e 6rgéos de
peixes, deve-se considerar que os valores de concentragbes encontrados para os
metais analisados nas branquias podem ser oriundos de falhas na pratica do
preparo deste substrato em particular, por suas caracteristicas peculiares, como
explicado em detalhes anteriormente. No caso do cobre, essa ocorréncia sendo
mais perceptivel aos olhos, pela coloragao exibida superficialmente, de cor azulada
(BOOK; NETO, 2000). Ha situagdes, contudo, em que o muco certamente formado
nao apresenta coloragao perceptivel, como no caso do cadmio (LICHTENFELS et
al., 1996; TAO et al., 2000a e 2000b). Trata-se entdo de eliminar-se a fracdo do
metal adsorvido e ndo absorvido. Com esses objetivos é que se utiliza lavagem
acida em pelos de animais aquaticos (JOSEF et al., 2008), o que é relativamente
mais simples de ser executado. Assim, a etapa de lavagem no preparo das amostras
de branquia para analise, reveste-se de fundamental importancia, tendo que ser
conduzida de formas a eliminar por completo esta “solugéo intersticial’. Faz-se
importante salientar que esta particularidade essencial no preparo de amostras de
branquias n&o fora mencionada em nenhuma das referéncias consultadas para esta
pesquisa.

A segquir, através das Figuras 47, 48 e 49, passa-se a comentar os resultados
relativos aos ensaios de toxicidade crénica, cuja abordagem atem-se também aos
mesmos aspectos discutidos para os ensaios preliminares e de toxicidades agudas.
Ou seja, os resultados observados sdo, em esséncia, fungdo das concentragdes das
especies quimicas e do tempo de exposi¢cao dos espécimes nessas concentragoes,
em acordo aos conceitos basicos em toxicologia (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).
Constata-se que as concentracdes selecionadas para os ensaios estiveram a
contento, possibilitando realizar o experimento até ao seu final programado, sem a
ocorréncia de obitos. Isso sendo uma demonstragdo de que a resposta aos agentes
quimicos externos pelos organismos ocorre de forma logaritimica, sendo que as
respectivas concentragdes foram eleitas levando-se em conta as Clspgen doOs
elementos quimicos isolados e em combinagdo (MATTHIESSEN, 2012)°. Em sendo
assim, os resultados sédo verdadeiros atestados de que as condi¢cdes experimentais

estabelecidas no laboratério foram satisfatérias, mesmo em condicbes estaticas e

33 MATTIESSEN, P. Comunicagéo Pessoal, abril, 2012.
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semi-estaticas, estando as variaveis fisico-quimicas e a relagdo biomassa/volume
dos aquarios, dentro de intervalos de variagdo que ndo causou efeitos nos
individuos. Os niveis de amébnia encontrados corroboram com as 6timas condi¢des
do meio bidtico estabelecidas e os valores de dureza, embora fixados acima do
otimo ideal pela ABNT, estiveram também aceitaveis. Por outro lado, para saber se
as concentragbes das espécies metalicas utilizadas nao foram também
subestimadas, haveria necessidade de se quantificar os niveis de metalotioneinas-
MTs nos tecidos, principalmente no figado, os quais sdo induzidas pela presenga
das espécies quimicas estudadas (KALAY; ERDEM, 2003).

Essas figuras sao indicativas da bioconcentragdo de cobre e cadmio em ug g
' nas branquias e no tecido muscular dos organismos-teste, durante os periodos de
amostragem de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias nos ensaios crénicos com cloreto de

cobre, cloreto de cadmio e cloreto de cobre + cloreto de cadmio respectivamente.
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Figura 47 — Niveis de cobre (ug g”') em amostras de tecido muscular e branquias de
Tilapias do Nilo, durante o ensaio crénico de 21 dias com cloreto de cobre em periodos
amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias
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Infelizmente, para todas as situacdes, ndo foi possivel obter-se dados
relativos a bioconcentragéo no figado. Este aspecto faz merecer que se comente as
dificuldades envolvidas em trabalhos dessa natureza com organismos pequenos,
pela limitagdo analitica existente em relagdo a pouca biomassa disponivel. Desta
forma a dindmica de absor¢édo de Cu e Cd nos ensaios crénicos serdao somente
conhecidas para as branquias e tecido muscular.

Verifica-se que a bioconcentragdo processa-se em maior escala nas
branquias para ambos os metais, sendo mais acentuada a medida que a
concentragdo aumenta. No tecido muscular essa diferenciagao é pouco significativa.
Esse quadro pode ser explicado pelas fungdes distintas na fisiologia da espécie dos
dois substratos considerados. Observa-se uma correspondéncia com os resultados
do presente estudo, o trabalho realizado por Cogun, Yluzereroglu e Kargin (2003),
onde os autores verificaram uma bioconcentragdo do cobre (CuS0O4.5H20) e cadmio
(CdS04.8H,0) em Oreochromis niloticus, maior nas branquias em comparagao com

o tecido muscular.
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Figura 48 — Niveis de cadmio (ug g') em amostras de tecido muscular e branquias de
Tilapias do Nilo, durante o ensaio crbénico de 21 dias com cloreto de cadmio em periodos
amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias
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Figura 49 — Niveis de cobre+cadmio (ug g”') em amostras de tecido muscular e branquias
de Tilapias do Nilo, durante o ensaio crénico de 21 dias com cloreto de cobre + cloreto de
cadmio em periodos amostrais de 24, 96 horas, 07, 14 e 21 dias

Em todas as situagdes observadas nas Figuras 47, 48 e 49, ha uma tendéncia
de aumento da concentracdo nos tecidos com o tempo. E interessante observar-se
para o periodo de 96h a formacdo de um pico, cujo periodo € coincidente com
aquele estipulado para a realizagdo dos ensaios de toxicidade aguda (MAGALHAES;
FILHO, 2008).

O mecanismo de absor¢cao das espécies quimicas dissolvidas parece diferir
da situacdo em combinagdo, possivelmente pela competicdo entre os sitios ativos
das proteinas que os complexam (KALAY; ERDEM, 2003). A tendéncia da
ocorréncia de diminuicdo dos niveis de metais nos tecidos apds o periodo de 14 dias
pode revelar uma tendéncia natural de defesa da espécie através de excregao.

As concentracdes resultantes dos metais nos tecidos, tanto na situacao
isolada, quanto em combinagdo, indica nado haver comprometimento do uso dos
organismos ao consumo, uma vez que a legislagdo brasileira apresenta limites de
30,0 pg g’ Cu (ANVISA - Portaria 658/98) e 1,0 pg g Cd (BRASIL, 1965 - Decreto
n° 55871/65). Essas informagdes sao de extrema importancia do ponto de vista de

saude, contribuindo para o incentivo do consumo da tilapia, peixe de importancia
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econbmica na pesca interior do Estado de Sao Paulo, uma vez que as
concentragbes dessas espécies dissolvidas sao significativamente inferiores em
aguas naturais, onde Cu e Cd apresentam teores maximos, de acordo com a
Resolugdo CONAMA n° 20, de 20,0 ug L™ e 1,0 pg L' respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Os ensaios de toxicidade aguda com cobre e cadmio isoladamente e
misturados apresentaram valores de CLsg.gsn Que proporcionaram verificar a grande
resisténcia da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao cadmio em comparagao ao
cobre e a combinacao dos metais.

A espécie apresentou resisténcia de aproximadamente seis vezes mais
intensa ao cadmio em relagdo ao cobre, e a combinagao dos elementos quimicos
apresentou-se da ordem de 2,5 vezes mais toxica a espécie, do que quando em
situacdo em que o cobre ocorre isoladamente, podendo observar que a combinagao
dos metais potencializou a toxicidade de forma sinérgica.

As diferencas apresentadas na sensibilidade da espécie ao cobre e cadmio,
possibilita afirmar que a Tilapia do Nilo € um excelente bioindicador para a avaliagao
da contaminagdo ambiental causada pelo cobre e pela mistura dos dois metais,
porém para o cadmio isoladamente, a mesma nao se mostra adequada para testes
ecotoxicoldgicos, devido a sua alta resisténcia. Neste caso, pode-se utilizar das
analises quimicas de seus tecidos como uma ferramenta util para verificar os
mecanismos de toxicidade desse metal em organismos aquaticos.

O estudo em questdo pode revelar a importancia das aferigbes das
concentragdes efetivas dos elementos de interesse durante ensaios de toxicidade,
principalmente para o calculo do fator de bioconcentragdo, uma vez que, as
concentragdes obtidas podem diferir das esperadas, dependendo do elemento
analisado, como aconteceu com o CuCl, no presente estudo, precipitando-o na
forma de hidroxido de cobre devido ao seu produto de solubilidade ser menor do que
ao CdCl,.H,O e devido ao pH utilizado durante os ensaios, o qual facilitou a
precipitacao.

Nas condi¢des experimentais utilizadas ndo ocorreram redugdes significativas
de Cd em todos os niveis de concentragdes empregadas, quando isoladamente. Na
presencga de Cu, observou-se co-precipitagdo do metal para niveis de 10 mg L' Cd.

A bioconcentragcdo do cobre e cadmio nos tecidos e 6rgaos das Tilapias do
Nilo revelou que de uma forma geral, o figado acumulou uma maior quantidade
desses metais se comparado a branquia e tecido muscular, apresentando esse

ultimo a menor acumulagao em todos os ensaios. Notou-se um efeito mais agressivo
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ao organismo do cobre em relacdo ao cadmio, afetando principalmente o figado
através de necroses, induzindo a uma sistematica redugdo da massa deste 6rgéo
com o aumento da concentracao do metal dissolvido.

O ensaio de toxicidade aguda na forma estatica mostrou-se estavel e
confiavel para o estabelecimento das respectivas CLsg.9sn de Cu e Cd para tilapias.

Através dos resultados de bioconcentragdo obtidos para Cu e Cd no tecido
muscular nas condigdes experimentais utilizadas, pode-se prever que as tilapias nao
venham a concentrar esses metais no ambiente, de forma a representar restricoes

ao consumo humano.
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Anexo A — Tabela contendo as caracteristicas nutricionais presentes na racao
administrada aos organismos-teste durante os ensaios experimentais e periodo de

aclimatacao.

SIJAUI $19ANj0ss0dI SeuIwe)IA $1AN|0SSOJPIH SEuIUE)IA oypoud op By Jod enueses) ap sisnN




124

"C861 “VdHSN PUE ‘pL61 ‘e 19 ‘uoisiny,
‘GL6T “[B 19 ‘UOSIOWF 39S OS[Y "BIOSAUUIIA ‘YInn(] ‘A10jeioqe] yoIeasay [euduuoiaug ‘Bury-810qioN esaia |, £q papiaoid ajqe],

9ce ['re 96T (414 L9C £sT 0¥C L't vic (A 06l 6'LL 68
8'LT ¥'9¢ ['S¢ L'tT §'Te [ 00T 6'81 8°LI L9 LSI L'yl 88
L& X4 (A4 0°1¢ 8'6l1 L81 9Ll 991 9°¢l1 L'yl 8¢l 6'Cl Locl L8
g6l S8l VLl a4 SCl Syl 9°¢l 8Tl 0l Cll SoI1 €86 98
91 (451 ad! Sel LTl 0611 9I'll Svol 8L°6 vi'6 PS8 L6’'L S8
£El gl L1 0Ll €01 69°6 LO'6 87’8 €6'L 0¥'L 069 &9 ¥'8
601 ol 956 96'8 6€'8 S8°L veL 989 0¥'9 L6'S 9¢°¢S 8I's €8
788 LT8 SL'L STL 8L9 y€9 'S ts's SI's 08y vy oI’y T8
vI'L 899 §T9 c8'¢ 14 or's 9LV vy vy e8¢ 8¢'¢ tee L8
SL'S 8¢°¢ €0°S 0Ly 6€V or'v (4% 9¢°¢ [€€ 80°€ L8'T 99C 08
w9 (A% Y0y LL’e (43> 8T’¢ 90°¢ c8'C S9'C 9T 6C'C EI'e 6L
LLIE '€ yTE (41N 4.4 9T e 8C'C (4 & L6'1 €81 oL'1rT 8L
L6'C LL'T 65T |§ 24 STT 0r1'e S6'l (40! 691 LS'] 'l S€I L
LET 17°¢ LOC €6°1 08°I L9'1 9¢°1 vl SEl A 91’1 80'l 9L
68’1 LL'1 S9'l 2! el gt vT'l SLl LO'T 96670 60 8880 SL
1671 ¥l [E1 vl ovIl 190°1 88670 8160 PS80 €6L°0 9¢L’0 €890 VL
0zl (48! SO'l SL6°0 8060 S¥8°0 98L°0 1€L°0 6L9°0  1£9°0 9860 €¥S0 €L
8560 £68°0 £€8°0 9LL0 L0 L0 €290 18570 0¥S'0 2050 90 TEVO0 TL
9L°0 [1L°0 £99°0 L19°0 SLSO ces’o L6V°0 o0 0Ey’'0  66€0 0LE0 evE€0 T'L

L09°0 9950 LTS0 16¥°0 LSO Sevo 96€°0 89¢€°0 weo  LIED P60  €ELTO 0L
(4340 0sv°'0 6170 06€°0 £9¢°0 8€€0 y1€0 6T0 ILT0  TSTO v€T0  LITO 69
¥8¢°0 86¢°0 £Ee0 0I€0 68C°0 6970 0sT°0 °ETo 91’0 0020 981'0 2LI'0O 89
g0€0 ¥8T°0 §9T°0 LYTO 0€2°0 y1T0 661°0 S81°0 [LI'0  6S1°0 81’0 LEI'O L9
weo 92T0 0120 961°0 810 0L1°0 8S1°0 Ly1°0 9€1'0  LTI'O LIT'0 6010 99
€61°0 081°0 L91°0 9¢1°0 Sv1°0 SEI'0  HSTI'0  9911°0  €80I°0 SO0I'0  €£60°0 69800 S9
€S0 evi0 eero yero SIro LOI'0  9660°0  9260°0 09800 66L00 [¥LO'0 L8900 V9
9IZI0 PEILI'0  PEIT'0O  €860°0  SI60°0 16800  TGLO'0  9€L0'0  €£€890°0 €900 6850°0 9¥SO0 €9
9960°0 10600  1060°0  [8L0°0  LTLOO 9L90°0  6T90°0  ¥8S0'0  £€¥SO'0 $0SO0  89¥0°0 VEVOO  T9
89L0°0 91L00 L9900 12900  8LSO0 LESO'0  00SO°0  ¥9¥0°0 [EP0°0 0000  TLEO'OD SPEO'D 179
01900 89600 0€S00  €6v0°0  65V0°0 LTPO'0  L6E00  69€0°0  £€E0'0 8IE00  S6C0'0 ¥LZTOO 09

9T 14 ve €T [4¢ 1T 0¢ 6l 81 L1 91 9!

(Do) 2amperodwa |, Hd

multiplicagao do valor percentual desta tabela, em pH e temperatura adequada, pela

Anexo B — Tabela utilizada para o calculo da amoénia livre na solugao, através da
concentracdo de amdnia total presente na solugéao.
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