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RESUMO: Ensaios ecotoxicologicos tém sido utilizados como uma importante ferramenta na avaliacdo da qualidade ambiental. Com
o0 objetivo de destacar o uso de organismos nativos em ensaios cronicos de curta duracdo, este estudo avaliou o potencial do peixe
Hyphessobrycon callistus. Ensaios semiestaticos foram realizados expondo organismos adultos as concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0;
e 2,5 mg.L-1 ao Cloreto de amdnia (NH,CI). A resposta de sensibilidade foi cerca de 3 a 4 vezes menor que os demais ensaios reportados
na literatura. Dessa forma, estudos complementares sdo necessarios para estabelecer as condicdes otimas de exposicdo e verificar a
possibilidade de efeitos subletais mais sensiveis.
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ABSTRACT: Ecotoxicological assays have been used as an important tool in the evaluation of environmental quality. With the objec-
tive to emphasize the relevance of the use of native organisms in short-duration chronic assays, this study evaluated the potential of
Hyphessobrycon callistus. Static tests were carried through exposing adult organisms to the following concentrations of Ammonia
Chloride (NH,CI): 0.5; 0.75; 1.0; 1.5; 2.0; e 2.5 mg.L-1. The sensitivity response was about 3 to 4 times lesser than that of assays reported
in the literature. This way, complementary studies are necessary to establish the optimal conditions of exposition and to verify the
possibility of a more sensible subletal effect.
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RESUMEN: Los analisis ecotoxicologicos se han utilizado como herramienta importante en la evaluacion de la calidad ambiental. Con el
objetivo de acentuar la importancia del uso de organismos nativos en analisis cronicos de corta duracion, este estudio evaluo el potencial
del Hyphessobrycon callistus. Pruebas estaticas fueron realizadas exponiendo organismos adultos a las siguientes concentraciones del
cloruro de amoniaco (NH,CI): 0.5; 0.75; 1.0; 1.5; 2.0; e 2.5 mg.L-1. La respuesta de |a sensibilidad fue cerca de 3 a 4 veces menos que el
de los analisis divulgados en la literatura. Asi, se necesitan estudios complementarios como para establecer las condiciones dptimas de
exposicion y verificar la posibilidad de un efecto subletal mas sensible.
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DETERMINAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DE CLORETO DE AMONIA PARA

UMA ESPECIE DE PEIXE (HYPHESSOBRYCON CALLISTUS) INDICADORA REGIONAL

Introducao

Toxicidade é a caracteristica de
uma substancia de provocar uma
resposta do organismo a uma dose
superior a uma concentragao li-
miar por um periodo de exposi¢ao
suficientemente longo. A resposta
incorpora a soma de todos os es-
tresses a que o organismo € sub-
metido, bem como sua capacidade
de compensacao'. Essas respostas
podem ser avaliadas por meio de
experimentos de laboratério ge-
nericamente denominados “testes
de toxicidade”. Os testes de toxici-
dade sao a ferramenta mais ade-
quada para se avaliar a toxicidade
de uma substancia quimica ou de
um efluente?. Podem ser definidos
como estimativas da concentra-
¢ao de substancias biologicamente
ativas, consideradas a partir dos
efeitos observados em organismos
utilizados para teste**, ou, ainda,
como procedimentos nos quais res-
postas de organismos sao utilizadas
para detectar ou medir a presenga
ou efeito de uma ou mais substan-
cias, isoladas ou combinadas aos
fatores ambientais?**°. Consistem,
basicamente, na exposicao de orga-
nismos a diferentes condi¢oes-tes-
te, visando, desse modo, mensurar
os efeitos letais e/ou subletais des-
sas condigoes.

De maneira geral, os testes de
toxicidade demonstram o efeito
deletério de uma ou mais substan-
cias quimicas a um ou mais grupos
de organismos, identificando as
concentragoes que causam efeitos
deletérios a biota. Os resultados
sao comumente utilizados para es-
timar concentragoes “seguras” de
substancias quimicas no ambiente
aquatico.

Testes de toxicidade sao ne-
cessarios para avaliar a poluicao
aquatica, uma vez que os testes fisi-
co-quimicos ndo sao capazes de re-
velar os efeitos deletérios causados
a biota e nem sao capazes de medir
todos os compostos quimicos®”#1°,
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Esses testes podem, ainda, variar de
acordo com a duragao, com o efeito
observado, com a forma de expo-
sicao as solugdes usadas e tipo de
respostas.

No que diz respeito ao tempo
de exposicao, os testes podem ser
de curta ou longa duracao, ou se-
ja, podem ser agudos ou cronicos.
Testes agudos sao aqueles que a
resposta esta restrita a um estagio
definido do ciclo de vida'®''. Os
testes agudos, geralmente, usam
como medida a mortalidade ou
imobilidade do organismo no ex-
perimento, enquanto os testes cro-
nicos visam medir efeitos deletérios
que possam abranger a totalidade
do ciclo de vida ou parte dele'?.

Também a forma de exposicao
do organismo testado ao poluente
¢ um fator importante que deve ser
levado em consideracao. A forma
de exposicao ao poluente pode ser
estatica, quando ndo ha reposicao
do poluente; semiestatica, quando
hé reposicao periddica da solucao-
-teste; e de fluxo continuo, quando
ha reposicao continua da solucao
teste.

Para poder estimar os efeitos
deletérios de materiais toxicos so-
bre o meio ambiente, é necessario,
frequentemente, obter respostas
rapidas'*">. Nesse sentido, os tes-
tes de toxicidade aguda sao ferra-
mentas importantes e confiaveis
para estimar as concentracgoes de
um determinado produto téxico
que provocam efeitos deletérios
em uma dada populacao de orga-
nismos'*"’.

Com relagao a resposta aos tes-
tes de toxicidade, podem ser identi-
ficados dois tipos: letais e subletais.
Nos testes de respostas letais, utili-
za-se, como padrao, a LC50 (Letal
Concentration 50%), isto €, a con-
centragao que causa a morte de
50% dos organismos-teste durante
certo tempo de exposicao. As res-
postas subletais sao avaliadas com
base no EC50 (Effective Concentra-

tion 50%), que se trata da concen-
tragao capaz de causar algum efeito
deletério em 50% dos organismos-
-teste. O EC50 avalia alteragoes
especificas de comportamento ou
efeitos subletais (perda de equili-
brio, paralisia, deformidades, etc.).
Outro parametro comumente en-
contrado na literatura é a NOEC
(Non Observed Effect Concentration)
ou Concentragao de Efeitos Nao
Observaveis. Além desses testes,
podemos, ainda, avaliar condigoes
fisiolégicas ou comportamentais
dos organismos experimentais,
como, por exemplo, metabolismo,
consumo de oxigénio, capacida-
de de natagao, capacidade de fu-
ga, poder de adesao, producgao de
substancias indicadoras de estresse,
etc.'s",

Os critérios de selecdo de orga-
nismos para testes de toxicidade,
segundo Pereira, et al* sdao: dispo-
nibilidade, sensibilidade ao agente
quimico, tolerdncia ao manuseio,
tolerancia a fatores bioticos, ciclo
de vida, relevancia ecoldgica e/ou
econdmica, distribuicao geografica,
existéncia de metodologia padro-
nizada, requisitos legais, validagao
em campo.

Os organismos aquaticos sao
indicadores sensiveis da quali-
dade da agua. Assim, sdo muito
apropriados para serem utilizados
como “instrumento” no controle
da poluigao das aguas, que tem por
finalidade principal a manutengao
da vida em todas as suas formas e
manifestacoes.

Ha muito que os testes de toxi-
cidade vém sendo utilizados nes-
se campo?**%, e sua importancia
cresce a medida que se reconhece
seu valor e a possibilidade de sua
utilizacdao em diversos tipos de
estudos. Segundo Pereira, et al®°,
utilizando-se essa técnica de traba-
lho, é possivel avaliar: a toxicidade
relativa de diferentes efluentes
ou substancias sobre uma deter-
minada espécie ou um nimero
de espécie; a sensibilidade ou re-
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siliéncia relativa de organismos
aquaticos frente a um efluente ou
substancia téxica; a concentracao
limite de uma substancia na dgua
necessaria a vida aquatica; o grau
de tratamento necessario a um
efluente para que preencha os re-
quisitos determinados por 6rgaos
de controle de poluicao das aguas;
a eficiéncia de diferentes métodos
de tratamento de efluentes; a con-
centra¢ao maxima permissivel de
agentes quimicos e efluentes liqui-
dos industriais, tratados ou nao, em
um corpo receptor; concentragoes
e niveis favoraveis e desfavoraveis
de fatores ambientais — tais como
pH, temperatura, salinidade, tur-
bidez, teor de oxigénio dissolvido,
luminosidade — adequados a vida
aquatica.

Os procedimentos toxicoldgicos
mais urgentes, no momento, exi-
gem a inclusao do estabelecimen-
to de critérios e a padronizacao de
métodos de controle da poluicao,
visando, principalmente, estabele-
cer os limites maximos aceitaveis
de poluentes na dgua do mar e pre-
ver e avaliar as possiveis consequ-
éncias bioldgicas desses poluentes
nos ecossistemas*’.

O procedimento mais adequa-
do para se avaliar a toxicidade de
um poluente é estudar seus efeitos
sobre varios organismos represen-
tantes dos diferentes niveis tréficos.
Na impossibilidade de se trabalhar
com varios organismos, deve-se es-
colher, cuidadosamente, um bom
organismo-teste. As caracteristicas
relevantes nessa escolha sao: im-
portancia ecoldgica, disponibilida-
de ao longo do ano, facilidade de
obtencao e manutengao em labo-
ratdrio e, principalmente, notada
sensibilidade a substancia-teste.

Para este trabalho, foram esco-
lhidos o peixe Hyphessobrycon callis-
tus, por possuir as caracteristicas
acima citadas, e a amoOnia como
substancia toxica, por ser esta o
principal produto de excregao dos
organismos aqudticos. A amonia é
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um composto resultante do cata-
bolismo das proteinas®, sendo en-
contrada no ambiente na forma de
amonia nao ionizada (NH,), que é
de natureza lipofilica, possuindo,
assim, afinidade pelas gorduras,
e, por isso, difunde-se facilmente
pelas membranas respiratérias. En-
contra-se, também, no meio aqua-
tico, a amonia ionizada (NH,+),
que tem caracteristicas lipofébicas,
penetrando menos rapidamente
nas membranas, que sao de carac-
teristicas lipoproteicas®*. Conven-
cionou-se chamar a soma de NH, +
NH,+ de amoOnia ou amonia total.

A amodnia pode atingir niveis
letais ou subletais em sistemas de
cultivos estaticos ou de circulacao.
Esse fato faz com que seja muito
importante a determinacao dos li-
mites de tolerancia dos organismos
aquaticos em relacdo a ela para o
seu cultivo®. Altas concentragoes
de amoOnia podem estar presentes
em aguas de ambientes naturais
que recebem efluentes domésti-
cos, industriais e agrotoxicos?”. O
objetivo do presente trabalho foi
determinar a toxicidade aguda do
cloreto de amonia para uma espé-
cie indicadora regional, Hyphesso-
brycon callistus.

Material e Métodos

O método para o desenvolvi-
mento desses testes estd baseado
nas 17* e 182 ed. do Standard Metho-
ds for the Examination of Water and
Wastewater®*:

a) os testes foram realizados em
sistema semiestastico, com reno-
vagao da solucao-teste a cada 24
horas;

b) a dgua de diluicao utilizada
foi a desionizada, com dureza e
alcalinidade ajustadas entre 40 e
48 mg/L de CaCO,. O sal utilizado
para os experimentos foi o cloreto
de amonia (NH,Cl) da Merck.

¢) utilizou-se 10 peixes por con-
centragdo, com trés réplicas cada.
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- Os pesos dos peixes utilizados
na réplica I foram: 0,2594 a 0,5202
g naréplica Il: 0,3591 a 0,5499 g;
ena réplica I1: 0,2513a 0,5787 g.

- Os comprimentos foram:
23,07 a 29,79 mm para a réplica [;
25,37 a 29,24 mm para a réplica I[;
€23,88a29,04 para a réplica III.

Todos os aquarios foram moni-
torados nos instantes de 0, 2, 4, 6,
8,12, 24,48, 72 e 96 horas, consi-
derando os parametros fisicos, qui-
micos e bioldgicos: temperatura,
oxigénio dissolvido, pH, conduti-
vidade e mortalidade dos animais
€xpostos.

Os pHs foram: réplica I: 6,79 a
7,68; réplicaIl: 6,72 a 7,74; e répli-
calll: 6,50a7,58.

Oxigénio dissolvido: réplica I:
6,1 a7,6 mg/L; réplicall: 5,4a 7,8
mg/L; e réplica I1I: 6,3 a 8,1 mg/L.

A temperatura ficou entre 21,5
e 22,5°C para as trés réplicas

A dureza ficou entre: réplica I:
44 e 48 mg de CaCO,/L; réplica II:
40 e 48 mg de CaCO,/L; e réplica
II: 42 e 48 mg de CaCO,/L.

A alcalinidade ficou entre: ré-
plical: 30 e 34; réplicaIl: 28 ¢ 36; ¢
réplica I1I: 30 e 34.

Para a avaliacdo do parametro
mortalidade dos organismos, fo-
ram determinados a CL(I)50,24h,
CL50(I),48h, CL50(I),72h,
CL50(I)50,96h, isto €, a concentra-
¢ao nominal do agente toxico que
causa mortalidade a 50% dos orga-
nismos em 24, 48, 72, e 96 horas de
exposicao nas condigoes de teste.
A expressao dos valores nominais
com a notacao (I) segue a proposta
de Lloyd, Tobby*. Empregou-se o
método de Sperman-Karber para
a avaliacao da toxicidade aguda,
CL(I)50, conforme consta em Ha-
milton®',

Utilizou-se a equacao de Emer-
son’?, em que a fracdo de amonia
livre pode ser dada pela formula: f
=1/ (10 (pKa -pH) + 1). Conside-
rando-se Pka igual a 9,36 (23°C) e
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as variacoes de pH situando-se en-
tre 6,89 e 7,60, o valor de f variou
entre 0,0034¢0,0171.

A espécie Hyphessobrycon callis-
tus foi escolhida por ser nativa e de
ampla distribuicao no Estado de
Sdo Paulo. Essa foi a espécie utili-
zada por ser de facil aquisicao, dis-
ponivel durante quase todo o ano,
e de excelente adaptacao ao labo-
ratério. Os organismos foram ad-
quiridos de criadores, na regiao de
Mogi das Cruzes, e posteriormente
aclimatados no laboratorio.

Resultados

Constatou-se que as CL(I)50,
nos diversos periodos, apresenta-
ram diferencas entre os intervalos
de confianca, sendo que os resulta-
dos das trés réplicas nao apresenta-
ram variagoes significativas.

As CL(I)50,96h, para as trés
amostras, foram, respectivamen-
te, de 715,84; 706,77; e 540,65 mg
de NH,CI/L (equivalente a 187,16;
184,96; e 141,49 mg de NH./
NH,/L). Considerando a equacao
de Emerson*, em que a fracao de
amonia livre pode ser dada pela
equacao f =1/ (10 (pKa -pH) +
1), e considerando-se Pka igual a
9,36 (23°C) e as variacoes de pH
situando-se entre 6,89 e 7,60, o
valor de f variou entre 0,0034 e
0,0171. Multiplicando esses valo-
res pela CL(I)50,96h, tem-se que
a concentragao aproximada para
causar letalidade aguda da amonia
nao ionizada situa-se entre 0,068 e
0,09 mg/L.

Discussao

OVirias espécies de peixes vém
sendo utilizadas com bastante su-
cesso para estudar a toxicidade da
amonia®**** Qs resultados do
presente trabalho demonstram ser
0 Hyphessobrycon callistus bastante
apropriado para a realizagao de
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bioensaios com o objetivo de se
avaliar os efeitos de contaminan-
tes em efluentes. As altas taxas de
sobrevivéncia nas réplicas do con-
trole confirmam esse fato. Além

da facilidade de coleta, estocagem
e manuseio, os juvenis podem ser
também criados em cativeiro, per-
mitindo que fatores considerados
importantes na escolha de animais

Tabela 1. Variacdo da toxidade aguda de cloreto de amoénia para
H. callistus em diferentes periodos de exposicéo

CL()50 Intervalo deConfianca
mg de Limite Limite
NH,CI/L Inferior Superior
Réplica 1
24h 846,93 793,62 903,82
48h 821,53 790,84 853,562
72h 782,44 764,40 832,22
96h 715,84 664,83 770,77
Réplica 2
24h 852,87 794,64 904,87
48h 845,92 794,70 901,92
72h 808,32 783,75 833,67
96h 706,77 661,56 755,08
Réplica 3
24h 821,56 626,91 1076,70
48h 687,81 605,79 780,94
72h 568,90 516,65 626,46
96h 540,65 492,23 593,83

Tabela 2. Variacdo da toxidade aguda da amdnia total (NH, + NH, +) para
H. callistus em diferentes periodos de exposicédo

CL()50 Intervalo deConfianca
mg de Limite Limite
NH, +NH, + /L Inferior Superior
Réplica 1
24h 221,64 207,69 236,52
48h 214,99 206,96 223,37
72h 204,77 195,33 214,65
96h 187,34 173,99 201,71
Réplica 2
24h - - -
48h 221,64 207,69 236,53
72h 211,54 205,11 218,17
96h 184,96 173,13 197,60
Réplica 3
24h 215,00 164,06 281,77
48h 180,00 158,563 204,37
72h 148,88 135,21 163,95
96h 141,49 128,84 155,41
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Tabela 3. Variacdo da toxidade aguda da amdnia ndo ionizada (NH,) para
H. callistus em diferentes periodos de exposicao

CL(I)50 Intervalo deConfianca
mg de Limite Limite
NH, Inferior Superior
Réplica 1
24h 0,653 0,611 0,696
48h 0,539 0,519 0,560
72h 0,098 0,093 0,103
96h 0,090 0,083 0,097
Réplica 2
24h
48h 0,653 0,611 0,696
72h 0,530 0,514 0,547
96h 0,089 0,083 0,095
Réplica 3
24h 0,633 0,483 0,830
48h 0,451 0,397 0,512
72h 0,071 0,065 0,078
96h 0,068 0,062 0,074

experimentais para bioensaios, tais
como homogeneidade de tama-
nho, estagio de desenvolvimento,
idade e qualidade dos mesmos,
possam ser facilmente controlados.

Concentracoes letais e subletais
de amoOnia podem causar modifica-
¢oes histolégicas nos rins, figado,
baco e sangue de muitas espécies
de peixes*. Segundo Thurston,
et al*®, concentracoes subletais de
amonia nao ionizada (0,04 mg/L)
em trutas arco-iris, ao longo do
seu ciclo de vida, provocam danos
histopatoldgicos como: hipertrofia
com necrose das laminas bran-
quiais e degeneracao dos tubos
renais, devido a necrose generali-
zada.

A amonia pode, também, afe-
tar o transporte de oxigénio nos
tecidos. Esses efeitos incluem le-
soes nas branquias, diminuicao
da capacidade de transporte de
oxigénio — devido ao baixo pH do
sangue —, incremento do ritmo
respiratorio e dano histolégico nas
células do sangue e nos tecidos que

as produzem*. Segundo Burrows’
a amoOnia nao ionizada provocou
o0 aparecimento de hiperplasia do
epitélio branquial em trutas expos-
tas por 42 dias, a menos de 0,003
mg/L.

Ball*® determinou a LC50,48h
da amodnia nao ionizada para os
peixes: Perca Fluviatilis (0,29 mg/L),
Rutilus rutilus (0,35 mg/L), Scardi-
nus erythrophthalmus (0,36 mg/L),
Abramis brama (0,41 mg/L) e Sal-
mo gairdnei (0,41 mg/L). Segundo
Arana?, o0 LC50,96h da amonia
nao ionizada para Sciaenops ocellatus
foi 0,39 mg/L. Ja Colt, Tchobano-
glous* determinaram a LC50,96h
para o bagre Ictalurus punctatus,
obtendo-se 3,8 mg/L de NH,. Neste
trabalho, a concentracao aproxi-
mada para causar letalidade aguda
em Hyphessobrycon callistus situou-
-se entre 0,6 € 3,2 mg/L. Para a
espécie Odontotesthes argentinensis
os valores de LC50 para juvenis
de 0,14¢g foram de 1,48; 1,30; 0,80
mg/L de NH, em 24, 48, 72 ¢ 96
horas®.
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0 aumento da amonia no meio
externo pode reduzir sua excre-
¢do, conforme indicam estudos
realizados em trutas (Salmo gaird-
neri), goldfish (Carassius auratus),
caranguejos (Callinectes sapidus) e o
camarao de agua doce (Macrobra-
chium rosenbergii). Devido a cres-
cente dificuldade para excretar
amonia, a primeira reacao dos ani-
mais aquaticos pode ser a diminui-
¢do ou a paralisacao da atividade
alimentar para minimizar a pro-
ducao de amonia metabdlica. Por
isso, um dos elementos subletais
mais significativos desse composto
de excrecao serd a diminuicao da
taxa de crescimento corpdreo®.

Em nivel celular, a amodnia
pode bloquear o processo de fos-
forilacao oxidativa e, consequen-
temente, diminuir o crescimento
dos animais, tendo em vista a in-
capacidade desses em converter
a energia alimentar em ATP*. Os
Hormonios corticosteroides po-
dem ser liberados frente a uma ex-
posicao subletal de amonia®. Esses
hormonios provocam um balango
negativo do nitrogénio, devido a
desaminacdo dos aminodécidos,
impossibilitando esse processo es-
sencial para o crescimento*. Um
nivel de 50 a 200 ug/L de NH, pro-
voca uma reducao significativa do
crescimento na maioria dos ani-
mais aquaticos?.

Verificou-se, assim, que a to-
xicidade aguda da amonia para
H. callistus é inferior a 4,0 mg de
NH,/L. Como essa forma é mui-
to mais toxica que a ionizavel, é
necessario que as analises da to-
xicidade do nitrogénio amoniacal
sejam feitas com cautela, levando
em conta o pH e a temperatura da
amostra do efluente, a fim de se
avaliar a quantidade disponivel de
amoOnia no corpo receptor.
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