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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estudar a toxicidade do fungicida oxicloreto de cobre para o
peixe guaru (Poecilia reticulata). No teste de toxicidade aguda, peixes de ambos os sexos e com peso
médio de 90 + 10 mg foram expostos a concentragdes crescentes do fungicida por 96 horas. A CL_;
obtida foi 0,1 mg/L de oxicloreto de cobre, correspondendo a 0,06 mg de cobre metélico/litro. No
teste de bioacumulagdo, os peixes foram expostos a 0,02 e 0,0006 mg/L de Cu*? por 192 horas e,
posteriormente, transferidos para dgua ndo contaminada, onde permaneceram por 168 horas,
visando a observagdo da depuracdo desse elemento pelos animais. Neste teste observou-se que em
ambas as concentragdes houve acimulo de cobre, e que o metal foi totalmente eliminado apenas
pelos peixes expostos a menor concentragdo (0,0006 mg/L).
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STUDIES ON THE ACUTE TOXICITY OF COPPER OXYCHLORIDE
FOR THE FISH Poecilia reticulata

ABSTRACT

The present study was carried out with the objective of determining the acute toxicity of the
fungicide copper oxychloride for the common guppy (Poecilia reticulata), as well as the
bioaccumulation of that substance in the fish. In the test of acute toxicity, the guppies of both sexes,
with approximately 90 + 10 mg of weight, were exposed to growing concentrations of the fungicide
for 96 hours. The LC, calculated was 0.1 mg/L of copper oxychloride, corresponding to 0.06 mg/L
of metallic copper. In the bioaccumulation test, the fishes were exposed to the concentrations of
0.02 and 0.0006 mg/L of copper for 192 hours, and after transferred to uncontaminated water,
where they lasted for 168 hours, in order to observe the capacity of the fishes in depurate the metal.
In the test, the copper accumulation was registered in fishes exposed to both tested concentrations,
however, the metal was totally eliminated only by the fishes exposed to the smallest concentration
(0.0006 mg/L).
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INTRODUCAO

O uso indiscriminado de agrotdxicos, principal-
mente ap6s a segunda guerra, tem causado impacto
negativo no meio ambiente (RAND e PETROCELLI,
1985). Segundo MURTY (1988a), dentre os principais
problemas ocasionados pelo uso intensivo de
agrotoxicos estao o estabelecimento de populagoes de
pragas resistentes, em decorréncia do uso prolongado
de um mesmo ingrediente ativo; pragas secundarias
assumindo importancia principal, devido a
destruigdo de seus inimigos naturais por produtos
nao seletivos; efeitos adversos sobre organismos nao
visados; e bioconcentracio.

A agua constitui um dos elementos fundamentais
para a sobrevivéncia dos organismos nos ecossis-
temas. Se a dgua estiver contaminada por agrotoxicos,
pode-se considerar que todos os demais componentes
bidticos e abidticos do sistema também estardo
(MACHADO NETO, 1991). A contaminagado do
ambiente aquatico por agrotéxicos pode ocorrer por
diversas vias, sendo as mais comuns a aplicagdo
direta visando ao controle de insetos e plantas
aquaticas; a deriva de pulverizacdes; o carreamento
de particulas de solo contaminado; a lixiviacdo; e a
limpeza de embalagens e equipamentos utilizados
nas aplicacdes do agrotoxico (BAPTISTA, 1988).

No Brasil, o fungicida oxicloreto de cobre destaca-
se por sua ampla utilizagdo no controle de antracnose,
requeima, ferrugem, mildio e outras doencas de
diversas culturas, dentre as quais a do algoddo, da
batata, café, citros, feijao e tomate (ANDREI, 1993).
Além da toxicidade aguda ocasionada pela
contaminagdo por essa substancia, os organismos
aquaticos podem sofrer efeitos da intoxicacdo crénica,
quando expostos, por prolongados periodos de tempo,
a concentracoes subletais. Este problema é agravado
pela tendéncia de os metais pesados, como o cobre, se
acumularem no sedimento, de onde poderao ser
translocados através dos diversos componentes da
cadeia bioldgica, ocasionando sua bioconcentragao
(RAND e PETROCELLI, 1985). Ainda segundo RAND
e PETROCELLI (1985), tais efeitos podem ser
avaliados através de experimentos desenvolvidos em
laboratdrio.

O peixe Poecilia reticulata, popularmente conhecido
como guaru ou lebiste, foi introduzido no Brasil para
o controle biolégico de mosquitos, em razao de seu
habito alimentar larvéfago (KOHNEM, 1991).
Segundo SVOBODOVA et al. (1983) e KUMAR et al.
(1995), essa espécie é muito utilizada em estudos de
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toxicidade, devido a sua notével capacidade de
adaptacao as condicdes de laboratério, sendo
indicada, em APHA (1998), como organismo-teste.

O presente estudo teve por objetivos determinar,
em laboratorio, para o peixe Poecilia reticulata, o valor
da concentracao letal média (CL,-96 horas) do
fungicida oxicloreto de cobre e seu equivalente em
cobre metdlico, a bioacumulagdo e a depuragdo do
cation cobre no peixe, e verificar se o limite maximo
permitido pelo CONAMA (1986) para o cation cobre
na dgua apresenta riscos de bioacumulacdo em
P. reticulata.

MATERIAL EMETODOS

O material e a metodologia utilizados no estudo
seguiram as recomendagdes estabelecidas em
APHA et al. (1998); MURTY (1988a, b); € RAND e
PETROCELLI (1985).

Os experimentos foram desenvolvidos na sala de
bioensaios do Laboratério de Ecotoxicologia do
Departamento de Fitossanidade da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal.

Cerca de 2.000 exemplares de Poecilia reticulata
(machos e fémeas, de diferentes idades e tamanhos)
foram coletados na represa do Centro de Aqiicultura
da UNESP (CAUNESP) e estocados em reservatorios
de fibro-amianto contendo, cada um, 1.000 litros de
agua proveniente de poco artesiano. A agua dos
reservatorios era renovada em 100% de seu volume,
diariamente, por fluxo continuo. De acordo com as
recomendagoes contidas em APHA et al. (1998), foi
cumprido um periodo minimo de sete dias para a
observagao das condi¢des de satde dos peixes, para
recuperacao do estresse provodado pelo transporte e
para adaptacdo ao novo meio aquatico. A alimentagdo
consistiu de racdo para peixes ornamentais, Tetramin,
fornecida ad libitum, diariamente. A densidade
utilizada foi de um animal por litro de dgua.

Ap6s o periodo de observagao, os animais foram
mantidos em aclimatacao as condicoes de laboratoério,
por uma semana, como recomendado por MURTY
(1988b). Os recipientes destinados a esse fim eram
aquarios de vidro com 30 ou 90 litros de capacidade,
dotados de aeracdo promovida por bombas de ar. A
temperatura da dgua foi mantida a 25¢1 °C, em sala
climatizada por condicionador de ar. O fotoperiodo
foi de 12 horas claro : 12 horas escuro. Foi utilizada a
agua reconstituida, com dureza média de 40 ppm,
pH de 7+1 e valor minimo de 40% de saturagdo de
oxigénio, como recomendado em IBAMA (1987).
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A alimentacdo dos peixes durante o periodo de
aclimatacao foi a mesma mencionada anteriormente.
Os restos de alimento e as fezes eram removidos
diariamente com auxilio de sifao, e o volume da dgua
retirada era reposto logo a seguir. A alimentagdo foi
suspensa 24 horas antes do inicio dos testes.

O produto utilizado nos testes foi o fungicida
CUPRA 500", de formulagao p6é molhavel (WP),
fabricado pela HOKKO do Brasil S A., contendo 840
gramas de oxicloreto de cobre por quilograma de
produto comercial, equivalentes a 500 gramas de cobre
metdlico.

A partir de testes preliminares, foram determi-
nadas as concentracdes utilizadas nos tratamentos
do experimento definitivo, as quais corresponderam
a: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,28 mg/ L de cobre
metdlico, Um tratamento controle também foi
aplicado, e todos os tratamentos tiveram quatro
réplicas cada um.

Os recipientes utilizados eram frascos de vidro,
com quatro litros de capacidade, contendo trés litros
de solucdo, conforme recomendado em APHA (1998).
Cada recipiente recebeu dez animais com peso
individual variando entre 80 e 100 miligramas, de
maneira a ndo ultrapassar a densidade de 1,0 grama
por litro.

As condi¢des de dgua, a temperatura e o fotope-
riodo de realizagdo do experimento foram iguais ao
descrito para o periodo de aclimatacao.

O periodo de exposicdo aguda dos animais a
substancia toxica foi de 96 horas, sendo 0os mesmos
mantidos sem alimentagao. A avaliacdo da mortali-
dade era diaria, e os individuos mortos eram retirados
dos recipientes. O sistema de realizagdo do teste foi o
estatico (sem substituicdo de d4gua e nem retirada de
detritos durante o periodo de exposigdo). O teor de
amonia nao ionizada (NH,) na dgua foi quantificado
no inicio e no final do experimento.

Ap6s arealizacao dos testes definitivos, os peixes
sobreviventes foram sacrificados e fixados em alcool
70%, para posterior determinacado da acumulagdo de
cobre durante as 96 horas de exposigao.

No teste de bioacumulacdo do cation Cu?, os
recipientes-teste eram aquarios de vidro de 40 litros
de capacidade, contendo 30 litros de solugao.
Osistema de realizacao foi o estético (sem renovacao de
agua), e o periodo de exposicdo foi de oito dias,
conforme recomendado em IBAMA (1987). Ap6s essa
fase, os animais foram transferidos para outros

recipientes contendo dgua sem o fungicida, onde
foram mantidos por sete dias, para avaliacdo da
depuragdo do cobre.

Em intervalos de 48 horas, durante a execugdo da
fase de exposicdo, amostras de peixe foram retiradas,
para monitorar o acimulo do cation Cu*. Na fase de
depuracdo, as amostragens foram realizadas a cada
72 horas.

As concentracdes de cobre utilizadas foram
0,02mg/ L (limite méximo permitido pelo CONAMA,
através da Resolucdo n? 20, de 18/6/1986) e 1/100
do valor da CL, calculada para o P. reticulata, como
recomendado em IBAMA, 1987. Por aquario, foram
utilizados 60 animais com peso médio igual a 0,09 g,
respeitando-se a densidade méxima de 1,0 grama por
litro de dgua.

Os animais eram alimentados diariamente com
racdo para peixes ornamentais, da marca Tetramin"”,
sendo observado o consumo da racdo, de maneira a
evitar que restos deteriorassem, comprometendo a

qualidade da dgua.

Nos testes de toxicidade aguda utilizou-se o método
estatistico “Trimed Spearman-Karber” (HAMILTON
etal., 1977) para o calculo da CL,-96 horas. Todos os
cdlculos foram realizados pelo programa
computacional estatistico “LC,, Programs JSPear
test”. Para a construcao dos gréficos e calculo dos
valores das regressoes lineares, utilizou-se o programa
computacional Micosoft Word do Office Premium
2000.

As amostras de peixe coletadas no decorrer dos
testes foram secas a temperatura de 60 °C em estufa
dotada de circulagdo de ar, sendo posteriormente
trituradas. Aliquotas de 0,5 g foram entdo digeridas
quimicamente e diluidas em 50 ml de 4gua deionizada
para leitura em espectrofotometro de absor¢ao atdmica
com chama de acetileno, da marca GBC e modelo 349.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de amonia nao-ionizada (NH,),
medidas ao inicio e ao final dos testes, situaram-se
abaixo de 20 pg/L (variando de 0 a 17 pg/L), como
recomendado por RAND e PETROCELLI (1985), que
consideram esse valor seguro, nao interferindo nos
resultados dos testes de toxicidade.

Na figura 1 estdo representadas as porcentagens
de mortalidade de Poecilia reticulata, obtidas em fungdo
das concentragdes de oxicloreto de cobre a que os
animais foram expostos para a obtencdo da

B. Inst. Pesca, Sdo Paulo, 31(1): 29 - 35, 2005



32 BOOCK e MACHADO NETO

CL,,-96 horas, constatando-se que no teste de
toxicidade aguda a taxa de mortalidade aumentou
com a elevagdo da concentracdo do fungicida na dgua,

e o alto valor do coeficiente de regressdo linear
calculado para os dados obtidos (R?= 0,953) confirma
essa ocorréncia.
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Figura 1. Representacdo gréfica da mortalidade de Poecilia reticulata em fun¢do da concentracdo de oxicloreto de

cobre no teste de toxicidade aguda

A CL,-96 horas calculada para P. reticulata, pelo
método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON
etal., 1977), foi de 0,10 mg de oxicloreto de cobre por
litro, que corresponde a 0,06 mg de cobre metalico por
litro. Este valor é cerca de 16,4 vezes menor que o obtido
por KHANGAROT e RAY (1987) para esta mesma
espécie: CL,, = 0,986 mg/L de cobre. Essa diferenca
pode ser atribuida a metodologia empregada por
KHANGAROT e RAY (1987), que utilizaram &gua
“dura” (175 ppm de CaCO,.) na realizacao do teste.
Segundo SPRAGUE (1970), a solubilidade de metais
na agua esta associada a fatores abiéticos, como o pH
eadureza, que influem na toxicidade destes compos-
tos para os peixes. GIANOTTI (1985) observou efeitos
letais e subletais em espécimes de P. reticulata expostos
ao sulfato de zinco, verificando também que a
toxicidade desse metal aumentou com a diminui¢ao
da alcalinidade e da dureza.

A espécie P. reticulata é comumente encontrada em
ambientes altamente contaminados por compostos
organicos (efluentes urbanos). Entretanto, essa
resisténcia apresentada pela espécie parece estar
relacionada a capacidade que tem de captar oxigénio
dissolvido na camada superficial da 4gua e ndo asua
tolerdncia a metais pesados. YARZHOMBEK et al.
(1991) estudaram os efeitos de diversas substancias,
dentre as quais o sulfato de cobre, em P. reticulata e
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observaram CL, -24 horas igual a 87 mg/litro, valor
este considerado baixo pelos autores, em relacdao
aqueles apresentados por outros produtos, e que
ressalta a alta sensibilidade da espécie ao elemento
cobre. Neste contexto, pode-se citar trabalhos em que
os autores determinaram valores mais elevados de
CL,, para outras espécies de peixe, como, por exemplo,
o trabalho de OLIVEIRA-FILHO et al. (1997), em que,
para o paulistinha (Brachydanio rerio), o valor da CL,,
do cobre foi estimado em 0,18 mg/L, valor este que
corresponde ao triplo daquele obtido no presente
trabalho. Altos valores também foram observados por
SONSIRI (1982), que determinou, para tilapia nilética
(Oreochromis niloticus), valores de CL, iguais a 73,40;
63,92 e 58,30 mg de cobre por litro, apés 24, 48 e 72
horas respectivamente. Ja SEDDEK (1990), também
estudando O. niloticus, calculou CL, de 31,9 mg de
sulfato de cobre.

Dentre os trabalhos sobre bioacumulag¢do em
P. reticulata, pode-se citar o de TAS et al. (1996), que,
estudando o actimulo de diversos contaminantes
ambientais, como o “antifouling” - tributyltin,
observaram incremento do acimulo de tributyltin nos
animais, que foi diretamente proporcional ao aumento
da concentra¢do da substancia no meio, resultado
esse, semelhante ao obtido no presente trabalho para
o elemento cobre.
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No Brasil ha poucos trabalhos sobre toxicidade
cronica e bioacumulagdo do ion cobre em peixes.
DEVALECHIA (1981) observou acimulo deste metal
nas branquias de acard (Geophagus brasiliensis),
exposto cronicamente ao cobre. MAZON (1997)
constatou acimulo do ion cobre nas branquias, figado,
rim, intestino e estdbmago do curimbata (Prochilodus
scrofa), quando exposto as concentragdes de 0,025 e
0,029 mg/L durante 96 horas.

No teste de toxicidade aguda, realizado no presente
estudo, observou-se que os animais expostos as doses
mais altas acumularam maior quantidade de cobre
que aqueles expostos a doses mais baixas (Figura 2).
O mesmo ocorreu no teste de toxicidade cronica
(Figura 3), no qual se verificou que o acimulo do
cation em P. reticulata foi menor quando o peixe foi
exposto a 0,0006 mg/L (1/100 CL,)), em comparagao
com o valor do aciimulo quando a concentracdo do
cation foi 0,02 mg/litro. Essa mesma tendéncia foi

observada por LOMBARDI et al. (2002), que consta-
taram acimulo de cobre diretamente proporcional a
concentracao do metal a que girinos de Rana catesbeiana
foram expostos. Resultados opostos a esse foram
registrados por LOMBARDI et al. (2000) em teste de
toxicidade aguda com poés-larvas do camarao
Macrobrachium rosenbergii, pois constataram acamulo
de cobre inversamente proporcional ao aumento da
concentracdo desse metal na agua.

No presente estudo verificou-se que, na fase de
depuracao, os exemplares de P. reticulata expostos a
menor concentra¢do eliminaram totalmente o cobre,
ao passo que, nos animais expostos a maior concen-
tracdo, a depuracdo do metal nao foi completa
(Figura 3). Assim, o valor correspondentea1/100 da
CL,, (0,0006 mg/ L) pode ser considerado mais seguro
que o estabelecido pelo CONAMA (1986), por apre-
sentar menores riscos de bioacumulagdo.
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Figura 2. Representacdo grafica da acumulacédo (nug/g) do cétion Cu*? em Poecilia reticulata, em funcdo da
concentracao de oxicloreto de cobre na dgua, no teste de toxicidade aguda
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Figura 3. Representacdo grafica da concentracdo do cation Cu*? em Poecilia reticulata, nas fases de acumulagdo
e depuracao

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 31(1): 29 - 35, 2005



34 BOOCK e MACHADO NETO

CONCLUSOES

- O peixe Poecilia reticulata, quando exposto em
laboratério ao fungicida oxicloreto de cobre por um
periodo de 96 horas (exposicao aguda), acumula cobre
no organismo;

- A espécie estudada acumula cobre quando
exposta (em condicdes de laboratério) a concentracao
de 0,02 mg/L por 192 horas (exposicao cronica), nao
o eliminando, mesmo apds 168 horas de depuracédo, o
que indica que esse valor (recomendado pelo
CONAMA, 1986) ndo é totalmente seguro como limite
maximo permitido no ambiente aquatico;

- Em condicdes experimentais, o peixe P. reticulata,
exposto a 0,0006 mg/L (1/100 CL,,) de cobre por 192
horas, bioacumula esse ion metélico, eliminando-o
totalmente do organismo ao ser transferido para agua
sem fungicida e ai permanecendo por 168 horas;
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