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1 - INTRODUCAO

E consenso que a degradagdo da qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos
vem acontecendo de forma intensa e global, sobretudo nas regides desenvolvidas e em
desenvolvimento das areas costeiras, como resultado de inimeras atividades antropicas que
geram efluentes e residuos contaminantes com alto grau de toxicidade, o qual provoca

efeitos deletérios gradativos em toda cadeia trofica que habita esses ecossistemas.

Esses ecossistemas de uma forma geral se constituem em grandes receptaculos de
poluentes, varidveis em quantidade e origem, em sua maioria langados no meio ambiente
sem qualquer tratamento prévio. Os ecossistemas aquaticos, em particular, recebem uma

grande variedade de poluentes.

A presenca de algumas substancias de natureza orgénica e inorganica nos varios
ecossistemas, especialmente nos costeiros, representa um elevado risco aos seres vivos que
ocupam esses espacos, uma vez que a exposicdo continuada dos organismos a essas
substancias pode levar a um comprometimento das espécies bem como do ecossistema

como um todo.

1.1 - METODOS UTILIZADOS NA AVALIACAO DA QUALIDADE AMBIENTAL

As andlises quimicas rotineiramente efetuadas no controle da qualidade ambiental
traduzem uma avaliacdo parcial das condi¢des do ambiente, uma vez que identificam e
quantificam algumas substincias presentes no meio, embora ndo detectem os efeitos
causados a biota local resultante de suas interagdes. Seu uso exclusivo para detectar

desequilibrios ecoldgicos nesses ecossistemas, torna-se entdo, desaconselhavel.

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos tém sido utilizados, desde a
década de 40, para prever o impacto do langamento de agentes quimicos em recursos

hidricos (Buikema et al., 1982; Parrish, 1985).



As informacgdes geradas através dessa técnica foram utilizadas com o objetivo de
estabelecer as concentracdes de varios agentes toxicos que poderiam ser dispostos sem
prejuizo do equilibrio natural das comunidades aquaticas. Entretanto, ao longo dos anos 70,
alguns pesquisadores observaram que os teores estabelecidos para os diversos agentes
toxicos isoladamente poderiam nao preservar, efetivamente, a qualidade de dgua necessaria
para a manuten¢do da vida aquatica devido a mistura desses agentes (Hanmer et al., 1984;
Lloyd, 1986). A partir dessas observacdes, e através de testes de toxicidade e andlises
quimicas feitas conjuntamente, houve uma intensificagdo em estudos para identificar as
possiveis interagdes entre os agentes toxicos presentes em efluentes, e seus conseqiientes

efeitos sobre a biota aquatica (EIFAC, 1980).

Com isso, apesar do efetivo e bem documentado papel dos testes de toxicidade na
avaliacdo da qualidade ambiental, chegou-se a conclusdo de que a verificagdo dos niveis de
toxicidade nesses ambientes deveria estar atrelada a analises quimicas e biologicas para
uma avaliacdo global dos efeitos, ndo apenas quantificando e identificando as substincias
presentes no meio, mas, detectando os efeitos causados aos organismos locais. Esses trés
métodos (analises quimicas, testes de toxicidade e deteccdo de alteragdes biologicas em
populagdes) formam uma triade natural, em que cada componente real¢ca o poder dos outros

(Sergy, 1987).

Amplamente utilizada, a simples analise quimica dos contaminantes presentes no
sedimento nao ¢ indicadora de efeitos biologicos, mas ¢ necessaria para determinar o grau e
a natureza da contaminacdo. Por outro lado, os testes de toxicidade fornecem um
significado toxicologico aos dados quimicos, evidenciando a necessidade do uso de
técnicas associadas. No entanto, como os testes de toxicidade sdo feitos em laboratério,
podem nao repetir as condi¢des as quais a biota residente pode estar exposta. Por isso,

estudos sobre essas comunidades sdo necessarias (Long & Chapman, 1985).

O método da triade permite um maior espectro de respostas, permitindo assim, de

maneira integrada, detectar alteracdes na qualidade do ambiente estudado (Abessa et al.,



1998). E importante ressaltar que na impossibilidade de utilizar as trés técnicas associadas,
os testes de toxicidade sdo os mais aconselhdveis por apresentarem, dentre outras, as

seguintes vantagens (Environment Canada, 1999).

Medem a toxicidade mesmo quando o agente toxico € desconhecido;

e Tém carater preditivo, ou seja, fornecem adverténcia de potenciais danos ambientais,

antes que o ecossistema esteja severamente comprometido;

e S3o usualmente menos custosos que as analises quimicas;

e Apresentam respostas em curto periodo de tempo;

e As espécie utilizadas sdao de facil manutengao.

1.2 - TESTES ECOTOXICOLOGICOS E SUA IMPORTANCIA NA AVALIACAO DE EFEITOS

ADVERSOS NOS ECOSSISTEMAS

Os métodos mais relevantes do ponto de vista ecoldgico para avaliagdo de efeitos
adversos sdo aqueles que determinam alteragdes na estrutura e funcdo dos ecossistemas
(Kelly & Harwell, 1989). Entretanto, tais determinagdes sao dificeis, de alto custo, exigem
muito tempo e raramente sdo preditivas. Assim, quando uma alteragdo significativa for
evidenciada, o ecossistema possivelmente ja estard severamente danificado. Além disso, ¢
geralmente impossivel relacionar determinado grau de alteragdo a niveis de contaminagao
de um poluente, devido ao enorme ntimero de variaveis naturais e antropogénicas atuando

no sistema (Nascimento et al., 2002).

Muitos autores (Depledge,1990; Fossi & Leonzio, 1994), afirmam que a cada
degrau que se desce na hierarquia biologica (niveis de comunidade, populacdes,

organismos e celular — bioquimico) mais dificil se torna relacionar os efeitos de poluentes



observados a alteragdes no ecossistema como um todo. Por exemplo, as relacdes especificas
entre respostas bioquimicas e efeitos adversos em ecossistemas nao sao claras, tornando
dificil interpretar, em niveis de organizagdo mais altas, as conseqiiéncias de uma alteracao
bioquimica (Neff, 1984). Uma forma de minimizar as dificuldades de prognostico,
diagnostico e monitoramento ambiental ¢ utilizar testes de toxicidade que fornecam

respostas em nivel de organismos.

A maioria dos padroes de qualidade para a protecdo de ambientes aquaticas foram, e
ainda sdo, estabelecidos com base em estudos de laboratorio; dentre esses destacam-se os
testes ecotoxicologicos agudos e cronicos com diversos organismos, por apresentarem
custo reduzido e simularem o que pode ocorrer nos ecossistemas aquaticos com relativa

exatiddo (Bertoletti, 2000).

Os testes ecotoxicologicos permitem, sob condi¢des controladas, determinar as
concentragdes dos agentes quimicos que causam efeitos danosos aos organismos aquaticos
e tém ampla utilizacdo no estabelecimento de padrdes e/ou critérios de qualidade para a
protecao de comunidades aquaticas (Bertoletti, 2000). Sao utilizados como ferramenta de

uso rotineiro para avaliacdo da qualidade de efluentes (Gherardi-Goldstein et al., 1990).

Os testes de toxicidade que fornecem respostas em nivel de organismo sdo os mais
eficientes para se diagnosticar ¢ monitorar o ambiente aquatico, sendo preferivel nesses
testes utilizar embrides, pois se constituem na fase mais sensivel do ciclo de vida do
organismo. Os testes embrio-larvais (early-life stages tests) fornecem respostas de toda a
fase embriondria do organismo, portanto sdo considerados como testes de efeitos sub-
cronicos (Nascimento et al., 2000b; Nascimento et al., 2002). Testes de toxicidade com
duracdo de 24 a 96 horas, poderiam ser considerados como testes agudos, entretanto, por
envolverem fase completa, embora inicial, do ciclo de vida do organismo, quando ocorrem
muitas divisdes celulares e, portanto, maior acessibilidade do DNA a influéncias externas,
sao hoje considerados testes especiais, fora da classificagdo de agudos ou cronicos

(McKim, 1985). Com isso, mantida a utilizagcdo de fases embriolarvais por curtos periodos,



os testes de toxicidade sugeridos foram denominados sub-cronicos ou cronicos de curta

duracao.

1.3 - USO DE TESTES DE TOXICIDADE COM EMBRIOES DE OSTRA

A utilizagdo de ensaios ecotoxicologicos com embrides de ostra foi recomendado,
por Woelke (1972), para determinagao de qualidade de 4gua nos ambientes marinhos,
sendo que esses ensaios foram padronizados pela American Society for Testing and
Materials (ASTM, 1989). Dados de literatura relativa a embrides de ostra mostram que
estes organismos respondem a agdo de muitas substancias quimicas, ou alteragdes de
variaveis fisico-quimicas, desenvolvendo-se de forma anormal (Loosanoff & Davis, 1963;
Davis & Calabrese, 1969; Calabrese & Davis, 1970; Calabrese et al., 1973; Mc Innes &
Calabrese, 1978, 1979; Martin et al., 1981; Nascimento et al., 1989; Nascimento et al.,
2002; Nascimento et al., 2000a ¢ 2000b).

E importante ressaltar que a exposi¢do continuada dos organismos a agentes toxicos
presentes nos ecossistemas muitas vezes ndo provoca diretamente a sua morte, mas afeta a
estrutura e funcdo de alguns oOrgdos vitais como branquias, gonadas, rins, figado, dentre
outros, comprometendo a viabilidade do individuo. Por isso, as mudancas morfologicas
decorrentes da toxicidade do meio, constatadas em escala microscopica em laboratério, sao

indicadoras de possiveis alteracdes no ecossistema em questao.

Apesar da crescente utilizagdo dos testes ecotoxicologicos no Brasil, segundo
Bertoletti (2000), poucas espécies de organismos aquaticos nativos sao empregadas em
métodos padronizados; dentre essas destacam-se as seguintes: os crustadceos dulciaquicolas
Daphnia similis, Ceridaphnia dubia e Hyalella sp, o crustdiceo marinho Mysidopsis juniae,
e o equinoide Lytechinus variegatus. Além dessas, a espécie Crassostrea rhizophorae tem
sido utilizada para avaliacdo da toxicidade de efluentes e produtos e para determinacao de
qualidade em corpos d’4gua (Nascimento, 1982; Nascimento et al., 1989; Nascimento et
al., 2002; Nascimento et al., 2000a e 2000b). Trata-se de uma ostra representativa de

ecossistemas locais, que habita os manguezais desde o Caribe a Santa Catarina, Brasil



(Rios, 1970), sendo por isso importante na avaliagdo da qualidade desses ambientes, uma
vez que ndo ¢ uma espécie introduzida. No que tange a reproducdo, embora ocorram picos,
em geral em torno de margo/abril e setembro/outubro, esta espécie desova durante todo
ano, nao havendo necessidade de condicionamento prévio de reprodutores para a realizagao

dos testes (Nascimento & Lunetta, 1978).

1.4 - USO DE SUBSTANCIAS DE REFERENCIA EM TESTES DE TOXICIDADE

Para atribuir maior confiabilidade a testes de toxicidade ¢ necessario a padronizagdo
do nivel de sensibilidade dos organismos-teste com a utilizagdo de uma substancia de
referéncia, uma vez que a variagdo natural dos resultados ¢ uma ocorréncia comum em

testes de toxicidade.

A substancia de referéncia ¢ um agente quimico, denominado de controle positivo,
que atua em testes de toxicidade detectando efeitos fora da variagdo normal, mediante a
utilizagdo de uma série de multiplas concentragdes. Representam assim, um meio de
detectar mudangas na performance de organismos-teste ¢ de avaliar a precisdo destes testes

(Environment Canada, 1990).

Além disso, nos testes de toxicidade sdo utilizados os chamados controles,
denominados também de controles negativos, os quais servem como monitor geral da
qualidade no experimento. Por exemplo, mudangas repentinas de temperatura, estresse no
manuseio dos organismos-teste, ou doencas ndo percebidas podem causar elevada
mortalidade, até mesmo na auséncia de um agente quimico. Ambos, controle positivo e
controle negativo sdo necessarios para avaliar a qualidade dos testes ecotoxicologicos

(Environment Canada, 1999).

Desse modo, o uso de substincias de referéncia confere aos testes maior
confiabilidade, uma vez que as alteracdes apresentadas pelos organismos-teste sio
atribuidas ao agente estressor e ndo a qualquer outra variavel. Além disso, estas substancias
fornecem uma medida de reprodutibilidade, ou seja, concordancia entre os resultados

obtidos.



A variabilidade ocorrente em testes de toxicidade pode ser atribuida a fatores
naturais como a saide dos organismos-teste e a diferencas de sensibilidade entre grupos de
organismos, ou a fatores ndo esperados como as alteracdes na qualidade da 4gua do

laboratorio e a inconsisténcia operacional de técnicos (Environment Canada, 1990).

Usualmente, em testes de toxicidade sdo utilizadas substancias quimicas de grau
analitico, as quais permitem determinar o coeficiente de variagdo dos resultados de uma
série de experimentos (Bertoletti, 2000). Essa determinagdao é importante, pois qualquer
metodologia que envolva organismos vivos deve envolver também avaliagdes de sua
precisdo, o que significa a medida da proximidade de concordancia entre os resultados dos

testes efetuados (Rue et al. 1988).

Dados de literatura (Enviroment Canada, 1999) sugerem um coeficiente de variagdo
(C.V) menor que 40% como aceitavel a reprodutibilidade de resultados na auséncia de
algum padrdo historicamente aceito. Os 40% foram selecionados com base em discussodes
com toxicologistas e autores de experiéncias em laboratério, testando substancias de

referéncia (Environment Canada, 1999).

Considerando que as interferéncias analiticas possam ser eliminadas ou, pelo
menos, minimizadas, ainda assim ¢ esperado que exista uma variacao natural nos resultados
dos testes ecotoxicologicos. Segundo Sprague (1985), freqiientemente, grande parte dessa
variagdo ¢ inexplicavel, uma vez que pode ser resultado de alteracdes ndo identificadas
(como a sensibilidade individual) ou nas condic¢des do teste. Portanto, ¢ necessario avaliar a
variabilidade inerente a um teste ecotoxicologico, especificamente dos fatores bioldgicos

como a saude, a genética e condicdes gerais dos organismos utilizados (Morrison et al.

1989).

Diversas substancias de natureza organica e inorganica sao usadas como referéncia
em testes de toxicidade. Dentre elas o Dodecil Sulfato de Sodio (DSS), embora utilizado

amplamente como substincia de referéncia em testes de toxicidade com diversos



organismos testes, ndo tem seu uso recomendado como um bom agente quimico de
referéncia, uma vez que nao atende as carateristicas inerentes a uma boa substancia de

referéncia (Environment Canada 1990).

Apesar disso, o reagente Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) também conhecido como
Lauril Sulfato de Sodio, ¢ utilizado em testes de toxicidade, por apresentar as seguintes

vantagens:

e Atua de forma rapida, por ser ndo seletivo e consistente em sua toxicidade a

animais aquaticos (Davis & Hoos, 1975; de Aratjo & Nascimento, 1999).

e Apresenta baixa toxicidade ao homem;

e Apresenta toxicidade em baixas concentragdes;

Apesar do amplo uso do DSS em laboratérios nacionais e internacionais como

substancia de referéncia, atualmente, questiona-se seu uso, devido uma série de

desvantagens comprovadas ao longo de sua utilizagdo, sdo elas:

e Altas taxas de biodegradacao da solucdo (Pessah et al., 1975; Abel, 1974);

e Durante seu preparo ha formacao de espuma (Davis & Hoos, 1975), exigindo do

pesquisador cuidado ao manusear o produto.

e Diferentes lotes do reagente podem apresentar diferencas na toxicidade (Fogels

& Sprague, 1977).

Pesquisas realizadas com a truta arco-iris demonstram a inconsisténcia de resultados
quando o DSS ¢ utilizado como agente quimico de referéncia; quando estressadas por
inani¢do, temperatura, ou altas densidade no local de acondicionamento, as trutas nao

responderam diferentemente (tempo de sobrevivéncia mediano) ao DSS, quando



comparadas as nao submetidas as referidas condi¢des (Alexander & Clarke, 1978). Pessah
et al., (1975), reportaram que a CLso para um estoque de trutas doentes nao foi diferente da

CLso apresentada por trutas saudéveis (Environment Canada 1990).

Por outro lado, diferentes lotes do Dodecil Sulfato de S6dio (DSS) pode gerar niveis
de respostas também diferentes; essa limitagdo pode ser comprovada por Fogels & Sprague,

(1977).

Diante das desvantagens apresentadas pelo DSS quando usado como substancia de
referéncia em testes de toxicidade e tendo em vista a ampliagdo de opcdes de substincias
quimicas como referéncia, o presente trabalho visou pesquisar toxicos de origem organica,
a saber, fenol e 4-clorofenol, que possam ser utilizados como alternativa em testes de
toxicidade com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae, buscando a conformidade com

alguns critérios estabelecidos pelo Environment Canada (1999), a saber:

1 - Possibilitar a detec¢do de organismos anormais;

2 - Apresentar toxicidade em baixas concentragdes;

3 - Nao apresentar seletividade, ou seja, ser toxico tanto para invertebrados quanto para

peixes;

4 - Ser reconhecido como um contaminante ambiental;

5 - Ser disponivel na forma pura;

6 - Ser de facil analise;

7 - Apresentar solubilidade e estabilidade em agua;

8 - Apresentar estabilidade durante o armazenamento.

As substancias utilizadas como agentes de referéncia sdo quimicos, comumente um

metal (como o zinco) ou um composto organico simples (como o fenol), que devem possuir



um grau de toxicidade bem documentado para as espécies teste, capazes de possibilitar

comparagoes entre resultados (Environment Canada, 1999).

Essas substincias tém sido usadas em testes interlaboratoriais para avaliar a
variabilidade de resultados de um método executado em diferentes laboratdrios. Essa
precisao dos testes de toxicidade pode ser inferida através de uma série de testes, onde o
consenso entre “endpoints” da maioria dos laboratorios ¢ assumida para refletir o resultado
“real”. Contudo, o conceito de resultado “real” como ¢ aplicado em analises quimicas pode
ser improprio para interpretagdo de testes ecotoxicoldgicos interlaboratoriais. Diferengas na
agua de dilui¢dao e nos organismos testes, ¢ o fato de que alguns elementos teste ndo serem
precisamente definidos (por exemplo, taxa de aeracdo) podem levar a diferentes, mas

igualmente validos, resultados de testes (Environment Canada, 1990).

Além disso, os toxicos de referéncia podem ser usados para estimar as condi¢des ou
sensibilidade de um grupo de organismos-teste. Aplica-se na conducdao de testes de
toxicidade para garantir uma série de valores de CEs, (cartas controle de sensibilidade).
Resultados individuais sdo comparados com performances historicas para identificar se eles
ocorrem dentro de uma faixa aceitdvel de variabilidade. Dados que ocorrem fora de um
limite estabelecido sugerem uma revisdo de fontes potenciais de variabilidade
(Environment Canada, 1990).

Durante o desenvolvimento do presente trabalho ficou clara a necessidade de
pesquisas acerca do uso de substancias organicas em testes de toxicidade, uma vez que, na
literatura ha uma escassez de informagdes sobre tais substancias; esse fato restringiu uma
analise comparativa mais ampla entre os agentes toxicos avaliados e o organismo-teste
utilizado nessa pesquisa; entretanto, outros organismos aqudticos foram usados para
expressar a agdo toxica desses quimicos em testes de toxicidade. Certamente o
conhecimento do comportamento desses agentes quimicos, recomendados como
substancias de referéncia, virdo subsidiar futuras pesquisas, permitindo uma avalia¢do
adequada dos resultados, visando o controle da qualidade analitica de testes de toxicidade

com embrides de ostra.



2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Desenvolver estudos para subsidiar o controle da qualidade analitica de testes de

toxicidade com embrides de Crassostrea rhizophorae.

2.2 — ESPECIFICOS

Calcular as concentragdes efetivas (CEsp-24 horas) expressas em mg/L para as

substancias quimicas estudadas;

Estabelecer uma concentracdo efetiva alternativa para a expressdo de efeitos cronicos

em testes de toxicidade com Crassostrea rhizophorae;

Determinar a precisdo analitica dos testes de toxicidade com substancias orgénicas de
referéncia, utilizando como organismo-teste embrides da ostra Crassostrea

rhizophorae;

Estabelecer cartas controle de sensibilidade para Crassostrea rhizophorae utilizando as

substancias de referéncia estudadas;

Determinar dentre os quimicos estudados o que melhor se aplica como substancia de

referéncia em testes de toxicidade com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae.



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — ORGANISMOS -TESTE: COLETA E TRATAMENTO EM LABORATORIO

Foram utilizadas ostras da espécie Crassostrea rhizophorae como organismo-teste nos
testes de toxicidade executados; essa espécie habita os manguezais, desde o Caribe a Santa

Catarina, Brasil (Rios, 1970) sendo portanto, de ampla distribuicdo na costa brasileira.

As ostras utilizadas nos testes foram provenientes de areas ndo poluidas. Em laboratoério,
apos serem lavadas, limpas de incrustacdes e deixadas em jejum, foram aclimatadas em
recipientes contendo agua do mar filtrada, acrada e com salinidade 28 por 24 horas, condi¢des

semelhantes a do local de coleta (Figuras 1 ¢ 2).

Figura 1: Aclimatagdo das ostras Figura 2: Cuidados prévios com os
reprodutores: limpeza de
incrustantes

3.2 - CARACTERISTICAS DA AGUA UTILIZADA

A 4agua utilizada tanto no processo de aclimata¢do, quanto na execucdo dos testes
apresentou as seguintes caracteristicas: Salinidade 28; Temperatura 26+ 1°C e pH = 8.0 a 8,5; foi
filtrada em filtros Whatman® GF/C (capacidade de retengdo de particulas 1.2um), esterilizada em
autoclave (127°C e pressdo de 1.5/cm? por 20 minutos) e utilizada 48 horas ap6s autoclavagem

para garantir a estabilizacdo do pH.



3.3 — DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES-TESTE, PH E OXIGENIO DISSOLVIDO

Foram utilizados ensaios preliminares exploratdrios, utilizando-se solu¢des com intervalos
de concentragdes largamente espacadas, de forma a se estabelecer a faixa de sensibilidade do
organismo-teste. Com base no teste preliminar, foram selecionadas as concentragdes das
solugdes-teste do agente téxico, com intervalos em escala logaritmica (Environment Canada,
1995). Como parte integrante da metodologia, foram determinados os valores de pH e oxigénio

dissolvido dos testes de toxicidade, executados com as substancias organicas analisadas.
3.4 — SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Foram utilizadas, em comparagdo com o Dodecil Sulfato de Sédio (DSS), cujas limitagdes
ja foram explicitadas, duas outras substancias organicas sugeridas em literatura como candidatas
a bons toéxicos de referéncia: Fenol (C¢HsOH) e 4-Clorofenol (4-CIC¢H4OH). Foram realizados
15 testes de toxicidade para cada substancia de referéncia, como recomendado pelo Enviroment

Canada (1990).

. Fenol (C¢HsOH) — Lote 010964
Fabricado por VETEC Quimica Fina Ltda.
Peso Molecular = 94,11

) 4-Clorofenol(4-CICsH4OH) — Lote 972909
Fabricado por VETEC Quimica Fina Ltda.
Peso Molecular = 128,56

° DSS (Cy; Hys Na O4S) — Lote 8170341000
Fabricado pela MERCK
Peso Molecular = 288,38

Preparo da solucio de DSS utilizada como matriz téxica: Foram utilizados 10mg do produto
em 100 ml de 4gua do mar dissolvidos lentamente para ndo formar espuma. Apos a avolumacao
do baldo, a solucdo foi agitada durante 30 minutos em placa magnética para total

homogeneizagdao. O DSS foi usado nas seguintes concentragdes: 0.32; 0.56; 1.0; 1.8 e 3.2 mg/L,



sendo estas as concentracOes rotinciramente usadas em testes de toxicidade com varios

organismos, inclusive ostras, no laboratorio de Biologia Marinha da UFBA.

Preparo das solucdes estoque de Fenol (CcHsOH) e 4-Clorofenol (4-CICGH4OH) - As
solucdes estoque destas substancias foram preparadas para fornecer uma concentragdo de 10.000
ppm desses compostos. Para isso, pesou-se 0,25g de cada uma delas em balanga digital e, em
seguida, foram utilizados 25ml de 4gua destilada para as diluicdes dos referidos compostos. As
solugdes-teste foram preparadas com dgua do mar e um volume pré-determinado da solucao
estoque, selecionado de acordo com a quantidade do composto desejada, para atender a

concentragao final a ser utilizada (Tabela 1).
As concentragdes teste determinadas para o fenol foram: 19, 27, 37, 52 e 72 ppm; e para o
4-clorofenol: 10, 15, 22, 32 e 46 ppm, (Tabela 1). Essas concentragdes foram baseadas em escala

logaritmica, segundo o Environment Canada, (1995).

Tabela 1: Concentracdes teste para as substancias fenol e 4-clorofenol

FENOL 4-CLOROFENOL

Solucodes Quantidade do Concentragao  Solugdes Quantidade do Concentragao
Teste  composto (mg)/ ml final (ppm)* Teste  composto (mg)/ ml  final (ppm)*

S 7,2 72 N 4,6 46
N 5,2 52 Sy 3,2 32
S3 3,7 37 S3 2,2 22
S4 2,7 27 S4 1,5 15
Ss 1.9 19 Ss 1,0 10

* A concentragdo final (ppm) ¢ calculada para uso em recipiente de 100 ml.

Tanto para o fenol quanto para o 4-clorofenol foram elaboradas concentracdes teste
calculadas com o objetivo de se utilizar apenas 1ml em cada recipiente teste; esse procedimento

visou minimizar erros técnicos durante o desenvolvimento da pesquisa.



3.5—- PROCEDIMENTO ANALITICO

Os testes de toxicidade executados com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae
foram efetuados segundo método desenvolvido por Nascimento et al., (1989), baseado no
método padronizado pela American Society for Testing and Materials (ASTM, 1989) para
Crassostrea gigas. O teste consiste na exposicdo dos embrides a varias concentragdes do
agente quimico por um periodo de 24 horas. Tal procedimento permite determinar a
concentracdo efetiva média CE50-24h da amostra teste, calculada pelo método

computadorizado Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977).

3.6—- OBTENCAO DOS EMBRIOES

Para a obtengao dos embrides, as ostras foram abertas por sec¢do do musculo adutor
(Figura 3). O material gonadal foi retirado dos poros genitais com o auxilio de pipetas de
Pasteur (Figura 4), tomando-se cuidado para ndo perfurar o hepatopancreas; em seguida, foi
feita a identificacdo do sexo através de exame microscopico. Ovocitos e espermatozoides
foram colocados separadamente em recipientes com dgua do mar previamente preparada (S
=28; T°C = 26% 1° C; pH = 8.0 a 8,5) filtrada em filtros Whatman® GF/C (capacidade de
retencdo de particulas 1.2pum), esterilizada em autoclave (127°C e pressao de 1.5/cm2 por

20 minutos) e utilizada 48 horas apods autoclavagem para garantir estabilizacao do pH.

Figura 3: Aberturas da ostra através da Figura 4: Retirada de material gonadal
sec¢ao do musculo adutor.

Dando prosseguimento ao teste, filtrou-se a suspensao através de uma malha de 150 1m,

descartando-se o material retido; e acrescentou-se 2ml da suspensao semi-espessa de



espermatozdides em 1L da suspensdo de ovoécitos. A fecundacdo foi feita no minimo 45
minutos apos a retirada dos ovodcitos das gonodas (Santos & Nascimento, 1985). A
observagdo do material foi feita uma hora apds a fecundagdo, quando se evidenciam ovos em
divisdo.
Em seguida foram retiradas sub-amostras (no minimo trés) de 0.1ml, que foram
diluidas para 1ml, para contagem dos embrides em camara de Sedgwick-Rafter. Calculou-
se a média de embrides na suspensdo e foram feitos os calculos necessarios para se ter nos

recipientes-teste, 1000 embrides/100ml em agua do mar filtrada e esterilizada.

3.7- MONTAGEM DOS TESTES

Foram distribuidos em cada recipiente-teste os agentes quimicos testados, nas
concentragoes selecionadas de acordo com desenho experimental.

Tendo sido utilizadas 5 concentragdes-teste, com 3 réplicas para cada concentragao,
além disso, foi utilizado um controle branco (dgua de diluicdo + embrides) para controle da
saude dos organismos-teste.

Encheu-se cada recipiente-teste até cerca de ¥4 com agua de diluicdo, acrescentou-se a

substancia toxica a ser testada (Figura 5). Posteriormente, os embrides foram inoculados e

o volume foi completado para 100ml (Figura 6).

Figura 5: Colocagdo da substancia-teste. Figura 6: Inoculacdo dos embrides.

Apo6s 24 horas, foram removidos de cada recipiente-teste duas amostras de 10ml,
preservando-as com formol célcico a 4%, em tubos de ensaio (Figuras 7 e 8). Deixou-se

decantar 24 horas, retirando-se cuidadosamente o sobrenadante, até que ficasse no tubo de



ensaio cerca de 1ml. Agitou-se o tubo, e colocou-se o contetido em camara de Sedgwick-
Rafter, contando-se o numero de embrides, larvas normais e anormais concentradas em

Iml.

/

Figura 7: Retirada de amostras. Figura 8: Adicdo de formol para

preservagdo de amostras.

3.8 - INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Segundo Nascimento et al., (1989) sdo considerados anormais: embrides, larvas sem
conchas, larvas com conchas incompletamente desenvolvidas e larvas com conchas mal
formadas, mesmo completas. Em contrapartida, sdo consideradas normais: larvas com
conchas em forma de D perfeito, conchas vazias com formato de D perfeito e conchas

menores com formato de D perfeito.

Além dessas anormalidades, as conchas podem apresentar caracteristicas definidas,
tipicas de um toxico especifico, podendo ocorrer também extrusdo de material interno,

abertura das conchas, descolamento do manto dentre outras anormalidades.

Um teste deve ser desprezado quando ocorrer mais de 25% de anormalidade no
controle, desde que tenham sido mantidas as condig¢des fisico-quimicas Otimas para do

desenvolvimento dos embrides (Nascimento et al., 1989).



3.9 - EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos testes de toxicidade executados foram expressos de acordo com
os critérios para a avaliagdo do efeito toxico e de acordo com os métodos estatisticos

empregados na pesquisa. Foram realizados os seguintes calculos:

1- Calculo da CE50-24h — concentracdo efetiva mediana, que causa efeito agudo em 50%

dos organismos teste, em 24 horas de exposicao;

2- Estabelecimento da DMS critica (Diferengca Minima Significativa), com base no 75°

percentil dos valores das DMS obtidas;

3- Célculo da CE15-24h — concentragdo efetiva que causa efeito cronico (anormalidades)
em 15% dos organismos teste, em 24 horas de exposi¢do, com base no nivel de efeito

apontado pela DMS critica;

4- Calculo dos coeficientes de variagdao da CES0 e CE15-24h;

5- Estabelecimento de cartas controle de sensibilidade para cada substancia quimica

estudada.

3.10 - METODOS ESTATISTICOS UTILIZADOS

A partir dos resultados obtidos foram determinados os valores de CE50-24h e seus
respectivos intervalos de confianca (P=0,05). Essa determinacao foi feita através do método
computadorizado Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Os valores de CE50—
24h foram calculados com base na percentagem liquida de anormalidades calculada com

base na féormula de Abbott (Finney, 1971).

% Liq. Anormalidade = % anormalidade por tratamento - % anormais no controle x 100

100 - % anormais no controle



As DMS (Diferenca Minima Significativa) foram calculadas através do programa
computadorizado Toxstat 3.3 (Gulley et al., 1991). Esse célculo foi feito através do teste de
hipoteses, tal como andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnett, um teste de
multiplas comparacdes. Posteriormente foi calculado o 75° percentil dos valores obtidos,

utilizando como ferramenta o aplicativo excel.

Com base no célculo do 75° percentil das DMS foi possivel determinar um nivel de
efeito alternativo, a partir do qual se comega a observar efeitos deletérios significativos na
populacdo. Através do programa Inhibition Concentration (ICp versdao 2.0) editado por

Norberg-King (1993) foi possivel determinar as CE(15).
3.11 - CALCULO DOS COEFICIENTES DE VARIACAO
A precisdo analitica dos resultados dos testes de toxicidade foi avaliada pelo célculo do

coeficiente de variagdo (C.V) tanto para os valores de CE50-24h, quanto para o CE15-24h

(nivel alternativo de efeito biologico) de acordo com a férmula abaixo:

C.V.=(s/x) .100

Onde: s = Desvio padrao

x = Média dos resultados dos testes efetuados.

O desvio padrao e média foram obtidas através do programa computadorizado

Graphpad instat (1997), versao 3.0.

3.12 -ESTABELECIMENTO DE CARTAS CONTROLE DE SENSIBILIDADE

Para cada substiancia de referéncia estudada foi elaborada uma carta controle de
sensibilidade, cujo principio ¢ projetar a média e + dois desvios padrdes para delimitar a
variagdo aceitavel do teste; dessa forma, as cartas controle de sensibilidade tem como objetivo

avaliar as oscilagdes esperadas das CE (50 e/ou 15) da espécie em estudo.



4 — RESULTADOS

4.1 — ANALISE QUANTITATIVA

4.1.1 — ESTABELECIMENTO DO NiVEL DE EFEITO ALTERNATIVO

Para expressdo de efeitos cronicos em testes de toxicidade com embrides da ostra
Crassostrea rhizophorae, foi estabelecida neste trabalho, a concentracdo de efeito alternativo. O
nivel de efeito estabelecido através de método estatistico apropriado foi de 16,2%. Associado a
isso, e em vista da possibilidade de se utilizarem métodos estatisticos alternativos para o calculo
desse nivel de efeito, considerou-se 15% como o nivel de efeito que melhor retrata respostas da

populacao submetida a efeitos cronicos.

Baseado no estabelecimento desse nivel de efeito alternativo, os resultados do presente
trabalho foram tratados fazendo-se comparagdes ao nivel do efeito alternativo estabelecido

(15%) e aquele comumente utilizado em testes de toxicidade (50%).

4.1.2 - EXPRESSAO DOS RESULTADOS NO NiVEL DE 50 E 15% DE EFEITO

A média das CEsp-24h obtida para o 4-Clorofenol foi de 20,97 mg/L, sendo o desvio
padrdo encontrado de 4,03, resultando num coeficiente de variacdo de 19,21%. Para o nivel de
efeito biologico alternativo, os valores encontrados foram, CE(15) média de 12,06 mg/L; o

desvio padrao 3,42 e o coeficiente de variagdo 28,35% (Tabela 2).

A média das CEso-24h obtida para o DSS foi de 1,36 mg/L, sendo o desvio padrio
encontrado de 0,29, resultando num coeficiente de variagdao de 21,32%. Para o nivel de efeito
biolégico alternativo, os valores encontrados foram, CE(15) média de 0,69 mg/L; o desvio

padrdo 0,32 e o coeficiente de variacdo 46,37% (Tabela 3).



Tabela 2: Estatistica descritiva para o 4-Clorofenol

CE(0)  CEG0) pesvio C.v+ CE1S  CE(15)  pesyio  C.V*
(mg/L) meédia — pagrie  CE(50) (mg/L) meédia — pagrio  CE(15)

(mg/L) (mg/L)
22,55 17,26

20,91 8,62

20,05 7,29

21,90 13,06

24,11 13,29

18,64 11,26

22,58 20,97 4,03 19,21 14,82 12,06 3,42 28,35
19,24 6,42

16,46 11,48

30,27 16,34

24,61 14,21

23,75 16,39

14,37 11,22

19,59 11,38

15,58 7,95

* Coeficiente de Variacao (%)

Tabela 3: Estatistica descritiva para o DSS (Dodecil Sulfato de S6dio)

CE(50) CE’(S.O) Desvio C.V* CE(5) CE’(I.S) Desvio C.V*
(mg/L) média  p_ 450 CE(50) (mg/L) média — pogrdo CE(15)

(mg/L) (mg/L)

1,13 0,59

1,13 0,61

2,03 0,31

1,33 1,03

1,33 0,98

1,38 1,02

1,15 1,36 0,29 21,32 0,19 0,69 0,32 46,37
1,10 0,55

1,29 0,89

1,22 0,89

1,89 0,24

1,76 0,70

1,29 0,85

1,34 1

1,11 0,17

* Coeficiente de Variacao (%)



A média das CEs-24h obtida para o fenol foi de 55,38 mg/L, sendo o desvio padrdo
encontrado de 9,14, resultando num coeficiente de variagao de 16,50%. Para o nivel de efeito
biologico alternativo (CE;s5-24h), o valor médio encontrado foi de 28,75 mg/L, o desvio padrao

11,84 ¢ o coeficiente de variagao 41,18 (Tabela 4).

Tabela 4: Estatistica descritiva para o Fenol

CEGO)  CEG)  Desvio  Cvx  CEUS  CEUS pesvio  C.v*
mg/L média ~ média mg/L ~

(mg/L) Padriao CE(50) (mg/L) Padrao CE(15)
70,21 53,38

67,57 34,60

44,41 25,14

50,45 40,50

54,61 25,32

41,93 22,66

52,13 55,38 9,14 16,50 36,65 28,75 11,84 41,18
48,10 27,52

49,93 13,02

66,20 42,88

55,69 20,72

44,18 15,09

58,41 12,38

63,70 37,19

63,31 24,21

* Coeficiente de Variacio (%)

Para o nivel de efeito de 50%, a maior média das CEs(-24h encontrada para as substincias
de referéncia testadas foi de 55,38 mg/L para o fenol, seguido de uma média de 20,97 mg/L
referente ao 4-clorofenol. A menor média para esse nivel de efeito foi apresentada pelo DSS

(1,36 mg/L).

O nivel de 15% de efeito seguiu a mesma tendéncia apresentada pelo nivel de 50% de
efeito, onde o fenol permaneceu com a maior média, (28,75 mg/L), seguido do 4-clorofenol e

DSS, com uma média de 12,06 e 0,69 mg/L, respectivamente.



Os testes realizados com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae mostraram que
0 4-clorofenol variou entre 30,27 a 14,37 mg/L com base nas CEs¢-24h encontradas. Para o
nivel de efeito alternativo, as CE;s-24h variaram entre 17,26 a 6,42 mg/L (Figura 9, Tabela
2).

Para o DSS (Dodecil Sulfato de S6dio) os valores de CE5y e CE;s5-24h, mostraram
uma variagdo compreendida entre 2,03 a 1,1 mg/L para as CEsy-24h, enquanto para as

CE,5-24h esses valores variaram entre 1,03 a 0,17 mg/L (Figura 10, Tabela 3).

40

30 A
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Valores das CEsy e CE;5-24h (mg/L)
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Numero de testes

Figura 9: Comparacdo dos valores das CEsy e CE;s5-24h em testes de
toxicidade realizados com embrides da ostra Crassostrea

rhizophorae e a substancia 4-clorofenol.

Para o fenol, os valores de CEsy e CEs-24h, para cada série de testes realizados,
mostraram uma variagdo de 70,21 a 41,93 mg/L para as CEso-24h. Ja as CE,s-24h variaram

entre 53,38 a 12,38 mg/L (Figura 11, Tabela 4).
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4.1.3 — PRECISAO ANALITICA DOS RESULTADOS

A precisdo analitica dos testes foi calculada com base nos coeficientes de variagdo
para os diferentes niveis de efeito, CEso-24h e CE;s-24h. E possivel observar (Figura 12),
que os coeficientes de variacdo apresentaram valores mais elevados para o nivel de efeito
de 15% para todas as substancias de referéncia analisadas. Para o nivel de efeito de 50%, os

valores mantiveram-se mais baixos, embora, a substincia de referéncia 4-clorofenol tenha

apresentado valores menores que 30% para ambos niveis de efeito biologico.

Para o 4-clorofenol os coeficientes de variacao encontrados foram de 19,21 ¢ 28,35
%, respectivamente, para os niveis de efeito de 50 e 15%. Para o fenol os coeficientes de
variagdo encontrados foram de 16,50 ¢ 41,18 % para os niveis de efeito acima citados,

enquanto o DSS manteve a tendéncia de valores menores (21,32 %) para o nivel de 50%;

todavia para o nivel de 15% esse valor foi maior (46,37 %).
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Figura 12: Coeficientes de variacdo (C.V), calculados com base nas médias das

CEso e CE;5-24h obtidas nos testes realizados com a ostra Crassostrea

rhizophorae, e as substancias de referéncia analisadas.




4.1.4 — ESTABELECIMENTO DE CARTAS CONTROLE DE SENSIBILIDADE

Testes com substancias de referéncia sdo usados, dentre outros objetivos, para
demonstrar a habilidade técnica de pessoal em laboratorio e para se obter resultados
consistentes e precisos com um determinado organismo teste. Essa pratica ¢ realizada
utilizando as mesmas técnicas que tem sido desenvolvidas por laboratorios de andlises
quimicas durante os ultimos 20 anos. Uma dessas técnicas ¢ a carta controle (Environment

Canada, 1990).

Para o estabelecimento de cartas controle de sensibilidade sdo necessarios, em geral,
de 15 a 20 testes (Environment Canada, 1990), embora a U.S.EPA recomende um minimo

de cinco testes (Weber et al., 1989).

Na carta controle sdo plotados os resultados de uma série sucessiva de testes
realizados com substancias de referéncia, sendo que a abscissa apresenta a data dos testes
ou o numero dos testes realizados, e a coordenada indica a expressdo dos resultados
analiticos. Nesses testes de toxicidade as expressoes sao usualmente, CLsy e CEsg, as quais
sdo varidveis continuas que podem ser representadas com um intervalo de confianca

associado (Environment Canada, 1990).

As cartas controle de sensibilidade tem por objetivo avaliar as oscilagdes das CE (50
ou 15) para diversas substancias de referéncia estudadas, onde, a média e os valores
equivalentes a + dois desvios padrdes sdo projetados para delimitar a variagdo “natural” ou
aceitavel de um teste. Com 95% de confianca, 1 em cada 20 resultados de testes (5%) pode
cair fora dos limites estabelecidos na carta controle. Esse evento denominado de “outlier”
pode ocorrer ao acaso, € propde uma revisdo no sistema de testes, uma vez que as causas
para essa ocorréncia podem ser o erro no preparo da solugdo estoque, erro de calculo da

diluicao, estresse dos organismos-teste, etc (Environment Canada, 1990).

Na presente pesquisa foram elaboradas as cartas controle de sensibilidade para
Crassostrea rhizophorae em relacdo a cada uma das substancias organicas estudadas

(Figuras 13, 14, 15, 16 e 17).
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Figura 13: Carta controle de sensibilidade para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae com base nas CEsp-24h

obtidas em testes de toxicidade, utilizando a substancia de referéncia 4-Clorofenol.
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Figura 14: Carta controle de sensibilidade para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae com base nas CE;s-24h obtidas em testes

de toxicidade, utilizando a substancia de referéncia 4-Clorofenol.
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Figura 15: Carta controle de sensibilidade para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae com base nas CEsy- 24h obtidas em

testes de toxicidade, utilizando a substancia de referéncia DSS.
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Figura 16: Carta controle de sensibilidade para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae com base nas CEso- 24h obtidas em

testes de toxicidade, utilizando a substancia de referéncia fenol.
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Figura 17: Carta controle de sensibilidade para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae com base nas CE;s- 24h obtidas

em testes de toxicidade, utilizando a substancia de referéncia fenol.



4.1.5 — MEDIDAS DE PH E OXIGENIO DISSOLVIDO

A medida dos parametros pH e oxigénio dissolvido foram efetuados
comomitantemente aos testes de toxicidade; e ndo apresentaram uma variagdo expressiva

entre as substancias, com relagao aos valores obtidos (Tabela 5).

Tabela 5 — Medidas de pH e oxigénio dissolvido de amostras de testes de toxicidade,
com as substancias de referéncia utilizadas.

Amplitude
Substancias pH (mol/L) Oxigénio dissolvido (mg/L)
Fenol 8,38 — 8,11 4,2-3,7
4-clorofenol 8,41 — 8,08 42 -3,1
DSS 8,34 — 8,14 5,5-44

4.2 — ANALISE QUALITATIVA

4.2.1 - ACAO TOXICA DE SUBSTANCIAS DE REFERENCIA EM Crassostrea rhizophorae.

A analise qualitativa refere-se as observagdes feitas quanto as anormalidades
apresentadas pelas larvas D, submetidas a agdo toxica das substancias de referéncia, fenol,

4-clorofenol e DSS, utilizadas nos testes executados.

O comportamento das substincias organicas, em termos de anormalidades
apresentadas ndo difere entre si. De forma geral, apresentam variados tipos de
anormalidades, sem o aparecimento de um tipo especifico de deformidade associada a um
determinado tdxico. As principais anormalidades determinadas pelas substancias de
referéncia utilizadas no presente trabalho, podem ser visualizadas nas figuras a seguir

apresentadas:



Figura 18: Espermatozoides de Crassostrea

rhizophorae. Aumento: 200 X.

Figura 20: Larvas D normais em amostra

de controle de teste de toxicidade
com Crassostrea rhizophorae.

Aumento: 100 X.

Figura 19: Ovocitos de  Crassostrea

rhizophorae. Aumento: 200 X.
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Figura 21: Larva D normal submetida a 10
mg/L  da substdncia de referéncia 4-

clorofenol. Aumento: 400 X.



As anormalidades evidenciadas pelas larvas D, sob a agdo toxica do organico fenol, nao

diferem daquelas apresentadas pelo 4-clorofenol. Normalmente sdo: deslocamento do manto,

extrusdo do material interno, reentrancias e fraturas a nivel de concha, dente outras.

ANORMALIDADES EM EMBRIOES DE OSTRA C. RHIZOPHORAE SOB ACAO TOXICA DO 4-CLOROFENOL

Figura 22: Larvas D normal e anormal
submetidas a 15 mg/LL de 4-
clorofenol, onde se vé extrusdo do

material interno. Aumento: 100 X.

Figura 23: Larvas D normais submetidas a
22 mg/L de 4-clorofenol.
Aumento: 200 X

Figura 24: Larva D anormal submetida a 32
mg/L de 4-clorofenol, apresentando
extrusio de material interno.

Aumento: 200 X.

Figura 25: Larva D anormal sob efeito de 46
mg/LL.  de 4-clorofenol, apresenta
extrusio de  material  interno.

Aumento: 200 X.



ANORMALIDADES EM EMBRIOES DE OSTRA C. RHIZOPHORAE SOB ACAO TOXICA DO FENOL

Figura 26: Larvas submetidas a 19 mg/L de Figura 27: Larvas D normais, larva anormal
fenol. Larvas normais, anormal e com depressdao na regido do umbo.
ovocito. Aumento: 200 X. Larvas submetidas a 27 mg/L de

fenol. Aumento: 100 X.

Figura 28: Larva D anormal submetida a 27 Figura 29: Larva D anormal, apresentando
mg/L de fenol. Observa-se extrusdo de extrusdo de material interno e
material interno. Aumento: 400 X. deformidade a nivel de concha,

submetida a 37 mg/L de fenol.
Aumento: 200 X



Figura 30: Larva D anormal sob efeito de 52
mg/l de fenol, verifica-se fraturas em

torno da concha. Aumento: 200 X.

Figura 31: Larva D anormal sob efeito de
52 mg/L de fenol. Verifica-se

depressdo na regido do umbo.

Anmento: 200 X

Figura 32: Larva D anormal, submetida a 52
mg/L de fenol, onde se observa
fratura na regido do umbo.

Aumento:400 X.

Figura 33: Larva sem concha submetida a
acdo toxica de 72 mg/l de fenol.

Aumento: 200 X.



ANORMALIDADES EM EMBRIOES DE OSTRA CRASSOSTREA RHIZOPHORAE SOB ACAO TOXICA DO DSS

Figura 35: Larvas D normais sob efeito de

0,56 mg/L de DSS. Aumento: 100 X.

Figura 34: Larvas D normais sob efeito de 0,32

mg/L de DSS. Aumento: 100 X.

Figura 36: Larva D anormal com leve Figura 37: Larva D anormal, de aspecto
depressdo na regido do umbo. disforme, submetida a 1,8 mg/l de
Sob efeito de 1,0 mg/L de DSS. DSS. Aumento: 200 X.

Aumento: 400 X.



5 — DISCUSSAO

5.1 —- COMPARACAO ENTRE OS NiVEIS DE CONCENTRACAO EFETIVA E COEFICIENTE DE
VARIACAO

5.1.1 — DSS (DODECIL SULFATO DE SODIO)

O DSS ¢ um detergente anidnico que atua ao nivel de branquias, causando inchago e
necrose (Leland & Kuwabara, 1985). E usado como detergente, principalmente na inddstria
téxtil, e como ingrediente de creme dental, banhos de espuma, cremes emolientes, cremes

depilatorios, logdes para maos e xampus.

Algumas evidéncias mostram que a ag¢do dos surfactantes presentes nos
dispersantes, assim como em detergentes, em organismos aquaticos, estd associada a sua
capacidade em diminuir a tensdo superficial das solugdes, o que acarreta mudangas na

permeabilidade celular (CETESB, 1989).

Resultados encontrados na literatura demonstram que embrides de ostra apresentam
uma maior sensibilidade ao DSS que outros organismos testados. Segundo De Aratjo et al.,
(1999), a média das CEsy—24 horas ¢ o desvio padrdo para nauplios de Artemia salina em 6
testes realizados foi de 31,61mg/L e 6,25 respectivamente, sendo que o coeficiente de
variacdo foi 19,77%. Em 4 testes realizados com DSS e ourigo-do-mar (Echinometra
lucunter), foram encontrados valores de 3,03 mg/L e 0,80 para a média das CEs¢-24h e
desvio padrdo, respectivamente, e o coeficiente de variagdo calculado foi de 26,49%. Ja os
valores encontrados para embrides da ostra Crassostrea rhizophorae foram de 1,30 mg/L
para a média das CEsp-24h e 0,23 para o desvio padrdo, sendo o coeficiente de variagio

calculado de 17,69%.

Testes de toxicidade com DSS utilizando embrides de ostra (De Araujo et al., 1999)
apresentaram uma sensibilidade cerca de 30 vezes maior que aqueles com nauplios de
Artemia salina e trés vezes maior que os testes com embrides de ourigo-do-mar. No

entanto, outros dados encontrados em literatura divergem dos encontrados por De Araujo et



al.,, (1999) para Artemia salina. Valores médios de CEso-24 horas de 22 mg/L foram

encontrados para o mesmo organismo por Veiga et al., (1989).

Segundo a U.S.EPA (U. S. Environmental Protection Agency, 2002) a média das
CEsp-24 horas obtida em dezoito testes com Daphnia magna foi de 16,9 mg/L e o
coeficiente de variacdo 38%. Ja a média das CEs(-48 horas, obtida em dezenove testes foi
de 12,15 mg/L e o coeficiente de variagdo foi de 31%, evidenciando-se uma maior variacao

na sensibilidade dos organismos quando expostos a um periodo de tempo maior.

Ainda com base na U.S.EPA (2002), a média das CEsp-24 horas obtida em
dezenove testes realizados com Daphnia pulex, foi de 16,15 mg/L e o coeficiente de
variagdo, 24%. Os resultados obtidos para um tempo de exposi¢do maior, em dezenove
testes realizados, foi de 11,4 mg/L para a média das CEs(-48 horas e 34% para o coeficiente

de variagao.

Para o Pimephales promelas a média das CEs(p-96 horas em nove testes realizados

com DSS foi de 8,6mg/L e o coeficiente de variagdo 20% (U.S.EPA, 2002).

Esses dados concordam com os descritos por De Aragjo et al., (1999), onde se
confirma a maior sensibilidade dos embrides da ostra Crassostrea rhizophorae para o DSS
em relacdo a outros organismos-teste estudados. Também corroboram os resultados obtidos
no presente trabalho, onde foram encontrados uma média de 1,36 mg/L para as CE(50)

calculadas e 0,69 mg/L para as CE(15), ambas para um periodo de 24 horas de exposigao.

Apesar de nao recomendado como substancia de referéncia adequada para todos os
casos, o DSS demonstrou boa reprodutibilidade de resultados, condi¢do importante em
testes de toxicidade. Com relagdo a precisdo analitica dos resultados do presente estudo,
pode-se afirmar que o DSS apresenta respostas apropriadas, para o nivel de efeito
convencionalmente calculado (CEso-24h), com coeficiente de variagdo de 21,32%, estando
de acordo com o valor recomendado em literatura (< 40%), segundo Environment Canada

(1999). Ja o coeficiente de variagdo calculado para o nivel de efeito bioldgico alternativo



(CE5-24h) foi mais elevado (46, 37%), porém, bastante proximo daquele recomendado em
literatura como aceitavel em testes de toxicidade (Environment Canada, 1999). Valores de
CE(15) mais elevados que CE(50) sdo esperados, uma vez que hd uma tendéncia de maior

variabilidade dos resultados em niveis de efeito menores (Bertoletti, 2000).

Os dados apresentados por Bertoletti (2000), utilizando como organismo-teste, o
Danio rerio, confirmam o resultado obtido neste trabalho para o DSS; segundo aqueles
dados os coeficientes de variacdo mostraram-se mais elevados no nivel de efeito de 1%,
tanto pelo método do ICp quanto pelo Probitos, ambos em 168 horas de exposigdo.
Segundo o método ICp para o nivel de 15% o coeficiente de variagdo calculado foi de 26%,
em contrapartida, para o nivel de 1% o C.V foi mais elevado (105%). Quando utilizado o
Probitos, esses valores variaram menos, embora mantendo a tendéncia de coeficiente de
variagdo mais altos em niveis de efeito menores, onde, para 15% de efeito, o C.V foi de

38% e para 1%, foi de 54%.

5.1.2 - FENOL

Os fendis sao compostos organicos que, em geral, ndo ocorrem naturalmente nos
corpos de dgua. A presenca dos mesmos, se deve principalmente aos despejos de origem
industrial. Sdo compostos toxicos aos organismos aquaticos, em concentragdes bastante
baixas ¢ podem causar paralisia do sistema nervoso (Alabaster e Lloyd, 1980). Para o
homem o fenol ¢ considerado um grande veneno trofico; quando ingerido causa

cauteriza¢do no local em que ele entra em contato.

Os testes de toxicidade, tanto cronica quanto aguda, consistem na determinagdo do
potencial toxico do agente quimico ou de uma mistura complexa, sendo os efeitos desses

poluentes detectados através das respostas de organismos vivos.

Com referéncia aos fenoéis, os dados de literatura (U.S.EPA, 1980f; Walker, 1988)
apresentam discrepancia com relagao aos valores dos coeficientes de variagao encontrados.

Hé uma variagdo bastante grande de valores mesmo utilizando o mesmo organismo-teste.



Além disso, a escassez de dados de literatura para o fenol sobre ostras do género
Crassostrea limitam um estudo comparativo; assim, outros organismos-teste foram

utilizados para comparar os valores encontrados no presente trabalho.

Segundo a U.S.EPA (1980f) testes agudos utilizando Daphnia magna e Daphnia
pulex (ambas com 5 testes) apresentaram um C.V de 4,9 e 6,5%, respectivamente. Em
contrapartida Walker (1988), em testes conduzidos com Daphnia magna, encontrou uma
variabilidade bastante elevada, um coeficiente de variagdo de 118%, embora o autor tenha
salientado que os testes foram executados em diferentes laboratorios e sob diferentes

condi¢cdes, embora ndo especificadas.

Ainda utilizando como organismos-teste a Daphnia magna foram realizados doze
testes agudos num periodo de trés meses, onde o coeficiente de variacao encontrado foi de
28% (Environment Canada, 1990). Para o mesmo organismo, uma CLs(-48h de 21 mg/L foi

calculada (Dowden et al., 1962).

Para testes agudos com peixes, Walker (1988) verificou baixa variabilidade entre
testes de toxicidade com fenol, em diferentes laboratérios e sob condi¢des variadas. Para o
“Fathead minnow” foi calculado um C.V de 38%, em 10 testes realizados. Para a truta arco-

iris o C.V encontrado foi de 39%, em trés testes realizados.

A CLsp-24h encontrada para embrides de truta foi 5 mg/L de fenol (Albersmeyer &
Von Erichsen, 1979). Segundo Mitrovic et al., (1968), as trutas quando submetidas a 7,3
mg/L. de fenol em duas horas de exposicdo; podem sofrer severos danos nas guelras e

severas patologias em outros tecidos.

Ainda com relacdo a testes realizados com peixes, estudos com Danio rerio,
mostraram uma CLsp-96h média de 177,9, 102,6 e 46,6 mg/L para embrides, larvas e
jovens, respectivamente (Bertoletti, 2000). Os coeficientes de variacdo obtidos foram de
11% para embrides e 40% para larvas, ambos em trés testes realizados. Para um periodo de
exposicao maior, as médias das CLsp-168h foram de 98,9, 26,8 e 40,6 mg/L para

embrides, larvas e jovens de Danio rerio, respectivamente. Os coeficientes de variagdo



calculados foram de 29% e 26% para embrides e larvas respectivamente, obtidos em trés
testes executados. Para a fase jovem do ciclo de vida desse peixe, tanto no periodo de
exposi¢do de 96 horas, quanto no de 168 horas, ndo foram calculados os coeficientes de

variagao.

Pesquisas realizadas confirmam uma diminui¢do na viabilidade de ovos em ostras
da espécie Crassostrea virginica quando os mesmo sdo submetidos a 2 mg/L de fenol
(Davis & Hidu, 1969). O aumento da toxicidade do fenol pode estar relacionado a variagdes
nas condigdes ambientais, tais como: baixas concentragdes de oxigénio dissolvido e

aumentos de salinidade e temperatura (EIFAC, 1973).

Em experimentos feitos com 144 horas de duracdo Meinelt e Staaks (1994)
obtiveram valores de CEO (concentracdo de efeito observado) de 80 mg/L e CENO
(concentracao de efeito nao observado) de 40 mg/L para o fenol, em testes de toxicidade
com Danio rerio, estes valores foram similares aos encontrados por Bertoletti (2000). Com
base nesses valores pode-se inferir que a Crassostrea rhizophorae apresenta maior
sensibilidade para o fenol que o Danio rerio, uma vez que a média das CEsy e CE;s-24h

encontradas foi de 55,38 e 28,75 mg/L, respectivamente.

No presente trabalho foram calculados coeficientes de variacdo de 16,50% para o
nivel de efeito de 50% e 41,18% para o nivel de 15%. Numa ampla revisao de literatura,
nao foram encontrados dados de toxicidade do fenol para Crassostrea rhizophorae. Apesar
da falta de dados comparativos, pode-se observar que para o nivel de efeito de 50%, o
coeficiente de variacdo encontra-se na faixa aceitavel de variabilidade recomendada em
literatura (valores menores que 40%) segundo Environment Canada (1999). Para o nivel de
efeito de 15% os valores encontrados foram mais elevados, tendéncia esperada em niveis de

efeitos mais baixos (Bertoletti, 2000).



5.1.3 — 4-CLOROFENOL

Embora tenha seu uso recomendado pelo Environmet Canada (1990) como uma boa
substancia de referéncia em testes de toxicidade, o 4-clorofenol ainda ¢ pouco utilizado em
testes ecotoxicologicos. Utilizado em menor escala que os metais e alguns organicos, o 4-
clorofenol tem sido usado com o objetivo de avaliar a saude dos organismos-teste, bem

como a precisao dos testes executados, conferindo a eles, maior confiabilidade.

Poucos dados de toxicidade para esta substincia estdo disponiveis em literatura,
sendo que, para ostra da espécie Crassostrea rhizophorae, nao existem dados publicados, o
que limita uma analise comparativa consistente. Em virtude disso, outros organismos-teste
foram utilizados para demonstrar o poder de acdo desta substancia. O 4-clorofenol
apresenta estabilidade em solu¢do; na forma cristalina emite um forte odor, sendo
importante uma adequada ventilagdo local e aparatos de seguranga para o manuseio da

substancia (Environment Canada, 1990) .

Dois testes de toxicidade aguda (realizados em diferentes datas) utilizando a truta
arco-iris e o peixe “Threespine stickleback™ (Gasterosteus aculeatus) apresentaram como
resultado, um coeficiente de variacdo de 20% para ambas espécies, embora deva-se
ressaltar o fato desse coeficiente de variagdo ter sido estabelecido com apenas dois testes,
numero inapropriado para o estabelecimento de coeficientes de variagdo (Environment

Canada, 1990).

Treze testes agudos foram realizados num periodo de 6 meses utilizando como
organismos-teste a Daphnia magna, sendo encontrado como resultado, um C.V de 25%.
Em seis outros testes realizados também com Daphnia magna calculou-se um C.V de

21,7% (Environment Canada, 1990).

No presente trabalho, com relagdo a precisao analitica dos resultados, foram
calculados coeficientes de variagdo de 19,21% para o nivel de efeito de 50% e 28,35% para
o nivel de 15%. Numa ampla revisdo de literatura, ndo foram encontrados dados de

toxicidade para Crassostrea rhizophorae em experimentos realizados com 4-clorofenol.



Tanto para o nivel de 50 quanto para o de 15%, os coeficientes de variagdo encontraram-se
numa faixa aceitdvel de variabilidade, ambos com valores menores que 40% (Environment

Canada, 1999).

5.2 — ACAO TOXICA DE SUBSTANCIAS DE REFERENCIA EM Crassostrea rhizophorae

Uma grande variedade de anormalidades foram verificadas como respostas a acdo
toxica das substancias utilizadas como referéncia (fenol, 4-clorofenol e DSS), durante a
execucdo dos testes de toxicidade. O comportamento das substancias de referéncia de
natureza organica, ndo difere entre si; as anormalidades que ocorrem nao possuem um
padrdo definido. Tanto o fenol quanto o 4-clorofenol apresentaram anormalidades bem
semelhantes, em sua maioria, deslocamento do manto e extrusdo do material interno. O
DSS (Dodecil Sulfato de Sédio) apresenta alteragdes ao nivel de concha, sendo comum a

ocorréncia de reentrancias em torno das conchas, dentre outras anormalidades.

Segundo Nascimento et al., (1989) sdo considerados anormais: embrides, larvas
sem conchas, larvas com conchas incompletamente desenvolvidas e larvas com conchas
mal formadas, mesmo completas. Em contrapartida, sdo consideradas normais: larvas com
conchas em forma de D perfeito, conchas vazias com formato de D perfeito e conchas

menores com formato de D perfeito.

Além dessas anormalidades, as conchas podem apresentar caracteristicas
definidas, tipicas de um toxico especifico. Podem ocorrer extrusdo de material interno,
abertura das conchas, descolamento do manto, fraturas em torno da concha, valvas com

tamanhos diferenciadas, dentre outras deformidades.



5.3 — ANALISE COMPARATIVA EM RELACAO AO COEFICIENTE DE VARIACAO

As substancias de referéncia estudadas mostraram boa performance na analise da
precisdo analitica dos resultados dos testes de toxicidade. Os coeficientes de variagdo
encontrados variaram de acordo com o nivel de efeito avaliado (50 ou 15%). Para avaliar o
nivel de efeito de 50% de anormalidade na populagdo, os coeficientes de variacdo foram
calculados, com base nas concentracOes efetivas obtidas utilizando o método Trimmed
Sperman Karber (Hamilton at al., 1977), para o fenol, 4-clorofenol e DSS estes foram de
16,50, 19,21 e 21,32 % respectivamente. Quando avaliado o nivel de efeito de 15%,
baseado nas concentragdes efetivas resultante da aplicacdo do método ICp (Inhibition
Concentration, Norberg-King, 1993), os valores encontrados foram mais elevados para o
fenol (41,18%) e DSS (46,37), permanecendo menor que 40% para o 4-clorofenol
(28,35%). Com base nos dados obtidos referentes aos coeficientes de variacdo, verifica-se
que o 4-clorofenol se apresenta como a melhor substancia de referéncia em testes de
toxicidade com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae por apresentar os menores

coeficientes de variagdo, independentemente do nivel de efeito selecionado.

Apesar de mostrar boa performance na analise da precisao analitica dos testes de
toxicidade executados, e de apresentar caracteristicas atribuidas a uma boa substincia de
referéncia, tais como, toxicidade em baixas concentracdes, ndo seletividade a organismos
aquaticos, facil deteccdo de anormalidade nas amostras analisadas, e¢ estabilidade em
solucdo, o 4-clorofenol ao ser manuseado, requer a utilizagdao de aparatos de seguranca, por
se constituir em uma substidncia toxica para o homem. Além disso, as instalagdes
laboratoriais devem dar suporte ao uso desse toxico, possuindo sobretudo uma capela
eficiente para evitar a circulagdo de vapores do referido toxico. E importante também,
destinar corretamente os residuos resultantes dos testes executados, visando a ndo

contamina¢ao do meio ambiente.



5.4 — ESTABELECIMENTO DE CARTAS CONTROLE DE SENSIBILIDADE

Ao final do presente trabalho foram estabelecidas as cartas controle de
sensibilidade dos embrides de Crassostrea rhizophorae para as substancias de referéncia
estudadas. As cartas controle foram elaboradas visando avaliar as oscilagdes dos valores de
CE(50) e CE(15) resultantes de testes de toxicidade. No entanto, os valores obtidos com os
testes utilizando o DSS, ndo permitiram a elaboragao da carta controle para o nivel de 15%
de efeito, isto porque ao calcular o limite inferior (menos 2 desvios padrdes), o valor
encontrado foi negativo. Este fato indica a elevada variagdo para o nivel de efeito de 15%,
consequentemente, as CE(15) em alguns casos, nao sao apropriadas para o estabelecimento

de cartas controle de sensibilidade.

Verifica-se nas cartas controle elaboradas, a ocorréncia de pontos fora dos limites
estabelecidos (+2 desvios padrdes) para o 4-clorofenol e DSS; essa ocorréncia se deu no
nivel de 50% de efeito. Em contrapartida, para o fenol, ocorreu no nivel de 15% de efeito.
Esse evento denominado de “outlier”, pode se da ao acaso, sendo sua ocorréncia prevista
em literatura, e serve de alerta para a verificagdo dos procedimentos técnicos, tais como
erro no preparo da solucdo estoque ou no célculo das dilui¢des; além disso, pode estar
ocorrendo estresse dos organismo-testes ou até mesmo resisténcia no grupo de organismos

testados (Environment Canada, 1990).

Portanto, a ocorréncia de “outleirs” nas cartas controle de sensibilidade elaboradas
para a ostra Crassostrea rhizophorae nao inviabiliza seu uso na avaliacao das oscilagdes

esperadas das CE(50) e CE(15) obtidos em testes de toxicidade.



5.5 - ESTABELECIMENTO DO NiVEL DE EFEITO ALTERNATIVO PARA TESTES CRONICOS

Os testes de toxicidade com embrides de ostra sdo denominados de subcronicos ou
cronicos de curta duragdo pois fornecem respostas de toda fase embrionaria desse

organismo (Nascimento et al., 2002; Nascimento et al., 1989).

Apesar de estarem incluidos na categoria de testes cronicos de curta duracdo ou
subcronicos, os resultados desses testes sdo expressos em termos de concentragao letal
CL(50) ou concentracao efetiva CE(50), relativos a testes de toxicidade aguda, os quais
evidenciam efeitos adversos em 50% da populacdo. Diante da necessidade de se obter
respostas que propiciem maior seguranca ao meio ambiente, foi proposto no presente
trabalho, identificar um nivel de efeito alternativo, para expressar apropriadamente, os

resultados dos testes de toxicidade com embriGes de ostra.

O estabelecimento de niveis de efeito alternativo foi proposto no Workshop de
Pellston em 1995 (Grothe et al.,, 1996), com o objetivo de tornar os métodos
ecotoxicoldgicos mais fidedignos para estimar o impacto de efluentes liquidos em corpos
hidricos receptores. Nesse mesmo evento, Chapman et al., (1996) concluiram que através
do conhecimento da DMS (Diferenga Minima Significativa entre um tratamento e o
controle experimental de um ensaio) seria possivel estabelecer o nivel de efeito biologico

apropriado para cada método utilizado.

O estabelecimento do nivel de efeito alternativo foi feito através do calculo das
DMS (Diferenca Minima Significativa), referentes a cada teste de toxicidade realizado com
as substancias de referéncia em andlise (Tabela 6), mediante a utilizacdo do método
estatistico Tosxtat 3.3 (Gulley et al., 1991). Posteriormente, os valores das DMS (%)
obtidos foram inseridos no aplicativo excel e ordenados de modo a se obter o 75° percentil
desses valores. A DMS critica, valor obtido com base no percentil amostral determinado
(75°), foi igual a 16,2 % para os 45 testes de toxicidade realizados com as trés substancias

de referéncia em estudo.



Tabela 6 — Valores das DMS, em %, calculadas para cada substincia de referéncia
utilizada em testes de toxicidade com embrides da ostra Crassostrea

rhizophorae.
Substancias de Referéncia
N.? de testes

4-clorofenol Fenol DSS
1 13,6 13,1 7,5
2 10,6 14,6 11,4
3 8,8 12,4 9,5
4 17 7,4 8,1
5 18,4 16,7 3.8
6 9.8 20,8 13
7 10 8,9 10
8 20 12,3 12,5
9 14,6 16,7 7,8
10 8,5 24.6 7,1
11 16,2 18,8 6,1
12 11,7 8,6 7,9
13 12 14,8 28,3
14 19,9 17,5 10,3
15 12 11,7 2.3

Tendo em vista a conveniéncia de se utilizar, ao menos, dois métodos estatisticos
disponiveis (ICp e Probitos) no calculo desse nivel de efeito, optou-se por estabelecer o
nivel de 15% de efeito nos testes de toxicidade com Crassostrea rhizophorae.
Posteriormente ao estabelecimento do nivel de 15%, como nivel de efeito alternativo, foram
calculados os valores das CE;s-24h de todos os testes efetuados, através do programa ICp.
Com base na média das CE;s-24h e do seu desvio padrdo foi calculada a precisao analitica,
para todas as substincias de referéncia, permitindo verificar se o nivel de efeito
estabelecido (15%) possui variabilidade aceitavel, tanto quanto os resultados obtidos para o

nivel de 50%.

E importante mencionar que o céalculo da DMS critica, além de ter fornecido a
concentragdo de efeito cronico, permitiu o calculo da constante de proporcionalidade (r =

0,85) para a ostra Crassostrea rhizophorae.



Essa constante de proporcionalidade ¢ utilizada em testes de hipoteses por
bioequivaléncia, com o objetivo de avaliar a existéncia de efeitos toxicos significativos, em
testes com apenas um tratamento (isto €, amostras ambientais), e com isso, evitar tanto
“falsos positivos™ (efeitos que sdo estatisticamente significativos, porém nao relevantes do
ponto de vista bioldgico), quanto “falsos negativos” (existéncia de efeitos adversos, porém

ndo detectados), na interpretagao dos resultados (Buratini et al., 2002).

Ainda segundo Buratini et al, (2002), os valores das constantes de
proporcionalidade podem variar devido a selecao do percentil amostral. Sendo os mesmos,
obtidos subtraindo-se os valores relativos ao percentil selecionado, nesse caso, 75° de 100.

Para o 75° percentil foram encontrados as seguintes constantes de proporcionalidade

(Tabela 7).

Tabela 7 — Constantes de proporcionalidade para diversos organismos aquaticos

Teste de Toxicidade Constante de
Proporcionalidade
Daphnia similis Teste agudo r=0,73
Danio rerio Teste cronico larval r=0,84
Pimephales promelas* Teste cronico r=0,84
Danio rerio Teste cronico embriolarval r=0,83
Ceriodaphnia dubia Teste cronico r=0,72
Lytechinus variegatus Teste cronico de curta duragdo r=0,88
Mpytilus spp* Teste cronico larval r=0,71

* Denton & Norberg-King (1996)

O estabelecimento da concentracao efetiva de 15% como apropriado para avaliar a
toxicidade cronica em testes de toxicidade com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae,
se constitui numa etapa importante do presente trabalho. Esse nivel de efeito (15%) mostra-
se eficiente, pois pode assegurar maior prote¢ao as comunidades aquaticas, por evidenciar
efeitos adversos em uma percentagem menor de individuos, a partir da qual, se comeca a

observar efeitos deletérios na populagdo.



Além disso, a precisdo analitica, verificada através do calculo dos coeficientes de
variagdo para esse nivel de efeito, mostrou-se apropriada para avaliar variabilidade dos
dados para o 4-clorofenol, que obteve um coeficiente de variagdo de (28,35%). Para as
demais substancias, os valores encontrados foram mais elevados (41,18 ¢ 46,37%, para
fenol e DSS, respectivamente), embora bastante préximos dos valores recomendados em

literatura como ideais (< 40%), segundo o Environment Canada (1999).



6 — CONCLUSOES

Tendo como base os resultados obtidos a partir dos testes de toxicidade realizados com
as substancias de referéncia, fenol, 4-clorofenol e Dodecil sulfato de soédio (DSS) e

embrides da ostra Crassostrea rhizophorae como organismos-teste podemos inferir que:

e Para o 4-clorofenol os coeficientes de variagdo encontrados tanto para o nivel de efeito
de 50% quanto para o nivel de 15% encontram-se dentro da faixa de variagdo
recomendada em literatura (<40%). Diante disso, pode-se afirmar que ambos os niveis
utilizados no presente trabalho sdo confidveis para demostrar precisdo analitica dos

resultados em testes de toxicidade.

e Em contrapartida, os coeficientes de variagdo para o nivel de 50% de efeito tanto para o
fenol quanto para o DSS mantiveram-se menores que 40%. Para o nivel de 15% de
efeito esses valores foram elevados, inviabilizando seu uso para demostrar precisdo

analitica dos resultados em testes de toxicidade.

e O nivel de efeito biologico de 15%, estabelecido para embrides da Crassostrea
rhizophorae expostas as substancias de referéncia analisadas, mostrou-se apropriado

para indicar a toxicidade cronica em testes de toxicidade.

e As cartas controle de sensibilidade se constituem em ferramenta viavel na comparacao

das CE(50) e CE(15) obtidas em testes de toxicidade com a referida ostra.

e Dentre os agentes quimicos testados, o 4-clorofenol apresentou melhor performance
como substancia de referéncia nos testes de toxicidade, por apresentar caracteristicas

atribuidas a um bom toxico de referéncia.
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