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Testes de toxicidade de íons metais usando Paramecium caudatum como 

organismo teste 
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Resumo: 

Os experimentos de avaliação da toxicidade dos metais foram feitos 

com organismos obtidos na fase log de crescimento em meio de 

cultivo padronizado e previamente estabelecido, após obtenção de sua 

curva de crescimento e tempo de geração, seguindo recomendações 

do processo de otimização do cultivo para o protozoário Paramecium 

caudatum. Os testes foram realizados com dezoito íons cloreto de 

metais, frente ao protozoário em seis diferentes concentrações em 

meio aquoso. Os resultados dos testes de toxicidade mostraram que a 

tolerância desse protozoário é maior ao molibdênio e ao lítio (CL50 24 

h. > 4,5 mg.L
-1

 e 3,69 mg.L
-1

; respectivamente), enquanto que para o 

mercúrio e o cobre foram iguais e as menores (CL50 24 h. ≥ 0,021 

mg.L
-1

). A ordem decrescente de toxicidade dos metais testados nos 

ensaios com Paramecium caudatum foi a seguinte: Hg > Cd > As > 

Mn > Pb > Cr . Comparando as concentrações máximas permitidas 

desses metais pela legislação brasileira, com os resultados de 

tolerância obtidos nos experimentos com esse protozoário, nota-se 

que Paramecium caudatum é sensível aos mesmos em concentrações 

inferiores às máximas permitidas a esses metais, evidenciando a 

importância de se realizar ensaios com esses organismos na avaliação 

de contaminações, especialmente por metais; e no monitoramento 

ambiental.  
 

Abstract: 

The toxicity experiments were conducted with individuals obtained 

from a log phase culture in culture medium previously established 

and standardized, after obtaining their growth curve and generation 

time, following recommendations of the optimization process for 

cultivation of the protozoan Paramecium caudatum. Tests were 

conducted with eighteen chloride ions of metals, opposite the 

protozoan in six different concentrations in aqueous. The results 

showed that the highest  tolerance was to molybdenum and lithium 

(CL50 24 h.> 4,2 mh.L-1 and CL50 > 3,5 mg.L-1, respectively), and 

the lowest was to mercury and copper, were the CL50 ≥0,021 mgL-1 

was the same for both metals. The decreasing order of toxicity of the 

metals found in the experiments was the following: Hg > Cd > As > 

Ba > Mn > Pb > Cr . The experiments showed that the Paramecium 

caudatum tolerance to these metals is lower in comparison to the 

environmental limits allowed by the Brazilian environmental 

protection agencies, revealing that it will be interesting to include this 

Protozoan test in aquatic environment monitoring surveys, especially 

in those environments that can be contaminated with metals. 
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INTRODUÇÃO 

 

Com a contínua deposição dos metais em 

ambientes aquáticos, estes podem chegar a níveis tóxicos 

altos, tornando a água imprópria para o consumo e 

interferindo na ciclagem de carbono e nutrientes ao 

afetarem microrganismos, plantas e animais. Por outro 

lado, em concentrações baixas, os metais normalmente são 

essenciais para o bom funcionamento das células e são 

denominados de elementos traço. Os metais considerados 

essenciais são: sódio, potássio, cálcio, ferro, zinco, cobre, 

níquel e magnésio. (Sounthgatte, 1948). 

 Segundo Irato e Piccinni (1996), as 

características e a intensidade dos danos dependem da 

natureza do metal (se é essencial ou não) e a concentração 

do mesmo. Assim, alguns metais são elementos essenciais 

e simultaneamente micro-contaminantes como cromo, 

zinco, ferro, cobalto, manganês e níquel. Outros metais 

são considerados apenas como micro-contaminantes 

ambientais, tais como o arsênio, chumbo, cádmio, 

mercúrio, alumínio, titânio, estanho e tungstênio; pois não 

são exigidos pelo metabolismo celular e se mostram 

altamente tóxicos ao organismo; e são bioacumulativos 

(Salgado, 1996; Trevores 1986). Além disso, algumas 

propriedades do sedimento e da água, tais como o pH e 

conteúdo de matéria orgânica também afetam a 

disponibilidade dos metais nos tecidos vivos. A 

concentração de cada metal traço essencial para cada 

organismo é específica, ou seja, uma concentração elevada 

para uma espécie pode ser considerada baixa para outra. 

Assim, animais aquáticos são naturalmente expostos a 

uma variedade de metais, cuja forma química e 

concentração na água são governadas pela natureza dos 

processos geoquímicos e atividades antropogênicas.  

 A toxicidade dos metais pode ser atribuída a 

disfunções resultantes de interações inapropriadas entre o 

metal e as estruturas celulares. Por isso, investigações em 

nível celular vêm sendo realizadas, a fim de fornecer 

subsídios para o entendimento de como o animal se 

comporta perante a exposição a um determinado metal 

(Mason, 1991; Andrem, 2000). Segundo Rainbow (1996), 

dentre os processos fisiológicos e ecológicos de protistas 

que podem ser afetados por metais e influenciar sua 

sobrevivência, podem ser destacados a redução da 

alimentação pela redução das taxas de endocitose e 

inibição do crescimento. A avaliação da toxicidade de 

vários compostos pode ser feita por meio dos organismos-

teste, que são usados como modelos das respostas de 

outros seres vivos a esses compostos, devido à relação 

trófica existentente. Sempre com a saúde humana e 

ambiental como objetivos principais. Experimentos de 

toxicidade “in vitro” podem ser feitos com a exposição 

direta dos organismos-teste a diferentes concentrações de 

reagentes químicos puros e misturas definidas dos 

mesmos, para verificar possíveis sinergismos ou 

antagonismos; ou misturas químicas indefinidas como 

amostras brutas de resíduos de diferentes indústrias 

(Fenchel, 1987).  

Dentre os organismos que podem ser utilizados 

em avaliações de toxicidade destacam se os protozoários, 

e dentre eles, especialmente os ciliados. 

Protozoários são organismos unicelulares, 

eucarióticos, que estão no início da cadeia alimentar 

ligando as bactérias aos níveis tróficos superiores no 

plâncton (Sherr et al., 1988). Os protozoários ciliados são 

numerosos em ambientes aquáticos e em todos os tipos de 

sistemas de tratamento biológico de água e esgoto 

(Madoni et al., 1993, 1996; Amann et al., 1998); exercem 

um papel importante na purificação e na regulação da 

comunidade aquática inteira e melhoram a qualidade dos 

efluentes em estações de tratamento de esgoto pela 

remoção da maioria das bactérias dispersas (Curds et al., 

1968; Madoni, 1994, 2002, 2003; Salvadó et al., 1995) 

pois ao excelentes consumidores de detritos na água. 

Devido à sua sensibilidade às alterações ambientais, ao 

seu curto ciclo de vida, facilidade para cultivo e 

manutenção, os protozoários têm sido utilizados em 

estudos toxicológicos e propostos como indicadores 

biológicos de poluição aquática (Nicolau, Mota, Lima 

1999; Nalecz-Jawecki; Sawicki, 2002; Dias, Mortara, 

Lima, 2003; Nalecz-Jawecki, 2004). 

Os protozoários mais utilizados em experimentos de 

toxicidade são os ciliados do gênero Tetrahymena, em 

cultura axênica. Estes foram testados em relação a 

cinqüenta e sete diferentes reagentes químicos (Yoshioka 

et al., 1985); metais (Mortara; Lima, 2003); micotoxinas 

(Benitez et al., 1994); xenobióticos (Sauvant et al, 1995) e 

elementos inorgânicos como Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ge, 

Hg, Mn, Nb, Pb, Sb, Sn, Ti, V e Zn (Sauvant, 1997). 

Entretanto, são também conhecidos experimentos 

semelhantes usando culturas monoxênicas de outros 

ciliados em relação aos efeitos tóxicos de diferentes 

poluentes como detergentes (Dryl; Mehr, 1976), metais 

tóxicos (Madoni, 2006; Martín-González et al., 2006; 

Miyoshi et al., 2003), substâncias carcinogênicas, 

herbicidas, inseticidas, fungicidas, antimicrobianos e 

solventes orgânicos (Miyoshi et al., 2003); ou 

holoxênicas, usando metais, pesticidas, derivados de fenol 

e benzenos (Twagilimana et al., 1998; Nalecz-Jawecki; 

Sawicki, 1999, 2002; Nalecz-Jawecki, 2004).  

Especificamente para metais em experimentos de 

laboratório, Madoni (2006) verificou, que os ciliados 

Colpidium colpoda, Dextrioticha granulosa e Halteria 

grandinella expostos ao cádmio, cobre, cromo e níquel 

apresentaram alta sensibilidade que variou para cada táxon 

e cada metal. O uso específico do protozoário ciliado 

Paramecium caudatum em testes de toxicidade com 

metais foi realizado por Madoni (1992, 1994, 1999, 2005, 

2006) e Abraham et al. (1997) para o cádmio, chumbo, 

cromo, cobre, mercúrio, níquel, e zinco. González (2005) 

observou tolerância de Paramecium caudatum à metais 

tóxicos na seguinte ordem: Hg > Cd > Cu > Ni > Pb > Zn 

> Cr. 

No campo, muitos estudos em ambientes 

aquáticos revelaram mudanças na dinâmica de 

comunidades do protozoário nos locais afetados por 

metais (Cairns et al., 1980; Fernandez-Leborans; Novillo, 

1996). A diversidade estrutural e funcional destas 

comunidades permite uma avaliação dos efeitos e do 

perigo que os metais tóxicos têm em diversos aspectos do 

ecossistema, tais como a diversidade das espécies e o 

equilíbrio da dinâmica da cadeia alimentar (Ferandez-

Leborans; Novillo, 1995). Neste contexto, os 

experimentos com ciliados se tornam uma ferramenta 
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valiosa para se inferir sobre os possíveis distúrbios 

ambientais no meio aquático (Cairns; Pratt, 1989). 

Investimentos em tecnologias de monitoramento 

ambiental são especialmente desejáveis se considerarmos 

o impacto por atividades humanas que nossos ambientes 

vêm sofrendo, especialmente aqueles próximos às grandes 

cidades, devido à elevada densidade humana, atividade 

industrial e agropecuária. Os parâmetros físico-químicos 

(pH, condutividade, dureza, oxigênio dissolvido e 

temperatura) são uma das formas de monitoramento, que 

avaliam a qualidade de ecossistemas aquáticos. Além 

destas, podem ser utilizadas ferramentas biológicas 

através de organismos teste bem como os bioindicadores e 

através das análises ecotoxicológicas (Lynn, 1992). O uso 

de organismos vivos na avaliação da qualidade de águas 

permite a detecção de distúrbios ambientais de forma mais 

precisa quando comparado às análises físico-químicas e 

garante uma avaliação mais sistêmica. (Caio, 2000; 

Antipa, 1977). 

Medidas das concentrações de substâncias 

químicas presentes no ambiente, são excelentes, porém 

não são suficientes para revelar os reais efeitos adversos 

da contaminação, direta nos organismos vivos no 

ambiente. Para isso é necessária, em paralelo a essas 

medidas, a aplicação de programas de monitoramento que 

incluam a avaliação dos efeitos biológicos da 

contaminação, considerando a preocupação com 

comunidades vivas existentes no ambiente. Os indicadores 

biologicos e organismos-teste constituem ferramentas 

eficientes nos estudos de avaliação de risco e impacto 

ambiental, pois podem auxiliar na detecção precoce dos 

efeitos reais que possam estar ocorrendo aos seres vivos 

em virtude da exposição aos poluentes ambientais (Bick, 

1968).  

Dentre as técnicas de monitoramento, o uso de 

indicadores biológicos e organismos-teste fornecem 

informações únicas quanto ao efeito direto dos poluentes 

na biota e no homem, além de apresentarem baixo custo, 

devido à facilidade de cultivo, fácil manutenção em 

laboratório e responderem imediatamente a qualquer 

alteração ambiental (Eckenfelder, 2000; Goulart, 2003).  

Devido aos prejuízos que podem causar aos 

ecossistemas aquáticos naturais ou de sistemas de 

tratamento biológico de esgotos, são incluídos nos 

sistemas de classificação da potabilidade das águas 

naturais e de emissão de esgotos, tanto na legislação 

federal, segundo Resolução do Conselho Nacional do 

Meio Ambiente (CONAMA) nº. 357/2005, quanto na do 

Estado de São Paulo, pelo Decreto Estadual (SP) nº. 

8468/76 (Tonani, 2008). O presente trabalho pretendeu 

realizar testes “in vitro” visando-se avaliar a toxicidade de 

diferentes metais frente ao protozoário ciliado 

Paramecium caudatum, isolado da Represa do 

Monjolinho (São Carlos-SP) e mantido em cultura 

monoxênica. Esses experimentos foram conduzidos com o 

objetivo de verificar a possibilidade da utilização desse 

protozoário como indicador ambiental de metais pesados 

em um bioensaio padronizado e avaliar os possíveis 

impactos das concentrações testadas desses metais na 

biota aquática. 

Realizar testes de toxicidade utilizando esse 

protozoário exposto a diferentes concentrações de seis íon 

cloreto de metais tóxicos aos organismos (arsênio, 

cádmio, chumbo, cromo, manganês, mercúrio) visando 

verificar a possibilidade de sua utilização como organismo 

teste em um bioensaio padronizado na avaliação da 

toxicidade desses metais para esse organismo e 

eventualmente para outros protozoários do plâncton e 

bentos de ambientes aquáticos. 

 Comparar os dados obtidos com os da literatura 

para outros organismos para se verificar a eficiência do 

Paramecium caudatum como organismo teste em um 

bioensaio padronizado representativo de outros 

organismos na cadeia trófica na avaliação da toxicidade 

desses metais.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram baseados em metodologia 

descrita por Madoni e Romeo (2006), tendo duração de 24 

horas e sendo realizados em micro-placas de poliestireno 

para cultivo com 24 perfurações (seis colunas e quatro 

sequências lineares), sendo que em cada perfuração (poço) 

foi feito um experimento com cada concentração dos 

metais, ou seja, nas quatro sequências lineares de seis 

perfurações houve seis concentrações diferentes. Na 

primeira coluna da placa (quatro linhas) as maiores 

concentrações para todos os metais, na segunda as 

menores concentrações, metade da anterior, na terceira 

metade desta ultima (usando fator de multiplicação dois 

“F.2-1 da maior concentração para menor”) e assim 

sucessivamente.  

        Em cada placa foi realizado experimento para um 

metal, ou seja, cada sequência linear da placa para as 

diferentes concentrações do metal tóxico, totalizando três 

ensaios e um controle em paralelo na mesma placa para 

cada metal, (um controle e seis diferentes concentrações 

de metais em cada placa repetida três vezes) e cada 

experimento foi feito em quatro repetições. No total foram 

utilizadas quatro placas para cada metal (em dias 

diferentes), onde três linhas continham ensaios com o 

metal e a ultima apenas água deionizada com protozoários 

para teste controle (a placa contém seis colunas e quatro 

linhas). Em cada poço (capacidade de 200 µmL
-1

.) foram 

adicionados 20 protozoários obtidos de uma pré-cultura 

em fase logarítmica de crescimento que foi pré-

determinada no experimento anterior. Os protozoários 

foram transferidos para os poços por meio de micropipetas 

de Pasteur após prévia lavagem em uma gota de água 

deionizada esterilizada na autoclave. Os experimentos 

foram incubados por 24 horas a 30°C, e os organismos 

não foram alimentados durante esse período. Em seguida, 

foi determinada a concentração média letal, ou 

concentração letal CL 50 (24h CL50= concentração que 

produz mortalidade em 50% da população do protozoário 

comparado com os controles) com 95% de confiança, 

segundo método proposto por Hamilton (1977). O calculo 

é feito utilizando um programa de computador (Trimmed 

Spearman-Karber Method; version 1.5) que determina a 

faixa percentual da mortalidade a partir dos dados 

fornecidos. 
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Tabela 1: Concentrações máximas permitidas (em mg/L) dos íons cloreto de metais (Cloreto total 252mg/L) pelos 

padrões de potabilidade da resolução Nº. 357 do CONAMA 2005 e valores mínimos utilizados para os testes 

preliminares, usando fator dois. 

Íons Cloreto CONAMA Conc. Mínima nos ensaios preliminares 

(ArCl2) 0,01 0,02 

(CdCl2) 0,001 0,002 

(PbCl2) 0,01 0,02 

(CrCl2) 0,05 0,10 

(MnCl2) 0,10 0,20 

(HgCl2) 0,0002 0,0004 

 

Os experimentos foram feitos em replicas de 

quatro; porém para obter a CL50 depois de 24 horas nos 

ensaios; foram necessários no mínimo três repetições dos 

ensaios com os testes dos metais, para se ter maior 

confiança nos CL50, que resultaram numa média das três 

CL50 obtidas. Assim, foram realizados testes de toxicidade 

com os dezoito metais, em seis diferentes concentrações 

em replicas de três, por quatro vezes, visando obter uma 

média final para ter uma CL50 24 horas para os testes 

definitivos.  

Os testes foram considerados válidos quando as 

mortalidades nas concentrações de controle foram iguais 

ou menores que 10%; com base em analise de variância 

(ANOVA), usando um intervalo de confiança de 0,95. Não 

foram considerados nas taxas de mortalidade os ensaios 

sem nenhuma concentração de metal, apenas com água 

mineral; estas foram estimadas como concentrações 

piloto, apenas para verificação da reprodução dos 

protozoários na ausência total de qualquer concentração 

de metal. Estes apresentaram 100% de sobrevida e muitos 

tiveram reprodução celular.  

 As concentrações mínimas de metais que foram 

estipuladas para os testes foram baseadas nos padrões de 

potabilidade estabelecidos pelas portarias do ministério da 

saúde e nas concentrações máximas estabelecidas pelo 

CONAMA resolução nº. 357/2005. As concentrações 

máximas permitidas para cada metal foram multiplicadas 

por dois e utilizadas, para estabelecer as concentrações 

mínimas e se iniciar os experimentos de toxicidade 

(ensaios preliminares), conforme a Tabela 1, demais 

concentrações foram obtidas usando o fator dois. Optou se 

testar seis diferentes concentrações para cada íon 

metálico, que estão mostradas na Tabela 2, para verificar a 

tolerância do protozoário ciliado Paramecium caudatum 

às diferentes concentrações e obter a CL50 para cada 

metal.  

 

Tabela 2: Concentrações para os testes preliminares de toxicidade dos metais (em mg.L
-1

) 

Íons Cloreto 1ª 2ª 3ª 4ª 5ª 6ª 

(ArCl2) 0,64 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 

(CdCl2) 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 

(PbCl2) 6,40 3,20 1,60 0,80 0,40 0,02 

(CrCl2) 3,2 1,6 0,8 0,4 0,20 0,10 

(MnCl2) 6,40 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20 

(HgCl2) 0,015 0,0072 0,0032 0,0016 0,0008 0,0004 

 

Resultados dos testes de toxicidade após vinte e quatro 

horas 

 

Os resultados dos testes de toxicidade de seis 

diferentes concentrações do cloreto de arsênio ao 

protozoário Paramecium  caudatum, apresentou 

mortalidade de 15 % para a concentração mínima testada 

(0,12 mg/L) e de 97% para a concentração máxima testada 

(0.64 mg/L). Os resultados dos testes de toxicidade de seis 

diferentes concentrações do cloreto de bário ao 

protozoário Paramecium caudatum; apresentou 

mortalidade de 20 % para a concentração mínima testada 

(0,14 mg/L) e de 100% para a concentração máxima 

testada (44,48 mg/L).  

Os resultados dos testes de toxicidade das seis 

diferentes concentrações do cloreto de cádmio ao 

protozoário Paramecium caudatum, o protozoário 

apresentou mortalidade de 15 % para a concentração 

mínima testada (0,01 mg/L) e de 85% para a concentração 

máxima testada (0.32 mg/L).  

Os resultados dos testes de toxicidade em relação 

as seis diferentes concentrações do cloreto de chumbo ao 

protozoário P. Caudatum,  apresentou mortalidade de 10 

% para a concentração mínima testada (0,01 mg/L) e de 

100% para a concentração máxima testada (6,4 mg/L). 

Apresentou CL50 = 2 mg.L
-1

.  

Nos resultados dos testes de toxicidade das seis 

diferentes concentrações do cloreto de cromo ao 

protozoário P. caudatum apresentou mortalidade de 05 % 

para a concentração mínima testada (0,10 mg/L) e de 78% 

para a concentração máxima testada (3,20 mg/L).  

Enquanto que nos resultados dos testes de 

toxicidade em relação às seis diferentes concentrações do 

cloreto de manganês ao protozoário P. caudatum 

apresentou mortalidade de 10 % para a concentração 

mínima testada (0,20 mg/L) e de 100% para a 

concentração máxima testada (6,40 mg/L).  

Os resultados dos testes de toxicidade das seis 

diferentes concentrações do cloreto de mercúrio ao 

protozoário P. caudatum apresentou mortalidade de 06 % 

para a concentração mínima testada (0,008 mg/L) e de 

100% para a concentração máxima testada (0.257 mg/L).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Embora os protozoários não tenham sido 

alimentados durante os testes de toxicidade, (nem nos 

ensaios sem concentração com metais) grande numero de 

experimentos controle apresentou mais de 30% de 

reprodução celular provavelmente devido a possível 

presença de bactérias (Enterobacter aerogenes) usadas no 

cultivo que podem ter sobrado nas superfícies das células 

inoculadas mesmo após as cinco lavagens em água 

mineral estéril. Segundo Ellen Raber e Alison Burklund 

(2010) muitos fatores podem influenciar a transferência de 

bactérias entre superfícies, incluindo: tipo de superfície, 

tamanho, umidade, etc. nos estudos realizados por Ellen 

Raber e Alison Burklund, para determinar as taxas de 

contaminação cruzada de bactérias, o volume do inóculo é 

um fator ainda não estabelecido na influência da 

transferência da bactéria, pois não consideram a 

transferência por superfície corporal, como ocorreu no 

cultivo do protozoário aqui apresentado. Porém o volume 

de cinco protozoários por tubo muito provavelmente foi o 

suficiente para a transferência indesejada de algumas 

bactérias para essa reprodução, levando em consideração a 

superfície corporal do Paramecium caudatum. Essas 

bactérias podem ter se reproduzido e servido de alimento 

durante o experimento, o que teria permitido a reprodução 

celular dos protozoários. Outro fato que pode ter 

contribuído para o aumento celular nos controles é a 

introdução de protozoários em estágio pré-divisional nos 

experimentos, nos quais o ciclo reprodutivo pode ter se 

completado durante o experimento, porém isso é uma 

especulação, devido ao numero decrescente de 

protozoários que surgiram seriam necessárias muitas 

células em estado pré-divisional, o que leva a considerar 

que a possibilidade de bactérias remanescentes nos 

protozoários lavados associados ao fato de células em 

divisão aumentarem as possibilidades desta crescente nos 

testes controle.  

Os testes realizados apresentaram variações 

significativas em sua mortalidade revelando que os 

protozoários provenientes da mesma cultura introduzidos 

nos diferentes ensaios podem apresentar grande variação 

em sua resposta, é totalmente compreensível, pois foram 

realizados com organismos vivos e todo organismo vivo 

apresenta variação de comportamento frente variação de 

ambiente. A variação na mortalidade pode também ser 

resultante da ocorrência de algumas divisões celulares em 

alguns indivíduos, a exemplo do que ocorreu nos 

experimentos controle, especialmente nas menores 

concentrações dos metais onde eles seriam menos 

afetados. Essas variações entre as réplicas representariam 

um inconveniente para a utilização de protozoários como 

organismos-teste em experimentos de toxicidade. 

Entretanto, tais problemas podem ser atenuados com a 

realização de maior número de réplicas para cada ensaio e 

a utilização de testes agudos de toxicidade em tempos 

inferiores ao tempo de geração dos organismos-teste, e 

também com inoculo de um numero menor de 

protozoários. Assim, no caso de Paramecium caudatum 

sugere-se utilizar CL50 em tempos inferiores a cinco horas. 

É indiscutível que os metais exerceram influência decisiva 

na mortalidade dos protozoários nos experimentos.  

Apesar desses problemas encontrados, os 

resultados do presente trabalho e da literatura indicaram 

que Paramecium caudatum e os ciliados, conforme Tabela 

3 que apresenta experimentos realizados apenas com três 

metais (cádmio, cobre e zinco) segundo diferentes 

pesquisadores da área, em geral, apresentam uma menor 

sensibilidade em comparação com outros invertebrados 

aos metais, nos trabalhos publicados atualmente existem 

poucos metais testados; a maior preocupação dos autores 

na área de testes de toxicologia inclui principalmente o 

mercúrio, cádmio, zinco, cobre. Como existe também 

grande variação de tolerância entre os vários ciliados 

frente às diferentes concentrações dos metais (Tabela 4), é 

necessária a realização de mais estudos utilizando ciliados 

das várias classes existentes, direcionados para metais 

específicos e ciliados específicos de forma sistemática, 

para verificarmos a real possibilidade de utilizarmos esses 

organismos para tais tipos de testes e quais seriam os mais 

adequados para os metais tóxicos, considerando também 

nestes testes que tipo de metal, e seu grau de toxicidade, 

conforme foi observado neste presente trabalho com 

vários metais. 

A caracterização do Paramecium caudatum (ou 

de ciliados em geral) como organismo de alta 

sensibilidade à testes com meais tóxicos, é valida porém 

não absoluta, observe na Tabela 3 que embora sejam 

usados apenas três metais que por  sua vez não são os 

mais tóxicos aos tecidos, há uma grande variação de 

tolerância aos metais frente aos diferentes invertebrados 

empregados em cada experimentos, assim toda tentativa 

de padronizar um determinado organismo, para teste, está 

intrinsecamente ligado à sua tolerância à cada metal 

tóxico a ser exposto, e por conseguinte a  concentração 

deste. Embora tenhamos encontrado uma sensibilidade 

mais elevada de Paramecium caudatum aos metais 

testados, do que a encontrada para outros ciliados como 

foi verificados em trabalhos realizados em água e esgotos, 

os estudos em ambientes contaminados ou não com 

Vorticella microstoma, Euplotes mutabilis, Stylonychia 

mytilus e Tachysoma pellionella. Estudos recentes têm 

mostrado na literatura com isolamento de ciliados com 

alta tolerância a metais, especialmente em locais 

contaminados sejam ambientes aquáticos ou terrestres 

(Shakoori, Rehman & Riaz-ul-Haq, 2004; Rehman, 

Shakoori & Shakoori, 2006a e b; Rehman, Shakoori & 

Shakoori, 2009). Tal resistência em ciliados tem sido 

atribuída à acumulação dos metais em moléculas como a 

metalotioneína nos tecidos vivos (Martin-Gonzalez et al., 

2006), e recentemente foi identificado e clonado pela 

primeira vez um gene de metalotioneína de cádmio de um 

Parameciun sp. isolado de esgotos industriais (Shuja & 

Shakoori, 2009). Estes estudos mostram que a acumulação 

de metais tóxicos nos tecidos dos ciliados gera certa 

tolerância destes aos metais com os quais estão 

contaminados. Nos organismos em seu habitat, essa 

contaminação se dá ao longo do tempo com doses 

mínimas. Trabalhar com ciliados provenientes de áreas já 

contaminadas com metais tóxicos (geralmente com 

concentrações bem inferiores às consideradas letais) é 

uma preocupação que surgiu durante o desenvolvimento 

deste trabalho e requer uma pesquisa direcionada, uma vez 

que o protozoário Paramecium caudatum é um organismo 
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que indica qualidade da água, devido a sua sensibilidade à 

agentes poluentes. Estes protozoários quando submetidos 

a testes de toxicidade no laboratório, coletados de certa 

área de estudo com algum grau de contaminação, 

apresentam uma necessidade especial de atenção, como 

maior variação nas medidas de metais a serem testadas 

considerando seu grau de tolerância devido ao acúmulo de 

metais já detectados nos tecidos. Isso quando o 

protozoário é coletado diretamente do ambiente a ser 

estudado. Neste caso naturalmente as concentrações a 

serem submetidos deverão ser maiores que as 

concentrações apresentadas no presente trabalho, e, sua 

concentração exata deve ser estabelecida mediante o 

conhecimento da disposição de metais pré-existentes no 

ambiente da coleta das amostras. 

 

 

Tabela 3: Dados da literatura sobre a toxicidade de metais frente a diferentes invertebrados microcrustaceos e 

Paramecium caudatum do presente estudo: Fonte Rainbow, 1898. 

 

                 O uso de protozoários em testes de toxicidade é 

usual em água de superfície e estações de tratamento de 

esgoto, é muito freqüente em diversas partes do mundo 

principalmente na Europa. Um estudo realizado por 

Madoni (1995) para verificar a toxicidade aguda de cinco 

metais em relação à comunidade de protozoários 

(Drepanomonas revoluta, Aspidisca cicada, Aspidisca 

lynceus, Chilodonella uncinata, Euplotes sp., Trochilia 

minuta, Carchesium, Epistylis sp., Opercularia coarctata, 

Opercularia mínima, Vorticella convallaria, Vorticella 

octava, as espécies acanthamoeba: Podophrya sp., 

Tokophrya quadripartita) que vivem no lodo ativado em 

uma estação de tratamento de esgoto em Roncocesi, 

Reggio Emilia (Itália) nos testes toxicológicos realizados 

foram usados quatorze espécies de protozoários ciliados 

duas de acanthamoeba a partir do lodo coletado na bacia 

de aeração do esgoto tratamento de resíduos urbanos e 

indústriais. O lodo ativado foi tratado com diferentes 

concentrações de cádmio, cobre cromo (VI), chumbo e 

zinco por um período de 24 horas.  Os resultados 

experimentais permitiram determinar a relação toxicidade 

dos metais testados e indicaram que a ordem de toxicidade 

dos cinco metais estudados na comunidade geral foi: Cd> 

Cu> Pb> Zn> Cr. Esse resultado foi determinado com 

base na redução da densidade de células e riqueza de 

espécies. Nestes experimentos Madoni verificou grandes 

diferenças na sensibilidade dos ciliados a todos os metais 

Chilodonella uncinata e minuta Trochilia minuta mostrou 

a maior sensibilidade a todos os metais estudados, 

enquanto Opercularia coarctata e Opercularia mínima 

foram as espécies mais tolerantes. Nestes testes Madoni 

não incluiu o Paramecium. Caudatum. No presente 

trabalho que foi realizado com protozoários coletados em 

água de represa obteve se a seguinte ordem decrescente de 

toxicidade dos metais testados nos ensaios com 

Paramecium caudatum foi: Hg > Cd > As > Mn> Pb >  Cr 

>. Observa se que o cádmio e o cobre são mais tóxicos 

que o chumbo o zinco e o cromo apresentam o mesmo 

nível de toxicidade em relação aos ciliados testados 

segundo suas respectivas CL50 apresentadas nos resultados 

de Madoni e no presente trabalho.  

Neste trabalho observou-se, pelas CL50 

encontradas frente aos metais testados, que o Paramecium 

caudatum é um excelente organismo teste e indicador para 

monitoramento de metais pelo seu aspecto da 

reprodutibilidade sensibilidade, bem como pode ser 

verificado pela comparação com os resultados obtidos por 

Madoni (1994). Trabalhos publicados por Madoni (1995) 

com quatorze protozoários dentre os quais três de 

Paramecium sp. (Colpidium colpoda, Dexiostoma 

campylum, Glaucoma scintillans, Loxodes striatus, 

Paramecium bursaria, Paramecium caudatum, 

Paramecium putrinum e Spirostomum teres, Euplotes 

moebiusi, Euplotes patella, Holosticha kessleri, and 

Stylonychia pustulata) em Stirone Stream (Itália), 

submetidos á testes com Hexahidrato Cloreto de Níquel 

(NiCl2. 6H2O), se verificou que as espécies de 

Paramecium bursaria e Paramecium caudatum 

apresentam maior sensibilidade ao Níquel que os demais 

ciliados, (CL50  apenas de Paramecium sp. Paramecium 

bursaria 0.36 mg.L
-1

, Paramecium caudatum 0.49 mg.L
-1

, 

Paramecium putrinum 1.30 mg.L
-1

), esses resultados  

mostram que o Paramecium caudatum  está entre os mais 

indicados como organismo teste para estudos 

toxicológicos, Porém de uma forma geral o Níquel não é o 

mias tóxico dos metais aqui  estudados, sua CL50 =0,51 

mg.L
-1

, ainda maior que o cobre. Segundo Madoni em 

testes realizados com vários metais usando outros ciliados 

incuindo o Paramecium caudatum a ordem de toxicidade 

é: Cu> Hg> Cd> Ni> Pb> Cr> Zn. (Madoni, Romeu; 

2006; Madoni, 1994). Os diferentes estudos incluindo a 

origem dos organismos também comprometem a 

Organismos CL50 24 h. Metais, mg.L
-1

 Referências 

 Cd
+2

 Cu
+2

 Zn
+2

  

Pandalus montagui 0,00511 0,0012 0,0057 Nugegoda and Rainbow, 1988a 

Palaemon elegans 0,0020 0,0025 0,801 White and Rainbow, 1986a 

Acanthephyra purpurea 0,0211 0,0051 0,0045 Ridout et al., 1989 

Anomalocera patersoni 0,0042 0,0041 *** Polikarpov et al., 1979 

Calanus finmarchicus 0,0081 0,0054 0,971 Zauke et al., 1996 

Orchestia gammarellus 0,0100 0,0015 9,353 Rainbow et al., 1989 

Themisto gaudichaudii 0,200 0,0054 0,508 Rainbow et al., 1993b 

Eucopia unguiculata 0,100 0,0025 0,0015 Ridout et al., 1989 

Euphausia superba 0,512 0,0051 0,133 Rainbow, 1989 

Sergia robustus 0,710 0,0210 0,0047 Ridout et al., 1989 

Metapenaeopsis palmensis 0,512 0,0075 0,510 Rainbow, 1990b 

Paramecium caudatum 0,20 0,021 2,31 Presente Trabalho 
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tolerância do mesmo aos metais, observa se que no esgoto 

o cobre é mais tóxico que o mercúrio, enquanto que na 

água o mercúrio apresenta maior toxicidade, em relação 

aos ciliados de forma geral. Porém o foco deste trabalho é 

o estudo do Paramecium caudatum em água de rio, para 

tanto podemos verificar que os CL50 24 horas encontrados 

para alguns metais apresentaram valores similares aos 

obtidos por Madoni (1994), como por exemplo, para o 

cloreto de cobre (CuCl2), encontramos um valor de CL50 = 

0,021 mg.L
-1

, enquanto que Madoni encontrou um valor 

de CL50 =0,02 mg.L
-1

 (Tabela 25).  Para o cloreto de 

níquel (NiCl2) foi encontrado no presente trabalho CL50 = 

0,48 mg.L
-1

 enquanto que  Madoni (1994) encontrou 

valores de CL50 =  0,49 mg.L
-1

. Para cádmio (Cd2+), 

Madoni (1994) encontrou CL50  = 0,18 mg.L
-1

 enquanto 

que no presente trabalho foi obtido uma CL50  = 0,21 

mg.L
-1

.  

        

Tabela 4: Resultados de testes de toxicidade com metais para diferentes protozoários ciliados encontrados na literatura. 

 

Protozoário ciliado Metais e CL50 após 24 h em (mg.L
-1

) Ref. Bibliográfica 

 Cu
+2

 Ni
+2

 Hg
+2

 Cd
+2

 Cr
+6

 Zn
+2

 Pb
+2

  

Aspidisca cicada 0,020 - - 0,310 2,350 - 1,260 Madoni et al. (1994) 

Blepharisma 

americanum 

0,001 - - 1,400 - - - Madoni et al. (1992) 

Colpidium colpoda 0,050 0,030 - 0,890 1080 - 0,230 Madoni, Romeo (2006) 

Dexiotricha granulosa 0,170 1,000 - 0,300 1100 - 0,120 Madoni, Romeo (2006) 

Dexiostoma campylum 0,010 1,050 0,017 0,200 3,290 1,850 1,100 Madoni et al, 2006 

Drepanomonas resoluta 6,700 - - 7,700 0.050 52,30 0,880 Martín-González et al.(2006) 

Euplotes aediculatus 0,010 7,700 - 0,590 0,100 - 0,500 Madoni, Romeo (2006) 

Euplotes affinis 0,060 - - 0,400 2,730 - 2,320 Madoni et al. (2000) 

Euplotes patella 0,010 - 0,125 2,650 9,470 50,00 2,180 Madoni et al. (2000) 

Euplotes sp. 4,800   0,700   110,2 Martín-González et al.(2006) 

Halteria grandinella 0,010 0,610 - 0,070 0,100 - 0,120 Madoni, Romeo (2006) 

Spirostomum teres 0,004 - 0,006 0,460 3,230 0,670 1,080 Madoni et al. (2000) 

Spirostomum teres 0,037 0,170 0,004 1,950 8,860 8,930 10,78 Twagilimana et al. (1998) 

Spirostomum ambiguum 0,006 0,760 0,039 0,197 72,70 0,430 3,400 Nalecz-Jawecki (1998) 

Uronema nigricans 0,010 - - 0,620 2,180 - 1,620 Parker (1979) 

Uronema nigricans 4,500 - - 0,900 - 135,1 - Martín-González et al.(2006) 

Vorticella microstoma 0,030 3,900 1,000 0,480 - - 0,370 Madoni et al. (1994) 

Paramecium caudatum 0,011 0,490 0,020 0,018 5,300 2,50. 2,260 Madoni et al. (1994) 

Paramecium caudatum 0,060 0,037 0,037 0,480 - - 0,002 Grebecki  e Kuznicki 1956 

Paramecium caudatum 0,019 0,047 0,001 3037 - 0,024 0,062 Nusch 1982 

Paramecium caudatum 0,021 0,480 0,021 0,200 2,600 2,310 2,210 Presente trabalho. 

 

Geralmente a considerar o ambiente de água de 

superfície ou esgoto, os protozoários são muito sensíveis 

ao mercúrio e ao cobre respectivamente segundo trabalhos 

realizados por Madoni e no trabalho presente; pouco 

menos sensíveis ao cádmio e zinco, e menos sensíveis ao 

chumbo, e demais metais como pode ser verificado nos 

trabalhos realizados com testes de toxicidade por vários 

pesquisadores revisados em Madoni (1992; 1994). Com 

exceção de E. affinis (para Cu e Hg) e E. patela (para Hg 

e Zn) que foram igualmente sensíveis aos metais testados, 

a relação entre os mais e os menos sensíveis, Foi relatado 

em experimentos realizados por Nusch (1982),  utilizando 

Pramecium caudatum  em meio mineral ele obteve 

valores mais elevados de CL50 que Madoni (1992, 1994), 

exceto para o chumbo (Nate, Sawicki; 1998). Grebecki e 

Kuznicki (1956) testou a suscetibilidade de Paramecium 

caudatum à metais tóxicos em meio orgânico e verificou 

que a toxicidade de Cobre e íons de Cádmio foi muito 

inferior ao dos trabalhos anteriores (por outros íons); 

obteve resultados comparáveis com outros metais tóxicos, 

em seu trabalho não houve uma preocupação com o grau 

de toxicidade que se obtém a partir dos ensaios com 

matéria orgânica. Entretanto para se discutir o efeito final 

da influência desses metais sobre o Paramecium 

caudatum em meio orgânico seria necessário elaborar um 

estudo direcionado sistematizado com o protozoário e 

alguns metais (todos aqui usados) para se verificar o 

comportamento desse organismo nessas condições, visto 

que os resultados de CL50 obtidos por Grebecki e 

Kuznicki são únicos quando comparados com os 

experimentos atuais na literatura.  

Na revisão bibliográfica realizada, sobre os 

efeitos tóxicos de metais e íons metálicos frente a ciliados, 

zooplancton, e invertebrados aquáticos, geralmente 

encontramos a seguinte ordem de toxicidade: Hg> Cd> 

Cu> Cr> Zn> Ni> Pb (Eisler, Hennekey, 1977; McLusky 

et al., 1986). Estes resultados estão próximos daqueles 

obtidos nos ensaios feitos no presente trabalho (Hg > Cd > 

As > Mn > Pb > Cr >) com o Paramecium caudatum em 

relação aos metais testados. As pequenas variações 

encontradas permitem estabelecer um ensaio usando o 

ciliado Paramecium caudatum como organismo teste, 
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porém não padronizado, pois cada espécie de ciliado 

apresenta uma resposta aos diversos metais e suas 

diferentes concentrações, embora todos os estudos 

realizados em testes de toxicidade por meio de ciliados 

apontem o Paramecium caudatum como excelente 

organismo teste. Outro fato que reforça o interesse em 

utilizar esse ciliado como organismo teste e indicador para 

monitoramento ambiental de metais é o fato de termos 

encontrado esses resultados que indicam a alta 

sensibilidade do protozoário aos metais, embora a 

literatura atual encontre testes com poucos metais, os 

considerados mais tóxicos, e mesmo tendo utilizado uma 

linhagem de Paramecium caudatum isolada em localidade 

diferente seu organismo foi coletado na norte da Itália 

clima frio (Madoni 2006), o Paramecium caudatum 

estudo aqui foi isolado na região sudeste do Brasil, clima 

tropical, neste aspecto também se especula a questão das 

condições de temperatura ideal para o seu cultivo e 

crescimento, uma vez que qualquer variação na 

temperatura afeta diretamente a cultura do protozoário e 

altera sua resposta ao ambiente. 

A Tabela 4 mostra um resumo das CL50 24 horas 

obtidas por diversos autores para diferentes ciliados frente 

a alguns metais. Por exemplo, Vorticella micróstoma 

Madoni (1994) isolada de efluentes industriais 

contaminados com metais apresentou uma maior CL50 

para o mercúrio (1,000 mg.L
-1

) que a encontrada para a  

grande maioria dos ciliados, que são muito mais sensíveis 

ao mercúrio, seja, os ciliados apresenta variação de 

espécie para outra em relação ao mesmo metal tóxico, 

pois como foi aqui apresentado o mercúrio apresentou 

uma mortalidade a  0,021 mg.L
-1 

para o Paramecium 

caudatum, verifica se que o ciliado Vorticella micróstoma 

apresenta uma tolerância quase cinco vezes maior que o 

protozoário aqui testado. No entanto surge aqui uma 

dúvida que não foi esclarecida no experimento de Madoni, 

seu ciliado foi obtido de efluente industrial contaminado, 

o grau de tolerância que o Vorticella micróstoma está de 

alguma forma relacionada com a pré existência de íons 

inorgânicos de metais tóxicos nestes efluentes, o que a 

verificar que possivelmente esta coleta estaria 

contaminada com mercúrio, como discutido por Shakoori, 

Rehman e Riaz-ul-Haq, 2004; Rehman, Shakoori e 

Shakoori, 2006a e b; Rehman, Shakoori e Shakoori, 2009; 

Martin-Gonzalez et al., 2006. 

A Tabela 5 apresenta, de forma resumida, uma 

comparação entre os valores das concentrações máximas 

permitidas pelo CONAMA resolução nº. 357/2005 e a 

CL50 obtidas nos experimentos. Todos os metais 

apresentam toxicidade maior que as máximas permitidas 

pelo CONAMA sendo que para alguns, como no caso do 

mercúrio, para ter efeito tóxico no ciliado precisa de uma 

concentração vinte vezes maior que a máxima permitida 

pelo CONAMA. Nota-se observando os resultados aqui 

obtidos, que quanto maior a toxicidade do metal menor 

sua concentração máxima permitida pela resolução do 

CONAMA, enquanto metais menos tóxicos (elementos 

traço) como o bário e o cromo, são mais tolerados 

considera que o cromo é um micro nutriente presente na 

vitamina B12, alguns outros metais que são essências para 

organismos vivos, como o ferro, estrôncio, etc. Esses 

resultados mostram que as concentrações máximas 

adotadas pela legislação são adequadas quando se 

considera esse grupo de organismos, pois nessas 

concentrações não seriam observados nos ambientes 

grandes impactos nos ciliados usando o Paramecium 

caudatum como membro representativo do grupo. 

Entretanto, estudos sobre o efeito conjunto (em 

combinação) desses metais devem ser realizados para se 

obter uma avaliação mais precisa da segurança desses 

limites estabelecidos pela legislação vigente, tendo em 

vista que o efeito cumulativo é somático no tecido 

(organismos não eliminam metais). Além disso, como se 

sabe que tanto bactérias, algas, leveduras e protozoários 

podem acumular metais em sues tecidos, estudos que 

avaliem os efeitos da acumulação dos metais na cadeia 

trófica como um de um modo geral, utilizando 

concentrações de metais nesses valores máximos 

permitidos pela legislação seria interessante para uma 

melhor avaliação dos impactos dos mesmos para o 

ambiente. Em súmula considerando os resultados aqui 

obtidos, observa se que os níveis toleráveis estabelecidos 

pela legislação, são satisfatoriamente acatáveis. Na Tabela 

5 conforma a equação CC/CL50=RM, onde CC é a 

Concentração Máxima permitida pela Legislação 

CONAMA 2005; e RM é a Razão de Moralidade, temos 

na Tabela 26 que: para o Paramecium caudatum o 

alumínio livre na água para causar mortalidade deve ser 

três vezes maior que o permitido, o arsênio vinte e duas 

vezes. Seguindo parâmetros da legislação CONAMA 

2005, nas águas de superfície ainda que com certas 

concentrações de determinados metais (conforme Tabela 

5).  

A existência de protozoários no ambiente com 

essas concentrações é possível e para verificar se tais 

concentrações pode levar à um acúmulo nos seus tecidos 

ao longo do tempo, deve ser estudo sistematicamente de 

um modo mais direcionado. Visto que os protozoários são 

indicadores biológicos da qualidade da água e 

consumidores de detritos orgânicos dispersos segundo 

Jarnonick (1963); do fito plâncton, e liberam altas 

quantidades de fósforo no ambiente aquático (Poter, 1979; 

Prokesova, 1952; e Brook, 1952).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Testes de toxicidade de íons metais usando Paramecium caudatum como organismo teste 

REVISTA BRASILEIRA DE AGROTECNOLOGIA  (BRASIL) ISSN: 2317-3114    VOL. 3, Nº. 1 (2013) paginas 01 - 16 

Tabela 5: Comparação entre as concentrações máximas permitidas pelo COMNA (Resolução 1995), e faixas de CL50 

para 24 horas obtidas para cada íon metálico testado e o múltiplo que causa mortalidade. 

METAIS 

Íons Cloreto 

CONAMA 

Conc. Máximas (mg.L
-1

) 

   CL50 24 h. (mg.L
-1

) 

No presente trabalho 

RM =Razão da 

mortalidade 

(AlCl3) 0,10 0,33 3,1 (mg.L
-1

) 

(AsCl2) 0,01 0,22 22 (mg.L
-1

) 

(BaCl2) 0,70 4,0 5,7 (mg.L
-1

) 

(CdCl2) 0,001 0,020 200 (mg.L
-1

) 

(PbCl2) 0,01 2,21 221(mg.L
-1

) 

(CoCl2) 0,05 0,41 8,2 (mg.L
-1

) 

(CuCl2) 0,009 0,021 23,3 (mg.L
-1

) 

(CrCl2) 0,05 2,6 52 (mg.L
-1

) 

(SnCl2) 0,063 0,61 9,7 (mg.L
-1

) 

(SrCl2) 1,10 2,9 2,6 (mg.L
-1

) 

(FeCl2) 0,30 0,51 1,7 (mg.L
-1

) 

(LiCl2) 2,50 5,5 2,2 (mg.L
-1

) 

(MnCl2) 0,10 0,60 6,0 (mg.L
-1

) 

(HgCl2) 0,0002 0,021 105 (mg.L
-1

) 

(MbCl2) 1.00 4,20 4,2 (mg.L
-1

) 

(NiCl2) 0,025 0,51 20,4 (mg.L
-1

) 

(PaCl2) 0,05 0,36 7,2 (mg.L
-1

) 

(ZnCl2) 0,18 2,31 12,8 (mg.L
-1

) 

 

CONCLUSÕES 

 

A toxicidade dos metais testados para 

Paramecium caudatum nos ensaios realizados (Hg > Cd > 

As > Mn > Pb > > Cr  em ordem decrescente de 

toxicidade) foi similar à normalmente encontrada na 

literatura para ciliados com pequenas variações; 

As CL50 24 horas obtidas para os dezoito metais 

testados mostraram que Paramecium caudatum resistiria 

às concentrações máximas permitidas desses metais pela 

atual resolução do CONAMA, sendo esta segura para esse 

grupo de organismos, se consideramos Paramecium 

caudatum como representante dos mesmos. Entretanto 

considerando a possibilidade de bioacumulação desses 

metais na cadeia trófica, novos estudos devem ser feitos 

para esclarecer melhor o potencial impacto dessas 

concentrações máximas nos ecossistemas, bem como 

estudos que analisem o efeito conjunto desses metais. Há 

necessidade de se realizar testes de toxicidade de duas 

horas para metais mais tóxicos como mercúrio, cádmio, 

cobre zinco e ferro. Um estudo sistematizado e 

direcionado, para organismos de áreas pré contaminas, 

com metais. Realizar um estudo com os mesmos metais e 

o mesmo ciliado usando meio orgânico para cultura e para 

os testes de toxicidade. 
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