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Avaliacao experimental do efeito toxico de metais em Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833

Experimental evaluation of the toxic effects of metals in Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833

Manoel Messias Pereira de Miranda®, Nicolas Fernades Martins?

RESUMO: No presente trabalho o protozoério ciliado Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 foi
isolado da Represa do Monjolinho (Sdo Carlos-SP) e mantido em cultura monoxénica sob condicGes
de cultivo previamente estabelecidas, e seguindo recomendacfes de otimizacdo para cultivo do
protozoario; usado em experimentos para avaliar a toxicidade de dezessete metais sob a forma de ions
cloreto (aluminio, arsénio, bario, cddmio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, estanho, estréncio, ferro
(1), litio, manganés, mercdrio, molibdénio, niquel, e zinco) e nitrato de prata; visando a possibilidade
de sua utilizagdo como organismo-teste e indicador ambiental em um bioensaio padronizado. Foi
verificado previamente, por meio dos ensaios que o Paramecium caudatum apresenta pouca tolerancia
aos metais usados nos testes, revelando uma maior tolerancia ao Litio, sugere que se realize testes
definitivos com os resultados aqui obtidos visando estabelecer criteriosamente através de testes de
concetragdo letal a 50% (LC50-24h.), visando estabelecer com maior precisdo as faixas de
mortalidade e tolerancia do protozoério para cada ion metal aqui utilizado nos ensaios preliminares.

Palavras chave: toxicidade, bioensaios, metais, ciliado, Paramecium caudatum

ABSTRACT: The object of the present work is the ciliated protozoan Paramecium caudatum isolated
from the Monjolinho Reservoir (Sdo Carlos — SP) and maintained in monoxenic under culture
conditions previously established, and following optimization recommendations for cultivation of
protozoan. The ciliate was used in experiments aiming to evaluate the toxicity of seventeen metals
(aluminum, arsenium, barium, cadmium, lead, cobalt, copper, chromium, tin, strontium, iron (Il),
lithium, manganese, mercury, molybdenum, nickel, and zinc) and nitrate of silver and the possibility
of its utilization as environmental test organism in a standardized protocol. It was previously verified
by means of tests that Paramecium caudatum provides little tolerance to metals used in testing,
revealing a larger tolerance to lithium, suggests perform definitive tests with the results obtained here
carefully to establish by tests averaged concentration lethal to 50 % (LC50-24h.), to establish more
accurately tracks the protozoan mortality and tolerance for each metal ion used herein in preliminary
tests.
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INTRODUCAO

A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos
causados pelos agentes fisicos, quimicos e bioldgicos
sobre organismos vivos, particularmente sobre populagdes
e comunidades em seus ecossistemas. Os estudos
ecotoxicoldgicos sdo realizados para se avaliar a
capacidade inerente do agente toxico em produzir efeitos
adversos nos organismos vivos. Mas a ecotoxicologia ndo
esta centrada apenas nos efeitos dos agentes toxicos em
uma variedade de espécies, mas em seus efeitos em uma
grande variedade de interacfes entre diferentes espécies
presentes em um ecossistema. As interacdes ecoldgicas
sdo consideracdes importantes para se abordar, quando se
trata dos processos bioquimicos e fisiologicos existentes
numa cadeia trdfica e, por conseguinte, nas relacdes
sistematicas entre os biomas (Alloway, 1992).

Poluentes podem afetar os organismos vivos de
duas formas: sendo téxicos diretamente, ou causando
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mudancas adversas no habitat (Smith, 1986). Poluentes
toxicos podem atuar diretamente nos organismos,
primeiramente perturbando ou interrompendo processos
bioquimicos. Indiretamente poluentes toxicos alteram as
condi¢Bes quimicas ou fisicas do ambiente; os efeitos
negativos diretos podem afetar tanto os animais, quanto
plantas ou microrganismos (Connell, Miller, 1984;
Nilsson 1989). Segundo esses mesmos autores, as
perturbagdes as quais 0s organismos ficam expostos
podem causar efeitos deletérios fisioldgicos no
metabolismo, na fotossintese, na respiracdo, na
osmoregulagdo, na alimentagéo, nos batimentos cardiacos
e circulacdo de sangue, na temperatura corporal, etc. Pode
também afetar as respostas comportamentais individuais,
como a reducdo nas capacidades sensoriais, atividade
ritmica, atividade motora, motivacdo e capacidade de
aprender em seres humanos. Em animais afetam respostas
comportamentais individuais ou coletivas como alteragdes
na migragdo, reducdo na atracdo intra-especifica e
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aumento da vulnerabilidade. Causa efeitos na reprodugéo
tanto de plantas como de animais e do ser humano na
reducdo na viabilidade do évulo e esperma, fertilizacdo e
fertilidade, bem como sobrevivéncia dos dependentes,
além de efeitos genéticos, como danos aos cromossomos,
mutacdo e efeitos teratogénicos. Afetam também o
crescimento dos organismos alteragdes no peso do corpo,
6rgdos e estagios de desenvolvimento, efeitos
histopatolégicos gerando crescimento anormal, anomalias
nas membranas (respiratéria e sensorial) e nos érgaos
reprodutores. Os organismos em um ecossistema
apresentam diferentes niveis de tolerancia aos efeitos dos
poluentes toxicos que estdo condicionados ao grau de
exposicdo de cada organismo, a sua susceptibilidade aos
agentes tdéxicos, ao sexo, tempo de vida, etc. (Alloway,
1993; British, 1991). De qualquer forma é importante
estimar as substancias e doses prejudiciais aos
organismos, para que se possa avaliar e controlar o risco
de poluentes sem um adequado tratamento prévio
(Alloway, 1993). No meio aquatico, eventualmente pode
ser observado sinergismo entre os diversos compostos
quimicos, onde seus efeitos sdo potencializados sobre os
organismos (Alba et al.,, 2001). Interagdes, como o
antagonismo, também podem ocorrer, onde a interagdo
entre compostos pode resultar em um efeito téxico menor
do que esperado por um Unico composto (Zagatto;
Bertoleti, 2006). A ecotoxicologia foi definida por
Truhaut (1975, 1977) e depois por Butler (1978) como um
ramo da toxicologia que estuda os efeitos tdxicos de
substancias naturais e artificiais em organismos vivos, seja
animal ou vegetal, terrestre ou aquatico. Ela inclui
também as interacBes destas substdncias com ambiente
fisico onde estes organismos vivem. O termo
ecotoxicologia é as vezes usado como sinbnimo de
toxicologia ambiental, contudo, a Ultima também engloba
os efeitos quimicos no ambiente e outros agentes em
humanos (Rand, 2000). A toxicologia aquatica envolve
campos de estudo de muitas outras ciéncias basicas, sendo
necessaria a avaliacdo dos fatores quimicos (hidrdlise,
oxidacdo e fotdlise), fisicos (estrutura molecular,
solubilidade, volatilidade e absorcdo) e bioldgicos
(biotransformacbes) que afetam as concentracGes
quimicas no ambiente, para determinar o potencial dos
agentes tdxicos e como 0 ambiente reage a esses agentes
(Vogel, 2002; Rand, Gray; 1995). Além disso, é também
necessario avaliar a real exposi¢do dos organismos
aquaticos devido & complexa associacao entre os ions. Em
suma, para entender os efeitos dos agentes toxicos em
organismos aquaticos sdo necessarios conhecimentos da
ecologia aquatica, fisiologia, bioquimica, histologia e
quimica ambiental. A defini¢do de metais (toxicos ou ndo
toxicos) pode ser baseada no seu numero atémico, pois
sdo elementos quimicos, presentes nas familias A e B da
tabela periddica, que apresentam nimero atdmico superior
a vinte e dois ou podem também ser definidos pela
propriedade de serem precipitados por sulfetos ou
cloretos. Entretanto, a definicdo mais difundida é aquela
relacionada com a salde publica: metais toxicos sao

aqueles que apresentam efeitos adversos a satide humana,
quando associados a elementos que entram em contato
com o homem, sejam estes elementos organicos ou
inorganicos. (Patterson, 1985). Os metais ocorrem no
ambiente aquatico de forma natural, pela proximidade de
jazidas ou devido aos lancamentos de efluentes de
mineracdes, de indUstrias quimicas, de petroleo, de tintas e
pigmentos, de couros, peles e produtos similares,
siderirgicas, lavanderias e,  especialmente, as
galvanoplastias, frequentes nas periferias das grandes
cidades. (Eckenfelder, 2000). No ambiente aquatico, os
metais podem contaminar e afetar os organismos por duas
diferentes vias: direta (metal dissolvido na &agua) ou
indireta  (transferéncia  nutritiva), podendo  ser
bioacumulados nas redes tréficas. Com a entrada continua
dos metais para 0 ambiente aquatico, estes podem atingir
niveis téxicos tornando a dgua imprdpria para 0 consumo
e interferir na ciclagem de nutrientes, ao intoxicar e matar
microorganismos, plantas e animais. Segundo Irato e
Piccinni (1996) as caracteristicas e a intensidade dos
danos dependem da natureza do metal (se € essencial ou
ndo essencial) e a concentra¢do do mesmo. Além disso, as
propriedades do sedimento e da agua, tais como o pH e
contetdo de matéria organica afetam também a
disponibilidade dos metais nos sistemas vivos.Os metais
contaminantes presentes no ambiente, principalmente nos
esgotos, podem inviabilizar os sistemas publicos de agua,
uma vez que as estagdes de tratamento convencionais nao
os removem eficientemente e os tratamentos especiais
necessarios sdo muito caros (Harrison 1990). O presente
trabalho pretendeu realizar testes “in vitro” visando-se
avaliar a toxicidade de diferentes metais frente ao
protozoario ciliado Paramecium caudatum, isolado da
Represa do Monjolinho (S8 Carlos-SP). Esses ensais
foram realizados com o objetivo de verificar a viabilidade
da utilizacdo do protozoéario Paramecium caudatum como
indicador ambiental de metais pesados em um bioensaio
padronizado e avaliar o0s possiveis impactos das
concentragdes testadas desses metais na biota aquatica.

OBJETIVOS

Realizar ensaios de toxicidade utilizando o
protozoario Paramecium caudatum exposto a diferentes
concentragdes de varios metais (aluminio, arsénio, bério,
cadmio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, estanho,
estroncio, litio, ferro, manganés, mercurio, molibdénio,
niquel, prata e zinco) a fim de verificar a possibilidade de
sua utilizacdo como organismo teste em um bioensaio
padronizado na avaliagdo da toxicidade desses metais para
esse organismo e eventualmente para outros protozoarios
do plancton e bentos de ambientes aquaticos.

METODOLOGIA
Bioensaios para verificar a toxicidade aguda dos

Metais
Os testes foram realizados em duas etapas,
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primeiro foram realizados trés ensaios de testes
preliminares com concentragdes usando fator dois, Tabela
1; para verificar a eficiéncia das concentracbes em cada
metal, nestes ensaios foi realizada a leituras (contagem) da
mortalidade media em intervalos de duas em duas horas.
Nestes ensaios foi verificada a necessidade de determinar
aumento ou diminuicdo nas concentragdes para realizacdo
dos testes definitivos que posteriormente serdo realizados
como testes de toxicidade para cada ion cloreto dos metais
aqui apresentados, a partir dos testes preliminares se
obteve uma estimativa de valores proximos da CLs, para
cada metal. Os ensaios para verificar a toxicidade dos
metais foram realizados com reagentes quimicos de grau

de pureza analitico: cloreto de aluminio (AICI;); cloreto
de Arsénio (AsCl,); cloreto de bario (BaCl,); cloreto do
cadmio (CdCl,); cloreto de cobre (CuCl,); cloreto de
chumbo (PbCl,); cloreto de cobalto (CoCl,); cloreto de
cromo (CrCly); cloreto de estanho (SnCl,); cloreto de
estroncio (SrCl,); cloreto de ferro (FeCl2); cloreto de litio
(LiCly); cloreto de manganés (MnCl,); cloreto de mercurio
(HgCly); cloreto de molibdénio (MoCl,); cloreto de niquel
(NiCl,); cloreto de prata (AgNi,); cloreto de zinco
(ZnCly). As solucbes estoque dos metais foram obtidas
utilizando agua deionizada e o pH ajustado ao valor pré
definido no experimento de otimizacdo de cultivo (pH 8).

Tabela 1: Concentracdes maximas permitidas (em mg/L) dos ions cloreto de metais (Cloreto total 252mg/L) pelos
padrdes de potabilidade da resolucdo N°. 357 do CONAMA 2005 e valores minimos utilizados para os testes

preliminares, usando fator dois.

lons Cloreto CONAMA Conc. Minima nos ensaios preliminares
(AICIy) 0,10 0,20
(ArCly,) 0,01 0,02
(BaCly) 0,70 1,40
(CdCly) 0,001 0,002
(PbCly) 0,01 0,02
(CoCly) 0,05 0,10
(CuClyp) 0,009 0,018
(CrCly) 0,05 0,10
(SnCly) 0,063 0,126
(SrCly) 1,10 2,2
(FeCly) 0,30 0,6
(LiCly) 2,50 5,0
(MnCly) 0,10 0,20
(HgCly) 0,0002 0,0004
(MbCly) 1.00 2.00
(NiCly) 0,025 0,05
(AgNi,) 0,05 0,10
(ZnCl,) 0,18 0,36

Na 4gua mineral Minalba® utilizada apenas para
0 indculo do cultivo dos protozoarios existe bario (0,024
mg.L™Y) e estroncio (0,020 mg.L™) nas condigBes de
cultivo ndo houve interferéncia, pois os protozoarios
utilizados para o indculo nas solug6es contendo 0s metais
foram lavados varias vezes (cinco vezes usando um micro
capilar) em agua destilada (deionizada) para retirar os
residuos do cultivo, dessa forma qualquer minério
presente no cultivo ndo interfere nos ensaios com o0s
metais. Ademais pode se verificar que as menores
concentracdes de bario e estroncio usadas nos testes sdo
1,4 mgL" e 22 mglL" respectivamente, uma
porcentagem quase irriséria em relacdo ao que existe na
4gua mineral, ainda tendo em vista que sdo micro
nutrientes nestas concentragfes indispensaveis ao
organismo vivo. Para se preparar as concentragdes de
metais, 0os mesmos foram colocados em estufa (100°C)
até a obtencdo de peso constante. Para isso, cinco gramas
de cada um dos dezoito metais foram pesados (balanga de
precisdo Mettler modelo HK 160) em frascos de vidro
que foram colocados em estufa (100°C) e pesados de seis

em seis horas até serem obtidos pesos constantes
(confirmado em trés pesagens sucessivas). Em seguida,
0s metais foram pesados para o preparo das soluces (seis
diferentes concentracBes para cada metal) com agua
deionizada

Os testes preliminares de toxicidade realizados
com leituras intercaladas de duas em duas horas por um
periodo de 24 horas apresentaram resultados que foram
utilizados nos testes definitivos. Apds a incubacdo, cada
tratamento foi verificado em estéreo-microscopio, quanto
a mortalidade ou sobrevivéncia dos protozoarios,
checando as placas de 24 pocos para verificar a presenca
de protozoéarios vivos ou mortos, em intervalos de duas
em duas horas até 24 horas de experimento. Foram
consideradas mortas todas as células desaparecidas,
vacuolizadas ou deformadas. A porcentagem da
mortalidade de Paramecium caudatum relativa para cada
concentracdo (em mg.L™) de cada ion cloreto de metal, o
tempo (duas horas) e o respectivo CLsy encontrado
segundo o método  de  Hamilton (1977).
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Tabela 2: Concentragbes para o0s testes preliminares de toxicidade dos metais (em mg.L™)
fons Cloreto 12 22 32 42 52 62
(AICIy) 6,40 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20
(ArCly) 0,64 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02
(BaCly) 448 22,4 11,2 5,60 2,80 1,40
(CdCly) 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01
(PbCly) 6,40 3,20 1,60 0,80 0,40 0,02
(CoCly) 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20 0,10
(CuCly) 0,57 0,28 0,14 0,072 0,036 0,018
(CrCly) 3,2 1,6 0,8 0,4 0,20 0,10
(SnCly) 6,4 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20
(SrCly) 70,4 35,2 17,6 8,8 4,40 2,20
(FeCly) 19,2 9,60 4,80 2,4 1,2 0,6
(LiCly) 160 80 40 20,0 10,0 5,0
(MnCly) 6,40 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20
(HgCly) 0,015 0,0072 0,0032 0,0016 0,0008 0,0004
(MbCly) 64 32 16 8,0 4,0 2,0
(NiCly) 1,60 0,80 0,40 0,20 0,10 0,05
(AgNiy) 3,20 1,60 0,80 0,40 0,20 0,10
(ZnCly,) 11,52 5,76 2,8 1,44 0,72 0,36

Resultados Testes preliminares:

Os testes foram realizados em duas etapas,
primeiro foram realizados ensaios de testes preliminares
com concentra¢cdes usando fator dois (Tabela 2), onde F =
menor concentracdo obtida a partir do dobro da
concentragdo maxima do CONAMA, cada passo seguinte
multiplicado por 2) para verificar a eficiéncia das
concentragbes em cada metal. Nestes ensaios foi
verificada a necessidade de determinar aumento ou
diminuicdo nas concentracfes para realizacdo dos testes
definitivos. Apenas para o arsénio e para 0 mercurio foi
necessario realizar testes com concentragfes maiores que
as concentracdes dos testes preliminares, pois no primeiro
momento ndo houve uma resposta satisfatoria para a
obtencdo de uma concentracao letal media, por isso foram
realizados testes com o dobro da concentracdo preliminar
para esses metais nos testes seguintes, o caso do mercurio
foi feito fator 2 por duas vezes. Para os demais metais 0s
testes definitivos foram refeitos os ensaios que tiveram um
bom resultado mostrando uma CLsy j& nos testes
preliminares, a partir dai foram refeitos ensaios com
concentragdes mais proximas do CL50 para os testes
definitivos. Na Tabela 3 estdo representados os valores de
CLs, para todos os ion cloreto de metais referente as

mortalidades intervalos de duas horas; como pode se
verificar em todas as concentragdes existe uma ordem
decrescente nos valores das concentragcBes que causam
mortalidade em aproximadamente 50% da populacdo de
protozoarios a partir da primeira leitura feita com
intervalos de duas horas. Conforme o tempo aumenta,
aumenta a mortalidade e consequentemente surge uma
porcentagem de mortalidade significativa para a obtencéo
do CLs, e a concentracdo média letal (mg.L™) vai
diminuindo, a partir da primeira obtida isso ocorre
uniformemente para todos os metais em escala de tempo
diferente, pois o0 protozodrio apresenta tolerancia variada
para cada metal e por conseguinte a mortalidade media
letal para cada ion metélico se d& em intervalos de tempo
diferentes. Esse comportamento da resisténcia do
protozoario pode ser observado igualmente em todos os
ensaios realizados em todas as concentragcBes para o
aluminio (e para todos os demais metais) ao longo do
tempo (24 horas), embora a CLs, ndo seja verificada para
todas as concentracbes numa distribuicdo  mais
homogénia.
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Tabela 3: relacdo resumida das CLg, dos metais realizadas no intervalo de duas horas
Metais 2h. 4h. 6h. 8h.  10h. 12h.
AlICl; 00 00 00 00 00 00
AsCl, 00 00 00 00 00 00
BaCl, 00 00 00 00 00 64
Cdcl, 00 00 00 00 00 00
PbCl, 00 00 00 00 00 00
CoCl, 00 00 00 00 00 3,2
CuCl, 00 00 00 00 00 0,57
CrCl, 00 00 00 00 00 00
SnCl, 00 00 00 00 00 6,4
SrCl, 00 00 00 00 00 69
FeCl, 00 00 00 00 00 00
LiCl, 00 00 00 00 00 00
MnCl, 00 00 00 00 6,4 6,0
HgCl, 00 00 00 00 00 0,25
MoCl, 00 00 00 64 555 49,4
NiCl, 00 00 00 00 00 00
AgNi, 00 00 00 00 00 00
ZnCl, 00 00 00 00 00 00

14h. 16h. 18h. 20h. 22h. 24h.
6,4 3,2 2,5 1,9 1,0 0,80
00 00 0,64 0,32 0,25 0,21
32 16 8,0 5,0 4,5 4,0
00 0,3 0,27 0,25 0,23 0,20
00 00 6,4 3,8 3,0 2,3
2,0 1,6 0,8 0,6 0,5 04
0,5 03 0,16 0,08 0,04 0,02
00 00 3,2 3,0 2,8 2,6
6,0 3,2 2,5 1,9 1,7 0,6
51 35 18 10 06 2,9
19,2 9,2 6,0 51 3,0 0,61
80 42 33 25 12 4,2
5,2 2,7 1,7 1,0 0,7 0,6
0,16 0,065 0,042 0,036 0,03 0,021
32,3 23,3 14,2 11,1 7,1 4,1
1,6 0,8 0,85 0,76 0,6 0,51
3,18 1,68 0,1 0,51 0,46 0,36
115 5,75 4,50 3,40 2,45 2,31

Cloreto de Aluminio: Na Tabela 3 pode se
observar que a primeira CLs, aparece aproximadamente
14 horas depois do inéculo para o Cloreto de Aluminio
(AICI3)e chega a 100% de mortalidade com 24 horas
como na maioria dos metais testados exceto o arsénio
(97%), do cadmio (85%), e do cromo (80%). Isso mostra
que as diferentes concentrac@es, considerando o intervalo
de duas horas de indculo e tempo total (24 horas) de
exposi¢do do protozoario aos diferentes metais (para as
diferentes  concentracBes)  possuem  significativas

diferengas que exercem diferentes influéncias sobre o
comportamento e resisténcia do Paramecium caudatum.
Pode se verificar que ap6s 14 horas se obtém a primeira
CLso que é da concentracdo maxima do teste (100%) em
torno de aproximadamente 6,40 mg.L™. Enquanto que a
segunda CLsy aparece préximo da concentragcdo de 50%
que é de proximo de 3,2 mg.L ™ verificada ap6s 16 horas, e
assim ha um aumento na ordem de mortalidade e
decréscimo na concentragdo que gera letalidade em 50 %
da populacédo de protozoarios
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Cloreto de Arsénio: A CLs, para o ion cloreto
de arsénio referente as mortalidades em intervalos de duas
horas; pode se observar que a primeira CLs, aparece
aproximadamente 18 horas depois do inéculo para o
Arsénio e ndo chega a 100% de mortalidade com 24 horas,
embora ndo tenha tingido 100% de mortalidade em 24
horas chegou muito préximo. Para 0 arsénio um aumento
nas concentracfes seria uma boa opc¢do para estimar a
concentragdo maxima para 50% de mortalidade. Pode se
verificar que apds 18 horas se obtém a primeira CLs, que
¢ da concentragdo maxima do teste (100%) em torno de
0,64 mg.L?, e sua sequnda CLs, aparece proximo de 19
horas em torno de 0,32 mg.L™.

Cloreto de Bario: A CLs para o ion cloreto de
Bario referente as mortalidades em intervalos de duas
horas; pode se observar que a primeira CLs, aparece
aproximadamente 12 horas depois do inéculo para o Bario
e chega a 100% de mortalidade com 18 horas. Para o
Bario um a diminuicdo nas concentragdes seria uma boa
opcdo para estimar a concentragdo maxima para 50% de
mortalidade. Pode se verificar que apds 12 horas se obtém
a primeira CLg, que é da concentragdo maxima do teste
(100%, que corresponde & 44,8 mg.L™). Em torno de 4
mg.L™ aproximadamente, sua CLs, aparece, com 24

Cloreto de Cadimio: Na Tabela 3 pode se
observar que a primeira CLs, aparece proximo de 16 horas
depois do indculo para o Cadmio e ndo chega a 100% de
mortalidade com 24 horas, com 24 horas de exposi¢édo ao
metal apresenta 85% de mortalidade, isso mostra que as
concentragdes, horas de in6culo e tempo total de
exposi¢do do protozoario aos diferentes metais possui uma
significativa diferenga sobre o comportamento e
resisténcia do Paramecium caudatum. Para o Cadmio um
tempo maior de exposi¢cdo nas mesmas concentrages ou
um aumento no fator dois seria uma boa opcdo para
estimar a concentragdo maxima para 100% de
mortalidade. Pode se verificar que apds 16 horas se obtém
a primeira CLsy que é da concentragdo maxima do teste
(100%) em torno de 0,30 mg.L™ . Uma estimativa ideal
para as concentragdes do ion metélico cloreto de cadmio
deve ser feita com um aumento no fator dois (o dobro)
para o calculo da CLsy 24 horas.

Cloreto de Chumbo: A primeira CLs, aparece
aproximadamente 18 horas depois do inéculo para o
Chumbo e chega a 100% de mortalidade com 24 horas.
Pode se verificar que ap6s 18 horas se obtém a primeira
CLso que é da concentracdo maxima do teste (100%) em
torno de 6,4 mg.L™. Enquanto que a segunda CLs, aparece
proximo da concentracdo de 50% que é de 3.8 mg.L™?,
préoximo de 20 h. e assim ha um aumento na ordem de
mortalidade e decréscimo na concentragdo que gera
letalidade em 50 % da populagdo de protozoarios.

Cloreto de Cobalto: A primeira CLg, aparece
aproximadamente 12 horas depois do inéculo para o
Cobalto e chega a 100% de mortalidade com 22 horas,
isso mostra que as diferentes concentrages, considerando
o intervalo de duas horas de indculo e tempo total (24
horas) de exposicdo do protozoario as diferentes

concentragBes possuem significativas diferencas que
exercem diferentes influéncias sobre o comportamento e
resisténcia do Paramecium caudatum. Pode se verificar
que ap6s 12 horas se obtém a primeira CLso que é da
concentracdo maxima do teste (100%) em torno de 3,2
mg.L™*.Com 20 horas j4 se obtém, 99% de mortalidade.

Cloreto de Cobre: Na Tabela 3 pode se
observar que a primeira CLs, aparece aproximadamente
12 horas depois do inéculo para o Cobre e chega a 100%
de mortalidade com 20 horas como na maioria dos metais
testados. Pode se verificar que apés 12 horas se obtém a
primeira CLsy que é da concentragdo maxima do teste
(100%) em torno de 0,57 mg.L™. Enquanto que a segunda
CLs, aparece préximo da concentracdo de 50% que € de
0,50 mg.L?, e assim h4 um aumento na ordem de
mortalidade e decréscimo na concentracdo que gera
letalidade em 50 % da populacéo de protozoéarios. Observa
se que com 20 horas ja aprece 100% de mortalidade.

Cloreto de Cromo: A primeira CLsy aparece
aproximadamente 20 horas depois do inéculo para o
Ccromo e ndo chega a 100% de mortalidade com 24
horas. Pode se verificar que apds 20 horas se obtém a
primeira CLsy que é da concentragdo maxima do teste
(100%) em torno de 3,2 mg.L™". Enquanto que a segunda
CLs, aparece proximo da concentragdo de 50% que é de
3,0 mg.L? e assim ha um aumento na ordem de
mortalidade e decréscimo na concentracdo que gera
letalidade em 50 % da populacéo de protozoérios

Cloreto de Estanho: Na Tabela 3 pode se
observar que para o Estanho a primeira CLsy aparece
aproximadamente 12 horas depois do e chega a 100% de
mortalidade com 22 horas como na maioria dos metais
testados. Pode se verificar que apds 12 horas se obtém a
primeira CLso que é da concentragdo maxima do teste
(100%) em torno de 6,4 mg.L™. Enquanto que a segunda
CLs, aparece proximo da concentracdo de 50% que é de
6,0 mg.L?, e assim ha um aumento na ordem de
mortalidade e decréscimo na concentracdo que gera
letalidade em 50 % da populacédo de protozoarios. Com 22
horas ja temos 100% de mortalidade.

Cloreto de Estroncio: Na Tabela 3 pode se
observar que a primeira CLs, aparece aproximadamente
11 horas depois do in6culo para o Estréncio e chega a
100% de mortalidade com 22 horas. Pode se verificar que
ap6s 11 horas se obtém a primeira CLg, que é da
concentragdo maxima do teste (100%) em torno de 69
mg.L™. Enquanto que a segunda CLs, aparece préximo da
concentracdo de 50% que é de 35 mg.L™, e assim ha um
aumento na ordem de mortalidade e decréscimo na
concentragdo que gera letalidade em 50 % da populagéo
de protozoarios.

Cloreto de Ferro: Na Tabela 3 pode se observar
que a primeira CLg, aparece aproximadamente 14 horas
depois do indculo para o Ferro e chega a 100% de
mortalidade com 22 horas. Pode se verificar que ap6s 14
horas se obtém a primeira CLs, que é da concentracdo
méxima do teste (100%) em torno de 19 mg.L™. Enquanto
que a segunda CLsy aparece préximo da concentracdo de
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50% que é de 9,6 mg.L?, e assim h4& um aumento na
ordem de mortalidade e decréscimo na concentragdo que
gera letalidade em 50 % da populacdo de protozoarios

Cloreto de Litio: A primeira CLs, aparece
aproximadamente 14 horas depois do indculo para o Litio
e chega a 100% de mortalidade com 20 horas. Pode se
verificar que apds 14 horas se obtém a primeira CLs, que
¢ da concentracdo maxima do teste (100%) em torno de 80
mg.L™. Enquanto que a segunda CLs, aparece préximo da
concentracdo de 50% que é de 42 mg.L™, e assim h&a um
aumento na ordem de mortalidade e decréscimo na
concentracdo que gera letalidade em 50 % da populagéo
de protozoarios.

Cloreto de Manganés: Na Tabela 3 pode se
observar que a primeira CLs, aparece aproximadamente 9
horas depois do indculo para 0 Manganés e chega a 100%
de mortalidade com 24 horas. Pode se verificar que apés 9
horas se obtém a primeira CLs, que € da concentracdo
méxima do teste (100%) em torno de 6,4 mg.L™
Enquanto que a segunda CLs, aparece préximo da
concentracéo de 50% que é de 6,2 mg.L™, e assim ha um
aumento na ordem de mortalidade e decréscimo na
concentracdo que gera letalidade em 50 % da populacdo
de protozoérios

Cloreto de Mercurio: Pode se observar que a
primeira CLsq aparece aproximadamente 11 horas depois
do in6culo para o Merclrio e chega a 100% de
mortalidade com 22 horas. Pode se verificar que ap6s 11
horas se obtém a primeira CLs, que € da concentracdo
maxima do teste (100%) em torno de aproximadamente
0,30 mg.L™. Enquanto que a segunda CLs, aparece
préximo da concentracdo de 50% que é de proximo de
0,16 mg.L™, préximo de 12 horas e assim ha um aumento
na ordem de mortalidade e decréscimo na concentracéo

que gera letalidade em 50 % da populacio de
protozoarios. Com 22 horas a parece 100% de
mortalidade.

Cloreto de Molibdénio: Pode se observar que a
primeira CLsy aparece aproximadamente 8 horas depois
do in6culo para o Molibdénio e chega a 100% de
mortalidade com 24. Pode se verificar que ap6s 8 horas se
obtém a primeira CLs, que é da concentracdo maxima do
teste (100%) em torno de aproximadamente 64 mg.L™.
Enquanto que a segunda CLs, aparece préximo da
concentracdo de 50% que é de proximo de 55 mg.L™?,
cerca de 10 horas. 100% de mortalidade j& aprece com 18
horas.

Cloreto de Niquel: A primeira CLs, aparece
aproximadamente 13 horas depois do inéculo para o
Niguel e chega a 100% de mortalidade com 22 horas.
Pode se verificar que apds 13 horas se obtém a primeira
CLso que é da concentracdo maxima do teste (100%) em
torno de aproximadamente 1,6 mg L™ Enquanto que a
segunda CLs, aparece proximo da concentracdo de 50%
que é de préximo de 0,80 mg L™, e assim ha um aumento

na ordem de mortalidade e decréscimo na concentracao
que gera letalidade em 50 % da populacdo de
protozoarios. Com 22 horas temos m 100% de
mortalidade nos ensaios.

Cloreto de Prata: Na Tabela 3 pode se observar
que a primeira CLs, aparece aproximadamente 14 horas
depois do inéculo para a Prata e chega a 100% de
mortalidade com 24 horas. Pode se verificar que ap6s 14
horas se obtém a primeira CLs, que é da concentracdo
méaxima do teste (100%) em torno de aproximadamente
3,18 mg.L™. Enquanto que a segunda CLs, aparece
proximo da concentragdo de 50% que é de préximo de
1,68 mg.L?, e assim h4 um aumento na ordem de
mortalidade e decréscimo na concentracdo que gera
letalidade em 50 % da populacdo de protozoéarios

Cloreto de Zinco: Pode se observar que a
primeira CLs, aparece aproximadamente 14 horas depois
do indculo para o Zinco e chega a 100% de mortalidade
com 24 horas. Pode se verificar que apds 14 horas se
obtém a primeira CLs, que € da concentracdo maxima do
teste (100%) em torno de aproximadamente 11,5 mg.L™.
Enquanto que a segunda CLsy aparece préximo da
concentracdo de 50% que é de proximo de 5,75 mg.L™, e
assim ha um aumento na ordem de mortalidade e
decréscimo na concentracdo que gera letalidade em 50 %
da populagdo de protozodarios. Com 20 horas temos 100%
de mortalidade.

Andlises Estatisticas

A CLsy 24 horas dos diferentes metais testados
(mg.L") estd resumida na Tabela 4 apresenta uma
comparagdo entre esses valores para os diferentes metais
testados. A CLsy 24 horas (concentragdo letal a 50% por
24 horas) de todos os ensaios, apresentou uma ANOVA e
a variancia da mortalidade geral entre as concentragGes
dos metais estd representada (considerando células
vacuolizadas, deformadas, paralisadas), onde o P-valor
igual a zero com um intervalo de confianca de 95%
significa que h& diferenca na tolerancia do protozodrio as
diferentes concentracdes dos dezoito metais. A apresenta
um resumo da relagdo entre as concentragdes maximas e
minimas testadas e seu respectivo CLs 24 horas para cada
metal usado nas seis concentracBes experimentadas. Por
esses dados podemos ver que a tolerancia de Paramecium
caudatum é maior ao Molibdénio (CLs24 h=4,2 mg.L™)
e ao Bario (CLs 24 h = 4,1 mg.L™), seguido pelo Litio
(CLso 24 h = 3,69 mg.L™ enquanto que a sua tolerancia
em relacdo ao mercdrio e ao cobre se revelaram as
menores (CLso 24 h = 0,021 mg.L™ e CLsg 24 h = 0,020
mg.L™"  respectivamente), ou seja, o Paramecium
caudatum apresenta uma grande sensibilidade quando
exposto a contaminacdes com esses metais, que sdo micro
contaminantes e maior tolerdncia aos metais que sdo
micronutrientes.
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Tabela 4: CLsy 24 h. do protozoario Paramecium caudatum para todos os metais testados, com intervalo de confianga

(IC) de 95%, com p-valor = 0,001.

Metal ClLsomg.L* (1C) 0.95.+

Al (AICI3) 0,80 0,71 0,95
Ar (ArCl) 0,22 0,17 0,26
Ba (BaCl,) 4,10 3,50 5,40
Cd (CdCl,) 0,21 0,16 0,27
Pb (PbCl,) 2,21 2,2 31
Co (CoCly) 0,41 0,16 0,27
Cu (CuCly) 0,021 0,015 0,025
Cr (CrCly) 2,60 2,1 3,10
Sn (SnCl,) 0,61 0,42 1,1
Sr (SrCl,) 2,9 2,2 33
Fe (FeCly,) 0,51 0,41 0,54
Li (LiCl,) 3,69 3,55 3,91
Mn (MnCl,) 0,60 0,19 0,31
Hg (HgCl,) 0,021 0,014 0,028
Mb (MbClL,) 4,20 37 4,6
Ni (NiCl,) 0,51 0,35 0,53
Ag (AgNi,) 0,36 0,3 0,42
Zn (ZnCly) 2,31 0,36 0,47

Nestas analises pode se verificar que houve uma
diferenga significativa em relagdo as concentragfes dos
metais e a aceitagdo dos resultados é satisfatéria com um
P-valor < 0,001, que mostra uma diferenca de
comportamento do protozoario ciliado frente as diferentes
concentragdes. Pode se verificar que a ordem decrescente
de toxicidade dos metais em relacdo a tolerancia do
protozoario € a seguinte Hg > Cu > Cd > As > Ba >Al >
Ag>Co>Ni>Fe>Mn>Sn>Pb>2Zn>Cr>Sr>Mo
> Li. O indculo do ensaio piloto, sem nenhuma
concentragdo de metal foi realizado para todos 0s ensaios
réplicas de quatro; porém houve mortes e células
vacuolizadas que foram suprimidas pelas células novas
que surgiram nos Mesmos ensaios (mesmo sem serem
alimentados, apenas em 4gua destilada), dessa forma
foram consideradas anuladas as mortes, e considerado
100% de sobrevivéncia nas concentragdes piloto sem
metais

DISCUSSAO

De um modo geral ndo houve mortalidade nos
controles de nenhum ensaio, embora 0s protozoarios ndo
tenham sido alimentados durante os testes de toxicidade,
houve grande numero de concentracdes piloto que
apresentou mais de 30% de reproducdo celular,
provavelmente devido & alguns residuos de bactéria

Enterobacter aerogenes usada no cultivo que possa ter
sobrado nas células inoculadas apds as cinco lavagens em
dgua mineral. A mortalidade media nas concentracdes
comegou a surgir apés dez horas, exceto no caso do
molibdénio que teve inicio apos oito horas, sé foi possivel
estimar as concentragdes letais com mortalidade de 50%
das populages nos ensaios com mais de metade da
populacdo (acima de 50%) em estado de morte: totalmente
inativas vacuolizadas desaparecidas ou mortas. Nem todos
0s metais apresentaram 100% de mortalidade em relacdo
as concentracBes maximas testadas, isso requer um
tratamento no qual sejam estipuladas novas concentracdes
no fator dois.

CONCLUSOES

Atualmente trabalhos realizados com outros
protozoarios ciliados, frente a diferentes metais, mostram
que eles sdo uma excelente opg¢do no uso como
indicadores ambientais (Mandoni 2000; Nicolau, Mota,
Lima 1999; Nalecz-Jawecki; Sawicki, 2002; Dias,
Mortara, Lima, 2003; Nalecz-Jawecki, 2004, (Cairns et
al., 1980; Fernandez-Leborans;Novillo,1996). No presente
trabalho os resultados mostraram uma alta sensibilidade
do protozodrio Paramecium caudatum aos metais testados,
isso indica que este protozoario € um bom indicador dos
efeitos tdxicos de metais na agua, pois pode revelar seu
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real efeito bioldgico no organismo diretamente nas
comunidades vivas do ambiente estudado. Entretanto,
segundo Madoni; Romeu (2006) e outros autores
(Mandoni 2000; Nicolau, Mota, Lima 1999; Nalecz-
Jawecki; Sawicki, 2002; Dias, Mortara, Lima, 2003;
Nalecz-Jawecki, 2004, (Cairns et al., 1980; Fernandez-
Leborans; Novillo, 1996) que realizaram testes de
toxicidade com diferentes metais e varios ciliados, 0s
mesmos apresentam tolerancia em niveis diferentes frente
as concentragOes as quais foram submetidos, dessa forma
para cada ciliado estudado se faz necessario estabelecer
critérios seletivos particulares, ao propor um teste de
toxicidade, levando em consideragdo o ambiente que este
organismo se encontra, se em agua, solo (cultivo), ou
lodo. Além de sua classificacdo e tipo de metais (nivel de
toxicidade), pois todos os trabalhos mostram que o
merclrio é o mais tdxico seguido por cadmio, cobre,
chumbo e niquel.
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