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RESUMO: Mensalmente a sensibilidade de organismos-teste que serão utilizados em testes de toxicidade 
deve ser  avaliada por meio de um ensaio com uma substância de referência,  sendo que tal avaliação 
periódica dos resultados dos ensaios resulta  numa representação gráfica denominada carta-controle.  O 
presente  trabalho  teve  como  objetivo  estabelecer  carta-controle  com  substância  de  referência  padrão 
(K2Cr2O7) e comparar com os resultados para substância alternativa (NaCl), verificando a correlação entre os 
resultados  e  a  possibilidade  de  substituição  da  substância  de  referência  padrão  pela  alternativa.  O 
organismo-teste utilizado para realização dos testes (Daphnia magna) foi cultivado de acordo com a norma 
NBR 12.713. A média encontrada para o  K2Cr2O7 foi de 0,83 mg.L-1 e o intervalo no qual os organismos 
estão aptos para uso é de 0,5 a 1,2 mg.L-1. Já no caso da comparação entre o K2Cr2O7 e o NaCl encontrou-
se para o K2Cr2O7 uma média provisória de 0,84 mg.L-1 com um intervalo de 0,4 a 1,3 mg.L-1 e para o NaCl a 
média provisória foi 5,86 g.L-1 com um intervalo entre 5,5 e 6,3 g.L-1 para os organismos aptos para uso. Há 
correspondência entre a carta controle de K2Cr2O7 para 20 resultados e apenas cinco. Contudo, com apenas 
cinco resultados não se observou correlação entre a toxicidade provocada pelo K2Cr2O7 e os efeitos do NaCl 
havendo necessidade de prosseguir  os  estudos  para  decidir-se  sobre  a  substituição  da substância  de 
referência padrão no Laboratório de Ecotoxicologia do IFSC.
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INTRODUÇÃO

Ecotoxicologia  é  a  ciência  que  estuda  os 
efeitos das substâncias naturais ou sintéticas sobre 
os  organismos  vivos,  populações  e  comunidades, 
animais  ou  vegetais,  terrestres  ou  aquáticos,  que 
constituem a biosfera,  incluindo assim a interação 
das  substâncias  com  o  meio  nos  quais  os 
organismos vivem num contexto  integrado  (PLAA, 
1982;  CAIRNS;  NIEDERLEHNER  1995  apud 
ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Testes  de  toxicidade  são  ensaios 
laboratoriais,  realizados  sob  condições 
experimentais  específicas  e  controladas,  utilizados 
para estimar a toxicidade de substâncias, efluentes 
industriais  e  amostras  ambientais  (águas  ou 
sedimentos) (RIBO, 1997; DORNFELD, 2002  apud 
COSTA et al., 2008). 

Testes  de  toxicidade  com  invertebrados 
aquáticos  fornecem  um  importante  suporte  na 
determinação  de  impactos  químicos  ao  meio 
ambiente,  principalmente  ao  seu  ciclo  de  vida 
característico e a alta sensibilidade apresentada nas 
primeiras  fases  de  desenvolvimento  (GHERARDI-
GOLDSTEIN  et  al.,  1990).  O  microcrustáceo  de 
água doce,  Daphnia magna tem sido amplamente 
utilizado  como  indicador  biológico  em  estudos  e 
controle  da  qualidade  da  água,  e  em  testes  de 
toxicidade na avaliação de efluentes (LAITANO  et 
al., 2006).

O  conhecimento  gerado  sobre  o  uso  de 
organismos-teste  está  baseado  em  testes  de 
toxicidade sob ação de substâncias ou tóxicos de 
referência,  os  quais  são  aplicados  para  avaliar  a 
sensibilidade  relativa  de  uma  população  de 
organismos  que  será  utilizada  em  testes  de 
toxicidade,  e  também  para  estimar  a  precisão  e 
confiabilidade dos dados produzidos em laboratório 
(ENVIRONMENT  CANADA,  1992).  Neste  tipo  de 
teste,  os  organismos  são  expostos  a  diversas 
concentrações  de  uma  substância  padrão,  sendo 
que a sensibilidade da população é avaliada através 
da  comparação  com  dados  pré-existentes  do 
laboratório (carta-controle de sensibilidade) e dados 
disponíveis  na bibliografia  (RESGALLA;  LAITANO, 
2002).

Mensalmente  a  sensibilidade  do  organismo-
teste deve ser avaliada por meio de um ensaio com 
uma  substância  de  referência,  como  cloreto  de 
sódio (NaCl),  cloreto  de potássio (KCl),  sulfato  de 
cobre  pentaidratado (CuSO4.5H2O),  dodecil  sulfato 
de sódio (DSS) e dicromato de potássio (K2Cr2O7), 
contudo a escolha da substância de referência deve 
ser  realizada  com  critério,  levando  em  conta 
potenciais  riscos  à  saúde humana e ao ambiente 
(ABNT, 2009).

Para  Knie  e  Lopes  (2004),  o  K2Cr2O7 é  a 
substância  mais  utilizada,  sugerida  por  muitas 
normas nacionais e internacionais,  porém seu uso 
deve  ser  considerado  muito  crítico,  por  ser 
altamente  tóxico  por  inalação,  ter  um  potencial 
cancerígeno e mutagênico e ser classificado como 
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perigoso  para  o  meio  ambiente.  O  uso  desta 
substância em laboratório gera um Resíduo Líquido 
Laboratorial (RLL). 

Os RLLs são resíduos líquidos gerados em 
experimentos  realizados para  fins  educacionais, 
pesquisas  e exames. A  quantidade  de resíduos 
líquidos  laboratoriais é mínima, por  isto  são 
recolhidos  ao  longo  de períodos  prolongados, ou 
derivados  de várias  fontes  para obter-se  uma 
adequada quantidade operacional  (LOU;  CHANG, 
2007).  A  problemática  é  que  tais  resíduos  são 
potencialmente  perigosos,  permanecendo 
estocados  nos  laboratórios  até  que  sejam 
corretamente  destinados  para  tratamento  de  alto 
custo econômico (HERRARA-MELIA et al., 2000).

Dessa forma,  é mais  conveniente o  uso de 
substâncias  inofensivas  (quanto  ao  manuseio), 
como o NaCl. Entretanto há necessidade de verificar 
se há correlação entre a sensibilidade apresentada 
ao K2Cr2O7  e ao NaCl,  já que, no caso do último, 
seus  efeitos  não  podem  ser  claramente 
diferenciáveis  se  fisiológicos-osmóticos  ou  tóxicos 
(KNIE; LOPES,2004).

O  presente  trabalho  teve  como  objetivo 
estabelecer  carta-controle  com  substância  de 
referência  padrão  (K2Cr2O7)  e  comparar  com  os 
resultados  para  substância  alternativa  (NaCl), 
verificando  a  correlação  entre  os  resultados  e  a 
possibilidade  de  substituição  da  substância  de 
referência padrão pela alternativa.

METODOLOGIA

Cultivo do organismo-teste Daphnia magna

Daphnia  magna foi  cultivada  segundo  a 
norma NBR 12.713 (ABNT, 2009). Utilizou-se o meio 
de  cultura  (meio  M4)  com  pH entre  7,6  e  8,0,  e 
dureza total entre 175 a 225mg CaCO3/L, aerado por 
pelo  menos  12h  antes  da  sua  utilização.  A  alga 
verde unicelular  Scenedesmus subspicatus Chodat, 
1942, foi  utilizada como alimento,  sendo fornecida 
diariamente  ad libitum.  Os organismos-teste foram 
cultivados em beckers de 2L, com uma densidade 
de  25  indivíduos/L,  mantidos  a  20±2oC  e  sob 
fotoperíodo de 16h de luz.

Teste agudo de sensibilidade

Neonatos de 2 a 26h, de lotes que geraram 
pelo  menos  duas  posturas,  foram  usados  para 
execução dos testes de sensibilidade. 

Para o preparo do teste utilizou-se soluções-
mãe com as substâncias de referências Dicromato 
de  potássio  (K2Cr2O7)  e  Cloreto  de  sódio  (NaCl). 
Testaram-se  cinco  diferentes  concentrações  de 
K2Cr2O7  e  seis  diferentes  concentração  de  NaCl, 
descritas  na  tabela  1.  Preparou-se  também  um 
controle para cada teste e substância de referência, 
contendo  somente  água  de  diluição  e  os 
organismos-teste.  Para  cada  diluição  e  controle 
foram adicionados 20 organismos,  distribuídos em 
duas replicatas. 

Tabela 1 - Concentração das substâncias de 
referência Dicromato de potássio (K2Cr2O7) e Cloreto 

de sódio (NaCl) utilizados nos testes de 
sensibilidade.

Dicromato de Potássio 
(K2Cr2O7) 

mg.L-1

Cloreto de Sódio 
          (NaCl)           

g.L-1

0,6 3

0,7 4

0,8 5

0,9 6

1,0 7

- 8

O ensaio foi  mantido entre 20±2oC por 24h, 
em  ambiente  escuro  e  sem  alimentação  dos 
organismos.  Após  esse  período,  foi  realizada  a 
leitura do teste, observando e registrando o número 
de organismos imóveis.

Os  resultados  foram  expressos  em 
concentração  efetiva  mediana  (CE5024h), 
concentração  real  da  amostra  que  causa  efeito 
agudo  a  50%  dos  organismos  no  tempo  de 
exposição, nas condições de ensaio (ABNT, 2009).

A  CE5024h foi  calculada  utilizando-se  os 
métodos estatísticos Probit Method (WEBER, 1993) 
para  dados  paramétricos  e  Trimmed  Sperman-
Karber Method (HAMILTON et al., 1977) para dados 
não paramétricos.

Carta-controle

A carta-controle é a representação gráfica da 
avaliação periódica dos resultados do ensaio com 
uma determinada substância de referência (ABNT, 
2009). Após  elaboração  desta,  o  valor  obtido  no 
ensaio de sensibilidade de novos lotes de  Daphnia 
magna deve estar compreendido num intervalo de ± 
2  desvios-padrão  em relação  aos  valores  médios 
anteriormente obtidos na carta-controle.

Elaborou-se  uma  carta-controle  para  a 
substância padrão K2Cr2O7, com 20 testes, usando 
20 diferentes lotes de Daphnia magna. Executaram-
se  também  cinco  testes,  usando  cinco  diferentes 
lotes.  Cada  lote  foi  testado  para  as  substâncias 
K2Cr2O7 e  NaCl,  visando  a  elaboração  de  outras 
duas cartas-controle objetivando a comparação da 
substância padrão e alternativa.

A  carta-controle  foi  elaborada  utilizando  o 
programa  Microsoft  Office  Excel  2010,  após  20 
resultados de ensaios de toxicidade, com substância 
de referência K2Cr2O7, calculou-se o valor médio (x), 
o desvio-padrão (σ) e o coeficiente de variação (CV) 
da CE5024h. No caso da comparação entre a CE5024h 

para  K2Cr2O7 e  NaCl,  utilizou-se  preliminarmente 
cinco resultados (ABNT, 2009), calculando também 
o valor médio (x), o desvio-padrão (σ) e o coeficiente 
de variação (CV).

Calculou-se  dois  desvios-padrão  (2σ), 
superior  e  inferior  a  média  obtida.  Estes  valores 
foram grafados na carta-controle através de linhas 
perpendiculares  ao  eixo  que  apresenta  os 
resultados dos ensaios de toxicidade.



Para verificar-se se há correspondência entre 
os resultados  de sensibilidade de  K2Cr2O7 e  NaCl 
utilizou-se uma análise de correlação linear.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A  média  da  CE5024h encontrada  para  o 
Dicromato de potássio (K2Cr2O7) foi de 0,83 mg.L-1 e 
o intervalo  no qual  os organismos de lotes novos 
estão aptos para uso é de 0,5 a 1,2 mg.L-1 (figura 1).

Figura  1:  Carta-controle  para  o  organismo-teste 
Daphnia  magna usando  como  substância  de 
referência K2Cr2O7.

Já no caso da comparação entre o K2Cr2O7 e 
o  NaCl,  encontrou-se  para  o  K2Cr2O7 uma  média 
provisória de 0,84 mg.L-1 com um intervalo de 0,4 a 
1,3 mg.L-1 para organismos aptos para uso. A média 
da  CE5024h para  o  NaCl  estabeleceu-se 
provisoriamente  em  5,86  g.L-1 com  um  intervalo 
entre 5,5 e 6,3 g.L-1 para os organismos aptos para 
uso (figura 2).

Figura  2: Carta-controle  para  o  organismo-teste 
Daphnia  magna usando  como  substâncias  de 
referência K2Cr2O7 e NaCl.

O resultado da carta-controle para a solução 
padrão  (K2Cr2O7)  com  20  resultados  e  com  cinco 
resultados é correspondente, mostrando que cinco 
resultados  podem  explicar  provisoriamente  a 
sensibilidade do organismo-teste.

Contudo, com apenas cinco resultados não se 
observou  correlação  (r=-0.2)  entre  a  toxicidade 
provocada  pelo  K2Cr2O7 e  os  efeitos  do  NaCl. 
Santos et al. (2007) conduziram um trabalho de dois 
anos para concluir sobre a possibilidade de troca da 
substância de referência para NaCl. Como o NaCl 
causa efeito osmótico, é necessário que seja dada 
continuidade  aos  teste  até  que  se  atinja  os  20 
resultados e então deverá ser avaliada esta relação 
para decidir-se sobre a substituição da substância 
de  referência  padrão  no  Laboratório  de 
Ecotoxicologia do IFSC.
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