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RESUMO

EFEITOS COMBINADOS DE METAIS PESADOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO 
EMBRIONÁRIO DA OSTRA DE MANGUE Crassostrea rhizopharae GUILDING, 
1888: RESPOSTAS h DIFERENTES TEMPERATURAS

Os efeitos de metais pesados em organismos aquáticos tem 

sido objeto de numerosas investigações, e a maioria delas sob a ação 

individual de metais. 0 número relativamente limitado de estudos 

disponíveis com efeitos combinados de metais na biota aquática, 

mostra que a ação de dois metais combinados pode ser meramente 

aditiva, antagônica ou sinérgica. Também uma grande variedade de 

fatores ambientais é conhecida como modificadora da toxicidade 

de metais para determinadas organismos. Objetivando determinar 

a ação de metais pesados (cobre, mercúrio e zinco), isolada
mente e em combinação, relacionada com temperatura,



Resumo

sobre o desenvolvimento embrionário da ostra C. rnizophorae, -foram 

realizados bioensaios, combinando-se diferentes concentrações de 

metais 2 x 2 (CuxZn, CuxHg, ZnxHg) em tres diferentes temperaturas 

(23, 26 e 29<::,C ) . Os resultados dos testes com os metais individuais 

mostraram que os valores de ECSo-24h para anormalidades da concha, 

relativos a cada metal, variaram com o aumento da temperatura, embora 

essa variação só tenha sido significativa (p<0.05) em relação ao 

zinco. Os valores de ECSCt—24h (ppb) e desvios-padrão obtidos para as 

temperaturas de respectivamente, 23, 26 e 29<aC foram: para o cobre:

9.24+1.25, 8.98±i.ii, 8.92±0.52; para o mercúrio: 2.79+0.81,

2 . 52±0 . 72 , 2 . 4i±0 . 46; para o zinco: 45.83+5.56, 3Í.44.+5.92,

17.90+4.51. A ordem de toxicidade relativa dos tres metais 

testados individualmente foi Hg>Cu>Zn, e não se alterou com o aumenta 

da temperatura de 23 para 29C’C . Os resultados dos efeitos das intera

ções dos metais 2 x 2 ,  nas tres temperaturas testadas, mostraram ca

sos de simples adição, sinergismo e antagonismo, a depender das con

centrações combinadas dos metais e das temperaturas utilizadas.
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Resumo

O efeito combinado de CuxZn, na maioria dos casos, se mostrou mais 

tóxico que o efeito dos metais individuais, nas mesmas concentrações 

(casos de sinergismo), principalmente nas temperaturas de 83 e 86’-’C . 

Já os efeitos combinados de CuxHg e ZnxHg, mostraram mais casos de 

simples adição ou antagonismo, com poucos casos de sinergismo 

ocorrendo principalmente nas temperaturas de 86 e S9,:’C . Os resultados 

obtidos neste trabalho comprovam a impossibilidade de previsão da 

ação combinada de metais pesados sobre organismos sem que sejam 

levados em conta fatores ambientais de importância tais como a 

temperatura. Investigações complementares são necessárias para melhor 

explicar o modo de ação das misturas destes metais e suas interações 

com outras fatores ambientais, tais como o pH e a salinidade.



ABSTRACT

COMBINED EFFECTS OF HEAVY METALS ON THE EMBRYONIC DEVELOPMENT 
OF THE MANGROVE OYSTER Crdssostrea rhizaphorae GUILDING, 18S8: 
RESPONSES TO DIFFERENT TEMPERATURES

The effects of heavy metals on aquatic organisms have been 

the object of numerous investigations, and the majority of these are 

on the action of individual metals. The relatively limited number of 

studies available on the combined effects of metals on aquatic biota 

show that the action of two metals in combination may be simply 

additive, antagonistic or synergistic. Also, a number of 

environmental factors are know to be modifiers of metal toxicity for 

certain organisms. A series of bioassays were performed with the 

objective of determining the interaction of heavy metal
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concentrât ions (copper, mercury and zinc), isolated and in two-way 

combinations (CuxZn, CuxHg, ZnxHg), and variations in temperature 

(S3, 26 and 29'=,C ) , on the embryonic development of the oyster 

C .rhisophorae. The results of tests with individual metals revealed 

that 24 hour EC~;c> values for shell abnormalities induced by the 

three metals varied with temperature, although the effects were only 

significant (p<.05) in relation to zinc. ECso values (ppb) and 

standard desviation at, S3, E6 and 29 degrees respectively, were for 

copper 9.24±i.S5, 8.98±i.ii, and 8.92+0.52; for mercury 2.79±0.8i,

2.52+0.72 and 2.4i±0.46; and for zinc 45.83±5.56, 3i.44±5.92 and

i7.90±4.5i. The relative order of toxicity for the three metals was 

Hg>Cu>Zn, and did not alter with increasing temperatures from 23 to 

29 degrees. The interaction effects of two-way metal combinations, at 

the three temperatures tested, revealed cases of simple addition, 

synergism and antagonism, depending upon the concentrations of the 

combined metals and the temperature. In the majority of cases, the 

combined toxicity of Cu x Zn was greater than the sum of effects 

of the two metals at the same concentrât ions (significant



Abstract

synergism primarily at 23 and 26< -’C . The combined effects of Cu. x Hg 
and Zn x Hg revealed more cases of simple addition or antagonism with 

only a few cases of synergism, primarily at 26 and . The results

of this study confirm the impossibility of predicting the combined 

action of heavy metals on organisms without considering relevant 

environmental factors such as temperature. Complementary 

investigations are necessary to better explain the mode of action 

of mixtures of metals and their interactions with other-

environmental factors such as, pH and salinity.
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EFEITOS COMBINADOS DE METAIS PESADOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO
EMBRIONÁRIO DA OSTRA DE MANGUE Crassostrea rhizapharae GUILDING, 
1828: RESPOSTAS h DIFERENTES TEMPERATURAS

1. INTRODUCSO

A crescente cantaminação ambiental por agentes químicos 

em decorrência de atividades antrppoginicas, principalmente em países 

industrializados, se constitui hoje em séria preocupação. As 

agressões ao ambiente por lançamentos ou emissões de contaminantes 

progrediram em uma taxa muito superior ao entendimento dos processos 

que envolvem a disposição -final, a permanência, as modificações ou o 

passível desaparecimento destes contaminantes no ambiente, bem

como os mecanismos que provocam seus efeitos deletérios em 

organismos vivos.



Com o impacto humano nos ecossistemas tornando-se mais

evidente e mais danoso à economia das nações, o interesse atual

prende-se à estudos de perturbações e suas implicações na estrutura, 

■função e estabilidade dos ecossistemas. Dentre eles, os ecossistemas 

costeiros estão em foco, tendo em vista que, por serem aquáticos, 

terminam de uma forma ou de outra como receptadores finais de uma 

grande variedade e quantidade de poluentes, sejam estes lançados 

primariamente no ar, no solo ou diretamente nos corpos de água, sem 

contar que a maioria das concentrações humanas é encontrada em áreas 

costeiras (Lugo, 1978).

Metais pesados são poluentes prioritários e são

primeiramente encontrados em pequenas quantidades no ambiente como

resultado de processos naturais. Na avaliação de prejuízos biológicos 

devido à estes metais no ambiente, as incertezas e deficiências 

no conhecimento de sua ação, devem ser levadas em conta. Além 

disso, níveis de metais pesados no ambiente físico, bem como em 

vários organismos da biota, não são adequadamente



conhecidos, devido à limitada atividade de monitoramento no passado. 

Os metais de origem antropoginica atingem os ecossistemas marinhos 

através do lançamento de efluentes em rios, que eventualmente 

atingem o mar, ou via lançamento direto de restos industriais 

ou esgotos domésticos, sobretudo em locais com atividades de 

mineração e queima de combustíveis fósseis em áreas costeiras. Altas 

concentrações de metais tem sido indicadas para várias áreas 

costeiras no mundo industrialinada (Calabrese et al., Í977; MARC,

Í980), especialmente desde a conhecida tragédia de Minamata no Japão 

(IJi, Í97E). F'or outro lado, mesmo em caso de baixas concentrações, é 

sabido que metais pesados induzem modificações fisiológicas em 

doses sub-letais, cuja ação em períodos mais prolongados pode vir a 

determinar a deterioração de ecossistemas naturais (Gaudy et al., 

Í99Í). Em primeiro plano, o estresse determinado pela presença de 

metais pesados no ambiente induziria modificações na estrutura 

genética de populações de invertebrados marinhos (Battaglia & Bisol, 

1988; Nevo et al., 1983; Nevo, 1991) e, em última instancia,

afetaria fortemente a sobrevivência dos organismos (De Nicola 

et al., 1987, 199E; De Nicola & Guarino, 1989).



Quantidades traços de metais pesados são normais em 

plantas e animais, onde, como micronutrientes, exercem papel 

importante no metabolismo geral e no crescimento destes organismos. 

Os metais traços essenciais incluem cobalto, cobre, cromo, ferro, 

manganês, níquel, molibdenio, selinio, zinco (Leland & Kuwabara,

1984). Os requerimentos de diferentes plantas e animais variam 

substancialmente, mas concentrações ótimas compõem faixas muito 

estreitas. Alterações marginais destas faixas contribuem para saúde 

deficitária e retardo no crescimento, enquanto desvias maiores podem 

causar a morte. Tais são os casos do cobre e zinco, por exemplo. 

Alguns metais traças não essenciais como o cádmio, mercúrio e 

chumbo, podem ser tóxicos em concentrações comumente

observadas em solos e águas naturais, dependendo das condições 

ambientais (Leland & Kuwabara, 1884).

Os efeitos benéficos e tóxicos de metais podem ser 

influenciados por outros elementos no ambiente, bem como por 

uma variedade de outros fatores ambientais e biológicos. Por outro 

lado, a toxicidade pode ser atenuada por adaptações



biológicas (MARC, 1980). Os efeitos nocivos destes metais a

organismos aquáticos estão levantados em trabalhos e extensas 

revisões como para o cobre (Erickson, 1972; Sunda, 1975; Andrew et

a 1 . , 1977; Howart & Sprague, 1978; Hodson et al . , .1979; Young et ai . ,

1979; Durve et al., 1980; EPA, 1980a; Leland & Kuwabara, 1984; De

Nicola Guarino, 1989), para o zinco (Brereton et al . , 1973; Brungs 

et al . , 1976; Whitton, 1980; Pagenkopf, 1980; EPA, 1980 b;

Leland & Kuwabara, 1984), para o chumbo ( EPA, 1980 c; Leland 

& Kuwabara, 1984) e para o mercúrio (Amend et a l ., 1969; De

Coursey & Vernberg, 1972; Mac Leod & Pessak, 1973; Heit &

Fingermann, 1977; EPA, 1980d; MARC, 1980; Leland & Kuwabara, 1984). 

Estas revisões dão referências de concentrações de metais traços 

isolados que são letais à diferentes espécies de organismos 

aquáticos, mas não informam sobre as ações interativas destes metais.

A poluição dos ambientes marinhos com cobre

proveniente de fontes antropoginicas, é mais comum em

estuários (McLusky et al., 1986). Quando o aporte de água doce

contém quantidades de cobre acima dos limites naturais,

aproximadamente 0.2 ppb (ug/L) (Leland & Kuwabara, 1984), a



biota fica exposta simultaneamente à ação deste metal e 

a salinidades mais baixas, o que determina o aumenta da toxicidade do 

metal de acordo com McLusky et al.,<1986) e McLusky & Hagerman,

( .1987) .

0 cobre e o mercúrio são poluentes aquáticos muito 

comuns (Waldichuk, 1974) e sua toxicidade aguda foi determinada 

isoladamente, para muitas espécies sob diferentes condições 

ambientais (Wobeser, 1975; Brungs et al . , 1976; flaclnnes & Calabrese, 

.1978; Chapman, 1978, Howarth & Sprague, 1978; Durve et al . , 1980; 

Khangarot et al., 1981; Hansen et al., 1998). 0 efeito tóxico

primário do mercúrio, parece envolver a permeabi1 idade da membrana 

celular, com perda de potássio e entrada de sódio, com aumento do 

volume celular (Leland & Kuwabara, 1984).

□ zinco é um metal traço essencial para a normal 

diferenciação e crescimento da célula, tanto animal como vegetal;

é; essencial porqu.e é parte integrante de certas meta loen z imas

e um cofator para regulação da atividade de



enzimas específicas dependentes do zinco (fosfatase alcalina e

anidrase carbônica). é também um metal muito comum em áreas

estuarinas sujeitas à ação antropogênica, podendo provocar alterações 

fisiológicas e genéticas em organismos aquáticos (Morgan et al . , 

1990). A nível genético, o zinco induz um crescimento significativo 

em heterozigoses, alterando a estrutura genética de populações (De 

Nicola et al., 1992).

Os efeitos de metais pesadas em organismos aquáticos 

tem sido o objeto de numerosas investigações, e se manifestam como 

uma larga faixa de efeitos - desde a redução na taxa de crescimento 

até a morte. A maioria dos biotestes ou estudos de acumulação tem 

sido feita com os metais individuais, mais do que em combinação com 

outras variáveis, tais como salinidade e temperatura ou outros

poluentes. De acordo com Westernhagen et al . , (.1.979) do número 

relativamente limitado de estudos disponíveis com efeitos combinados 

de metais na biota aquática, parece que há tres possíveis reações, 

quando dois ou mais metais são combinados experimentalmente: (1) com

binação de metais tóxicos com outros cátions pode causar efeitos



mitigadores e inibição de absorção, quando comparados à ação do metal 

sozinho. Este é o caso quando chumba e cádmio são usadas em 

combinação com cálcio (Erichsen-Jones, 1937; Kinkade & Erdman, 1975; 

Wright, 1977) ou zinco é usado em combinação com cádmio (Rosenthal 

& Sperling, 1974) e cádmio com selênio (Prevot & Soyer— 

Gobillard, .1.986). (8) A ação de dois metais combinadas pode ser

meramente aditiva, como descrita por Lloyd (.1961 b) para zinco e 

cobre, e Brown & Dalton (.1.970) para os e-feitos de zinco, cobre e 

níquel em truta arcoíris. (3) A ação de metais pode ser sinérgica 

como descrita por Barnes & Stanbury (1.949) e Corner & Sparrow (1.956) 

para efeitos de cobre e mercúrio em crustáceos, e por Eisler & 

Gardner (.1.978) para os efeitos da mistura de cádmio-cobre-z inco em 

Fundulus hstmraclitus. Desse modo, uma interpretação significativa do 

comportamento biológico de metais pesados não pode ser feita sem um 

conhecimento completo da formação de complexos e das interações dos 

metais no ambiente (Florence, 1.986).

Em alguns casos, por exemplo, os metais mostram um efeito 

menor que o aditivo em baixas concentrações e acima de



certas concentrações ou de certas temperaturas, a ação se torna 

aditiva como com o cádmio e zinco em camarões de água doce

(Thorp & Lake, 1974) , ou com cobre, mercúrio e zinco em embriões de 

ostras (Mac. Innes &. Calabrese, .1.978). Alguns metais podem atuar

aditivamente ou de forma antagônica em baixas concentrações e

provocar ação sinérgica em altas concentrações como demonstrado por 

Lloyd (1961b) para o cobre e zinco em truta arco íris (S-slma 

çt&irdneri i ) , ou ainda determinadas combinações de metais podem atuar 

de modo sinérgica sobre certas espécies e antagônico sobre outras, 

como cobre e zinco em culturas de 4 espécies de fitoplâncton (Break 

et al . , .1976). Estes estudos de efeitos combinados de metais, bem

como outros realizados mais recentemente envolvendo sobretudo 

misturas de cobre x mercúrio (Marking, & Dawson, 1975; West.ernhagen

et al . , .1.979; Thompson et al . , 1980; Khangarot et al . , .1.981), e de

cádmio e selinio (Prevot & Soyez-Gobi1lard, 1986), demonstraram que 

muitos estudas deverão ainda ser realizados com diversas espécies e 

com diversos parâmetros ambientais, para que se tenha um panorama 

mais claro da ação das misturas de metais, antes de se poder 

predizer os possíveis efeitos da poluição por metais pesados, no meio 

aquát ico.



Além da escassez de dadas que possam servir de base a uma 

predição dos efeitos de misturas de metais no ambiente aquático, há 

de se levar em conta que, uma grande variedade de fatores é

conhecida como modificadora da biodisponibi1 idade e da toxicidade de 

metais para determinados organismos. Estes fatores incluem o pH da 

água (Zirino & Yamamoto, 1978; Howart & Sprague, 1978), presença de 

carbono e fósforo inorgânicos (ftndrew et al . , .1.977), reações de troca

entre sedimento em suspensão e água do mar (Grieve & Fletcher, 1977; 

Thomas & Grill, .1977). Os efeitos de quelantes orgânicos são também 

importantes fatores na determinação da toxicidade de um dado metal, 

para determinados organ ismos-testes (Provasali et al . , .1957; Macias &

Eppley, 1963; Steemann-Nielsen & Wium-Andersen, 1971; Erickson, 1978; 

Davey et al . , .1973; Smayda, .1974) . Todos esses fatores provavelmente 

afetam a toxicidade dos metais por seus efeitos na

atividade do íon metal (Sunda, .1.975; Sunda & Guillard,

1976). Por outro lado, há outras fontes de alterações destes 

efeitos, relacionadas com a concentração do elemento

químico e a duração do tempo de exposição.



A medida da severidade das respostas resultantes da 

exposição é uma relação de dose-efeito que pode ser demonstrada

através de testes toxicológicos realizados como bioensaios.

A utilização de bioensaios usando-se embriões de ostras

como testes de qualidade de água, -foi indicada como critério para

essa determinação nos ambientes marinhos, pela "American S o c i e t y  for 

Testing and Materials" (ASTM, .1.980) e pelo " Washington Department of 

Físheries (Woelke, 1978). Recentemente, no Reino Unido (U.K.), o 

governo acaba de adotar (1990) as decisões do "Marine Pollution

Monitoring Management Group" (MAFF, 1990), que escolheu, com base em 

uma série de critários, os testes com embriões de ostras e os testes 

de alimentação com mitilídeos, como os mais indicados para fornecer 

padrões de aceitação de efluentes como parte do "Food and Environment 

Protection Act Part II", do Parlamento Inglis.



Uma revisão bem detalhada sobre a utilização do método

usando-se a ostra japonesa O.gigas, -foi feita por Woelke (.1978). A

utilização desta espécie para a padronização do teste de bioensaios,

restringia a utilização deste teste à regiões onde esta ostra é

nativa, ou já se encontra adaptada. No caso do Brasil, nenhuma destas 

condições era atendida, razão pela qual foi necessário padronizar-se 

o teste para uma espéc.ie nativa, a Crassastr&a rh i zapharae, a fim 

de que os resultados fossem confiáveis e aproveitáveis com

finalidade de contribuir para a elaboração de uma legislação

ambiental brasileira . 0 teste foi usado com pleno sucesso

para indicar zonas polu.idas por comparação do comportamento dos 

embriões em águas sob ação de efluentes industriais, e em • outras

provenientes de zonas não industrializadas na Baía de Aratu e

arredores (Nascimento , 1989).

A aplicação do teste de bioensaios padronizado com 

embriões da ostra C . rh i zaphar-3& como detector de poluição por 

metais foi comprovada por Nascimento , 1988.



Embora os trabalhos citados reflitam o "status" desta linha 

de pesquisa, no Brasil, relativamente pouco é conhecido sobre os 

efeitos biológicos de metais pesados sobre os embriões e larvas 

de bivalvos, considerados entretanto, como bons indicadores 

de "stress" ambiental (Woelke, .1972; Brereton et al . , 1973;

Calabrese et al., 1977; Chapman, 1978; Maclnnes, 1981; Nascimento et 

al, .1982; Nascimento, 1989).

Os estudos sobre metais pesados, concentraram-se 

primeiramente nos efeitos destes metais sobre organismos de água 

doce, com informações disponíveis reiativãmente limitadas, até o 

presente, sobre organismos marinhos (McKee & Wolf, .1963; Kartz et 

al . , .1969; Kobayashi, .197.1.; Brungs et al . , 1.976; Howart & Sprague, 

1978; Durve et al.,1980; Khangarot et al . , .198.1; Viarengo, 1985; 

Goering et al . , 1.987; Morgan et al . , 1990; Neva, 1.991; Gaudy et al . ,

1991; De Nicola et al . , .1992; Hansen et al.,1992). Ainda assim,

estes trabalhos envolvem primariamente organismos adultas. Em

termos relativos, muito pouco é conhecido sobre os efeitos de 

metais pesados sobre os estágios embrionários dos organismos 

marinhos. Entretanto, larvas e embriões foram mostrados



como menos tolerantes aos efeitos tóxicos de substancias, que 

n estágio adulto das mesmas espécies, e assim, os estágios

.iniciais de vida parecem ser os críticos para testes de toxicidade 

(Vernberg & Vernberg, 1978; Calabre-se et al . , .1.973; Chapman, 1978; 

Nascimento , 1989).

Uma das razoes que limitaram a expansão destes estudos 

baseados em embriões e larvas das espécies, foi a falta de meto

dologia confiável e reproduzível, que possibilitasse a propagação 

artificial dos organismos marinhos, especialmente daqueles cujas

•formas adultas se mostraram boas indicadoras de condições adversas, 

como os moluscos bivalvos. Com o desenvolvimento de técnicas de 

manutenção de reprodutores e de propagação artificial dos bivalvos em 

laboratório (Loosanoff & Davis, .1963), um maior incentivo foi dado 

aos estudos dos efeitos dos poluentes sobre embriões de

bivalvos (Dimick & Breese, 1965; Woelke, 1967). Pela

possibi1 idade de condicionar e desovar bivalvos adultos

durante todo o ano, embriões e larvas de muitas espécies

estavam agora disponíveis para trabalhos experimentais (Loosanoff & 
Davis, 1963; Walne, 1970; Bayne, 1965). Isto possibilitou a 

realização de testes sobre os efeitos d.e



metais pesados no desenvolvimento embrionário de bivalvos 

(Woelke, .1978; Calabrese et al . , 1973; Martin et al . , .1981).

Ainda assim, Eisler (1973) revisando a literatura relativa a efeitos 

de metais sobre os organismos marinhos, achou menos de um terço deles 

relacionados aos estágios larvais e embrionários.

A resposta de embriões à ação de interaçooes entre metais 

pesados, foi pesquisada por Maclnnes (1981) em C . virginic-a . Uma ação 

sinérgica altamente significativa foi encontrada entre o cobre e 

zinco, particularmente em altas concentrações, mostrando a

necessidade de desenvolvimento destes estudas. F'ar outro lado, mesmo 

esta ação sinérgica comprovada, mostrou variação quando estudada à 

diferentes temperaturas (Maclnnes & Calabrese, 1978).

A temperatura é largamente reconhecida como um 

importante parâmetro nos estuários. Embora vários experimentos tenham 

sido feitos com a temperatura como principal fator



modificante, muito pouco é conhecido sobre o impacto da temperatura 

rias respostas dos organismos submetidas à influencia de vários 

poluentes. A temperatura da água e intensidade luminosa são -fatores 

que podem limitar a previsão de respostas tóxicas por populações 

naturais (Pirson et al., 1959; Heit & Fingermann, 1977; Trainor,

.1978) .

Levando-se em conta que na natureza os metais não atuam 

isoladamente, mas interagem com outros elementos químicos e com 

-fatores ambientais, este trabalho objetivou:

1. Determinação dos tipos de interações entre os metais

pesados (Cu, Hg, Zn), combinados S a 8, sobre o de

senvolvimento embrionário da ostra C .rhizaphoras.

8. Determinação das possíveis variações dos efeitos das

interações entre os metais testados, sob diferentes



MATERIAL E MÉTODOS

A primeira etapa deste projeto (itens 2.1 a 2.4) que prevê 

aplicação do teste já padronizado, com embriões de ostras de mangue 

.rhizaphorae (Nascimento , 1989), baseou-se nos seguintes passos:

.1. Seleção da espécie-teste: razões para escolha da ostra 

C .rhizapharae como espécie bioindicadora da presença 

de substâncias tóxicas:

.1.1. C . rhizaphar-ss é encontrada em manguezais de regiões 

tropicais e sub-tropicais, desde a América Central 

até Santa Catarina -- Brasil (Rios, 1970).

.1.2. Como critério básica para avaliação de qualidade de 

água, foi estabelecido (EPA- Environment Protection 

Agency) 0.01% x 96h LC-.;0 (concentração letal para 50% 

da população ) para espécies locais sensíveis, 

características do ecossistema de interesse.



8.1.3. ASTM (American Soeiety for Testing and Materials), 

1980 estabeleceu uma técnica de bioensaio padronizada 

com embriões (o mais sensível estágio do ciclo vital) 

de C.gigas para avaliar a qualidade de águas estuari— 

nas e marinhas.

8.1.4. A biologia, ecologia e técnica de cultiva que garan - 

tam a disponibilidade contínua de embriões para os 

testes, já são conhecidas (Dos Santas & Nascimento,

1985).

8.1.5. A ostra não necessita de alimenta durante a -fase em - 

brionária, o que assegura melhor controle do teste, 

pela não introdução de mais uma variável.

8.1.6. Sob ótimas condições de salinidade (86~88ppt = gr/L.), 

temperatura (36-89c;’C) e pH (7.5-8.5), embriões de C. 
rh i zaphor-ae? se desenvolvem mais rapidamente que os 

de C.gigas, permitindo resultados em 84 horas (Dos 

Santos â Nascimento, 1985).



2.2. Preparo e tratamento do material biológico:

2.2.1. Ostras provenientes de populações naturais, do manguezal da 

gamboa (área não poluida), em Jeribatuba - Ilha de Vera Cruz, 

(13o3'i5''S 38o47'30''W) Bahia, Brasil, foram escovadas para livrá- 

las de organismos incrustantes, lavadas e deixadas sob imersão em 

água do mar filtrada, salinidade de ESppt (g/L) e aeração 

contínua, de 12 a 24h, antes do início dos testes.

2.2.2. Para obtenção dos gametas, as ostras foram abertas

pela região do umbo, com auxílio de faca, rompendo-se o músculo 

aductor (Dos Santos & Nascimento, 1985); foram



so

selecionadas fêmeas (cerca de 1.0) e machos (S a 3), que apresentavam 

as gônadas desenvolvidas e cujos gametas estavam em boas condições 

(ovócitos cheias e regulares (Fig.l), e espermatozóides com 

mobilidade); retiraram-se artificialmente com Pipetas de Pasteur 

introduzidas nos poros genitais, ovócitos e espermatozóides, 
colocados separadamente em recipientes com água do mar com 

salinidade de 28ppt, filtrada em Millipore (filtros Whatman GFC, com 

capacidade de retenção de partículas de .1.2 um), e esterilizada em 

autoc1ave.

El.2.3. A suspensão de ovócitos foi então decantada, sifonando-se o 

sobrenadante para retirada de qualquer outro material que náo as 

células reprodutoras, ajustando-se o volume até 2000 ml em proveta 

graduada, com água do mar nas condições citadas no item 2.2.2.

2.2.4. Agitou-se a suspensão de ovócitos com uma placa de acrílica 

perfurada, removeram-se 03 alíquotas de 0.1 ml, contando-se os 

ovócitos em câmara escavada. A fertilização foi



Si

•feita com a densidade de ovócitos entre IO* a 4xiO'V litro de 

acordo com Dos Santos & Nascimento (1985), lançando-se 80 ml da

suspensão semi-espessa de espermatozóides por 8 litros de suspensão 

de ovócitos. ü material -foi observado uma hora após a -fecundação, 

quando já se evidencia ovos em divisão.

8.8.5. Retiraram-se sub-amostras (03) de 0.1 ml, onde foram

contados em câmara escavada, os embriões a partir da primeira

divisão, fazendo-se os cálculos através de regra de tres simples,

para se manter nos frascos-testes, uma densidade de 10 embriões/ml, 

em água do mar filtrada em millipore e esteri1izada.

Encheu-se cada recipiente-teste com cerca de 3/4 de água do 

mar. Acrescentou-se a quantidade apropriada do metal selecionado de 

acordo com o desenho experimental (Quadro I), inocularam-se os 

embriões de ostras, completando-se, em cada recipiente, o volume com

água do mar para 1.00 ml. No controle, foi utilizada somente água

do mar nas mesmas condições fisico-químicas dos testes, e os

embr i ões.



ES

S.E.6. Os frascos-testes não foram aerados, mas o nível de

oxigênio dissolvido <0D) na água permaneceu acima de 4.E mg/'L, que 

é o nível mínima necessária para o desenvolvimento normal de larvas 

de bivalvos (Morrison, 1971),- estes recipientes foram distribuidos em 

câmaras ambientais previamente reguladas para as temperaturas 

selecionadas para os testes <E3, E6 e E9,::,C> .

E.E.7. Após E4 horas, foram coletadas de cada frasco-teste, OE

amostras de .15 ml, preservando-se com f ormolaldeido a 4%, 

neutralizado com carbonato de cálcio, em tubos de ensaio fechados.

E. E.8. Deixou-se decantar por E4 horas, retirando-se a parte

sobrenadante até que ficasse no tubo cerca de 1 ml. Agitou-se o 

tubo, colocando-se o conteúdo em câmara de Sedgwich-Rafter. As 

amostras foram examinadas sob microscópio composto Nikon, 

modelo Qptiphot, onde foram cantados os embriões que não se 

desenvolveram, juntamente com as larvas anormais, e as

larvas normais (com forma de D perfeito).



2.3. Bases técnicas dos testes:

□ efeito adversa da substância tóxica é considerada em 

função da proporção dos embriões que falham em se 

desenvolver, ou que se desenvolvem anormalmente (Figuras i e cl) ; 

esta proporção é então utilizada para definir a toxicidade das 

substâncias ou efluentes utilizados nos testes.

. Para efeito deste estuda, são considerados anormais:

. Embriões (Fig. i F>

. Larvas sem concha (Fig. 2 E)

. Larvas com conchas incompletamente desenvolvidas 

(Fig. 2 0 )

. Larvas com conchas mal-formadas, mesmo que completas 

(Fig. 2 B, C e F).

. São consideradas normais:

. Larvas com conchas em forma de D perfeito (Fig. 2 A)

. Conchas vazias, mas com formato de D perfeito 

. Conchas menores, mas com formato de D perfeito



2.4. Princípios do teste.-

2.4.1. Biológicos:

2 . 4 . 1. .1. Embriões- são de-finidos como estágios entre ovo
■fertilizado e a larva trocófora

2.4.1.2. Larvas normais- são definidas como tendo o for

mato de D perfeito, no estágio de pro- 

dissoconcha I, depois de 24 horas de 

desenvolvimento.

2.4.1.3. Larvas anormais- são definidas como tendo forma

to irregular ou mal-formadas, comple

tas ou incompletas. Embriões remanes

centes após 24 horas, são considera

dos anormais.

2.4.2. Estatísticos: Um limite superior a 25% de larvas anor

mais no controle, foi adotado como crité

rio de rejeição do teste em um bioensaio 

(Nascimento , .1989) .



E.5. Para a consecução dos objetivos propostos, foi necessária 

a realização de testes prévios:

E.5.1. Testes para escolha do tipo de recipiente a ser uti

lizado nos experimentos com embriões de ostras sob a - 

ção de metais pesados

Iniciaram-se os experimentos com os embriões, utilizando-se 

beckers de 1 litro, conforme indicado por Nascimento , (1989). Como,

de acordo com o desenho experimental (Quadra I), o número de 

recipientes a ser utilizado nos testes era muito grande (total de 

198); tornava-se difícil o transporte e acondicionamento destes, nas 

câmaras ambientais, onde eram incubados à diferentes temperaturas. 

Além disso, era gasto um grande volume de água do mar, que deveria 

ser filtrada e esteri1izada, o que aumentava o gasto de tempo na 

montagem dos experimentos.

Tentou-se então substituir os beckers de i litro por 

outros de 0.5 litros, mas os problemas anteriores persistiram. 
Substituiram-se estes recipientes, por outros de



menor custo, que ocupassem menor volume nas incubadoras, consumissem 

menor quantidade de água do mar, e, que fossem principalmente, de 

mais fácil manuseio. Para isso, escolheram-se frascos de boca larga, 

com capacidade de iEO ml. A salinidade e temperatura mantidas nestes 

testes, foram de respectivamente, ESppt (g/L) e £6K’C . Para saber se o 

tipo de recipiente utilizado, influenciava nos resultados dos testes 

com os embriões, fez-se uma análise de variância simples, com os 

dados obtidos nestes testes prévios, utilizando-se os tres tipos de 

recipientes (beckers de i.O e 0 . 5L. e frascos de boca larga, 

capacidade iEOml).

E.5.E. Testes para seleção das temperaturas a serem utili

zadas nos experimentos com embriões de ostras, sob 

ação de metais pesados.

Inicialmente foram testadas 3 temperaturas: EO, E5 e 3Qc’C . 

Observou-se porém que as percentagens de anormal idades das larvas, 

nas temperaturas de EO e 30'=’C , estavam acima de



25%, que é o máximo permitido para este tipo de teste com embriões 

de ostras conforme estandartização feita por Nascimento , 1989.

Resolveu-se então realizar testes prévios (02), numa faixa de 

temperatura de 20 a SO^C, com intervalo de ir-’C . A salinidade mantida 

nestes testes foi de 28ppt.

2.5.3. Testes prévios para escolha da densidade dos embriões 

a serem utilizados nos experimentos sob acão de 

metais pesados.

Foram realizados testes com 3 densidades de embriões: 

5, 10 e 20 embriões/ml, nas seguintes condições fisico-

químicas consideradas boas para o desenvolvimento embrionário da 

ostra C .rhizapharae: água do mar de boa



qualidade (proveniente de local não poluido), -filtrada em Millipore 

(Whatman G F O  e esterilizada, Salinidade de ESppt (g/L),

temperatura 26C’C e pH entre 7.5 e 8.5.

8.6. Metais utilizados nos testes e concentrações seleci

onadas :

Os metais selecionados para os experimentos com embriões de 

ostras, foram , o cobre, mercúrio e zinco (que se constituem 

poluentes prioritários, muito comuns em efluentes industriais e 

domésticos), como sais inorgânicos, na forma de cloreto (CuC18.EHHO), 

(ZnCIS) e (HgClE), por ter, segundo Reish & Oshida (1987), menor 

efeito do que outros ãnions. Um mínimo de cinco concentrações 

(Desenha experimental- Quadro I), foi estabelecida para cada metal 

individual, bem como para cada combinação (ExS) dos metais (Cu x Zn, 

Cu x Hg, Zn x Hg). A escolha das concentrações de cada metal 

individualmente se baseou em resultados de EC-jq obtidos em 

testes prévios (Nascimento , 1988). A seleção das



concentrações de cada metal a serem combinadas £ x £, -foi -feita com 

base no seguinte: foram desprezadas as concentrações mais altas e 

mais baixas testadas individualmente, para que os percentuais de 

anormal idades esperados das combinações intermediárias, caíssem na 

faixa dos EO a 80% de anormal idades. Dentro desta faixa de 

percentagem, estimativas do percentual líquido de anormal idades 

(Percent Net Risk) são mais exatas, com intervalos de confiança 

(95%) reduzidos. Isto, por sua vez, facilita posteriores testes de 

significância. Os testes foram feitos em duplicata para cada 

concentração e em triplicata para os controles. Todas as 

concentrações relacionadas neste trabalho, são calculadas com base 

nos íons metais adicionados no início dos testes (concentrações 

nominais).

A soluçào estoque de cada metal foi preparada com base na 

seguinte fórmula:

Solução = E.es.a....ma.Le.c.aL-ar......da.....c.Q£np..a.s.t.a = No gramas composto
estoque Peso atômico do metal para fornecer ig

do metal



QUADRO I- DESENHO EXPERIMENTAL. CONCENTRAÇÕES (ppb) DE METAIS 
PESADOS COMO SAIS INORGSNICOS, EM AGUA DO MAR NATURAL 
(SALINIDADE DE E8ppt) FILTRADA E ESTERILIZADA.

INDIVIDUALMENTE

CLORETO DE COBRE 
CuClE.SHEO

CLORETO DE ZINCO 
ZnClE

CLORETO DE MERCÚRIO 
HgClE

E.O 
4.0 
S .0 
16.0 
3S.0

3.0
6.0  
1.E.0 
E4.0 
48.0

0.5 
i . O 
E.O
4.0
8.0

EM COMBINACSO

CLORETO COBRE + CLORETO ZINCO + CLORETO COBRE +
CLORETO ZINCO CLORETO MERCÚRIO CLORETO MERCÚRIO

4.0+ 6.0 
8.0+1S.0 
.16 . 0+S4 . 0 
4.0+E4.0 
16.0+ 6.0

6.0+1.0 
1E.0+E.0 
E4.0+4.0 
E4.0+1.0 
6.0+4.0

4 . 0 + 1 . 0  
8 . 0 + E . O 

16 .0 +4 . 0  
4 . 0 + 4 .O 

16 .0+ 1 .0



2.7. Condições fisico-químicas mantidas nos testes prévios 

e definitivos

Salinidade- foi mantida em 28ppt , considerada ótima 

para o desenvolvimento embrionário e larval da ostra 

C . rhizopharae (Nascimento et al . , 1994) , deter

minada através de Goldberg Refractometer American 

Optical modelo 10419, precisão de ippt(g/L)± 0.1%.

pH- o nível de pH em todos os recipientes-testes, com 

os sais de metais adicionados, se manteve numa 

faixa de 7.9 a 8.5, dentro do limite determinado 

como ótimo (7.5-8.5)para o desenvolvimento embri

onário de ostras (Calabrese & Davis, 1966). Va

lores de pH foram determinados no início (Oh) e

final (24h) dos experimentos, com auxílio de

potenciômetro marca Analyser 200, precisão 

±  0 . 0 1 .



0D- Os recipientes-testes não foram aerados, mas os 

níveis de OD variaram durante os experimentos, 

numa faixa de 4.2 a 5.5 mg/l, considerada ótima 

para o desenvolvimento de embriões de bivalvos 

(Morrison, 1971). Valores de OD foram determina

dos no início (Oh) e final (24h) dos experimen

tos, com auxílio de Oxygen Meter, marca 

Yellow-Springs, modelo 54ARC, precisão: 0.i±0.05 

ppm (mg/L).

Temperaturas testadas- 23, 26 e 29c:,C , determinadas pre

viamente em câmaras ambientais e 

confirmadas através de observações 

feitas a cada 6 horas, com termô

metros de mercúrio mergulhados em 

recipientes com água dentro das 

câmaras, durante todo o experimen

t a .



2.8. Análise estatística

Para propiciar uma análise mais acurada, todos os cálculos 

•foram -feitos com base nas percentagens líquidas de

anormal idades , ut i 1 i z.ando-se a seguinte -fórmula (Woelke, 1972):

% líquida
anormal idade= X....an.a.r.aal.s.....t.r.at.G\aen.t.a....-.....̂ .....a.Q.a.r.jtri.âi..s.....c.Qn.t.r..a.l..e kI.Q.Q
('% Net Risk) 100 - % anormais controle

Os valores de ECSo~S4h (concentração efetiva do metal que 

causa desenvolvimento anormal em 50% da populaçáo-teste) foram 

determinadas pelo teste de Probit (Finney, 1971). De acordo com Reish 

& Oshida, (1987) o método de Probit tem a vantagem de fornecer um 

tratamento estatístico dos dados mais confiável que outros métodos.

Para determinação da ordem de toxicidade dos metais, foi 

•feita uma análise de variancia seguida por



comparações de médias múltiplas- Teste de Student-Newman-Kue1s 

(Sokal & Roh1f, 1969).

Análises de variância simples e dupla foram utilizadas para 

determinar a significancia dos efeitos dos metais individuais e de 

suas interações, sob efeito de diferentes temperaturas. Para 

normalizar as distribuições, valores de ECac, foram expressos em 

logaritmos das concentrações. No caso de proporção líquida de 

anormal idades, valores foram expressos com transformação angular 

(arcseno \/p) em radianos.

0 efeito esperada de cada combinação de metais sob a 

hipótese de nulidade de independência dose~efeit.o foi calculado pela 

fórmula, (Kemeny et al . , .1961) :

Proporção esperada = (A+B-AB) onde,

A- proporção da população respondendo ao primeiro 

meta.l

B= proporção da população respondendo ao segunda 

metal 

AB= produto AxB



Resultados significativãmente (p<0.05) acima da proporção 

esperada, foram considerados efeitos sinérgicos. Aqueles 

significativãmente abaixo da proporção esperada, foram considerados 

efeitos antagônicos. Desvios fora dos valores esperados, foram 

testados com base na prova binomial (Sokal & Roh 1 f , .1969) .



3. RESULTADOS

3.i. Teste para escolha dos recipientes

Com base nos resultados obtidos neste teste (Tabela I) foi 

■feita análise de variância e comparação de médias múltiplas, que

mostraram não haver diferença significativa (p>0.05> entre os tipos

de recipientes utilizados . Assim sendo, optou-se em utilizar os 

frascos de boca larga, capacidade iEOml, mais fáceis de manipular e 

acomodar em câmaras ambientais.

3. E. Seleção das temperaturas

Os resultados dos testes para escolha das temperaturas 

testadas juntamente com a acão dos metais, podem ser observados na 

Tabela III. A análise de variância e comparação de médias

múliplas com estes resultados (Tabela IV), mostraram que as
diferenças entre os efeitos das diversas temperaturas sobre o 

desenvolvimento embrionário das ostras, são sign i f icat. ivas 

(p(0.05) apenas com relação às temperaturas



mais baixas (20 a 22aC ) e a mais alta (30,:,C). De 23 a 29,='C, não houve 

diferença significativa (p>0.05). Com base nos resultados destes 

testes prévios, as temperaturas utilizadas nos testes com metais 

foram selecionadas dentro da faixa de 23 a , porque, além da

percentagem de anormalidade das larvas neste intervalo, se 

apresentar dentro dos limites aceitáveis para o controle (< 25%)

Nascimento , 1989), os valores não diferiram significativamente entre 

si, evitando que a temperatura por si só, exercesse

influencia significativa no desenvolvimento dos embriões. Nào foi 

observada nenhuma variação da temperatura determinada na água durante 

todo o experimento.

3.3. Testes para determinação da densidade dos embriões

A análise de variância e comparacão de médias múltiplas com 

os resultados dos testes para determinação da melhor densidade de 

embriões de ostras (20, 10 e 5 embriões/ml) a ser utilizada nos

experimentos com metais pesados (Tabela V), mostrou que o percentual 

médio de anormalidade na densidade de 20 embriões/ml foi maior e 

diferiu significativamente (p<0.05) das densidades de 10 e 5 

embr i ões/m1.



8.4. Percentagem líquida de anormal idades (Percent-Net-Risk)

Na tabela VI encontram-se os dados brutos médios (3

experimentos) de percentagem de anormal idades das larvas e dos 

valores de Net Risk (percentagem liquida de anormal idade), sob ação

dos metais (Cu, Hg e Zn), individualmente, e em combinação, nas

temperaturas de 23, 26 e 29,:’C . Com base nos dados de percentagem

líquida de anormalidade (Tabela VI), tanto para os metais 

individuais, como em combinação (2x2), foram traçadas as Figuras 3 a 

5, respectivamente para o cobre x zinco, cobre x mercúrio e zinco x 

mercúrio. Observando-se a figura 3, nota-se que os maiores 

percentuais de anormalidade aparecem geralmente a 29,::’C , tanto para os 

metais individuais, como em combinação. 0 cobre individualmente foi 

mais tóxico que o zinco, chegando a atingir um percentual líquido de 

anormalidade de 100% na concentracao de 32.0 ppb, à 26 e RV^C, 

enquanto que o zinco atingiu percentual maximo de 75% de anormalidade 

líquida, à 29,::,C (Figura 3).

Com relação às combinações de cobre x zinco (Figura 8), 

nota-se que os maiores valores de percentagem líquida de

anormalidade apareceram onde o cobre foi utilizada na



concentração mais alta, nas interações entre os dois metais (16.0 

ppb), independente da concentração do zinco (6.0 e 24.0 ppb>.

Quanto à combinação do cobre x mercúrio (Figura 4), 

observa-se que as concentrações mais altas, tanto do cobre quanto do 

mercúrio individualmente, apresentaram alto percentual de 

anormalidade líquida das larvas. De um modo geral, a maioria das 

combinações destes dois metais apresentou os maiores percentuais 

líquidos de anormalidade à 29(-’C . As maiores concentrações utilizadas 

nas combinações de cobre (16.0 ppb) e mercúrio (4.0 ppb), 

individualmente, se mostraram tão tóxicas para o desenvolvimento dos 

embriões, como quando combinadas.

A ação individual e combinada de zinco e mercúrio (Figu.ra 

5), mostra que os maiores percentuais líquidos de anormal, idade das 

larvas, ocorreram à 29,::’C . Pode-se observar também que o mercúrio 

individualmente -foi bem mais tóxico que o zinco, mesmo em 

concentrações mais baixas (0.5 a 8.0 PPt) Hg),



que o zinco (3.0 a 48.0 ppb). Quando combinados estes dois metais, os 

maiores percentuais líquidos de anormalidade ocorreram sempre onde o 

mercúrio estava na maior concentracão utilizada nas combinações (4.0 

ppb ) .

3.5. Valores de ECso para as larvas da ostra G . rhizophar-ae

As concentrações de metais pesados, individualmente, que 

causaram 50% de anormalidade (ECaa), nas larvas da ostra C. 

rhizaphoras, nas 3 temperaturas testadas, em todos os testes 

realizadas, são mostradas na tabela VII. 0s valores médios e desvios- 

padrao de ECsc, para cada metal individual, nas temperaturas testadas 

(£3, £6 e ) foram de respectivamente: para o cobre: 9.£4+1.£5,

8.98±i.ii, 8.98+0.5£ ppb; para o mercúrio: £.79+0.81, £.58+0.7£,

£.41+0.46 ppb; para o zinco: 45.83+5.56, 31.44+5.92 e 17.90+4.51 ppb 

(Tabela VIII e Figura 6).

3.6. Efeitos da temperatura na toxicidade dos metais 

individuais

Nas tabelas de IX a XI, observam-se os resultados das 

análises de variância e as comparações de médias múltiplas



com os valores de log ECsc> de cada metal individual (respectivamente 

para o cobre, mercúrio e zinco), feitas para se determinar se as 

temperaturas exerceram influência significativa nos efeitos dos 
metais sobre os embriões das ostras. Observa-se que a toxicidade dos 

metais aumenta com a temperatura, mas esse aumento só mostrou 

diferença significativa <p<0.05), para o zinco. No entanto, a ordem 

d.e toxicidade relativa dos tres metais testadas individualmente, não 

se alterou com o aumento da temperatura (Tabela XII).

3.7. Significincia dos efeitos dos metais individuais

Análises de variância e comparações de médias múltiplas 

também foram realizadas com os valores de proporções de 

anormal idades (transformados em artseno V/p) , resultantes da ação de 

cada metal individualmente, para determinar, em cada temperatura, as 

concentrações de cada metal que diferiram significativamente (p<0.05) 

entre si e do controle. Os resultados dessas análises podem ser 
observadas nas Tabelas de XIII a XXI, respectivamente para o cobre 

(XIII a XV), mercúrio (XVI a XVIII) e zinco (XIX a XXI). Estes; 

estudos mostraram que, em quase todos os casos, as duas primeiras 

concentrações não diferiram significativãmente do controle (p)0.05).



3.8. Significância dos efeitos das interações dos metais

Ds efeitos das interações entre os metais (2x2) nas tres 

temperaturas testadas, nos 3 experimentos realizadas com embriões da 

ostra C . rhizaphar-ae, podem ser observados nas tabelas XXII a XXIV e 

Figuras 7 a 9, que mostram os tipos de interações entre os metais: 

antagonismo, simples adição e sinergismo, correspondendo a efeito 

observada, respectivamente, menor, igual e maior que o esperado das 

interações.

Nas misturas de cobre e zinco nas 3 temperaturas testadas, 

os efeitos das interações entre esses dois metais, são mostrados na

tabela XXII e Figura 7. Observa-se nesta Tabela que o cobre quando

testado individualmente, de modo geral, foi mais tóxico que o 

zinco, nas 3 temperaturas, principalmente nas concentrações mais 

altas. 0 efeito combinada destes dois metais, na maioria das 

combinações, se mostrou mais tóxico que o efeito individual,

nas mesmas concentrações (casos de sinergismo), principalmente

nas temperaturas mais baixas (23 e 26'-'C) . Casos de sinergismo 

foram observados nas combinações de cobre e



zinco nas concentrações de respectivamente 4.0x6.0 ppb (nas

temperaturas de H6 e £9<::,C ) , S.OxiS.O ppb (nas temperaturas de £3 e 

E6'-'C) e 16.0x£4.0 ppb (na temperatura de 23,::,C ) . Na mistura de cobre 

x zinco, onde se combinou concentrações mais altas de cobre (16.0 

ppb) com concentrações baixas de zinco (6.0 ppb) a E6 e SR^C,

ocorreram casos de antagonismo (efeito observado menor que o 

esperada). As outras combinações nesta temperatura mostraram casos 

de simples adição. De um modo geral, em todas as combinações, o 

aumento da temperatura de E3 a ER^C diminuiu a ação sinérgica entre 

estes dois metais, levando a efeitos de simples adição ou 

antagonismo, exceto na combinação de concentrações mais baixas de 

cobre x zinco, respectivamente 4.0 x 6.0 ppb (Figura 7).

0s efeitos das interações de cobre x mercúrio 

podem ser vistos na Tabela XXIII e Figura 8. 0s efeitos 

combinados destes dois metais nas tres temperaturas, na

maioria dos casos, mostraram -se como simples adição ou 

antagonismo. Apenas ocorreu um caso de sinergismo na tempe



ratura de H ^ C , quando se combinou as concentrações de cobre (4.0 

ppb) x mercúrio (4.0 ppb), o que pode ser melhor observado na Figura 

Q. Observa-se ainda nesta Figura, que, à medida que as concentrações 

destes dois metais aumentam (4.0xi.0 a 16.0x4.0 ppb), o antagonismo 

diminui, tendendo a simples adição, independente da temperatura 

testada.

Os efeitos combinados de zinco e mercúrio são 

evidenciados na Tabela XXIV e Figura 9. A interação destes dois 

metais mostrou, na maior parte dos casos, nas tres temperaturas 

testadas, efeito antagônico ou de simples adição. Casos de sinergismo

foram observados apenas nas combinações de zinco e mercúrio,

respectivamente nas concentrações de 24.0 x 4.0 ppb (a 26 e

29'aC ) , 6.0x 4.0 ppb (à 29,::'C) (combinações estas onde o
mercúrio está na concentração mais alta testada).



Na temperatura de , foi observada apenas um caso de sinergismo,

na combinação das concentrações ó.Oxi.O ppb (respectivamente ZnxHg).

Observando-se a Figura 8 no seu aspecto geral, 

nota-se que o aumento da temperatura não parece exercer grande 

influência nos efeitos das interações entre cobre e

mercúrio,- já entre zinco 

um maior efeito do aumento 

onde o mercúrio está na

ppb), principalmente se

concentração mais

e mercúrio (Figura 9), observa-se 

da temperatura, nas combinações 

maior concentração testada (4.0 

o zinco está também na

alta (84.0 ppb).



Uma análise dupla de variância (Tabela XXV), mostrou 

interação significativa (p<.05) entre os fatores combinados metais e 

temperatura, sobre o desenvolvimento embrionário da ostra

C . rhizaphor ae. Entre os fatores principais, a ação dos metais exerce 

mais influência nas respostas dos embriões, que o fator

temperatura.

No que se refere às condições fisico-químicas em que os 

testes foram realizados, os dados de oxigênio dissolvido (OD) e pH 

(Tabela XXVI), não mostraram grandes alterações entre o início 

e final dos experimentos. □ pH teve uma média de variação de 

0.35+0..13, com valor máxima de variação igual a 0.6, ocorrendo 

em apenas 3.2% das amostras. 0 OD, teve variação média de

0.47+0.20; de modo geral, as maiores diferenças entre os

teares de 0D inicial e final, ocorreram a 29“C .



4. Discussão:

Os efeitos tónicos de metais pesados isoladas tais como 

cobre, mercúrio e zinco,' já -foram comprovados em vários estágios do 

ciclo vital em bivalvos (Calabrese et al. 1973; Thurberg et al., 

1975; Nelson et al., 1976; Maclnnes & Calabrese, 1979). Entretanto,

de modo geral, e-feitos mais graves são verificados em embriões e 

gametas, indicados como mais sensíveis, devido à alta relação 

super-f íc ie/volume e à ausência de mecanismos comportamentais que lhes 

possibilitem evitar a ação direta de poluentes (Akberali & Trueman, 

.1985). Assim, no presente trabalho, os baixos (mais tóxicos) valores 

de EC=o, especialmente para o mercúrio e cobre obtidas para os 

embriões de C .rhizaphorae são coerentes com resultados anteriormente 

obtidos. Calabrese et al . , (1977) utilizando teste crônico (.18 dias)

com larvas de C . virginica, encontrou os valores de LCSo de 18.0 ppb 

para o mercúrio e de 58.8 ppb para o cobre. As diferenças verificadas 

em relação aos valores obtidos no presente trabalho (8.58 ppb para o 

mercúrio, 8.98 ppb o cobre, ambos à S6“C ), não se explicam apenas 

pela maior sensibilidade dos embriões em relação às larvas, mas 

também pelo tipo de exposição e "end point" entre os testes, um 

levando em conta a mortalidade, e o outro a ocorrência de



anormal idades. Com relação ao zinco, os valores de ECao 

entre 17.90 a 45.83 ppb são também bem mais baixos que os 

valores entre 100 a .150 ppb, determinantes de anormalidades no 

crescimento de larvas de C.gigas de acordo com Brereton et al . ,
(1973).

Comparando-se a toxicidade dos tres metais estudados 

separadamente, verifica-se neste trabalho, que a relação de 

toxicidade a embriões de C .rhizophorae pode ser expressa como, 

mercúrio sendo mais tóxico que o cobre e este que o zinco (Hg>Cu>Zn). 

Esta mesma relação foi encontrada para embriões da ostra C.virginica 

(Calabrese et al . , 1973) e embriões do ouriço Anthocidaris

crassispina (Kobayashi, .197.1). Para embriões de Mercenaria 

mercenaria, a relação entre diferentes metais estudados foi 

Hg > Ag > Zn >Ni >F‘b , onde se ve que o mercúrio é também mais 

tóxico que o zinco (Calabrese & Nelson, 1974). Esta mesma 

relação de toxicidade entre mercúrio, cobre e zinco, foi

verificada por Canterford & Canterford (1980), trabalhando com 

a Diatomácea Ditylum brightwel1ix e por



Hollibaugh et al.,(1980) trabalhando com a alga Thslassiasira 
aestivai is.

Contrariamente aos resultados obtidas na presente trabalho, 

respostas fisiológicas em mexilhões (.F&rn-a viridis) apontaram o cobre 

como mais tóxico que o mercúrio devida às diferenças de acumulação 

entre cobre e mercúrio provenientes do meio, que determinar iam maior 

acúmulo do cobre nos tecidos (Krishnakuman et al . , .1.990). Os

resultados dos testes de toxicidade são dificilmente comparáveis pela 

ampla gama de variáveis que interferem nos processos de 

intoxicação, aumentando a ação e consequentemente o efeito tóxico do 

poluente que se estuda (Boering et al., 1987). Como a

toxicidade de metais a organismos aquáticos se manifesta por 

efeitos que vão desde leve redução da atividade fisiológica, 

passando por determinações de anormal idades morfológicas, até 

a morte (Leland & Kuwabara, .1.984), a comparação começa a 

ser dificultada pela escolha do



"end point". Também os resultados dos testes variam de acordo com as 

espécies, com as -fases do ciclo vital e o estado fisiológico dos 

organismos. Diferentes escolhas neste aspecto, dificultam a 

comparação dos resultados, tanto quanto aspectos relativos ao próprio 

teste, principalmente o tempo de exposição ao poluente (L.eland &■ 

Kuwabara, .1984). Apesar das diferenças nos valores dos índices de 

toxicidade obtidos em outros trabalhos, fica claro que o mercúrio, ao 

lado do cobre, se constituem em metais altamente tóxicos à embriões 

de ostras, enquanto que o zinco, apesar de ser menos tóxico, tem 

importante papel na determinação de anormal idades nestes embriões.

Apesar do desenvolvimento das pesquisas nesta área, 

ainda não se conhece a exata natureza do mecanismo molecular 

de entrada de metais nas células (Leland & Kuwabara, 1984; Fowler, 

.1.987; Boering et al . , 1987; Viarengo, 1985, 1989). Sabe-se

entretanto, que os metais pesados ao penetrarem nas células, 

reagem com componentes enzimáticos e estruturais da membrana e



sucessivamente com enzimas solúveis, metabolitos e organelas, 

alterando sua atividade normal (Viarengo, 1985, 1989; Fowler, 1987; 

Goering et al.,, 1987).

Embora os metais possam reagir com muitos ligantes

celulares, devido à sua alta afinidade por radicais --SH, são

primariamente complexados por moléculas contendo estes radicais

como aminoácidos e proteinas, e entre essas, em particular,
/

por metalotioneinas. Também se ligam à grupos fosfatas dos

ácidos nucleicos e fosfolipídios (Vallee & Ulmer, 1978). 0 mais

importante papel das metalotioneinas parece estar relacionado com a 

capacidade destas proteinas de manter baixos níveis de cátions livres 

nas células. 0 excesso de metais pesados que entra nas células,

estimula nova síntese de metalotioneinas. Entretanto, existe um 

espaço de tempo entre a entrada dos cátions tóxicos no citoplasma e 

esta síntese, um período durante o qual os metais podem exercer

seus efeitos tóxicos. Usualmente metalotioneinas contém ZnE+
e CuE+, mas também podem-se ligar a metais tais como Hg£+,

CdE+, AuE+ e Ag+, se presentes nas células em quantidades

adequadas (Kagi & Kogima, 1987). Parece que as



metalotioneinas atuam como agentes de trocas, capazes que são de

aprisionar cobre e mercúrio no citosol, em substituição ao zinco, que 

é menos tóxico (Viarengo, 1985). Deste modo, de acordo com Roesijade 

& Fellingham (.1987), os cátions Zn2+ liberados das metalot ioneinas 

provavelmente estimulariam a síntese de novas tioneinas. Isto 

possivelmente explicaria a menor toxicidade do zinco como demonstrada 

na presente pesquisa. "In vit.ro", a afinidade do mercúrio, cobre e 

zinco por tioneinas (Kagi & Kogima, 1987; Weser & Rupp, 1979) é

idêntica à relação de toxicidade evidenciada no presente trabalho, 

ou seja, a afinidade do zinco é menor que a do cobre e esta que a 

do mercúrio .

A nível de organelas, os metais pesados danificam mito- 

côndrias e membranas basais (Thurberg et al., 1977). As modi

ficações a nível bioquímico-celular provocadas por metais pesa

dos, determinando alterações no padrão de atividades enzimáticas, 

se refletem no metabolismo e se evidenciam como alterações



fisiológicas que por sua ves podem levar a alterações morfológicas, 

como as anormal idades das larvas de ostras, consideradas como "end 

points" dos testes realizados no presente trabalho.

Embora não exista na literatura nenhum trabalha 

relacionando diretamente as alterações morfológicas de larvas de 

ostras com estresse fisiológico, fica claro que metais pesados são 

responsáveis por alterações fisiológicas. Por exemplo, em

invertebradas marinhas, a cobre e o mercúrio determinam queda da 

atividade respiratória e cardio-vascular (Scott & Major, 1972), bem 

como decréscimo na atividade locomotora (De Coursey & Vernberg, .1.972; 

Saliba & Vella, 1977). Exposição do caranguejo Carcinus ma&n-as a 10 

ppm de cloreto de cobre, reduz grandemente os níveis de sódio na 

hemolinfa e alteração na atividade da Na-K--ATPase (Hansen et. al . , 

1992). Algumas diferenças nas respostas fisiológicas à cobre e 

mercúrio, provavelmente refletem os diferentes graus de

solubilidade em lipídios e toxicidade de complexos organo- 

metálicos formados por estes contaminantes (Corner & Righler, 1958). 

0 certo é que íons de mercúrio, mas não de cobre, alteram a 

osmorregulação em crustáceos (C.m-a&n-as e Canoar spp . ) de acordo 

com Thurberg et al., (1973) mas não causam o
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efeito na osmorregulação de Hamarus americanus e Fetralisthsr armatuis 

(Roesijade et al . , 1974; Thurberg et al . , 1977). Outros processos

fisiológicos alterados por metais pesados referem-se à falha de 

mecanismos de desintoxicação e processos excretórios resultando em 

dano celular (Corner & Sparrow, 1956).

Os estudos sobre a ação isolada de metais são importantes 

para esclarecer os efeitos fisiológicos ou citológicos, mas tem 

aplicação limitada como dados ecológicos. é que no ambiente, 

os metais não apenas interagem entre si, mas modificam sua 

toxicidade com a variação das condições ambientais, tais como, 

temperatura, salinidade, oxigênio dissolvido, pH e luz. h despeito 

deste fato ser conhecido, existem poucos estudas sobre os efeitos 

combinados dos metais (Break et al., 1976). No presente trabalha,

verificou-se a ocorrência de simples adição e antagonismo nas baixas 

concentrações e simples adição e sinergismo nas concentrações mais

altas, na maioria das misturas entre cobre x mercúrio e zinco x

mercúrio, nos testes realizadas. Estas observações reforçam os 

estudos de Gray (1974) sobre os efeitos das misturas de mercúrio,

chumbo e zinco, na taxa de crescimento do protozoário



marinho Cristig&r-a spp . e de Maclnnes (i98i> com embriões da 

ostra C.virginica. De acordo com Westernhagen et al . , (1979) os

e-feitos combinados de metais em animais experimentais nem sempre são 

claros. Em muitos casos, os metais mostram efeitos menos que aditivos 

em baixas concentrações e acima de certas concentrações ou 

sob ação de certas temperaturas, seus efeitos se tornam aditivos 

(Thorp & Lake, 1974; Maclnnes & Calabrese, 1978). Alguns metais podem 

ter efeito aditivo em baixas e sinérgico em altas concentrações 

(Lloyd, 1961b). Assim, as ações de poluentes, já conhecidas, tornam- 

se complexas e imprevisiveis, quando cresce o número de possíveis 

interações no ambiente (Westernhagen et al., 1979).

A disponibilidade dos metais submetidos a todas essas 

influencias, é diferente da concentração nominal em águas 

naturais (Young et al., 1979). Sunda & Guillard, (1976) mostraram 

que quelantes e ligantes orgânicos naturais, tais como o

trishydroxymethylaminomethano (tris), formam complexos com o 

cobre em baixas concentrações, deste modo diminuindo a 

disponibilidade destes íons na água do mar. Engel & Flower,

(1978) demonstraram que, quando a concentração de cloretos na 
água do mar aumenta, a concentração de íons



cádmio livres decresce relativamente ao total do metal dissolvido, 

devido à sua complexação com os íons cloreto. Estes estudos indicam 

que, em baixas concentrações, íons metais -formam complexos com 
outros metais, com outros sais na água do mar e com partículas 

orgânicas. Estas interações possibilitam os efeitos observados de 

simples adição e antagonismo, enquanto que em altas concentrações a 

capacidade de complexação é superada, aumentando desse modo a 

disponibilidade de íons na água do mar. 0 sinergismo pode ser

resultado desse efeito. No presente trabalho, no entanto, nas 

misturas entre cobre x zinco, os resultados observados foram 

contrárias; misturas de concentrações mais altas de cobre (16.0 ppb), 

à depender da concentração do zinco, tendem para simples adição ou 

antagonismo, possivelmente porque cobre e zinco competem pelo mesmos 

sítios de ligação nos quelantes. De acordo com Leland & Kuwabara,

(1984) o aumento da concentração de íons livres de cobre em seus

experimentos, aumentou a competição pela fixação nos sítios de

ligação dos quelantes, e também resultou em aumento na concentração 

de íons livres de outros metais. Segunda Underwood, (1977) o zinca é 
antagônico do cádmio, só que alta concentração de zinco em



exerce alguma proteção contra os efeitos potencialmente tóxicos da 

exposição ao cádmio. 0 mesmo pode ter acorrido em relação ao cobre 

e zinco, neste estudo, provocando diminuição da ação sinérgica. Neste 

caso, quando a concentração de zinco era baixa (6.0 ppb) e do cobre 

alta (16.0 ppb), ocorreu simples adição ou antagonismo, à depender da 

temperatura utilizada. Quando ambas as concentrações eram altas 

(zinco = 24.0 ppb e cobre= 16.0 ppb), ocorria simples adição ou

sinergismo. Utilizando misturas de metais (Cu, Hg e Zn) sob a forma 

de cloretos e nitratos com larvas da ostra C . virginic-a à temperatura 

ótima (25,::’C), Maclnnes, (1981) verificou um sinergismo tóxica,

altamente significante, com a mistura de Cu x Zn e com Hg x Cu x Zn,

especialmente em altas concentrações destes metais. Os resultados do 

presente trabalho estão baseados no uso de metais em forma de sais de 

cloreto, e são semelhantes aos citados por Maclnnes (1981), com 

relação a mistura de cobre x zinco.

Break et al., (1976) mostraram que o efeito de cobre e

zinco juntos no fitoplâncton marinho não pode ser previsto



com base na toxicidade dos metais individuais. Respostas do 

dinoflagelado Amphidinium aartsri e a diatomácea Thalassiosira 

pseudanana, claramente indicaram sinergismo, enquanto que os mesmos 

metais atuaram como antagônicos com a diatomácea Fhasodactylmv 

tricarnutum. A toxicidade do zinco para este último organismo, 

aumentou em baixas concentrações de magnésio. Já misturas de Cu e 

Hg mostraram efeito aditivo na toxicidade para peixes (Khangarot 

& Ray, 1987).

A influência da temperatura na toxicidade química em 
organismos aquáticos é complexa (Cairns & Scheier, 1958). A 

temperatura por si só, pode ser um fator letal, e algumas substâncias 

tóxicas podem alterar os limites desta letal idade. Os efeitos 

térmicos em organismos aquáticos incluem mudanças nos processos 

osmoreguladores e na atividade enzimática. Alguns tóxicos que atuam 

em enzimas envolvidas no metabolismo energético ou que causam uma 

mudança na taxa de oxigênio absorvido, por exemplo, por bloquear a 

troca de gases respiratórios nas branquias de peixes, podem ter 

seu efeito potencialmente aumentado pelo incremento da

temperatura (Maclnnes & Calabrese, 1978). Por outro lado, altas



temperaturas geralmente provocam alta solubilidade de sais de metal, 

bem como um aumento na taxa de movimento da água e atividade do 

soluta através da membrana da célula (Maclnnes & Calabrese, 197B). 

Levando-se em conta a ação da temperatura sobre metais isolados, 

estudos de toxicidade do zinco em trutas (Lloyd, 196ib), peixes 

(Cairns & Scheier, Í959) e lesmas (Cairns & Scheier, 1958), sugerem 

pequena ou nenhuma influência da temperatura na ação do zinco 

individualmente nestas espécies. Sprague (1970) cita um efeito 

oposto, onde aumentando a temperatura, decresce a toxicidade do zinco 

em salmão. No presente trabalho, observa-se um comportamento inverso 

do zinco sobre embriões da ostra C . rh i zaphar-ae, ou seja, ocorre 

aumento da toxicidade com o aumenta da temperatura. 0 -fato de que

altas temperaturas geralmente aumentam a solubilidade de sais de 

metais, bem como provocam aumento no movimento do soluto através da 

membrana celular (Cairns et al., 1975) pode explicar o porque do 

aumento da toxicidade dos metais sobre o desenvolvimento dos 

embriões das ostras. Em testes realizados por Maclnnes & Calabrese

(1979) com larvas da ostra C.virginica, baixas salinidades atuaram 

de forma sinérgica com o cobre somente em



altas temperaturas (30"C); deste modo há a possibilidade de alta 

toxicidade do cobre, à altas temperaturas.

Rehwoldt et al., (197£) mostraram que à £4, 48 e 96 horas o

TLm (Tempo Letal médio) para o Cu, Zn, Ni, Cd e Cr não -foi

influenciado pela temperatura em testes realizados. 0 aumento da 

temperatura no entanto, diminuiu o tempo de resistência de 

organismos aquáticos, sob altas concentrações do metal (Jones, 1964). 

Outros estudos (Amend et al., 1969; Mac Leod & Pessak, 1973) tem

mostrado grande influencia da temperatura na toxicidade de compostos

de mercúrio em peixes; o aumento da temperatura torna mais tóxico o 

mercúrio e aumenta a taxa de acumulação deste metal nos tecidas. 

Estudos com moluscos (Nelson et al., 1977) mostraram, que altas

temperaturas e baixas salinidades atuam de forma sinérgica com o Hg, 

aumentando a mortalidade dos organismos. Em nossos experimentos, o 

aumento da temperatura de £.3 para £9e'C, aumentou o efeito tóxica de 

todos os metais testados individualmente, embora esta diferença só 

tenha sido significativa (p<0.05) para o zinco. O presente estudo 

também mostrou a importância da temperatura como fator de variação 

na ação combinada de metais pesados sobre embriões da



ostra G . rh i zaphar-ae, como foi demonstrado por Maclnnes & Calabrese 

(.1978) com larvas de C . vx rgin ic<a .

Critérios de qualidade de água para traços de metais podem 

ser cuidadosamente estabelecidos, se fatores ambientais que podem 

alterar respostas à toxicidade no campo, são identifiçadas, e se é 

possível estimar quantitativamente como estes fatores, em

combinação, afetam as respostas de organismos aquáticos.

As implicações ecológicas destes estudos, no entanto, são 

aplicáveis somente se as concentrações dos metais existentes nos 

estuários se aproximam dos níveis altos usados nestes estudos. 

Entretanto, com o evidente aumento da poluição em certas estuários , 

a probabilidade de alcance das concentrações tóxicas desses metais e 

outros poluentes em certas áreas, aumenta com a temperatura 

(Waldhaeur et al., 1978).

Depreende-se que, a tentativa para proteger a vida 

de organismos aquáticos pela simples regulação de



contaminantes ambientais, sem um entendimento das variáveis que 

controlam seus efeitos em organismos, certamente é falha. Uma 

avaliação realista dos efeitos dos poluentes em animais marinhos, 

então, só poderá ser baseada nos efeitos interativas (antagonismo, 

simples adição e sinergismo), tais como os levantados no presente 

trabalho. Os resultados por nós obtidas comprovam a

impossibilidade de previsão da ação combinada de metais pesados 

sobre organismos, sem que sejam levados em conta fatores

ambientais de importância, tais como a temperatura.



5. C O N C L U S Õ E S :

.1 . Relativas as condições fisico-químicas dos testes:

i.i. Densidades acima de ÍO embriões/ml devem ser evitadas 

nos testes com embriões da ostra C .rhizapharae.

i.E. Temperaturas abaixo de £3 e acima de E9C’C nao permitem 

bom desenvolvimento dos embriões (faixa de temperatura 

ótima entre E5 a £9'''C)

E. Relativas a ação dos metais individuais:

E.i. Dentre os tres metais testados com embriões das os

tras, o mercúrio foi o mais tóxico, seguido pelo cobre 

e pelo zinco.

S.E. 0 aumento da temperatura (E3 a ER^Ü ) determinou maior 

efeito tóxico dos metais individuais, porém a diferen

ça entre esses efeitos só foi significativa para o zin

co .



Conelusões

S.3. 0 aumento da temperatura de 23 para ET^C não alterou a 
ordem de toxicidade dos metais: Hg>Cu>Zn.

3. Relativas a ação combinada dos metais:

3.i. Cobre x Zinco

. 0 aumento da temperatura exerce efeito negativo 

sobre a interação destes dois metais, diminuindo a ação 

sinérgica entre eles.

3.E. Cobre x mercúrio

. 0 aumento da temperatura de modo geral não mostrou efeito 

sobre a interação destes dois metais, no entanto, o au

mento das concentrações nas diferentes combinações tende 

diminuir o efeito antagônico entre eles.



Cone lusoes

3.3. Zinco x Mercúrio

. □ maior efeito da temperatura sobre a interação destes 

metais ocorreu nas combinações onde o mercúrio estava na 

maior concentração testada em conjunto (4.0 ppb).

4. Os resultados obtidos comprovam a impossibilidade de previ

são da ação combinada de metais pesados sobre organismos, 

sem que sejam levados em conta, fatores ambientais de im

portância, tais como a temperatura.

5. 0 conhecimento da toxicidade de misturas de metais e suas 

interações com fatores ambientais é muito importante para 

se estabelecer critérios de qualidade de água visando pro

teger a vida de organismos aquáticos e indiretamente a do 

próprio homem.



Figura 1- C.rhizophorae. Fotomicrografias (microscópio óptico) das fases do 
desenvolvimento embrionário. A. Ovócito. B. Ovo fertilizado poucos 
minutos após a formaçao da membrana de fertilização. C. Ovo na pri 
meira clivagem, + 30 minutos após a fertilização. Vários espermatõ 
zóides sao vistos ainda ligados â membrana do ovo. D. Ovo na# segun 
da clivagem. E. Ovo na quarta clivagem, com formação de 8 micrôme- 
ros. F. Embrião 8 horas após a fertilização.



Figura 2- C.rhizophorae. Fotomicrografias (microscópio óptico) da larva D 
normal (A) e de larvas anormais (Ba F), 24 horas após a ferti
lização.
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2 3 o C  
2 6 o C
2ÔoC

mercúrio cobre
Metais
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Figura 6- C.KhÁJZO phofulZ. Valores midios é desvios-padrão de EC^q para anor
malidades, resultantes, da açao individual de metais (Cu, Hg, Zn) 
sobre o desenvolvimento de embriões de ostras, a diferentes tem - 
peraturas.



Diferença percentual

30 Hl Temperatura 29oC 

Temperatura 26oC 

Temperatura 23oC

-30 4x6 8x12 16x24 4x24 16x6

Gombinacoes Cu x Zn (ppb)
Figura 7- C.fihÃ.zopkoAae.. Efeitos das interações resultantes das misturas de cobre 

x zinco em diferentes concentrações e temperaturas, sobre o desenvolvi
mento de embriões, em agua do mar natural. Barras representam as dife - 
renças entre os percentuais líquidos de anormalidades observados e os 
esperados da simples adiçao (0). Valores que nao diferem significativa
mente (p>.05) do valor zero, são considerados como simples adição. * = 
diferença significativa (já<.05) em relaçao ã simples adiçao. Valores po 
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.



Diferença percentual 

20
1 Temperatura 29oC 

Temperatura 26oC 

Temperatura 23oC

-30
4x1 8x2 16x4 4x4 16x1

Combinacoes Cu x Hg (ppb)
Figura 8- C.h.hÁ.zophohjdQ.. Efeitos das interações resultantes das misturas de cobre 

x mercúrio em diferentes concentrações e temperaturas, sobre o desenvol 
vimento de embriões, em água do mar natural. Barras representam as dife 
renças entre os percentuais líquidos de anormalidades observados e os 
esperados da simples adiçao (0). Valores que nao diferem significativa
mente (p>.05) do valor zero, sao considerados como simples adiçao. *  = 
diferença significativa (p<.05) em relação à simples adiçao. Valores po 
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.



Diferença percentual 

20 1 Temperatura 29oC 

Temperatura 26oC 

Temperatura 23oC

-40
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Figura 9- C .tilrU.zophoAa.2.. Efeitos das interações resultantes das misturas de zinco 
e mercúrio em diferentes concentrações e temperaturas, sobre o desenvol 
vimento de embriões, em agua do mar natural. Barras representam as dife 
renças entre os percentuais líquidos de anormalidades observados e os 
esperados da simples adição (0). Valores que nao diferem significativa
mente (p>.05) do valor zero, sao considerados como simples adiçao. * = 
diferença significativa (p<.05) em relaçao â simples adiçao. Valores po 
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.



TABELA I - Dados brutos de percentagem de anormalidades em em
briões e larvas da ostra C.rhizopharas resultantes 
dos testes para determinação do melhor tipo de re
cipiente a ser usado nos experimentas sob ação de 
metais (Cu, Hg, Zn). (LA=larvas anormais; LN=larvas 
normais; E= embriões).

N“ Capacidade LN LA E Total Total %
amostra recipiente organismos anormais anormais

(ml) (LN+LA+E) (LA+E)

i 1.000 7E 6 6 84 .18 1.4 . 88
E 96 4 6 106 10 9.43
3 53 8 10 65 18 18 . 46
4 97 3 1E 118 15 13.39
5 85 7 1.0 1.08 1.7 .16. 66
6 91 6 4 101 .10 9.90
7 77 9 10 96 19 .19 . 79
8 77 10 6 93 16 17.80

Méd ia± desvio-padrão 1.4 . 89+3 . 8:

9 500 98 14 6 118 80 16.95
10 103 8 10 181 18 14.87
1.1 90 7 .14 111 81 18.98
18 98 9 8 115 17 14.73
1.3 95 10 1 106 .11 10.38
14 96 10 3 109 13 11 .93
.1.5

Méd i a+

86

desvio-padrão

3 1.1 100 1.4 14.00

14.55+8.87

16 180 45 5 1 51 6 11 .76
1.7 69 7 10 86 17 1.9 . 77
18 49 5 7 61 18 19.67
1.9 96 9 9 1.1.4 18 15 . 78
80 96 7 8 111 15 13.51
8.1 74 9 7 90 1.6 17.97
88 99 5 11 115 16 13.91

Média± desvio-padrão 1.6 . 05+3 . 16



TABELA II-- Análise de variância com os dados de proporções 
líquidas de anormal idades de testes entre diferentes 
tipos de recipientes#, para determinação do melhor 
a ser utilizada nos experimentos com embriões da os
tra C . rhizaphar-ze sob acao de metais pesados.
Densidade dos embriões: IO/ml

Fonte variação GRAUS
LIBERDADE

(GL)

SOMA
QUADRADOS

(SQ)

QUADRADO 
MÉDIA 
< QM )

Razão F Probab i1i~ 
dade F

EIntre grupos a 0. 00.18 0.0009 0.3915 P>0.05*#
Dentro grupos 19 0.04S8 0 .00E3
Total Ei 0.0446

#* diferença não significativa (p >.05)
* Tipos de recipientes: beckers i.O e 0.5L e frascos de boca

larga, capacidade iEOml.



TABELA III- Valores médios e desvios-padrão de percentagem de anor
malidades dos testes para determinação do e-feito da 
temperatura sobre o desenvolvimento embrionária da os
tra C .rhizaphorae Guilding, 1888, por 84 horas.

Temp. Larvas Larvas Embriões Total Total % X %
“C Normais Anormais Anormais Anormais Anar-

(LN) (LA) (E) (LN+LA+E) (LA+E) mais
80 ±87 155 10 898 165 56.50

96 153 7 856 160 68.50 59.5±4.8
8i í 80 157 6 883 163 57.59

105 160 10 878 170 61 . 15 59.4±£.5

88 819 89 10 318 99 31 . 13
838 77 3 318 80 85.64 88.4+3.9

83 £61 51 16 388 67 £0 . 48
835 56 4 895 60 80.33 80.4±0.1

84 856 58 7 315 59 18 . 73
888 53 4 345 57 16.58 17.6.+ Í .6

85 865 39 10 314 49 15.60
885 47 13 345 60 17.39 16.5+1.3

86 184 84 9 817 33 15.80
858 36 3 897 39 13 . 13 í 4.8±1.5

87 876 54 6 336 60 17.85
849 36 8 893 44 15.01 16.4±8.0

88 853 36 8 £97 44 14.81
£88 39 7 388 46 14.08 14.4±0.5

89 160 88 6 188 88 .14 . 89
171 80 4 195 84 18.30 13.6±i.8

30 150 51 5 806 56 87 . 18
175 66 4 845 70 88.57 87.9+1.0



TABELA IV - Análise de variância e comparação de médias 
múltiplas com os dados de e-feitos da temperatura 
(proporções líquidas de anormal idades) , sobre o
desenvolvimento embrionário da ostra C.rhiza ~ 
phorae, para determinação da -faixa a ser utili
zada nos testes com metais pesados.

Fonte variação

Entre grupos 
Dentro grupos 
Tota 1

GL

10
li
SI

SQ QM

.5918 .059S 

.0055 .0005 

.5973

Razão
F

118.93.94

Probabi1 idade 
F

0000

Valores unidos pela mesma linha não di-ferem significativamente
(P >.05)

SUBGRUPO i

Temperatura aC S9 36 88 37 35 34 33
Méd ia . 136 .143 .144 .165 . 165 .176 .304

SUBGRUPO 3

Temperatura c,C 
Méd ia

30
.379

33
.384

SUBGRUPO 3

Temperatura “C 31 30
Méd ia .594 .595



TABELA V - Análise de variância e comparação de médias múltiplas 
com os dados de proporções líquidas de anorma1 idades 
de testes com embriões da ostra C . rhizophar-ae para de - 
terminação da melhor densidade a ser utilizada nos 
experimentos da ação de metais sobre estes embriões.

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probab i1 idade 
F

Eintre grupos 
Dentro grupos 
Total

E
19
Ei

. í 053 

.0438 

. Í49.Í

. 05E6 

. Q0E3
EE.8347 .00005

Valores unidos 
(P>.05)

pela mesma 1 inha não di+erem sign i-f icat ivamente

SUBGRUPO i

Densidade (embriões/ml) 5 10
Méd ia .4086 . 4E9E

SUBGRUPO S

Densidade (embriões/ml) E0
Méd ia .5617



Tobela VI— VàIoret> médias <3 exper imentos ) de perccntagen. de
anormalidade e de percentagerr» liquida de anorma1idc.de 
< X Net Risk) nos testas com embriccs da ostra C  r h j  —  
íophorjt' sob apao de metais (cobre, mercúrio e zinco), 
individualmente m om cambinaçao, nas trei temperaturas 
testadas (23, 26 e 29°C ) (LN»larvas normais, LA«= larva* anormais, E=ombriões)

N° lietal Tempe- Concen- 
amoB— poratura fcraçao 
tra £°C) ÍPPb)

T ot a 1 
organi smoe 
ÍLNrf LA,« E)

Total 
anorma x s 
ClILA -► E )

X X Net 
anormais KijJç

1 _ 23 - 648 132 10,03t —
S - 26 - 504 56 11,11
3 “ 22 — 596 08 14 , 76 -
4 Cu 23 2 482 95 19, 71 J ,085 •i " 4 391 124 31 . 71 15,876 " 8 463 200 43 , 20 30.007 u ui 16 275 233 04 , 73 01,190 li 32 179 178 99. 44 99 , 3 j
9 Cu 26 2 360 57 15 , 49 4 , 93
10 " " 4 298 77 25, 04 16,5711 M M O 354 133 37, 57 29, 7712 " " 16 196 182 92, 86 97.9713 " 32 61 61 100,00 100,00
1 4 Cu 29 2 374 49 13 , IO -1 ,9315 " ■1 4 349 89 25, 50 12,6016 *• ■I 8 307 132 43 , O 33, 1 317 " " 16 87 84 96, 55 95,9318 i, M 32 29 29 100,00 100,00
1 9 Hq 23 0,5 396 05 21 , 46 3 . 2420 M •1 1,0 373 92 24 , 66 7,1821 *• " 2, O 383 153 39, 95 26 . 0222 *■ " 4 , 0 262 186 70, 99 64 , 0623 M •I 8,0 114 112 90, 25 97 , 04
04 Hg 26 0,5 336 59 17 , 56 7, 2625 ii •1 1,0 345 81 23, 40 13, 9226 M Mi 2,0 299 112 37 , 46 29 , 6427 I, •1 4,0 231 104 79,65 77. 11
20 " " 8 1 O1 70 70 lOO,00 100,00
29 Hg 29 0,5 345 55 i 5, 94 1 , 30
30 * M 1,0 209 07 30, 10 17, 99
31 n * " 2,0 362 165 45, 58 36, 16
32 •1 M 4,0 152 132 86, 84 04 ,5633 M II B , 0 35 35 100,00 100,00
34 Zn 23 3,0 3BS 90 23,30 5.6
35 6,0 408 125 30, 64 14. 55
36 •I M 12,0 403 143 35, 48 20, 51
37 M “ 24,0 397 194 40, 87 37,01
38 " 48,0 3B1 227 59,58 50 , 20
39 Zn 26 3,0 286 66 23,08 13 . 47
40 ii •• 6 , 0 301 06 28 , ’57 19 , 64
41 « 12,0 282 98 34 , 75 26 , 59
42 24, 0 249 lii 44, 58 37,65
43 43, O 274 190 69. 34 65,51
44 Zn 29 3.0 330 88 26 , 67 13, 97
45 ui ii 6,0 326 JLIO 33, 74 22,27
46 " 12, 0 316 £52 48 . IO 39, 11
47 •• •• 24,0 294 199 67, 69 62 , 0948 " " 48. 0 302 248 82, 12 79 . 02
49 CuxZn 23 4k6 397 106 46, 86 34 . 52
50 " “ 8k12 371 306 82, 48 78, 42
51 16x24 196 177 90, 31 88 ,06
□2 ** " 4x24 326 213 63, 31 57,3053 " ** 16x6 216 172 79, 63 74 ,90
54 Cu k Z n 26 4x6 319 176 53. 17 49 ,57
55 " M 8x12 330 209 63, 33: 58 . 75
56 •• " 16x24' 232 217 93, 53 92 , 52
57 •* 4x24 277 160 60, 63 55, 73
50 14 16x6 198 140 74 ,75 71 . 59
59 Cu m Zhi 29 4x6 265 146 55 ,09 47 , 31
60 " M 8x12 300 208 69 , 33 64 , 02
61 ii 16x24 149 147 98 , 66 98 , 43
62 ii 4x24 282 212 75, ta 70 , 88
63 " 16x6 219 205 93, 61 92,50
64 CuxHg 23 4x1 376 92 24. 47 6.95
65 .1 8x2 254 114 44. 88 32 , 09
66 “* 16x4 166 151 90 . 96 00 , 0667 •I ■■ 4x4 280 203 72.50 66 , 1260 • • n 16x1 245 1.71 69,80 62 . 79
69 CuiiHg 26 4x1 306 50 16 , 34 5. 80
70 “ " 8x2 250 135 54 , O 48.2571 ■a ui 16x4 94 93 9B. 94 98,8072 ui ii* 4x4 159 12:9 01, 13 78, 77
73 •i 16x4 214 136 62. 55 50 , 99
74 CuxHg 29 4x1 300 81 27 14 . 3673 •* 41 8x2 326 171 52 . 45 44,2276 " ii 16x4 80 76 95 , O 94 , 1377 ii 14 4x4 103 lOl 98 , 06 97 , 7278 •I 16x4 162 £52 93. 83 92 , 76
79 ZnxHg 23 6x1 384 192 50 30 . 4080 " " 12x2 362 1Ó9 46, 30 33, 04oi " " 24x4 276 237 05 . 07 02. 5982 •* ii 24x1 346 176 50 , 07 39, 4703 __"__ 6x4 321 169 52 , 65 41 .66
04 ZnxHg 26 6x1 336 01 24 , 11 14 . 62
83 11 " 12x2 334 140 41 , 92 34, 66
06 ■1 24x4 130 127 97 . 69 97 . 40
87 " •• 24x1 359 117 32 . 39 24 , 16oe 6x4 186 143 76 . 80 73, 99
09 ZinxHa 29 6x 1 324 112 34 . 57 ,23 . 2490 " " 12x2 298 160 53 , 69 45,6 791 ii 24x4 142 139 97 . 89 97 , 5092 . 441 24x1 293 156 33,24 45, 1493 6x4 139 153 96 . 23 95 , 58



TABELA VII- Análise de Probit para determinação dos valores de 
ECsso—S4h com os dados de percentagem líquida de a
normalidades no desenvolvimento embrionário da ostra 
C . rhizapharae sob ação individual dos metais (Cu, Hg 
e Zn) à diferentes temperatura (S3, S6 e EP^C).

No expe Temp . Metal Inc 1ina- Inter Qu i - GL Log ECb o
rimento t=.c nação secção Quadrado ECso (ppb )

( B > (A)

i 33 Cu E .9740 E .E922 14.747 3 0.9105 8 . 1376
E 3.4005 1.7607 6 . 389 3 0.9526 8.9658
3 5.3441 -0.4805 E6.573 3 1.0255 10.6050
4 E6 Cu E .5369 E .7508 10.465 3 0.8866 7.7015
5 6.8308 -i .7.1EÍ 16 . 41.5 3 0.98E6 9.6078
6 9.0531 -3.9101 65.837 3 0.984E 9.6427

7 E9 Cu 3.6963 1.5870 14.206 3 0.9E34 8.3BE7
8 3.903E 1 .E763 E5.754 3 0.9540 8.995E
9 5.6650 -0.5148 E0.608 3 0.9735 9.4078
10 E3 Hg 4.1545 3.6703 2.252 3 0.3201 E.0895
íi 6.4775 E.3087 61.031 3 0.4155 E .6031
iE 3.37EE 3.0915 E8.166 3 0.5660 3.6809

13 E6 Hg E .7635 4.E789 11.351 3 0.2609 1.8237
14 5.0936 E .3859 9 . E69 3 0.5132 3.E599
15 E .9907 3.8ES0 41.281 3 0.3939 E .4768

16 29 Hg 6.6711 E .35E8 18.816 3 0.3968 2.4935
17 3.6004 3.38S5 .19 . 164 3 0.449E E.8135
18 3.5911 3.9900 10.687 3 0.2813 1.9110

19 E3 Zn 1.7761 2.0E95 3 . 163 3 1.67E5 47.0390
SO 1.359E E .68E7 12.145 3 1.7049 50.6850
ai 1.1353 3.1840 E. 785 3 1.5995 39.7680

SE E6 Zn 1.E865 E.9649 15.531 3 1.5818 38.1800
S3 1.8918 2.E311 6.097 3 1.4636 29.0810
E4 1.0391 3.5114 15.850 3 1.43E5 27.0710

E5 E9 Zn E .4401 1.7736 4 . 466 3 1.3222 Ei.0000
36 1.7560 2.7163 1 . 753 3 1.3006 19.9800
E7 1.4863 3.3578 8.409 3 1.1049 12.7330



TABELA VIII- Valores médios de ECso (dos 3 experimentos realiza- 
dos)e desvios-padrão para anormalidades, resultantes 
da ação individual de metais (Cu, Hg ,Zn), sobre o 
bre o desenvolvimento embrionário de ostras C.rhiza— 
pharae, à diferentes temperaturas .

Temperatura aC 83 86 89
Metal(ppb > 

Cu 

Hg 

Zn

9.84± i .85 

8 . 79± 0 . 8 i  

45.83+ 5.56

8.98± i .íí 8.98± 0.58
8.5E.+ 0.78 S.4Í+ 0.46

3Í.44.+ 5.98 í 7 . 90± 4.5Í*

* Diferença significativa (p(0.05)



TABELA IX -Análise de variância e comparação de médias múltiplas 
com os valores de log ECso nos testes de açâo do co
bre sobre o desenvolvimento embrionário da ostra C. 
rhizapharae nas 3 temperaturas testadas (83, 86 e
29«c> (Dados de 3 experimentos).

Fonte variação GL SQ ÜM Razão F Probabi- 
1 idade F

Entre gru.pos 
Dentro grupos 
Total

8
6
8

.0003 . 

.0143 . 

.0146

0001
0084

.0688 .9403

Valores unidos 
(P >0.05)

pela mesma linha não di-ferem signi-ficati vãmente

SUBGRUPO i

Temp . (,3C )
Média .

89
9503

86 83 
.9511 .9689



TABELA X -- Análise de variância e comparação de médias múlti— 
Pias com os dados de log ECKQ nos testes de ação do 
mercúrio sobre o desenvolvimento embrionário da os
tra C . rh i zaphar<ae nas 3 temperaturas testadas (E3, 
26 e 29e'C). (Dados de 3 experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probab i1i —
dade F

Entre grupos 2 . 0055 . 0028 .2146 .8128
Dentro grupos 6 .0774 .0129
Total 8 .0829

---------------------

Valores unidos pela mesma linha não d i -ferem sign i f icat ivãmente
(P >0.05)

SUBGRUPO i

Temp . (c’C ) 
Méd ia

29
3758

26
3893

23
4338



TABELA XI -Análise de variância e comparação de médias multi
ples com os dados de log ECcgts nos testes de ação do 
zinco sobre o desenvolvimento embrionário da ostra
C . rhizaphorae, nas 3 temperaturas testadas (E3, £6 e 
29t*C) (Dados de 3 experimentos)

Fonte de variação GL SQ QM Razão F Probabi- 
1 idade F

Entre grupos 
Dentro grupos 
Total

£
6
8

.£636 

.0469 

. 3íQ5

. Í3Í8 

. 0078
16.8606 . 0034

Valores unidos 
(P >0.05)

pela mesma linha não d iferem sign i -f icat i vãmente

SUBGRUPO i

T emp. (°C) 
Méd ia

£9 
i,£4£6

SUBGRUPO £

T emp. (“C ) 
Méd ia

£6 
i .4936

£3 
i .6590



TABELA XII - Ordem de toxicidade relativa da ação individual de 
metais (Cu, Hg, Zn) sobre o desenvolvimento embri
onário da ostra C .rhizaphar&e à diferentes tempe
raturas, calculada com base em análise de variân
cia e no teste de Student-Newman-Kuels

Temperaturas Ordem de Toxicidade
“C

83 Hg > Cu > Zn

E6 Hg > Cu > Zn

89 Hg > Cu > Zn



TABELA XIII - Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporções líquidas de a- 
normalides , resultantes da ação do cobre (em di — 
•ferentes concentrações) sobre o desenvolvimento em - 
brionário da ostra C . rh i zaphar-a& a ES^C (Dados de 3 
exper imentos)

Fonte variação GL SG GM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 8.6875 .5855 90.3485 .0000
Dentro grupos 18 .0698 .0058
Total 17 8.6973

Valores unidos pela mesma linha não di-ferem significativa - 
mente (p > 0.05) .

SUBGRUPO i

Concentração(ppb) 0.0 8.0 4.0
Média .4587 .4659 .6183

SUBGRUPO 8

Concentração(ppb) 8.0
Média .7596

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 16.0
Méd ia 1.1555

SUBGRUPO 4

Concentração(ppb) 38.0
Méd ia 1.5006



TABELA XIV - Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporçaes líquidas de 
anormal idades , resultantes da ação do cobre (em 
diferentes concentrações) sobre o desenvolvimento 
embrionário da ostra C .rhizapharae a (Dados
de 3 experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 3.5871 . 7.174 85.4969 .0000
Dentro grupos iE . 1008 . 0084
Total 17 3.6879

Valores unidas pela mesma linha não diferem significativãmente 
(p >0.05)

SUBGRUPO i

Concentração(ppb) 0.0 E.O 4.0
Média .3515 .4118 .5386

SUBGRUPO E

Concentração(ppb) 4.0 8.0
Média .5386 .6845

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 16.0
Média 1.3177

SUBGRUPO 4



TABELA XV - Análise de variância e comparação de médias múl
tiplas (SNK) com os dados de proporções líquidas de 
anormal idades , resultantes da ação do cobre (em di
ferentes concentrações) sobre o desenvolvimento em
brionário da ostra C . rhizaphnr-ae a £9C,C (Dados dos 
3 experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Rasão F Probabili
dade P'

Entre grupos 5 3.63E1 . 7E64 Í33.85E6 .0000
Dentro grupos iE .0651 .0054
Tot a 1 17 3.6973

Valores unidos pela mesma linha não diferem significativamen
(P >0.05) .

SUBGRUPO i

Concentração(ppb) 
Méd ia

S.O
.3854

0.0
.3963

SUBGRUPO E

Concentração(ppb) 
Méd ia

4.0 
. 6185

8.0 
. 7EE6

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 
Méd ia

16.0 
1.4353

3E.0 
1.4645



TABELA XVI- Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporções líquidas de a - 
normal idades, resultantes da ação do mercúrio (em di
ferentes concentrações) sobre o desenvolvimento em
brionário da ostra C .rhizaphorae a ES^C . (Dados dos 
3 experimentos)

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 E .4455 ,489í E9.5E9Í .0000
Dentro grupos iE .1988 .0166
Total 17 E.644E

Valores unidos pela mesma linha não diferem significativamente 
(P >0.05)

SUBGRUPO 1

Concentração(ppb) 0.0 0.5 1.0 E.O
Média .4587 .4860 .5E75 .7085

SUBGRUPO E

Concentração(ppb) 4.0
Méd ia 1.1358

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 8.0 
Média 1.4364



TABELA XVII-Análise de variância e comparada de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporçoes líquidas de 
anormal idades , resultantes da ação do mercúrio (em 
diferentes concentrações) sobre o desenvolvimento em
brionário da ostra C .rhizapharae a 26«C (Dados dos 3 
experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Eintre grupas 5 2.9619 . 5924 59.2835 .0000
Dentro grupos 
Total

12
17

. 1199 
3.0818

.0100

Valores unidos 
(P >0.05)

pela mesma linha não diferem significativãmente

SUBGRUPO i

Concentração(ppb) 0.0 0.5 í.O
Média .3515 .4448 .5135

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 1.0 2.0
Média .5135 .6685

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 4.0
Média 1 . 1114

SUBGRUPO 4



TABELA XVIII- Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporções líquidas de 
anormal idades , resultantes da ação do mercúrio (em 
d i-ferentes concentrações) sobre o desenvolvimento 
embrionário da ostra C . rh i zapharae a 29e’C (Dados 
dos 3 experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 3.0542 .6108 59.8653 .0000
Dentro grupos 12 .1224 .0102
Total 17 3.1767

Valores unidos pela mesma linha não di-ferem significativamente 
(p >0.05)

SUBGRUPO 1

Concentração(ppb) 0.0 0.5 1.0
Média .3963 .4159 .5695

SUBGRUPO 2

Concentração (ppb ) 1.0 ELO
Média .5695 .7049

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 4.0
Méd ia 1.2269

SUBGRUPO 4



TABELA XIX - Análise de variância e comparação de médias múl
tiplas (SNK) com os dados de proporções líquidas 
de anormal idades , resultantes da ação do zinco (em 
diferentes concentrações) sobre o desenvolvimento em
brionário da ostra C . rh i zaphar-ãs a 23C,C . (Dados dos 
3 experimentos).

Fonte variação GL SGl QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 .4007 .080Í 50.2676 .0000
Dentro grupos iS .0191 .0016
Total 17 .4198

Valores unidos pela mesma linha não diferem significativãmente 
(P >0.05)

SUBGRUPO 1

Concentração(ppb> 0.0 3.0
Média .4587 .5004

SUBGRUPO 2

Concentração(ppb) 6.0 12.0
Média .5745 .6375

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 24.0
Média .7751

SUBGRUPO 4



TABELA XX - Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SNK) com os dados de proporções líquidas de 
anormal idades , resultantes da ação do zinco (em dife
rentes concentrações) sobre o desenvolvimento embri
onário da ostra C . rh i zaphar-ae a Eò^C . (Dados dos 3 
experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupos 5 .7281 .1456 47.5803 .0000
Dentro grupos IS .0367 .0031
Total 17 .7648

Valores unidos pela mesma linha não diferem significativamente 
(p > 0.05)

SUBGRUPO 1

Concentração(ppb) 0.0
Média .3515

SUBGRUPO 2

Concentração (ppb ) 3.0 6.0 .12.0
Média .5061 .5594 .6214

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 24.0
Média .7295

SUBGRUPO 4



TABELA XXI - Análise de variância e comparação de médias múlti
plas (SínJK) com os dados de proporções líquidas de a - 
normal idades , resultantes da ação do zinco (em dife
rentes concentrações) sobre o desenvolvimento embri
onário da ostra C . rhizaphar-ae a 29CC  (Dados dos 3 
experimentos).

Fonte variação GL SQ QM Razão F Probabili
dade F

Entre grupas 5 í .1606 .£321 31.8053 .0000
Dentre grupos 12 .0876 .0073
Total 17 1.2482

Valores unidos pela mesma linha não diferem significativãmente 
(P >0.05)

SUBGRUPO 1

Concentração(ppb) 
Méd ia

0.0
.3963

3.0
.5070

SUBGRUPO 2

Concentração(ppb) 
Méd ia

3.0 
. 5070

6.0
.5997

SUBGRUPO 3

Concentração(ppb) 
Média

6.0
.5997

12.0
.7449

SUBGRUPO 4

Concentração(ppb) 
Méd ia

24.0
.9492

SUBGRUPO 5

Concentração(ppb) 
Média

48.0 
1 . 1312



TABELA XXII - Valores médios (3 experimentos) de percentagens 
líquidas de anormal idades nos testes com embriões 
da ostra C . rhizaphar-as submetidos por 24h à ação 
individual e combinada de cobre e zinco à diferen
tes temperaturas (SA=simples adição; S=sinergismo; 
A=antagon ismo)

Cobre (ppb)

0 2 4 8 16

Z inco 0 0 1 .00 15.87 CUooCO
1

81 . 19
(ppb) 3 5.60

6 14.55 34.52 SA 74.90 SA
12 20.51 78.42 S
24 37.01 57.30 SA 88.06 S
48 50. 12

Cobre (ppb)

0 2 4 8 16 32

Z inco 0 0 4.93 16.57 29.77 97 .97 100.00
(ppb ) 3 i3 . 47

Ò 19.64 49.57 S 71 . 59 A
12 26.59 58.75 S
24 37.65 55.73 SA 92.52 SA
48 65 .51

Cobre (ppb)
29t-'C

0 2 4 8 16 32

Z inco 0 0 -1 . 95 12.60 33.13 95.95 100.00
(ppb 5 3 13.97

6 22 . 27 47.31 S 92 . 50 A
12 39. 11 64 . 02 SA
24 62.09 70.88 SA 98.43 SA
48 79.02



TABELA XXIII - Valores médios (3 experimentos) de percentagens
líquidas de anormal idades nos testes com embriões 
da ostra C .rhizapharae submetidos por £4h à açao 
individual e combinada de cobre e mercúrio à di
ferentes temperaturas. (SA=simples adição; S=si — 
nergismo; A=antagonismo)

23®C
Cobre (ppb)

0 E 4 8 16 3 a

Mercúr io 0.0 0 i.00 15.87 30.0E 81 . 19 99.31
(ppb) 0.5 3.E4

1 .0 7 . í 8 6.95 A 6E.79 SA
E.O E6.0E 3E.09 A
4.0 64.86 66.IE SA 88.86 SA
8.0 97.84

Cobre (ppb)
£6“C

0 E 4 8 16 3E

Mercúr io 0.0 0 4.93 16.57 E9.77 97 .97 100.00
(ppb) 0.5 7 . E6

.1 .0 13. 9E 5.88 A 58.99 A
E.O E9.64 48.35 SA
4 . 0 77. 11 78.77 SA 98.80 SA
8.0 99.30

Cobre (ppb)
---------

E9('-T;
0 E 4 8 16 3E

Mercúr io 0.0 0 -1 .95 1E.60 33.13 95.95 100.00
(ppb ) 0 . 5 i . 38

1 .0 17 .99 14.36 A 9E . 76 A
E.O 36. 16 44. EE A
4.0 84.56 97.7E S 94. 13 A
8.0 100.00



TABELA XXIV - Valores médios (3 experimentos) de percentagens
líquidas de anormalidades nos testes com embriões 
da ostra C .rhizaphor&e submetidos por 84h à ação 
individual e combinada de zinco e mercúrio à di
ferentes temperaturas. (SA=simp'les adição; S=si — 
nergismo; A=antagonismo)

Zinco (ppb)
1-,

0 3 6 18 84 48

Mercúrio 0.0 0 5.60 14.55 80.51 37.01 50 .80
(ppb) 0.5 3.84

1.0 7. 18 38 . 40 8 39.47 A
8.0 86.08 33.84 A
4.0 64.86 41 .66 A 88 . 59 SA
8.0 97.84

26“C
0 3

Zinco (ppb)

6 12 24 48

Mercúr io 0.0 0 13.47 19.64 86 . 59 37.65 65.51
(ppb ) 0.5 7.86

1.0 13.98 .14.62 A 24. 16 A
8.0 89.64 34.66 A
4.0 77. 11 73.99 SA 97.40 S
8.0 99.30

29«C
0

Zinco (ppb)

6 18 84 48

Mercúrio 0.0 0
(ppb) 0.5 .1.38

1.0 17.99
8.0 36.16
4.0 84.56
8 . 0  100.00

13.97 88.87 39.11

83.84 A

68.09 100.00

45.14 A
45.67 A 

95.58 8 97.58 S



TABELA XXV - Análise de variância dupla com os dados de log ECh0 
nos testes com embriões da ostra C . rhizophor as sob 
açao individual de metais (Cu, Hg, Zn) em diferen
tes concentrações e nas tres temperaturas testadas 
(S3, 26 e £9C3C )

Fontes de variação Soma dos 
quadrados

GL QM h Significin— 
cia F

Efeitos principais 5.227 4 1 . 307 169.745 0.000

METAL (ppb ) 5. 108 2 £.554 331.769 0.000

TEMPERATURA («O . ÍÍ9 2 .059 7 . 721 0.004

Interações . 15i 4 .038 4.890 0 .008

METAL X TEMPERATURA . Í5í 4 .038 4.890 0.008

Exp1icado 5.377 8 .672 87.317 0 . 000

Residual . 139 18 .008

Total 5.516 £6 .212

Valores de significancia de F menores que 0.05 representam diferen
ças significativas.



Tabela XXVI- Valores médios de pH e de oxigênio dissolvido(00), 
determinados no inicio (0 hora) e final (£4h> dos 
tres experimentos com embriões da ostra C.rhizo— 
píiorae sob ação de metais pesados, a diferentes 
temperaturas.

Temperatura
(“O

Metal Concentra 
(ppb >

cão pH 0D '(ppm)
(.0h> (84h) Dif .

(0-£4h)
(0h) (34h) Dif .

(0-34h)
£3
£6
£9
£3
£6.
£9

Cu

0.0

£.0

8.5
8.5
8.5
8.5
8.4
8.4

7.9
8.0
8.3
8.3
8.3
8.3

0.6
0.5
0.3
0.3
0.1
0.1

4.8
4.8 
5.1
5.0
4.8
5.1

4.3 
4 . £
4.3
4.3 
4 . £
4.3

0.6 
0.6 
0 . 9
0.8
0.6
0.8

£3 Cu 4.0 8.4 8.1 0.3 5.0 4.5 0.5
36 8.5 .8.0 0.5 5.3 4.7 0.6
£9 8.5 8.£ 0.3 5.3 4.5 0.7
£3 Cu 8.0 8.4 7.9 0.5 4.9 4 . 8 0. 1
£6 8.4 8.0 0.4 5.4 4.9 0.5
£9 8.4 8.3 0. £ 5.3 4.6 0.7
£3 Cu 16.0 8.3 8.0. 0.3 4.9 4.6 .0.3£6 8.4 8.0 0.4 5.4 4.9 .0.5£9 8.5 8.0 0.5 5.3 4,8 0.5
£3 Cu 33.0 B . 4 8.1 0.3 5.0 4.3 0.7£6 8.4 8. 1 0.3 5.4 4.5 0.9£9 8.4 8.0 0.4 5.3 4.3 1.0
£3 Hg 0.5 8.4 8.1 0.3 5.0 4.5 0.5
£6 8.4 8.0 0.4 5.3 4.8 0.5
£9 8.5 8.0 0.5 5.5 4.7 0.8
£3 Hg i .0 8.3 8.1 0. £ 5.0 4.7 0.3
Sb 8.5 8.0 0.5 5.1 4.5 0.4
£9 8.5 8. £ 0.3 5.1 4.5 0.6
£3 Hg £.0 8.3 8.0 0.3 5.1 4.3 0.9
Sb 8.3 8.1 0. £ 4.8 4.0 0.8
£9 8.4 8.0 0.4 5.1. 4.£ 0.9
£3 Hg 4.0 8.5 8.0 0.5 4.9 4 .6 0.3
Sb 8.5 8.0 0.5 5.4 .4.9 0.5£9 8.4 8.0 0.4 5.3 4.8 0.5
£3 Hg 8.0 8.4 8.0 0.4 5.0 4.5 0.5
£6 8.4 7.9 0.5 5.3 4 . B 0.5
£9 8.3 8.0 0.3 5.4 4.7 0.7

£a Zn 3.0 8.5 8.0 0.5 5.0 4.7 0.3
£6 8.5 8.1 0.4 5.3 4.7 0.5
£9 8.5 8.0 0.5 5.0 4.6 0.4

£3 Zn 6.0 8.5 8.3 0.3 5.1 4.7 0.4
£6 8.5 8.0 0.5 5.3 4.9 0.4
£9 8.4 8.1 0.3 5.1 0.5
£3 Zn i£. 0 8.5 8.0 0.5 4.8 4.7 0.1
£6 8.4 8.1 0.3 4 . B 4.6 0. £
£9 8.5 8.0 0.5 5.0 4.7 0.3
£3 Zn £4.0 8.3 8.0 0.3 4.9 4 . 7 0. £
Sb 8.5 8.0 0.5 5.3 4.8 0.4
£9 8.5 7.9 0.6 4.8 4.5 0.3
£3 Zn 48.0 8.3 8.0 0.3 5.3 4.8 0.5
£6 8.5 B.i 0.4 5.4 4.9 0.5
£9 8.4 8.1 0.3 5.1 4.5 0.6



Continuação da tabela anterior

Temperatura Metal Concentração pH OD (ppm)
(Oh) (24h) Di-f (Oh) (S4h) Dif.

(0-24h) (0-24h)
23
26
29

CuxZn 4.Ox 6.0 8.4
8.4 
B . 4

8.2
8.2
8.1

0.2
0.2
0.3

5.0
5.3
5.4

4.8
5.0
5.0

0.2
0.3
0.4

23 CuxZn 8.0x12.0 8.4 8.3 0 . 1 5.4 5.3 0.126 8.5 8.2 0.3 5.0 4.8 0.229 8.3 8.0 0.3 5.0 4.7 0.3
23 CuxZn 16.0x24.0 8.5 8.3 0.2 5.5 5.2 0.326 8.5 8.3 0.2 5.4 4.9 0.529 8.5 8.2 0.3 5.2 4.6 0.6
23 CuxZn 4.0x24.0 8.4 8. 1 0.3 4.9 4.6 0.326 8.3 8.0 0.3 5.0 4.8 0.229 8.3 8.0 0.3 5.2 4.8 0.4
23 CuxZn 16!Ox 6.0 8.5 8. 1 0.4 5.0 4.7 0.326 8 . 4 8.0 0.4 4.9 4.6 0.329 8.4 8.0 0.4 5.1 4.7 0.4
23 CuxHg 4.0x1 .0 8.2 8.0 0.2 4.9 4.6 0.326 8.5 8.1 0.4 4.8 4.7 0. 129 8.3 7.9 0.4 5.0 4.7 0.3
23 CuxHg 8.0x2.0 8.0 7.9 0 . 1 5.1 4.8 0.326 8.1 8.0 0.1 5.2 4.8 0.429 8.1 8.0 0. 1 5.0 4.6 0.4
23 CuxHg 16.0x4.0 8.5 8.2 0.3 5.1 4.7 0.426 8.5 8.0 0.5 5.3 4.9 0.4
29 8.4 8.1 0.3 5.2 4.7 0.5
23 CuxHg 4.0x4.0 8.5 8.0 0.5 4.8 4.7 0.1
26 8.5 8.0 .0.5 5.2 4.8 0.4
29 8.5 8.1 0.4 4.8 4.4 0.4
23 CuxHg 16.0x1.0 8.5 8.0 0.5 5.1 4.8 0.326 8.4 8.0 0.4 5.2 4.8 0.429 8.5 8.0 0.5 5.1 4.7 0.4
23 ' ZnxHg 6.0x1.0 8.5 8.0 0.5 5.3 4.8 0.526 8.4 8.1 0.3 5.4 4.9 0.5
H9 8.4 8.1 0.3 5.1 4.5 0.6
23 ZnxHg 12.0x2.0 8.4 8.0 0.4 4.9 4.7 0.2
26 8.5 8.0 0.5 5.3 4.9 0.4
29 8.5, 7.9 0.6 4.9 4.5 0.4
23 ZnxHg 24.0x4.0 ‘8.5 8.1 0.4 5.0 4.7 0.3
26 8.4 8.0 . 0.4 5.1 4.7 0.4
29 8.3 B. 1 0.2 5.1 4.5 0.6
23 ZnxHg 24.0x1.0 8.4 8.1 0.3 5.0 4.4 0.6
26 8.5 8.1 0.4 5.3 4.7 0.6
29 8.4 8.0 0.4 5.3 4.5 0.8
23 ZrixHg 6.0x4.0 8.3 8.1 0.2 5.0 4.4 0.6
26 8 . 4 8 . 1 0.3 4.8 4.2 0.6
29 8.4 8.2 0.2 5.1 4.5 0.6

Médias+ desvios-padrão 0.35+0.13 0.47±0.20
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