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RESUMO  Através de bioensaios conduzidos nos
laboratérios do Departamento de Satide Ambiental da
Faculdade de Satade Publica da Universidade de Sao Paulo,
verificou-se a toxicidade aguda do sulfato de cobre sobre
Poecilia reticulata em teste estatico, em 4gua com -
temperatura, dureza e alcalinidade semelhantes as
encontradas nos corpos d’agua do Estado de Sao Paulo.

Os valores encontrados foram: CL 50,24h — 0,134 mg/L de
CuSO,; CL 50,48h — 0,096 mg/L de CuSO,; CL 50,72h —
0,087 mg/L de CuSO,4; CL 50,96h — 0,080 mg/L de CuSO,.
Palavras-chave: sulfato de cobre, teste de toxicidade, Poecilia
reticulata, bioensaios.

ABSTRACY The acute toxicity of copper sulphide to
Poecilia reticulata was studied through static toxicity tests
carried out in the laboratories of the Department of
Environmental Health, of the Public Health Faculty,
University of Sao Paulo.

The temperature, hardness and alkahmty of the water used in
the tests were similar to those of natural waters of the State of
Sao Paulo. The results were: 24h-LC50 — 0,134 mg/L de
CuSO,; 48h-LC50 — 0,096 mg/L de CuSO,; 72h-LC50 —
0,087 mg/L de CuSO,; 96-LC50 — 0,080 mg/L de CuSOj.
Key words: copper sulphlde, toxicity test. Poecilia reticulata,
bioassay.

A presenca de substincias toxicas, ou potencialmente tdxicas na dgua,
impede ou dificulta seus miltiplos usos. Entre as substancias mais
nocivas aos seres vivos estao os metais pesados. O cobre é um destes
metais, € apresenta importancia por ser amplamente utilizado na

agricultura e no controle de pragas, podendo, desta forma, interferir

nos ecossistemas aquaticos.

O 6xido e o sulfato de cobre tém ag3o inseticida, algi-
cida, fungicida e herbicida, sendo também usados no
controle e combate ao verme Schistosoma sp e respectivo
hospedeiro, em lagos recreacionais e em reservatérios des-
tinados ao abastecimento. E também comum seu uso pa-
ra a destruicdo de fungos e larvas de insetos em planta-
¢des, podendo ser carreados pelas chuvas ou introduzidos
diretamente em lagos e rios durante a lavagem dos apare-
thos de sulfatacdo (Doudoroff & Katz, 1953).

Como algicida, é empregado em concentragdo de
0,3mg/1 de sulfato de cobre em 4guas com alcalinidade
inferior a 50mg/!l de carbonato de calcio, e quando a al-
calinidade é superior a 50mg/] de carbonato de calcio,
aplica-se 2,0mg/1 de sulfato de cobre. Esta concentragao
é calculada em func¢io de uma faixa de 30cm a partir da
superficie, o que corresponde a aproximadamente
0,6g/m?, segundo Branco (1986). Hobbs & Hall (In:
Hart & Fuller, 1974) citam referéncias que recomendam
doses de 0,3Smgl em 4gua mole e de 1,0mg/1 em 4gua du-
ra, quando utilizado como algicida..
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No controle de Schistosoma sp utilizam-se aplicagdes
repetidas de sulfato de cobre, pois ele nio é efetivo no
controle de ovos nas concentragdes utilizadas para o con-
troledos adultos.

Apesar de o cobre ter toxicidade relativamente baixa
para 0 homem, sio necessirias doses acima de 20 a
100mg/1 de cobre para causar intoxica¢io no homem ou
em animais domésticos — Branco (1986) — sua toxicida-
de potencial para peixes, bem como para outros organis-
mos aquéticos, é alta, como ressalta Jones (1964) Entre os
metais pesados, Doudoroff & Katz (1953) apresentam a
seguinte ordem decrescente de toxicidade: Hg, Cu, Zn,
Cd, Sn, A], Nj, Fe+ + +, Fe+ +, Ba, Mn, K, Ca, Mge
Na, em relagio a sensibilidade apresentada pelos peixes.
Segundo Batalha & Parlatore, 1977 (apud SEMA, 1980),
a toxicidade do cobre sobre a vida aquéatica estende-se
desde as bactérias até os peixes.

A 4gua pode tornar-se impalatavel quando a concen-
tragdo de cobre for superior a 5mg/1 (Branco, 1986).

Os efeitos da adigdo de sulfato de cobre ao meio, ob-
servados através de bioensaios com organismos aquaticos,
mostram que os sintomas apresentados e as doses necessa-
rias 3 manifestacio desses sintomas diferem de taxon pa-
ra taxon.

Pereira (1978) usando concentragcdes de 0,1 e de
0,2mg/1 de CuSO4, em culturas mistas de algas, encon-
trou redu¢io no numero de organismos por litro, para
Microcystis flos-aquae, Nitzschia sp, Synedra sp e
chlamydomonas sp. A préposito, Branco (1986) afirma
que Synura sp e algas azuis do género Microcystis sp sdo
muito mais sensfveis do que inameros flagelados ou que
certas diatoméceas, como Achnanthes sp. -

Shiff & Gammett (1961) trabalhando com sulfato de
cobre e seus efeitos sobre a microflora e microfauna de
tanques biologicamente estaveis, utilizando concentragio
de 20mg/l, relatam que anfibios e Potamon sp — um
ciusticeo decapoda — nio foram mortos. Entretanto, es-
se composto causou severa reducio na densidade de ca-
malotes de Chara sp. Em cladéceros e em larvas aquati-
cas de insetos, 0 mesmo composto causou 100% de mor-
talidade no décimo primeiro dia do experimento. Copé-
podos e seus naplios apresentam reducgdo drastica ap6s o
décimo primeiro dia e ostracodos tiveram seu desenvolvi-
mento retardado durante o tratamento.

Furmanska (1979) notou que crustidceos sio mais
sensfveis que moluscos e peixes a a¢cdo do sulfato de cobre.
Brinkhurst & Cook (in Hart & Fuller, 1974) afirmam que
oligoquetos sdo pouco tolerantes a fons de metais pesados.

Kenk (in Hart & Fuller, 1974) relata que Kawakatsu
& Itu (1963) n3o encontraram planarias em locais po-
lufdos pela-descarga de uma mina de cobre, abandona-
da, no Jap3o, apesar delas ocorrerem regularmente em
corpos d’agua ndo polufdos das proximidades. Sawyer (in
Hart & Fuller, 1974) afiima que em laboratorio a CL 100
desulfato de cobre variou de 1 a 20mg/1 conforme a espé-
cie de hirudfneo analisada, porém, no campo, esse com-
posto foi ineficaz no controle de hirudfneos; mesmo em
concentragdes de até 200mg/1, Hobbs & Hall (in Hart &
Fuller, 1974) encontraram para ‘crayfish’ (decidpodo)
adulto, CL 50,96h de 30mg/l de CuSO4 e para recém
eclodidos, CL50 de 1,0mg/]l em menos de duas horas. Ja
Harman (in Hart & Fuller, 1974), em teste de toxicidade
de 96h com Physa heterostropha (molusco), encontrou
uma CL 50 de 0,069mg/1 de cobre em dgua com dureza
de 100mg/1de CaCOs.

Doudoroff & Katz (1953) concluem que na maioria
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das 4guas doces naturais dos EUA, concentracdes de sul-
fato de cobre de 0,25mg/], em Cu, n3o s3o rapidamente
fatais para a maioria das espécies comuns de peixes, e Jo-
nes (1964) afirma que as concentragdes limitantes para
vérios peixes dadas por muitos autores cobrem a faixa
surpreendente de 0,02 a 200,00mg/1.

A amplitude desses limites provavelmente deve-se s
varia¢des na composi¢io quimica e as condi¢des do corpo
d’4agua (Branco, 1986). Assim, nio é possivel estabelecer
valores muito positivos e constantes para esses limites,
uma vez que a intoxicagio dos peixes pelo cobre varia em
funcio de muitos fatores, tais como a dureza das 4guas,
sua alcalinidade, pH, composi¢io quimica, temperatura,
presenca de outros mctais pesados, turbuléncia e presen-
ca de argila e de 4cidos himicos.

Doudoroff & Katz (1953) observaram que em 4guas
moles, com pH 6,0 concentracdes de 0,1 a 0,8mg/] de
CuSO4.5 Hy0, tém sido registradas como sendo desde to-
leraveis até danosas para as varias espécies de peixes nes-
sas condi¢des.

O sulfato de cobre ¢ altamente solivel, porém em cer-
tas condicoes de maior dureza e alcalinidade da 4gua, &
rapidamente precipitado sob a forna de compostos inso-
laveis que se depositam no sedimento do corpo d‘agua.
Por estas razdes, a dosagem efetiva na natureza pode
atingir a valores tio mais altos que os obtidos em testes de
laboratério.

Em 4guas naturais, a quantidade de matéria orgénica
presente no sedimento e a natureza dos minerais argilosos
presentes na fracdo coloidal vio detenninar a quantidade
CuS04.5 HoO removida da solugio pelo material do fun-
do (Riemer & Toth, 1970). Esses autores relatam que os
altos teores de calcario podem afetar a concentragio de
cobre na solu¢do. Os 4cidos himicos diminuem a toxici-
dade aguda e a crénica do cobre, pela formacgio de preci-
pitados, sendo que a ac¢do do precipitado pode causar al-
gum efeito deletério sobre os organismos benténicos. Mas
n3o h4 indicios que esclarecam a agio desses precipitados
nesses organismos.

Solugdes-teste feitas.com-4gua mole foram téxicas pa-
ra Salmo gairdneri a'0,06 ppr -de Cu, enquanto que em
4gua muito dura houve acentuada redugio de toxicida-
de, para 0,6 ppm (Jones, 1964). A turbuléncia da 4gua é
outro fator que exerce efeito significativo sobre a toxici-
dade de substincias que agem por meio de processos
fisico-qufmicos, como os metais pesados, os quais, pela
coagula¢io do muco das branquias dos peixes, provocam
asfixia (Branco, 1960). Em gastrépodes testou-se a varia-
¢3o da toxicidade do sulfato de cobre, demonstrando-se
que o efeito é altamente acentuado com o aumento da
temperatura da 4gua (Muirhead-Thompson, 1971).

A espécie utilizada no presente trabalho foi Poecilia
reticulata, escolhida por se tratar de um organismo am-
plamente utilizado em 4mbito internacional, satisfazendo
a todos os requisitos necessarios aos testes de toxicidade.

Apesar de n3o ser nativa do territério brasileiro, Poe-
cilia reticulata, foi introduzida ha muito, sendo encon-
trada em 4guas com baixo teor de carbonatos e bicarbo-
natos. Segundo Rosen & Bailey (1968), esses animais sdo
nativos das Antilhas Holandesas, Barbados, Venezuela e
Guiana Inglesa, mas sua distribuicio mundial ocorreu
pela agdo do aquarismo, havendo grandes estoques adap-
tados no Brasil, especialmente em Sio Paulo, bem como
na Costa Rica, Italia, Madagascar, México e Africa Oci-
dental.
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Objetivo

Tendo -em vista os varios usos de compostos quimicos
nos quais a presenca do cobre é uma constante, este tra-
balho tem como objetivo determinar as concentragdes de
toxicidade aguda de sulfato de cobre em 24, 48, 72 e 96
horas de exposi¢io de Poecilia reticulata a sulfato de co-
bre penta-hidratado.

Materiais e Métodos -

Os animais utilizados foram capturados no lago da
Reserva Ecolégica da Cidade Universitaria Armando de
Salles Oliveira e o experimento foi realizado no Laboraté-
rio de Hidrobiologia Sanitaria do Departamento de Saii-
de Ambiental da Faculdade de Satide Publica da Univer-
sidade de Sao Paulo. Levou-se em conta, na realizacio
deste teste, as condicdes mais comumente encontradas
nos corpos d’agua do Estado de Sio Paulo, quanto a du-
reza, alcalinidade e temperatura da 4gua, conforme Ca-
pocchi (1964) e Cetesb (1984).

Foram testados um total de 160 espécimes na fase
adulta, sendo 80 no teste preliminar e 80 no teste definiti-
vo. O tamanho médio dos animais no teste preliminar foi
de 18,26 = 2,08 mm e, no teste definitivo, de 17,48 +
3,59 mm. O peso médio foi de 0,11 + 0,01 g para as duas
fases.

Os peixes foram aclimatados durante 10 dias e ali-
mentados com rag¢io para peixes tropicais, suprimida 48
horas antes do inicio dos testes, conforme recomendacio
da APHA (1980). :

O agente téxico utilizado foi o sulfato decobre penta-
‘hidratado pré-analise da Merck, um algicida. Para a di-
luicio das concentracdes dos testes foi preparada uma
solucio-estoque de 1 mg/L do referido agente t6xico, no
teste preliminar, e de 0,1 mg/L no teste definitivo (A-
PHA, 1980). -

A mortalidade, bem como os parimetros fisico-
quimicos: pH, temperatura e oxigénio dissolvido foram
registrados a 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas nos testes prelimi-
nares, € nos mesmos periodos acrescidos de 48, 72 e 96
horas nos testes definitivos.

No teste preliminar a temperatura foi de 28,0 +1,0°
C,opHde6,8 £ 0,3, o teor de oxigénio dissolvido foi de
6,1 £0,2mg/L de Og. .

No teste definitivo a temperatura foi de 27,0 + 2,0°
C, opHfoide 6,7 £ 0,2 e o teor de oxigénio dissolvido foi
de 6,3 0,1 mg/L de Og.

A alcalinidade e a dureza foram registradas no inicio
e no fim do experimento, variando a primeira entre 10 e
12 mg/L CaCOg e a iltima entre 10 e 11 mg/L de
CaCOs, Estes valores foram os mesmos tanto no teste pre-
liminar quanto no definitivo.

Para se evitar uma diminuic¢io brusca do agente t6xi-
co no meio, devido a absor¢io do mesmo pelos peixes,
utilizou-se a relacio entre a biomassa de peixes e volume
de solucio-teste. Para Poecilia reticulata, a APHA (1980)
sugere a relagdo 0,1 g de peixe por litro de solugdo-teste,
utilizada neste teste.

Cada série foi dividida em sete concentragdes diferen-
tes, além de um controle. Para a avaliacio biométrica, os
animais foram imediatamente fixados em formalina
10%.

A analise dos dados foi feita utilizando-se o método
nomogréfico de Litchfield & Wilcoxon (1949).

Resultados e Discussiao

O:s testes de toxicidade aguda do sulfato de cobre em
Poecilia reticulata foram realizados em duas fases, a pre-
liminar e a definitiva. Na fase preliminar as concentra-
¢des situaram-se entre 0,32 e 2,40 mg/L. Durante 24h os
animais foram expostos ao sulfato de cobre e a mortalida-
de observada em todas as concentracdes foi de 100%. Os
peixes submetidos as maiores concentra¢des frequente-
mente vinham a tona respirar no filme de tensio superfi-
cial da 4gua, apesar do teor de oxigénio dissolvido ter-se
mantido superior ou igual a 60% da satura¢io. Segundo
Delavechia (1981), o sulfato de cobre é responsavel pelo
colapso branquial dos peixes. A mortalidade no controle
foi nula e nenhum dos espécimes apresentou comporta-
mento irregular.

O teste definitivo foi realizado com concentrac¢des va-
riando entre 0,056 € 0,320 mg/L (Tabelal).

Utilizando-se o método de Litchfield & Wilcoxon
(1949) calculou-se os valores da CL50 para Poecilia
reticulata em teste definitivo. Estes valores para periodos
de exposiciao de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectiva-
mente 0,134, 0,096, 0,087 e 0,080 mg/L (Tabela 2).

‘Sprague (1969), cita Rothschein (1964) que assume a
relacdo linear como tipica para intervalos intermediarios
de toxicidade com peixes. Dos resultados obtidos, nota-se
que houve uma pequena variagio na CL50 dos periodos
mais altos de exposic¢ao, isto & de 72 para 96h, o que su-
gere que se o tempo de exposicio fosse aumentado, pode-
ria ter ocorrido uma letalidade adicional. Porém, como
esta variacio foi pequena, pode-se esperar que num
periodo de exposi¢io um pouco mais longo, ja se obtives-
se a CL50 assintética, na qual a toxicidade aguda cessa-
ria, iniciando-se a toxicidade crénica. Segundo o Relat6-
rio Cetesb n. 3, na determinacio da toxicidade aguda
do sulfato de cobre (CuSO4.5H20) para Poecilia
reticulata em teste de fluxo continuo, realizado a tempe-
ratura de 23,5 £ 1,0° C, a CL50,96h encontrada foi de
0,31 mg/L. No mesmo trabalho, recomenda-se que os
testes deveriam ter maior duracgio, a fim de que fosse de-
terminada, através da CL50, a toxicidade aguda do sul-
fato de cobre, no tempo de exposi¢do realmente necessa-
rio.

A variac¢io do comprimento dos organismos foi com-
pativel com a recomendacio da APHA (1980), sendo esta
variacio menor que 50%.

O teor de oxigénio dissolvido manteve-se sempre aci-
made 60% da saturagio e a temperatura variou 2° C.

Para comparar os resultados obtidos, utilizou-se bi-
bliografia que relaciona trabalhos com testes estaticos
realizados conforme a metodologia seguida neste teste.

Pode-se observar que os resultados ora obtidos, nio
diferiram muito da maioria dos resultados obtidos por
outros autores para agua mole. Pickering & Henderson
(1966) expuseram Lepomis macrochiris, Carassius aura-
tus, Poecilia reticulata e Pimephales promelas a sulfa-
to de cobre a periodos de exposiciao de 24, 48 e 96 h a
uma temperatura de 25,0°C. Pode- se ob-
servar que, para um periodo de 24h, Pimephales
promelas e Carassius auratus mostram-se ligeiramente
mais sensiveis que a espécie aqui estudada. Para Poecilia
reticulata, os resultados obtidos pelos mesmos’ autores,
quanto a sensibilidade ao agente téxico, foram semelhan-
tes aos obtidos neste teste. Lepomis macrochirus revela-se
mais resistente (Tabela 3). Para testes de48 e 96h os espé-
cimes de Poecilia reticulata ora testados, mostraram-se li-
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geiramente mais resistentes que Carassius auratus,
Poecilia reticulada e Pimephales promelas testados por
Pickering & Henderson, no trabalho citado (Tabela 3). A
espécie utilizada neste teste mostra-se mais sensivel que
Lepomis macrochirus (Tabela 3).

Comparada com as outras espécies da familia Cypri-
nodontidae, Poecilia reticulata mostrou-se mais sensivel a
sulfato de cobre do que Poecilia mexicana (Berg & Just,
apud McKim et all, 1971) Gambusia affinis (Joshi & Rege
apud Speha ecall, 1981). :

Tabela 1 — Mortalidade acumulada segundo a concentragio do agente téxico e o tempo de exposigao.
Niimero de mortos acumulados

Concentragao*
: 24h 48h
0,056 - 01
0,075 ’ — 02
0,100 02 = 07
0,130 : 04 07
0,180 09 10
0,240 09 10
0,320 - 10 10

Controle — —

72h 96h
01 01
04 04
07 08
- 08 10
10 10
10 10

10 10

Tabela 2 — CL50 segundo o tempo de exposi¢do ao agente téxico.

Periodo de Exposicio (h) CL50 (mg/L de CuSO,. 5H20)

24h
48h
72h
96 h

{*) Intervalos de confianca.

0,134 (0,111 — 0,162)*
0,096 (0,077 — 0,119)*
0,087 (0,071 — 0,106)*
0,080(0,068 — 0,100)*

Tabela 8 — Resultados compilados da Bibliografia Internacional sobre a CL50 de diversas espécies de mﬁes expostos a

sulfato de cobre em testes estiticos.

Espécie Periodo Dureza pH
de (mg/L .
exposicio de
: (h) CaCo03)
Lepomi's macrochirus 24 20 7,56
Lepomis macrochirus 48 20 7.5
Lepomis macrochirus © 96 20 7.5
Carassius auratus 24 20 7,5
Carassius auratus 48 20 7,5
Carassius auratus 96 20 7,6
Poecilia reticulata 24 20 7,5
Poecilia reticulata 48 20 7.5
Poecilia reticulata 96 20 7,5
Pimephales promelas 24 20 7,5
Pimephales promelas 48 20 7.5
Pimephales promelas 96 20 7,6
Lepomis macrochirus 24 360 7,5
Lepomis macrochirus 48 360 7,6
Lepomis macrochirus 96 360 7.5
Pimephales promelas 24 360 7.5
Pimephales promelas 48 360 7,5
Pimephales promelas 96 360 7.5
Poecilia mexicana 24 32 6,8
Gambusia affinis 96 32 7.5
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Tempe- CL50 Referéncia
ratura . (mg/L :
(&) de
CaCoO3)
25 0,86 Pickering & Henderson (1966)
25 0,74 Pickering & Henderson (1966)
25 0,66 Pickering & Henderson (1966)

25 0,094 Pickering & Henderson (1966)

25 0,043 Pickering & Henderson (1966)
25 0,036 Pickering & Henderson (1966)
25 0,130  Pickering & Hénderson (1966)
25 0,073 Pickering & Henderson (1966)
25 . 0,036 Pickering & Henderson (1966)
25 0,038 Pickering & Henderson (1966)
25 0,028 Pickering & Henderson (1966)
25 0,023  Pickering & Henderson (1966)
25 10,7 Pickering & Henderson (1966)
25 10,2 Pickering & Henderson (1966)
25 10,2 Pickering & Henderson (1966)
25 2,15  Pickering & Henderson (1966)
25 1,50 Pickering & Henderson (1966)
25 1,45  Pickering & Henderson (1966)
24 1,42 Berg & Just apud

. McKim et al (1975)
27 0,20  Joshi & Rege apud

Spehar et al (1981)
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O fato destas duas espécies apresentarem CL50 supe-
rior A obtida neste teste pode estar associado i dureza da
4gua em que os organismos foram expostos. Este fenéme-
no foi evidenciado por Pickring & Henderson (1966). Os

autores expuseram Lepomis macrochirus e Pimephales

promelas a ensaios com solugdes-teste com dureza de 20 a
8360mg/L de CaCOs. Para ambas as espécies a CL50 ob-
tida nos testes realizados com dureza de 20 mg/L de Ca-
CO:s foi muito inferior.

Em vista desses resultados, a diferenca da toxicidade
do sulfato de cobre entre Poecilia reticulata e as demais
espécies da familia Cyprinodontidae pode estar parcial-
mente relacionada com a dureza da 4gua.

As sguas da regidao de Sao Paulo, pelos padrdes de du-
reza e alcalinidade, sdo caracterizadas comomuito moles
ou moles (Capocchi, 1964). Nestas condi¢des pode entao
ocorrer um aumento da toxicidade do sulfato de cobre,
para a espécie estudada.

Segundo publica¢des da Cetesb (1984), as dguas do
Estado de Sao Paulo atingem freqtientemente 27,0°C.
Caimns et all. (1975) afirmam que a toxicidade do sulfato
de cobre aumenta com a temperatura, de forma direta
ouindireta, porém, citam Rehwoldt et all (1972), que tra-
balharam com vérias espécies de peixes de agua doce,
concluindo que a TLM para 24, 48 e 96 h para o cobre
nao é influenciado pela temperatura, cujo intervalo, tes-
tado pelos autores, se situou entre 15 e 28°C.

Deve-se considerar que Poecilia reticulata é muitas
vezes encontrada na 4gua superficial. Jones (1964), obser-
vou que os peixes nio tém capacidade para detectar a
presenca de cobre e, portanto, nio fogem quandoda pre-
sencga deste na 4gua. O sulfato de cobre é aplicado na su-
perficie da 4gua, onde a variagio da temperatura é
maior, e onde sido atingidas temperaturas mais altas. En-
tretanto, Cairns et all, no trabalho citado, afirmam que
do aumento de temperatura decorrem outros fatores es-
tressantes, como o aumento de atividade metabdélica, re-
dugio no teor de oxigénio dissolvido e aumento de motili-
dade em peixes, por exemplo, que podem indiretamente
intensificar os efeitos deste metal sobre os organismos
aquaticos, especialmente em peixes.

Conclusdo

Pelos resultados obtidos, concluiu-se que Poecilia reti-
culata, em 4gua com dureza e alcalinidade baixas e sob
temperatura elevada, apresenta sensibilidade moderada
ao sulfato de cobre, em relagao a outras espécies testadas
em condic¢des semelhantes.

Pode-se concluir ainda, que as condi¢des comumente
encontradas nos corpos d’agua do Estado de Sao Paulo —
baixa dureza, baixa alcalinidade e altas temperaturas —
concorrem para magnificar a sensibilidade de Poeciliare-
ticulata aosulfatode cobre.
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