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RESUMO 

  

NOGUEIRA, D. V. Avaliação ecotoxicológica do hormônio 17α-metiltestosterona. 
Data: 09 de setembro de 2019. 64 páginas. Dissertação (Mestrado) – Universidade 
Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE. 2019. 
 

No setor da piscicultura, principalmente para o cultivo de Tilápias-do-Nilo, 
foram desenvolvidas algumas técnicas para o aumento da produção de carne de 
peixe. Dentre elas, a masculinização dos alevinos, fase larval das tilápias, é uma 
técnica vantajosa, pois o macho é maior e produz mais carne além de produzir 
população monossexo que diminui a chance de superpopulação. Para que ocorra a 
masculinização, tem sido utilizado o hormônio 17α-metiltestosterona (MT) e sua 
administração se dá por meio de banhos de imersão contendo o hormônio ou 
adicionando-o na ração que é fornecida aos peixes. O seu uso tem gerado 
preocupações, pois, após seu uso, os efluentes dos tanques, contendo o hormônio, 
são lançados sem tratamento nos corpos hídricos atingindo ecossistemas aquáticos 
e consequentemente o ser humano por meio da ingestão de água contaminada. 
Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos tóxicos da MT por meio de 
testes ecotoxicológicos com ensaios agudos e crônicos com os organismos Daphnia 
magna, Scenedesmus acuminatus e genotoxicidade com Allium cepa, utilizando 
assim diferentes níveis tróficos para determinar o método que apresente o menor 
nível de toxicidade do hormônio. Foram realizados ensaios agudo e crônico com a 
MT nas concentrações de 10-100 µg L-1 e 750-1500 µg L-1 com Daphnia magna, no 
qual foi medida a imobilidade ou letalidade dos organismos, e a longevidade e 
fecundidade respectivamente. No ensaio crônico, com Scenedesmus acuminatus, 
nas concentrações de 750-1500 µg L-1, foi avaliado o crescimento/inibição das 
microalgas. No ensaio de genotoxicidade e mutagenicidade com Allium cepa nas 
concentrações de 750 µg L-1 e 1500 µg L-1, foi avaliada a formação de alterações 
cromossômicas, alterações nucleares e micronúcleos de células em divisão nos 
meristemas das raízes da cebola. A análise estatística com Daphnia magna e 
Scenedesmus acuminatus foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA) e 
as médias dos tratamentos foram comparadas usando o Teste de Tukey, com nível 
de significância de 5% (α = 0,05). Os resultados com Allium cepa foram verificados 
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, as comparações foram realizadas usando one-
way ANOVA e quando houve diferença (p <0,05), o teste de Dunnett foi aplicado. 
Para os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna, a MT não se mostrou 
tóxica em nenhuma das concentrações testadas, como também para o ensaio de 
toxicidade crônica, a não ser pelo aparecimento de ovos de resistência (efípios) nas 
maiores concentrações, 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1. Para o ensaio crônico com 
Scenedesmus acuminatus, a MT inibiu o crescimento algáceo nas maiores 
concentrações testadas, sendo elas 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1. No ensaio de 
genotoxicidade e de mutagenicidade houve aumento na formação de brotos 
nucleares e micronúcleos na concentração de 750 µg L-1, sendo esta diferença 
estatisticamente significativa. Os resultados deste estudo evidenciaram que o 
hormônio 17α-metiltestosterona possui ação mutagênica e genotóxica sobre a 
cebola e inibição do crescimento da microalga testada, e que da mesma forma pode 
afetar outros organismos. 
 



 
 

 

PALAVRAS-CHAVE: Daphnia magna; Scenedesmus acuminatus; Allium cepa; 
Genotoxicidade e Mutagenicidade; Ovos Haploides.  



 
 

 

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF THE HORMONE 17α-

METHYLTESTOSTERONE 

 

ABSTRACT 

 
 

Within the pisciculture sector, for the cultivation of Nile Tilapia, some 
techniques have been developed to increase fish meat production. Among them, the 
masculinization of fingerlings, larval phase of tilapia, is an advantageous technique 
because the male is larger and produces more meat and having a monosexual 
population reduces the chance of overpopulation. For masculinization to occur, the 
hormone 17α-methyltestosterone (MT) has been used. It is administered by 
immersion baths containing the hormone or by adding it to the fish feed. Its use has 
raised concerns because, after its use, the effluents from the hormone-containing 
tanks are discharged untreated into water bodies reaching aquatic ecosystems and 
consequently humans through ingestion of contaminated water. Thus, the aim of this 
study was to evaluate the toxic effects of MT by ecotoxicological tests with acute and 
chronic tests with the organisms Daphnia magna, Scenedesmus acuminatus and 
genotoxicity with Allium cepa, using different trophic levels to determine the method 
that presents the lowest level of hormone toxicity. Acute and chronic MT assays were 
performed at concentrations of 10-100 µg L-1 and 750-1500 µg L-1 with Daphnia 
magna, which measured the immobility or lethality of organisms, and longevity and 
fecundity respectively. In the chronic assay with Scenedesmus acuminatus at 
concentrations of 750-1500 µg L-1, growth / inhibition of microalgae was evaluated. 
And in the genotoxicity and mutagenicity assay with Allium cepa at concentrations of 
750 µg L-1 and 1500 µg L-1, the formation of chromosomal alterations, nuclear 
alterations and dividing cell micronuclei in onion root meristems was evaluated. 
Statistical analysis with Daphnia magna and Scenedesmus acuminatus was 
performed using Analysis of Variance (ANOVA) and treatment averages were 
compared using the Tukey test, with a significance level of 5% (α = 0.05). Allium 
cepa results were verified by the Kolmogorov-Smirnov test, comparisons were 
performed using one-way ANOVA and when there was a difference (p <0.05), the 
Dunnett test was applied. For acute toxicity tests with Daphnia magna, MT was not 
toxic at any of the tested concentrations, as well as for the chronic toxicity test, 
except for the appearance of resistance eggs (ephipians) at the highest 
concentrations, 1250 µg L -1 and 1500 µg L-1. For the chronic trial with 
Scenedesmus acuminatus, MT inhibited algal growth at the highest concentrations 
tested, being 1250 µg L-1 and 1500 µg L-1. In with onion the assay there was an 
increase in the formation of nuclear sprouts and micronuclei at a concentration of 750 
µg L-1, and this difference was statistically significant. The results of this study 
showed that the 17α-methyltestosterone hormone has mutagenic and genotoxic 
action on onion and inhibition of growth of the tested microalgae, and may affect 
other organisms as well. 

 
KEYWORDS: Daphnia magna; Scenedesmus acuminatus; Allium cepa; Genotoxicity 
and Mutagenicity; Haploid Eggs. 
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INTRODUÇÃO 

 

Após a Revolução Industrial, a população humana aumentou 

significativamente e a demanda cada vez maior por alimentos tem levado à procura 

de opções diferenciadas e que sejam de fácil aquisição. Alimentos à base de carne 

de peixe é uma opção cada vez mais procurada no mercado por consumidores, 

ocasionando o crescimento da sua produção. Esse aumento da produção acarretou 

aos produtores a busca por tecnologias, meios de fácil manejo e cultivo das 

espécies comercializadas. 

Em específico, a criação de tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) vem 

crescendo e se desenvolvendo mundialmente, sendo necessário o uso de técnicas 

para seu cultivo. O hormônio 17α-metiltestosterona (MT) tem sido utilizado na 

piscicultura para a masculinização dos alevinos das tilápias, obtendo uma população 

monossexo de machos. O macho apresenta um crescimento mais rápido, é maior e 

produz mais carne. Além dessas vantagens, a população monossexo evita a 

reprodução precoce e a consequente superpopulação, reduzindo a taxa de 

crescimento. A administração de MT se dá por meio de banhos de imersão contendo 

o hormônio ou adicionando-o na ração que é fornecida aos peixes. 

Após seu uso, os efluentes dos tanques são lançados, sem tratamento, nos 

corpos hídricos, atingindo ecossistemas aquáticos e consequentemente o ser 

humano por meio da ingestão de água contaminada.  

Os desreguladores endócrinos (DEs) como a 17α-metiltestosterona, podem 

causar danos à saúde, afetando o crescimento e a reprodução de organismos 

(MORAES et al., 2008). Alguns DEs podem persistir no meio ambiente e nos 

organismos, levando a um comprometimento das cadeias alimentares devido à 

bioacumulação (MREMA et al., 2013). 

De acordo com Bila e Dezotti (2007), os efeitos da exposição aos DEs 

encontrados na literatura em animais são: feminização de peixes machos; 

problemas no sistema reprodutivo de peixes, répteis, pássaros e mamíferos; 

diminuição na eclosão de ovos de pássaro; em humanos são: câncer de mama, 

testículo e próstata; entre outros. 

A exposição ao hormônio MT tem levado à interferência na diferenciação 

sexual de crocodilos, inibição de fatores bioquímicos em embriões de peixe-zebra, 
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diminuição na produção de ovos de Pimephales promelas (MURRAY et al., 2016; 

RIVERO-WENDT et al., 2016; ZERULLA et al., 2002), entre outras alterações. 

Conforme Rivero-Wendt et al. (2013), a MT influenciou significativamente o 

desempenho reprodutivo de Biomphalaria glabrata, diminuindo o número de desovas 

especialmente na menor concentração testada de 0,01 mg L-1. 

Esses dados têm causado grande alerta, pois suas alterações ocorrem em 

concentrações muito baixas, sendo necessários estudos aprofundados para estimar 

os efeitos tóxicos que a MT causa nos organismos. Sendo assim, este estudo 

buscou avaliar os níveis de toxicidade apresentado pelo hormônio 17ɑ-

metiltestosterona por meio de ensaios ecotoxicológicos com Daphnia magna, 

Scenedesmus acuminatus e Allium cepa, utilizando assim diferentes níveis tróficos 

para determinar o método que apresente o menor nível de toxicidade do hormônio. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

POLUIÇÃO AQUÁTICA 

 

A água é um dos recursos naturais mais utilizados e indispensáveis ao ser 

humano. A qualidade da água é fortemente afetada pelas atividades antrópicas, 

sendo elas, os lançamentos de efluentes não tratados advindos das indústrias, os 

agrotóxicos, os dejetos da pecuária, os esgotos domésticos, os lixões urbanos, entre 

outros. Além de afetar a qualidade da água, essas ações antrópicas afetam também 

os ecossistemas aquáticos, causando grande preocupação ambiental.  

Tais efluentes lançados direta ou indiretamente, poluindo a águas superficiais 

e crescentemente os lençóis freáticos, são consequências da primazia dada ao 

crescimento econômico de um país em detrimento da proteção dos seus recursos 

naturais (KNIE e LOPES, 2004). 

Em vista disso, gigantescas quantidades de substâncias químicas chegam 

aos corpos hídricos provocando modificações negativas do seu estado químico, 

físico e biológico (KNIE e LOPES, 2004). 

A autodepuração, uma particularidade dos rios, é a capacidade em poder se 

recuperar sozinho do impacto causado pelo lançamento de poluentes, mas o 

excessivo lançamento de poluentes nos corpos hídricos diminui tal capacidade de 

assimilação afetando a qualidade da água para usos pessoais e para o ecossistema 

(COLLISCHONN E TASSI, 2008). 

Alguns dos poluentes que se pode citar e que vem sendo uma ameaça 

potencial aos organismos aquáticos e à saúde pública são os fármacos e 

Desreguladores Endócrinos (DE) (AQUINO et al., 2013). Os DE afetam a saúde, 

crescimento e reprodução dos seres vivos através da interferência dos mesmos no 

sistema endócrino (AMARAL, 2012). Estes desreguladores endócrinos pertencem à 

categoria de poluentes emergentes, podendo ser encontrados nos ecossistemas, e 

que podem causar danos à fauna, flora e à saúde humana, e que geralmente não 

são contemplados nas legislações ambientais. 

 

Poluição Hormonal 
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Os hormônios são produtos químicos sintéticos ou naturais, sendo 

classificados como DE e estão presentes no meio ambiente na ordem de µg ou ng 

L1 (AMARAL, 2012). Os hormônios estão presentes não somente em seres 

humanos, mas em animais e em vegetais, sendo parte vital para o metabolismo, 

muitas vezes com estruturas e funções diferentes dos humanos, mas com 

mecanismo que atua de forma semelhante, sendo que por meio desse mecanismo 

de ação hormonal que os hormônios atuam alterando o desenvolvimento, 

reprodução e funções dos seres vivos de diversas espécies (CULCLASURE, 1973). 

Sendo uma categoria recente de poluentes ambientais, os DE interferem nas 

funções mesmo com concentrações baixas (BILA e DEZOTTI, 2007). 

Em animais os efeitos encontrados na literatura são: alterações no sistema 

imunológico de mamíferos marinhos; feminização de peixes machos; diminuição na 

eclosão de ovos de pássaros, peixes e tartarugas; e em humanos os efeitos citados 

são: o aumento da incidência de câncer de testículo, próstata e mama; a 

endometriose; redução da quantidade de esperma (BILA e DEZOTTI, 2007). De 

acordo com Carneiro et al. (2015), o aumento de incidência de carcinomas 

gastrointestinais, anomalias reprodutivas e malformações congênitas são 

características encontradas em populações que vivem próximas a perigosos 

depósitos de rejeitos em rios. 

Medidas políticas corretivas são necessárias para evitar a contínua poluição 

sistemática dos recursos hídricos, mas também é imprescindível uma fiscalização 

rigorosa do manejo e da liberação de produtos químicos no meio ambiente, assim 

como um controle abrangente e hábil da qualidade das águas e seus respectivos 

pontos de contaminação (KNIE e LOPES, 2004). 

A qualidade hídrica pode ser controlada mediante duas formas distintas: a 

análise química da água, que identifica e quantifica as substâncias químicas 

encontradas nela, e a análise biológica, que qualifica os efeitos causados pelas 

substâncias (KNIE e LOPES, 2004). 

 

PISCICULTURA E A 17α-METILTESTOSTERONA (MT) 

 

O conceito de pesca e aquicultura é diferente. De acordo com SEBRAE 

(2015), a pesca é a captura de animais, que independe do homem e seus cuidados, 

diferentemente da aquicultura, na qual se faz necessário o cultivo dos animais em 
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cativeiro, sendo o estoque privado. O cultivo de diversas espécies aquáticas como 

plantas aquáticas, crustáceos, moluscos e peixes designa-se aquicultura, sendo 

imprescindível a intervenção ou manejo do processo de criação para o aumento da 

produção (OLIVEIRA, 2009). 

Alimentação, nutrição, renda e meios de subsistência, são fontes adquiridas 

por meio da pesca e aquicultura para centenas de milhões de pessoas. A metade 

dos peixes consumidos que são fornecidos pela aquicultura e a ligeira melhora no 

estado das unidades populacionais de peixes, devido à melhoria da gestão da 

pesca, promoveu o abastecimento mundial de peixe e atingiu novo recorde em 2014, 

de 20 kg per capita (FAO, 2016). 

Cerca de US$ 600 bilhões são movimentados todos os anos no setor de 

pesca, o que torna os negócios envolvendo o pescado, nove vezes maiores que os 

de carne de frango e sete vezes maiores que o de carne bovina, e a participação 

brasileira apresenta melhores condições de aumentar por meio da aquicultura 

(BRASIL, 2016). 

Em 2014, China, Indonésia, Noruega, Europa e América do Sul, tiveram os 

mais importantes acréscimos na área de pesca. Treze dos 25 maiores países da 

pesca aumentaram suas capturas em mais de 100 mil toneladas em relação a 2013 

(FAO, 2016). 

Houve retração na piscicultura brasileira em 2017, mas em 2018 voltou a 

crescer. A produção total de peixes de acordo com o IBGE (BRASIL, 2018) foi de 

519,3 mil toneladas, desses, 311,5 mil toneladas foram da produção específica da 

tilápia, isto representa um total de 60% da produção brasileira. O destaque se dá ao 

Paraná no qual 95% da produção foram de tilápia. Nova Aurora (PR) é o município 

líder de produção nacional dessa espécie e Toledo (PR) ficou em 5º lugar (BRASIL, 

2018). 

Este aumento na produção invariavelmente leva ao aumento da probabilidade 

de danos ambientais devido ao manejo inadequado e ao excesso de nutrientes e 

poluentes despejados em corpos d‟água sem o devido tratamento. 

Preocupações com esta atividade envolvem tratamento de resíduos, efeitos 

colaterais dos antibióticos, resíduos orgânicos compostos por nutrientes que são 

excretados pelos peixes, entre outros (SEBRAE, 2015).  

Com o surgimento da piscicultura surgiu juntamente a necessidade de 

regularizar a atividade, atendendo os requisitos necessários de manejo dos 
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efluentes e avaliar os impactos no corpo hídrico receptor (CARDOSO, 2017). Mas 

ainda existe ausência acerca dessas questões, que representa um gargalo na 

obtenção de licenças ambientais, dificuldade esta levantada pelos próprios 

piscicultores (PASSADOR, 2006). Para a regularização das pisciculturas e garantir a 

preservação dos ecossistemas aquáticos é que se faz necessário o conhecimento 

dos impactos ambientais provenientes de tal atividade (CARDOSO, 2017). 

Uma substância que vem sendo utilizada e comercializada sem nenhuma 

restrição e sem nenhum estudo prévio quanto à sua toxicidade para o ambiente é a 

17 α-metiltestosterona, que é usada na aquicultura para a masculinização de 

Tilápias-do-Nilo. 

Na criação das espécies de Oreochromis niloticus (Tilápio-do-Nilo) é mais 

vantajoso se ter apenas espécimes machos, pois atingem maior tamanho que a 

fêmea, impedindo a reprodução e consequentemente problemas com 

superpopulações (VALENTIM-ZABOTT et al., 2008). Essa masculização, que 

acontece na fase de larvicultura, é de fundamental importância para a criação 

racional da Tilápia-do-Nilo (MEURER, 2005). 

A técnica mais adotada para masculização é a administração de hormônios 

masculinizantes, como o andrógeno 17 α-metiltestosterona (MT), o mais utilizado 

(BOMBARDELLI  et al., 2007). A administração é feita mediante banhos de imersão 

com a água contendo o hormônio ou por meio de rações suplementadas com o 

hormônio. Zanardi et al. (2011), obtiveram maior êxito com o uso de rações 

suplementadas, com eficiência de  94% de machos obtidos, enquanto banhos de 

imersão apresentaram eficiência de 86%. 

A utilização do hormônio em tanques de piscicultura pode ocasionar acúmulo 

nos sedimentos e na água, e por consequência, pode entrar em contato com o 

ambiente, nos corpos hídricos, podendo atingir populações aquáticas e o próprio ser 

humano pelo consumo de água (AMORIM, 2013). 

A 17 α-metiltestosterona (MT) merece uma atenção especial, pois há algumas 

evidências de distúrbios causados por esse composto como malformações de 

cauda, edemas, desenvolvimento anormal da cabeça e atraso de incubação da 

espécie Danio rerio, e, a nível bioquímico, a MT diminuiu a síntese de vitelogenina 

(VTG), a colinesterase e a lactato desidrogenase (RIVERO-WENDT et al., 2016). Na 

pesquisa de Murray et al. (2016), observou-se que em temperaturas para produzir 

fêmeas se desenvolviam machos pela presença da MT e a exposição a ela na fase 
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embrionária resultou em órgãos sexuais primários hermafroditos, atraso no 

desenvolvimento renal e masculinização do clitero-penis (CTP). Em amostras 

colhidas em campo, foi verificada a presença de MT nas gemas dos ovos e no 

plasma de todas as idades de uma população de crocodilos (MURRAY et al., 2016). 

 

TOXICOLOGIA – TESTES ECOTOXICOLÓGICOS 

 

O estudo dos efeitos nocivos de substâncias químicas ou biológicas sobre os 

seres vivos é denominado toxicologia. Tais substâncias de interesse podem ser de 

origem natural encontrada no ambiente ou produtos químicos sintéticos. Os dados 

toxicológicos são coletados determinando a toxicidade aguda, que é o início rápido 

de sintomas, incluindo morte no limite extremo, sendo este um ensaio importante 

quando o organismo é exposto acidentalmente a produtos químicos puros, mas a 

grande preocupação na toxicologia ambiental é a exposição crônica a doses 

relativamente baixas e em longo prazo (BAIRD, 2002). 

A importância de estudos dos efeitos nocivos das substâncias químicas sobre 

os organismos, a toxicologia, remete-se à forte influencia destes nos ecossistemas 

(MANAHAN, 2013). De acordo com Ronco et al. (2004) a capacidade da substância 

tóxica ter certo efeito nocivo sobre organismos ou comunidades é chamada 

toxicidade. 

A interação entre a ecologia e a toxicologia pode ser complexa envolvendo 

grande número de organismos, e é conhecida como ecotoxicologia (MANAHAN, 

2013). Conforme Nour et al. (2014), para estimar o efeito tóxico de determinado 

composto, fornecendo dados para avaliar os riscos ao ambiente aquático, são 

empregados ensaios ecotoxicológicos com organismos padronizados. 

Por meio dos ensaios ecotoxicológicos pode-se verificar resposta mais 

precisa da toxicidade dos contaminantes presentes em áreas contaminadas, o que 

não acontece com apenas a análise química de cada composto presente nas áreas, 

por isso se faz necessária tal avaliação ecotoxicológica (SISINNO et al., 2006). 

Conforme descrito por Rodrigues et al. (2009), os estudos baseados em 

evidências puramente químicas são limitados, e dentre essas limitações encontram-

se a baixa capacidade de detecção analítica; a elevada variedade de substâncias 

presentes em efluentes líquidos; as interferências pelos fenômenos químicos de 

antagonismo e sinergismo que dificultam sobretudo no processo de interpretação de 
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resultados. Por isso os testes ecotoxicológicos são importantes para a integração de 

dados químicos, físico-químicos e biológicos e obtenção de informações objetivas, 

para subsidiar as tomadas de decisões para proteção do meio ambiente. 

A finalidade da análise ecotoxicológica é saber, em qual grandeza, as 

substâncias químicas, isoladas ou misturadas, são nocivas, e como e onde se 

manifestam seus efeitos (KNIE e LOPES, 2004). 

Nos ensaios ecotoxicológicos, os efeitos agudos sobre a sobrevivência ou 

imobilidade dos organismos-teste são observados quando tais organismos são 

expostos à presença de substâncias em altas concentrações, durante curtos 

períodos de tempo. Os efeitos crônicos sobre a reprodução, crescimento, 

comportamento, entre outros, são observados quando expostos à baixa 

concentração e períodos de tempo maiores durante o ciclo de vida do organismo. Na 

ausência desses efeitos, deve-se levar em consideração o acúmulo das substâncias 

químicas, que podem atingir níveis elevados no organismo, causando efeitos 

deletérios ao longo do tempo (CETESB, 2011). 

De acordo com Pompêo et al. (2015), as análises ecotoxicológicas podem ser 

de dois tipos: com substâncias específicas, por exemplo os fármacos, sendo 

realizados ensaios com o objetivo da obtenção de dados para registros químicos, e 

a outra é para constatação dos valores encontrados em relação aos padrões 

permitidos pelas legislações vigentes. 

Assim como a água, o sedimento também deve ser analisado, pois funciona 

como um sumidouro temporário de poluentes, sendo liberados para a coluna de 

água sob determinadas condições ambientais, afetando assim direta ou 

indiretamente os organismos. 

A Resolução nº 357/2005 do CONAMA, estabelece que a utilização de 

ensaios ecotoxicológicos, toxicológicos ou outros métodos cientificamente 

reconhecidos deverão ser utilizados para investigação de possíveis interações entre 

substâncias como também a presença de contaminantes não listados na resolução 

(BRASIL, 2005), como é o caso do hormônio 17 α-metiltestosterona. 

Para o emprego de ensaios ecotoxicológicos, alguns representantes de 

grupos foram selecionados, sendo eles: bactérias, algas, protozoários, 

microcrustáceos e peixes, levando em consideração os diferentes níveis tróficos 

(KNIE e LOPES, 2004). 
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Dentro de um dos grupos, a Daphnia magna é um microcrustáceo planctônico 

de água doce, conhecida popularmente como pulga d‟água, com tamanho médio de 

5 a 6 mm, sendo um consumidor primário, alimentando-se de algas unicelulares. A 

escolha de tal espécie é devido a: terem reprodução, em condições favoráveis, 

assexuadamente por partenogênese, originando apenas fêmeas geneticamente 

idênticas, assegurando assim a uniformidade de respostas nos ensaios; a cultura em 

laboratório sob condições controladas ser fácil; o manuseio ser simples; a espécie 

reage sensivelmente à ampla gama de agentes nocivos; o ciclo de vida e de 

reprodução é suficientemente curto; é internacionalmente reconhecida como 

organismo-teste sendo utilizada há décadas (KNIE e LOPES, 2004). 

Dentro dos representantes das algas existem as microalgas que são algas 

verdes planctônicas, representantes dos produtores primários de água doce. Sendo 

a base do ciclo de vida, pois servem de alimento para outros organismos. Destacam-

se também pela manutenção do equilíbrio do ambiente aquático, pois participam dos 

ciclos biogeoquímicos, mais especificamente do carbono, oxigênio, nitrogênio, 

fósforo e silício. São indicadoras da poluição aquática, sendo usadas há quase 100 

anos em pesquisas (KNIE E LOPES, 2004). 

Outro método toxicológico que é validado pelo Programa Internacional de 

Segurança Química (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Nações Unidas 

(UNEP) como um eficiente teste para análise e monitoramento in situ da 

genotoxicidade de substâncias ambientais, é a avaliação de alterações 

cromossômicas em raízes de Allium cepa (cebola) (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999). 

Para Fernandes et al. (2007), a utilização de plantas em bioensaios apresenta 

vantagens quando comparados aos bioensaios com animais, pois são sensíveis e 

de fácil realização. 

De acordo com Grant (1982) e Caritá e Marin-Morales (2008), o sistema-teste 

com Allium cepa é um eficiente método para analisar a genotoxicidade e 

mutagenicidade de ambientes aquáticos contaminados e o potencial genotóxico de 

substâncias químicas, por sua sensibilidade e boa correlação com sistemas teste de 

mamíferos. O sistema-teste de A. cepa é um teste de resposta rápida, de baixo 

custo e é favorável na avaliação de danos cromossômicos e alterações no ciclo 

mitótico por ter cromossomos grandes e reduzidos (2n=16), tornando assim um teste 

amplamente utilizado no monitoramento de contaminações ambientais (LEME e 

MARIN-MORALES, 2009). 
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O sistema-teste de Allium cepa tem sido utilizado há mais de 40 anos para 

detectar agentes mutagênicos, contribuindo para a aplicação no monitoramento 

ambiental, além de ter de baixo custo, é de fácil manuseio e curta duração. Esse 

teste apresenta resultados consistentes que podem servir de alerta para outros 

sistemas biológicos, pois o DNA é comum a todos os organismos, caracterizando 

uma ferramenta importante para estudos de monitoramento ambiental (LEME e 

MARIN-MORALES, 2009). 

Para Rank e Nielsen (1993), as aberrações cromossômicas induzidas por 

produtos químicos têm sido detectadas por meio de diferentes estudos com A. cepa. 

Uma forte evidência de mutagenicidade da substância em análise é o aumento da 

presença de micronúcleos (MN), e de genotoxicidade, o aumento das aberrações 

cromossômicas (AC) (RIBEIRO, 2003). Já o índice mitótico (IM) é usado como 

indicador de proliferação normal das células (GADANO et al., 2002), e por meio do 

seu aumento ou diminuição, pode-se avaliar o nível de citotoxicidade (FERNANDES 

et al., 2007). 

Testes biológicos de toxicidade e genotoxicidade são indispensáveis para a 

avaliação das reações de organismos vivos à poluição ambiental (ANDRADE, 2012).  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Limnologia, 

Ecotoxicologia e Biomonitoramento (LEB), localizado no Instituto de Pesquisa em 

Aquicultura Ambiental (InPAA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná 

(UNIOESTE), em Toledo-PR. 

 

CULTIVO DE Daphnia magna 

 

A metodologia utilizada para o cultivo da espécie Daphnia magna foi a norma 

ABNT NBR 12713/09 – Ecotoxicologia aquática – Toxicidade aguda – Método de 

ensaio com Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera). Os organismos foram cultivados 

em água reconstituída (meio M4) (Anexo A) de acordo com a norma com pH de 7,6 

e com dureza de 225 mg CaCO3 L
-1. Após preparação da água reconstituída, esta foi 

aerada para solubilização total dos sais, saturação do oxigênio dissolvido e 

estabilização do pH durante pelo menos 12 horas (BRASIL, 2009). 

Os organismos foram mantidos em incubadora, com fotoperíodo de 12 horas 

de luz e 12 horas de escuro, e temperatura entre 18° e 22°C, mantendo-os em 

recipientes adequados com até 25 org. L-1 (Figura 1). 

 

Figura 1. Fotografias do cultivo de Daphnia magna (A) e do cultivo das microalgas 

para alimentação das dáfnias (B). 

 

Fonte: a autora 
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A água de cultivo foi trocada no mínimo uma vez na semana, para evitar 

diferenças de temperatura maiores que 2°C. 

Para alimentação dos organismos foram cultivadas algas unicelulares 

Scenedesmus acuminatus. O fornecimento de alimento às dáfnias foi diário, de 

aproximadamente 106 células por mililitro por organismo. 

Para o cultivo das algas preparou-se o meio cultura CHU (Anexo B) de acordo 

com a norma ABNT NBR 12713/09, no qual foi ajustado o pH entre 7,0 e 7,2 e 

autoclavado durante 15 minutos a 121°C. A cultura foi mantida sem fotoperíodo com 

aeração e luz constante com temperatura de 20° a 30°C (Figura 1). 

 

PREPARO DAS CONCENTRAÇÕES DE 17α-METILTESTOSTERONA (MT) 

 

Em balança analítica Shimadzu ATY224 (± 1 mg) pesou-se 2 mg de MT, 

diluindo-se em 1 litro de água de diluição (meio descrito na norma para montagem 

dos ensaios) (Anexo A), obtendo assim a solução-estoque e a partir desta foram 

feitas as concentrações. 

Para a espécie Daphnia magna foram realizados ensaios com concentrações 

de 10 µg L-1, 35 µg L-1, 55 µg L-1, 75 µg L-1 e 100 µg L-1de MT, juntamente com o 

controle contendo somente água de diluição, e com concentrações de 750 µg L-1, 

1000 µg L-1, 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1 de MT, juntamente com o controle contendo 

somente água de diluição. 

 

METODOLOGIA DE TESTE AGUDO COM Daphnia magna 

 

A metodologia de teste agudo seguiu também a norma ABNT NBR 12713/09 

– Ecotoxicologia aquática – Toxicidade aguda – Método de ensaio com Daphnia spp. 

(Crustacea, Cladocera). Foram expostos neonatos de Daphnia magna, de 2 a 26 

horas de idade, nas concentrações de MT e controle por um período de 48 horas.  A 

água de diluição foi preparada de acordo com a norma e foi usada como diluente 

para as concentrações de MT e controle. Após o preparo da água de diluição a 

mesma foi aerada por pelo menos 12 horas para solubilização total dos sais, 

saturação do oxigênio dissolvido e estabilização do pH (BRASIL, 2009). 

Foram utilizados recipientes de 50 mL para realização do ensaio nos quais 

foram colocados em cada recipiente 25 mL da solução-teste e água de diluição no 
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controle. Para cada concentração e controle, foram utilizadas 2 réplicas contendo 10 

organismos cada, sendo um total de 20 organismos por tratamento. Os neonatos 

foram transferidos para os recipientes de forma a evitar a alteração da concentração 

final da solução-teste, e para isso utilizou-se pipeta de Pasteur e uma rede de malha 

fina. 

Os recipientes foram tampados para evitar a evaporação das soluções e 

levados a incubadora BOD, com temperatura entre 18°C e 22°C, com fotoperíodo de 

12 horas de luz e 12 horas de escuro, sem alimentação. 

O teste de sensibilidade foi realizado tendo como objetivo verificar as 

condições em que os organismos se encontram para uma posterior análise 

toxicológica. Os resultados obtidos neste teste devem estar dentro de uma faixa 

conhecida de sensibilidade a uma substância de referência. 

A substância de referência utilizada no teste foi o dicromato de potássio 

(K2Cr2O7), avaliando a sensibilidade dos organismos-teste. O ensaio de 

sensibilidade foi realizado conforme as condições do ensaio agudo definitivo (ISO, 

2012).  

Os resultados do teste agudo e de sensibilidade foram avaliados após 48 

horas, observando a imobilidade ou letalidade das dáfnias, calculando a 

porcentagem por concentração a partir do total de organismos testados. O resultado 

do teste é expresso em Concentração Efetiva Inicial Mediana - CE(I)50 48h, que 

corresponde à concentração da amostra que causa efeito agudo a 50% dos 

organismos expostos em 48horas. 

O esquema do teste agudo pode ser observado na Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema do teste agudo com Daphnia magna. 

 

Fonte: Google Imagens. 
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METODOLOGIA DE TESTE CRÔNICO COM Daphnia magna 

 

A metodologia de teste crônico foi baseada na norma ABNT NBR 13373/03 – 

Ecotoxicologia Aquática - Toxicidade crônica - Método de ensaio com Ceriodaphnia 

spp. (Crustacea, Cladocera), com algumas adaptações (organismo usado foi 

Daphnia magna e não Ceriodaphnia sp. de acordo com a norma; que determina 25 

mL da solução-teste em cada recipiente e foram adicionados 50 mL). 

No teste crônico os neonatos de Daphnia magna, de 2 a 26 horas de idade, 

foram expostos às mesmas concentrações supracitadas por um período de 21 dias. 

Para cada tratamento foram utilizadas 10 réplicas contendo um organismo por 

recipiente, num total de 10 organismos por concentração. Foram utilizados 

recipientes de 100 mL contendo 50 mL da solução-teste que foram tampados 

evitando assim a evaporação das soluções (Figura 3). 

 

Figura 3. Fotografia do teste crônico com Daphnia magna. 

 

Fonte: a autora. 

 

Os neonatos foram transferidos para os recipientes de forma a evitar a 

alteração da concentração final da solução-teste, e, para isso, utilizou-se pipeta de 

Pasteur e uma rede de malha fina. 
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Os testes foram mantidos nas mesmas condições ambientais que os lotes de 

cultivo, com fotoperíodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e temperatura de 

18°C a 22°C. Os neonatos receberam alimentação diariamente, sendo fornecida 

como alimento a alga clorofícea Scenedesmus acuminatus cultivada de acordo com 

o item 4.1. 

Em todos os dias eram observados a sobrevivência dos organismos e a partir 

da segunda semana, quando começaram a se reproduzir, eram retirados os 

neonatos e contabilizados, deixando somente a fêmea adulta no recipiente. A 

solução-teste foi trocada nos dias 7 e 14 do experimento. 

Os parâmetros analisados no teste foram: longevidade e fecundidade de 

acordo com a norma ANBT NBR 13373. A longevidade foi obtida pela sobrevivência 

dos organismos até o final do teste (21 dias), expressando o parâmetro em número 

de dáfnias sobreviventes. A fecundidade foi avaliada pela contagem de neonatos 

gerados pelas fêmeas no período de 21 dias e o número médio de posturas por 

tratamento. 

As dáfnias que morreram antes de completar 18 dias não foram 

contabilizadas. No caso de morte das fêmeas adultas antes do dia 18, exclui-se o 

número de filhotes que ela reproduziu, pois após este período a reprodução é muito 

flutuante e a ausência de filhotes neste período não irá interferir nos dados. Os 

eventuais machos são contabilizados no final do teste apenas para dados de 

longevidade. Os resultados obtidos quanto à longevidade e fecundidade nas 

soluções-teste são comparados aos resultados do controle. 

O esquema do teste crônico pode ser observado na Figura 4. 

 

Figura 4. Esquema do teste crônico com Daphnia magna. 

 

Fonte: Google Imagens. 
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CULTIVO DE Scenedesmus acuminatus 

 

A metodologia utilizada para o cultivo da espécie Scenedesmus acuminatus 

foi a norma ABNT NBR 12648/11 – Ecotoxicologia aquática – Toxicidade crônica – 

Método de ensaio com algas (Chlorophyceae). As microalgas foram cultivadas em 

meio CHU (Anexo B). Após o preparo o pH do meio foi ajustado entre 7,0 e 7,2, 

aerado durante 30 minutos e autoclavado em autoclave vertical FANEM 415 durante 

15 minutos a 121°C. Foi adicionado um inóculo de microalga contendo 104 células 

mL-1. A cultura foi mantida sob aeração e luz constante e temperatura de 20°C a 

30°C (Figura 5). 

 

Figura 5. Fotografias do cultivo das Scenedesmus acuminatus. A) Microalgas 

observadas em microscópio óptico em aumento de 400x. B) Cultivo das microalgas 

sob luz e aeração constantes.  

 

Fonte: a autora. 

 

METODOLOGIA DE TESTE CRÔNICO COM Scenedesmus acuminatus 

 

A metodologia de teste crônico seguiu a norma ABNT NBR 12648/11 – 

Ecotoxicologia aquática – Toxicidade crônica – Método de ensaio com algas 

(Chlorophyceae), com algumas adaptações (ao invés da mesa agitadora, o teste foi 

realizado com aeração constante; e a pré-cultura ocorreu em meio CHU e não em 
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meio DIN, já que o desenvolvimento das mesmas foi melhor em meio CHU), na qual 

as microalgas são expostas às concentrações de MT e controle por um período de 

96 horas (BRASIL, 2011). 

Três dias antes da montagem do ensaio foi feito o preparo da pré-cultura de 

microalgas que seria utilizada no ensaio. Foi preparado o meio CHU, ajustado o pH 

entre 7,0 e 7,2, aerado por 30 minutos e autoclavado durante 15 minutos a 121°C. O 

meio foi distribuído em erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura 

e um inóculo de microalga contendo 106 células mL-1, sendo que a concentração 

inicial da pré-cultura ficou na ordem de 104 células mL-1. 

Para a montagem do ensaio todas as vidrarias, meios de culturas e bancadas 

foram esterilizados evitando assim contaminação de outras espécies. As vidrarias e 

os meios foram devidamente autoclavados e as bancadas foram devidamente 

esterilizadas com sabão, água e álcool a 70% v/v. 

Para a montagem do ensaio foi preparado o meio DIN (Anexo C) de acordo 

com a norma ABNT NBR 12648/11, aerado por 30 minutos, ajustado o pH em 8,0 ± 

0,2 e autoclavado durante 15 minutos a 121°C (BRASIL, 2011). 

Para as diluições de MT foi utilizada a solução-estoque, água destilada, 

inóculo e meio de cultura DIN. As concentrações foram de 750, 1000, 1250 e 1500 

µg L-1 de MT. No controle foi introduzido meio de cultura DIN, água processada e o 

inóculo. As diluições foram seguidas de acordo com a norma ABNT NBR 12648/11, 

preparo das soluções-teste com substâncias químicas utilizando meio DIN. 

Os tratamentos foram mantidos sob luz constante, temperatura de 23°C a 

27°C e com aeração constante, durante período de 96 horas (Figura 6). 

 

Figura 6. Fotografias da montagem do teste crônico com microalga. A) Preparo das 

soluções-teste. B) Teste sob luz e aeração constantes. 

 

Fonte: a autora. 
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A biomassa algácea do controle foi determinada no início do ensaio e no final 

do ensaio em todos os tratamentos pela contagem celular ao microscópio óptico em 

câmara de Neubauer. 

Ao final do ensaio foi feita a contagem das células em todos os tratamentos. A 

biomassa final foi subtraída da biomassa inicial, calculando-se assim a biomassa 

produzida durante o ensaio. 

O fator de toxicidade (FT) foi determinado em cada concentração por meio do 

cálculo da porcentagem de inibição (IC) (Equação 1), de acordo com a norma ABNT 

NBR 12648/11 – Ecotoxicologia aquática – Toxicidade crônica – Método de ensaio 

com algas (Chlorophyceae) (BRASIL, 2011): 

 

   
     

  
     

Em que: 

IC é a porcentagem de inibição da multiplicação das células algáceas; 

Ma é a média do número de células das soluções-teste; 

Mc é a média do número de células do controle. 
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SISTEMA - TESTE DE Allium cepa 

 

Antes da montagem do ensaio, as placas de Petri e papel germitest foram 

autoclavados em autoclave vertical FANEM 415 a 121°C durante 20 minutos, para 

esterilização e realizada a assepsia das bancadas, BOD e pinças utilizando água, 

sabão e Lysoform®. 

As sementes de Allium cepa (cebola) utilizadas foram da TopSeed® da 

Agristar. A metodologia consiste em primeiramente germinar as sementes de cebola 

em placas de Petri contendo papel filtro e água destilada, colocar em incubadora 

BOD com temperatura controlada de 25°C e fotoperíodo de 12 horas de luz e 12 

horas de escuro (Figura 7). Após aproximadamente 3 dias, quando as raízes já 

tiverem atingido 1 cm de comprimento, a placa de Petri e papel filtro foram trocados 

por novos e as sementes foram umedecidas com a concentração de MT, 

permanecendo por mais 72 horas. 

 

Figura 7. Fotografia da montagem do sistema-teste com Allium cepa e incubação 

em câmara de germinação. 

 

Fonte: a autora. 

 

Os tratamentos foram o controle negativo contendo somente água destilada, o 

controle positivo contendo metilmetano sulfonato (MMS), na concentração de 4x10-4 

mol L-1, e os tratamentos com MT nas concentrações de 750 e 1500 µg L-1, menor e 

maior concentração respectivamente dos testes anteriores, já que são 

concentrações muito baixas. 

Após o período de exposição à MT, houve a preparação das raízes que foram 

fixadas em Carnoy (3:1) por 24 horas. Após este período, as raízes foram lavadas 

em água destilada em placa de Petri e então submetidas a hidrólise com HCl 1 mol 
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L-1 em banho-maria por 8 minutos a 60°C. Novamente as raízes foram lavadas em 

água destilada por 5 minutos e transferidas para um recipiente âmbar contendo 

Reativo de Schiff11, no qual foram deixadas por 40 minutos para corar o material 

genético. Após o período de 40 minutos, as raízes foram lavadas novamente em 

água destilada para retirada do excesso de corante, e, em seguida, a região 

meristemática foi cortada com auxílio de lamina e adicionada uma gota de solução 

de carmim acético a 2% m/v para evidenciar o citoplasma. A lamínula foi colocada 

sobre o material na lâmina, aquecida e macerada para espalhar as células. O 

excesso de corante foi retirado com papel absorvente e a lâmina foi comprimida com 

o polegar direito (Figura 8). A montagem das lâminas seguiu o protocolo proposto 

por Grant (1982). 

 

Figura 8. Fotografias das etapas do sistema-teste após germinação e exposição aos 

tratamentos. A) Etapa de fixação ao Carnoy (3:1). B) Etapa após hidrólise em HCl. 

C) Etapa após exposição ao Reativo de Schiff para corar o material genético. D) 

Lâminas prontas para observação e contagem.  

 

Fonte: a autora. 

                                            
1 Composição do Reativo de Schiff: 3g de fucsina básica, 6g de metabissulfito de 
sódio, 60 mL de HCl 1 mol L-1, água destilada para completar 1L. 
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O material foi observado em microscópio óptico em aumento de 400x, o qual 

foi verificado a presença de aberrações cromossômicas (AC) e anormalidades 

nucleares (AN) que são indicativos de genotoxicidade, e células binucleadas e 

micronúcleos (MN), evidenciando mutagenicidade. Foi feita a contagem de 5000 

células por tratamento. 
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ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para as análises estatísticas dos testes crônicos com Daphnia magna e 

Scenedesmus acuminatus foi utilizado o software Action®™, versão 3.3.2, da 

Estatcamp. Foram determinados pelo programa, a estimativa dos efeitos principais e 

de interação entre as variáveis por meio de Análise de Variância (ANOVA). As 

médias dos tratamentos foram comparadas usando o Teste de Tukey. O nível de 

significância utilizado nas análises estatísticas foi de 5% (α = 0,05). 

Para as análises estatísticas com Allium cepa, a distribuição dos dados e a 

normalidade foram verificadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todas as 

comparações foram realizadas usando one-way ANOVA. Quando diferenças 

significativas foram observadas (p <0,05) após a comparação com o controle 

negativo, o teste de Dunnett foi aplicado. O SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., 

Chicago, IL) foi usado para realizar as análises estatísticas. Todos os dados são 

apresentados como média ± desvio padrão.  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA COM Daphnia magna 

 

Para o teste de sensibilidade a concentração encontrada de CE(I)50 foi de 0,7 

mg L-1 de dicromato de potássio, causando efeito agudo em 50% dos organismos 

expostos a essa substância, estando dentro das concentrações limites estabelecidas 

(entre 0,6 mg L-1 e 1,7 mg L-1) pela ISO 6341/2012, aptas para os testes (ISO, 2012). 

A MT não se mostrou tóxica aos organismos de Daphnia magna, revelando 

assim ausência de toxicidade aguda. Como as concentrações de MT são subletais, 

isto é, em baixas concentrações seu efeito é silencioso, não sendo detectado efeito 

no teste de toxicidade aguda diante das concentrações testadas. 

Para Magalhães e Ferrão Filho (2008), a toxicidade aguda nem sempre reflete 

o potencial deletério de uma substância, pois concentrações subletais podem causar 

uma série de efeitos, considerada „morte ecológica‟, impedindo o organismo de 

realizar funções vitais no ecossistema como o desenvolvimento dos ovos, 

crescimento, deformações de órgãos reprodutores, problemas na percepção química 

e motora, entre outros, não causando a morte imediata do organismo, mas podendo 

progredir até a mesma. Tais efeitos indiretos e subletais podem ocorrer a 

médio/longo prazo, em diferentes intensidades, sendo assim imprescindível a 

realização do teste de toxicidade crônica para complementar a avaliação. 

 

ENSAIO DE TOXICIDADE CRÔNICA COM Daphnia magna 

 

Diante da ausência de toxicidade aguda, realizou-se então o teste de 

toxicidade crônica nas mesmas concentrações. 

 

           Longevidade 

 

A longevidade foi expressa por número de sobreviventes ao final do ensaio 

(21 dias). Os tratamentos com MT, tanto nas concentrações 10-100 µg L-1 quanto 

nas concentrações de 750-1500 µg L-1, não foram tóxicos quanto à sobrevivência 

dos organismos (Tabela 1). 
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No controle houve a morte de dois organismos. Tal valor não interfere nos 

resultados, sendo o ensaio válido, pois de acordo com a norma ABNT NBR 

13373/03, os resultados são considerados válidos quando a letalidade dos 

organismos adultos no controle for menor ou igual a 20% (BRASIL, 2003). 

 

Tabela 1. Tabela de sobreviventes (longevidade) ao final dos 21 dias de ensaio. Os 

controles e os tratamentos com MT nas concentrações de 10-100 µg L-1 e nas 

concentrações de 750-1500 µg L-1. 

Concentrações 10-100 µg L-1 
  

Concentrações 750-1500 µg L-1 

Tratamentos 
Número de 

Sobreviventes 
  Tratamentos 

Número de 
Sobreviventes 

Controle 8 

 

Controle 8 

10 µg L-1 10 

 

750 µg L-1 7 

35 µg L-1 10 

 

1000 µg L-1 9 

55 µg L-1 8 

 

1250 µg L-1 9 

75 µg L-1 8 

 

1500 µg L-1 9 

100 µg L-1 8   - - 

 

Fecundidade 

 

Em relação ao número médio de posturas por tratamento nas concentrações 

de 10-100 µg L-1, pode-se observar na Figura 9 que a concentração de 100 µg L-1 

teve menor número médio de postura em relação aos demais tratamentos, mas 

estatisticamente essa variação não foi significativa, isto é p-valor > 0,05. (Tabela 2). 

O MT não interferiu na reprodução dos organismos. 

 

Figura 9. Média e desvio padrão do número de posturas por tratamento no período 

de 21 dias nas concentrações de 10-100 µg L-1. 
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Tabela 2. Análise de variância (ANOVA) do número médio de posturas entre os 

tratamentos com MT nas concentrações de 10-100 µg L-1 e o controle, no qual o p-

valor > 0,05, não sendo estatisticamente significativo. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat. F p-valor 

Tratamentos 5 8,133333 1,626666 0,31803 0,900018 

Resíduos 54 276,2 5,114814     

 

Em relação ao número médio de neonatos por tratamento (Tabela 3), os 

tratamentos não alteraram a reprodução das fêmeas. Este dado pode ser 

confirmado na Tabela 4, pelo p-valor > 0,05, permanecendo dentro do limite, 

evidenciando assim que as concentrações usadas não foram tóxicas quanto à 

reprodução das dáfnias. 

 

Tabela 3. Média e desvio padrão do número de neonatos produzidos por tratamento 

nas concentrações de 10-100 µg L-1 de MT. 

Tratamentos Número Médio de Neonatos 

Controle 32,4 ± 8,41 

10 µg L-1 26,25 ± 3,81 

35 µg L-1 29,86 ± 8,11 
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55 µg L-1 35,86 ± 5,55 

75 µg L-1 26,5 ± 6,86 

100 µg L-1 27,71 ± 8,30 

 

Tabela 4. Análise de variância (ANOVA) do número médio de neonatos produzidos 

entre os tratamentos com MT nas concentrações de 10-100 µg L-1 e o controle, no 

qual o p-valor > 0,05, não sendo estatisticamente significativo. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat. F p-valor 

Tratamentos 5 590,55 118,11 0,482785 0,787566 

Resíduos 54 13210,7 244,642592     

 

No tratamento de 100 µg L-1 ocorreu atraso na maturidade sexual, sendo a 

primeira postura média do tratamento no 10º dia, enquanto que nos demais 

tratamentos a postura média ocorreu no 7º e 8º dia (Tabela 5). Em uma das réplicas 

do tratamento com 100 µg L-1, a primeira postura ocorreu somente no 14º dia. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Dietrich et al. (2010), que 

observaram atraso na primeira reprodução dos organismos expostos à 

carbamazepina (CBZ) e ao diclofenaco (DIC). 

 

Tabela 5. Média e desvio padrão da primeira postura dos tratamentos nas 

concentrações de 10-100 µg L-1 de MT. 

Tratamentos Média da Primeira Postura 

Controle 8,0º Dia ± 0,0 

10 µg L-1 8,0º Dia ± 0,5 

35 µg L-1 8,0º Dia ± 0,6 

55 µg L-1 7,7º Dia ± 0,8 

75 µg L-1 7,8º Dia ± 1,2 

100 µg L-1 10,0º Dia ± 2,0 
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De acordo com Miguel (2016) estudando o hormônio EE2 (17α-etinilestradiol) 

não afetou a segunda geração, mostrando que os organismos adquiriram resistência 

ao contaminante. Isso pode ser verificado no presente estudo, sendo que, mesmo 

atrasando a primeira postura do tratamento com 100 µg L-1, isto não afetou o 

número de neonatos reproduzidos, assim como também pode ser verificado que 

mesmo na primeira postura o número de neonatos foi inferior aos outros 

tratamentos, mas na segunda postura o número de neonatos já tinha alcançado os 

números obtidos nos outros tratamentos. 

Para Miguel (2016), os organismos expostos ao contaminante acabaram por 

criar uma resistência ao mesmo, causando efeitos sutis, mas que a longo prazo 

podem causar danos à biota aquática. 

Em relação ao número médio de posturas e número médio de neonatos 

produzidos por tratamento nas concentrações de 750-1500 µg L-1, pode-se observar 

na Tabela 6 que não houve diferença entre os tratamentos, comprovada pelo teste 

estatístico (Tabelas 7 e 8). 

 

Tabela 6. Média e desvio padrão do número de posturas e número de neonatos 

produzidos por tratamento nas concentrações de 750-1500 µg L-1 de MT. 

Tratamentos 
Número Médio de 

Postura 
Número Médio de 

Neonatos por Tratamento 

Controle 1,33 ± 0,52 3,00 ± 1,67 

750 µg L-1 1,17 ± 0,41 2,67 ± 1,63 

1000 µg L-1 1,67 ± 0,87 3,89 ± 1,96 

1250 µg L-1 1,44 ± 0,53 3,22 ± 1,30 

1500 µg L-1 1,25 ± 0,46 3,29 ± 1,25 

 

Tabela 7. Análise de variância (ANOVA) do número médio de posturas entre os 

tratamentos com MT nas concentrações de 750-1500 µg L-1 e o controle, no qual o 

p-valor > 0,05, não sendo estatisticamente significativo. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat. F p-valor 

Tratamentos 4 4,72 1,18 1,952205 0,118189 

Resíduos 45 27,2 0,604444     
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Tabela 8. Análise de variância (ANOVA) do número médio de neonatos produzidos 

entre os tratamentos com MT nas concentrações de 750-1500 µg L-1 e o controle, no 

qual o p-valor > 0,05, não sendo estatisticamente significativo. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat. F p-valor 

Tratamentos 4 24,68 6,17 1,677643 0,171797 

Resíduos 45 165,5 3,677777     

 

Pode-se observar que o número médio de posturas e o número médio de 

neonatos produzidos nas concentrações de 750-1500 µg L-1 (Tabela 6) são 

baixíssimos em relação ao tratamento com as concentrações de 10-100 µg L-1 

(Figura 7 e Tabela 3). Tal dado pode ter relação com a contaminação por bactérias 

não identificadas, das microalgas usadas para a alimentação das dáfnias, podendo 

ter levando as dáfnias a não conseguirem se alimentar das microalgas diminuindo 

assim sua reprodução. 

Pereira e Gonçalves (2008) em seu estudo observaram que as melhores 

taxas de reprodução eram encontradas em situações em que a comida era 

abundante, e que a escassez de alimento faz com que os organismos invistam em 

crescimento do que em reprodução. 

De acordo com Polishchuk e Vijverberg (2005), a importância para o 

organismo é manter- se vivo frente a um ambiente precário, retendo seu potencial 

reprodutivo para melhores condições no futuro. 

As consequências mais devastadoras dos estrogênios ambientais ocorrem 

provavelmente na transferência da mãe para o feto ou para os ovos, resultando na 

ruptura do balanço hormonal no receptor, causando anormalidades reprodutivas, ou 

produzindo mudanças que resultarão em câncer quando a prole alcançar idade 

adulta (BAIRD, 2002). 

De acordo com Lyche et al. (2013), os efeitos dos desreguladores endócrinos 

podem não ser tão intensos, não levando necessariamente o animal a se tornar 

infértil, mas podendo prejudicar seus descendentes. 

O que pode ser verificado nos tratamentos com MT nas concentrações de 

1250 µg L-1 e 1500 µg L-1, foi a formação de ovos haploides (Figura 10).  
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Figura 10. Ovos haploides encontrados nos tratamentos com MT nas concentrações 

de 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1. 

 

 

Fonte: a autora. 

 

A reprodução das dáfnias ocorre por reprodução assexuada por meio de 

partenogênese, principalmente quando as condições de desenvolvimento são 

adequadas, produzindo mais fêmeas que alcançarão idade adulta. Essas fêmeas 

adultas se reproduzirão assexuadamente novamente se as condições favoráveis 

como alimentação, baixa densidade populacional e os principais fatores ambientais 

e de qualidade química da água forem adequados (ROMERO e CANTU, 2008). 

Frente a condições desfavoráveis e de estresse, as fêmeas irão produzir ovos 

haploides (não fecundados) que vão se desenvolver e eclodir organismos machos, 

iniciando a reprodução sexuada, isto é, os machos fecundarão as fêmeas 

produzindo ovos de resistência chamados efípios, que permanecerão no sedimento 

até que as condições ambientais sejam favoráveis novamente, e então eclodem (DE 

MEESTER et al., 2006). 

Essa formação dos ovos haploides pode ter relação com estresse causado 

pelo hormônio, já que no controle não houve a formação dos ovos haploides. 
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ENSAIO DE TOXICIDADE CRÔNICA COM Scenedesmus acuminatus 

 

A MT se mostrou tóxica para a microalga Scenedesmus acuminatus nas 

concentrações mais altas, inibindo até 41% do aumento da biomassa algácea, 

conforme pode ser observado na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Biomassa produzida em cada tratamento e o Fator de Toxicidade (FT) 

calculado para cada concentração. 

 Biomassa Algácea 

Produzida (cél. mL-1) 

Fator de Toxicidade 

(FT) 

Controle 108 x 104 - 

750 µg L-1 123,25 x 104 NI 

1000 µg L-1 117 x 104 NI 

1250 µg L-1 64,25 x 104 40% 

1500 µg L-1  63,75 x 104 41% 

NI-Não Inibiu 

 

Czarny et al. (2019) testaram vários hormônios sobre o crescimento da 

cianobactéria Anabaena variabilis, e identificaram efeito tóxico, isto é, a inibição do 

crescimento algáceo. Para a testosterona a inibição ocorreu numa concentração de 

50-100x103 µg L-1 após o 7º dia de exposição. Para progesterona, o efeito tóxico foi 

o mais forte, provocando a morte celular das cianobactérias a uma concentração de 

75-100x103 µg L-1 no 13º dia e as menores concentrações inibiram o crescimento a 

partir do 2º dia. Para o hormônio 17α-etinilestradiol também foi verificado inibição do 

crescimento a partir do 2º dia de exposição. 

Para Pocock e Falk (2014) o efeito negativo no crescimento e fotossíntese da 

alga verde Chlamydomonas reinhardtii ocorreu a uma concentração de 2,964x10-3 

µg L-1 do hormônio 17-α-etinilestradiol. Os dados obtidos por Liu et al. (2010) 

mostraram que a diatomácea Navicula incerta teve o crescimento inibido pelos 

hormônios 17α-etinilestradiol e 17ß-estradiol e os valores de CE50 foram de 3,21 e > 

10x103 µg L-1, respectivamente, confirmando o efeito tóxico dos estrogênios nas 

células das algas. A pesquisa de Balina et al. (2015) mostrou que o efeito inibitório 

de algas verdes Desmodesmus communis começou em uma concentração de 4-8 

µg L-1 de 17α-etinilestradiol, nas concentrações de 80-100 µg L-1 houve redução de 
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50% do crescimento e em concentrações 100-500 µg L-1 reduziram o crescimento ao 

mínimo e chegaram a causar até mesmo a destruição das células. 

De acordo com Czarny et al. (2019), verificou-se que a alga verde Chlorella 

vulgaris foi mais sensível aos efeitos dos vários hormônios testados do que 

Scenedesmus armatus. Assim como os dados obtidos por Salomão et al. (2014), 

que verificaram que a espécie Pseudokirchneriella subcapitata foi mais sensível aos 

estrogênios testados do que Desmodesmus subspicatus. Os dados apresentados 

demonstram a importância de testar a mesma substância química em diferentes 

espécies. 

Perron e Juneau (2011) em seu estudo conseguiram mostrar que várias 

espécies têm sensibilidade diferente aos desreguladores endócrinos, e que os 

mesmos podem ter efeitos drásticos nos fluxos de energia do fotossistema II. Para 

Balina et al. (2015) o efeito dos hormônios ocorreu no sistema fotossensorial das 

algas. 

Wang et al. (2013) observaram que algumas mudanças específicas das 

espécies testadas, Selenastrum capricornutum e Chlorella sp., ocorreram para 

combater o estresse oxidativo representado pelos estrogênios, mas que quanto à 

toxicidade elas eram tolerantes. 

A toxicidade observada de MT sobre o crescimento da microalga foi medida 

por meio da Equação 1 descrita na metodologia. O crescimento algáceo foi inibido 

(Tabela 9), mostrando que MT foi tóxica nas maiores concentrações testadas, 1250 

e 1500 µg L-1 respectivamente. 

De acordo com os testes estatísticos essa variação não foi significativa. Isso 

pode ser explicado pelo fato de os tratamentos terem apenas duas repetições e os 

valores de umas das repetições terem se aproximado do controle (Tabela 10), não 

apresentando valores estatisticamente significativos (Tabela 11). 

  

Tabela 10. Comparação entre as repetições e os tratamentos com a microalga. 

TRATAMENTOS 

  Controle 750 µg L-1 1000 µg L-1 1250 µg L-1 1500 µg L-1 

  
Rep. 

1 
Rep. 

2 
Rep. 

1 
Rep. 

2 
Rep. 

1 
Rep. 

2 
Rep. 

1 
Rep. 

2 
Rep. 

1 
Rep. 

2 

Biomassa 
Inicial 

43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 

Biomassa 
Final 

137,5 164,5 160 172,5 135 185 150 64,5 92,5 121 
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Tabela 11. Análise de variância (ANOVA) entre os tratamentos com MT e o controle, 

no qual o p-valor > 0,05, não sendo estatisticamente significativo. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat.F p-valor 

Fator 4 6745,75 1686,4375 1,46548 0,33774 

Resíduos 5 5753,875 1150,775     

 

No segundo ensaio realizado com as mesmas concentrações houve certa 

contaminação das microalgas por bactérias não identificadas. Tal contaminação 

pode ter inibido o crescimento algáceo do controle, mas contribuiu para o 

crescimento das microalgas nos tratamentos como pode ser observado na Tabela 

12. Após 96 horas de teste pode-se observar a inibição do controle e o crescimento 

dos tratamentos (Figura 11). O crescimento da biomassa das microalgas foi de 5,12 

vezes o do controle, na concentração de 1500 µg L-1. 

 

Figura 11. Teste de microalgas contaminado com bactérias não identificadas. 

 

Fonte: a autora. 
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Tabela 12. Biomassa algácea inicial do controle e a biomassa algácea final, 

produzida em cada tratamento. 

 Biomassa Algácea 

Inicial (cél. mL-1) 

Biomassa Algácea 

Final (cél. mL-1) 

Controle 46 x 104 43,43 x 104 

750 µg L-1 - 117,36 x 104 

1000 µg L-1 - 179,6 x 104 

1250 µg L-1 - 180,76 x 104 

1500 µg L-1 - 222,36 x 104 

 

Estes valores foram estatisticamente significativos em relação ao controle 

como pode ser observado na Tabela 13, no qual p-valor < 0,05, pela ANOVA, e pelo 

Teste de Tukey, no qual as letras “a” e “b” indicam que as médias são diferentes 

dentro do tratamento (Tabela 14). 

 

Tabela 13. Análise de variância (ANOVA) entre os tratamentos com MT e o controle. 

  
Graus de 
Liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Estat.F p-valor 

Fator 4 89125,064 22281,266 8,547448 0,002889261 

Resíduos 10 26067,74 2606,774     

 

Tabela 14.  Comparação das médias entre os tratamentos com MT e o controle 

contaminados por bactérias. Teste de Tukey (ɑ=0,05). As letras diferentes (a e b) 

indicam que houve diferença estatisticamente significativa. 

Tratamentos Médias Grupos 

Controle 1,50 b 

750 µg L-1 117,37 ab 

1000 µg L-1 179,60 b 
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1250 µg L-1 180,77 b 

1500 µg L-1 222,37 b 

  

Druzhinina et al. (2008) testaram a conversão de 17ɑ-metiltestosterona (MT) 

para metandrostenolona (META) através da bactéria Pimelobacter simplex utilizando 

ciclodextrinas para solubilização da MT em altas concentrações (até 20 gL-1), 

obtendo grande êxito na degradação da MT para META.  

No presente estudo, as concentrações de MT foram relativamente baixas (até 

1500 µg L-1), com isso, as bactérias encontradas nas amostras podem ter degradado 

a MT sem a necessidade de subprodutos.  

Esses dados corroboram com os encontrados por Homklin et al. (2012), que 

isolaram bactérias encontradas em um viveiro masculinizador de tilápia do Nilo, das 

espécies Rhodococcus equi, Nocardioides aromaticivorans e Nocardioides 

nitrophenolicus, e observaram que em concentrações de 1-10 mg L-1, todas as 

cepas degradaram a MT para produtos sem potência androgênica. 

 

  



49 
 

 

ANÁLISE CITOGENÉTICA COM Allium cepa 

 

As fases que são consideradas normais e as alterações encontradas na 

divisão celular nos meristemas de Allium cepa podem ser localizadas na Figura 12. 

 

Figura 12. Células meristemáticas de Allium cepa em divisão celular. Ampliação de 

400x. A) Intérfase. B) Prófase normal. C) Metáfase normal. D) Anáfase normal. E) 

Telófase normal. F) Célula binucleada. G) Núcleo lobulado. H) Broto nuclear. I) 

Células com dois micronúcleos. J) Célula com micronúcleo. K) Prófase com 

micronúcleo. L) Metáfase com perda cromossômica. M) Anáfase com ponte. N) 

Anáfase com perda e multipolaridade. O) Anáfase com ponte e perda. 

 

Fonte: a autora. 

 

As aberrações cromossômicas (Figura 12, L, M, N e O) podem ocorrer 

espontaneamente ou pela exposição a agentes físicos ou químicos, sendo 

caracterizadas por mudanças estruturais de um cromossomo ou no número total de 

cromossomos (RUSSEL, 2002). De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), 

existem agentes clastogênicos que induzem quebras cromossômicas, e agentes 

aneugênicos que resultam em perdas cromossômicas, atrasos, multipolaridade, 

pontes, c-metáfases e aderências. 
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Os micronúcleos (Figura 12, I, J e K) são menores que o núcleo principal, 

contêm material cromatínico, e são provenientes de quebras (fragmentos de 

cromossomos) ou perdas cromossômicas (cromossomos inteiros), não sendo 

incluídos no núcleo principal durante a mitose (FENECH et al., 1999; MANELLI-

OLIVEIRA et al., 2003; BONOMO, 2014). Além das perdas e quebras alguns autores 

citam também a formação de micronúcleos por meio de distúrbios do fuso mitótico 

(MANELLI-OLIVEIRA et al., 2003) e consequência de danos nas células parentais, 

não reparados ou reparados de forma errada (BONOMO, 2014). 

Para Caritá e Marin-Morales (2008) aberrações cromossômicas podem levar 

também a anormalidades nucleares (Figura 12, G e H). Os núcleos lobulados são 

decorrentes de anáfases multipolares com pontes cromossômicas. No momento da 

reestruturação nuclear, o envoltório acompanha a distribuição irregular do material 

genético. Os brotos nucleares têm relação com a reorganização do envoltório 

nuclear, no qual o broto se desprende do núcleo formando um micronúcleo, podendo 

ser expulso da célula sob a forma de minicélula (CARITÁ e MARIN-MORALES, 

2008). 

As células binucleadas (Figura 12, F) podem ser formadas por meio da 

divisão mitótica a partir de uma célula binucleada pré-existente ou por um processo 

incompleto da divisão celular (MANELLI-OLIVEIRA et al.,2003). 

Os resultados dos testes com MT mostraram que as duas concentrações 

testadas, 750 e 1500 µg L-1, induziram alterações nas células meristemáticas de A. 

cepa expostas por 72 horas, em relação ao controle negativo (Tabela 15). 

 

Tabela 15. Média e desvio padrão das anormalidades encontradas nas células 

meristemáticas de Allium cepa das três repetições dos tratamentos. 

TRATAMENTOS MN AN CB AC 

CN 11,33 ± 9,45 19,33 ± 9,02 2,67 ± 2,52 20,33 ± 10,02 

CP 79,67 ± 3,79* 56,33 ± 17,47* 10,67 ± 5,03 30,67 ± 14,57 

750 µg L-1 25,33 ± 11,85* 41,67 ± 7,02** 6,67 ± 2,52 32,00 ± 3,61 

1500 µg L-1 14,67 ± 4,04 22,67 ± 8,02 6,67 ± 3,79 31,33 ± 14,50 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MN: Micronúcleos; AN: Anormalidades Nucleares; CB: Célula 
Binucleada; AC: Aberrações Cromossômicas * Diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle 
negativo pelo teste de Dunnett. ** Diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle negativo pela 
ANOVA. 
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Na Tabela 16 pode-se observar que na concentração de 750 µg L-1 os 

resultados de MN e AN foram estatisticamente significativos em relação ao controle 

negativo. 

Diferença estatística na frequência de MN foi detectada (p<0,05) por meio do 

teste de Dunnett e para AN a diferença estatística (p<0,05) foi detectada pela 

ANOVA. 

 

Tabela 16. Média e desvio-padrão das frequências de MN, BN, NL, CB e AC, por 

5000 células, referente ao tratamento com MT e controles negativo e positivo em 

raízes de Allium cepa.  

  MN AN CB AC 

CN 
0,0016 ± 
0,0008 

0,0039 ± 
0,0018 

0,0005 ± 
0,0005 

0,0041 ± 
0,0020 

CP 
0,0159 ± 
0,0007* 

0,0113 ± 
0,0035* 

0,0021 ± 
0,0010 

0,0063 ± 
0,0028 

750 µg L-1 
0,0051 ± 
0,0024* 

0,0083 ± 
0,0014** 

0,0013 ± 
0,0005 

0,0064 ± 
0,0007 

1500 µg L-1 
0,0029 ± 
0,0008 

0,0045 ± 
0,0016 

0,0013 ± 
0,0007 

0,0063 ± 
0,0029 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MN: Micronúcleos; AN: Anormalidades Nucleares; CB: Célula 
Binucleada; AC: Aberrações Cromossômicas * Diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle 
negativo pelo teste de Dunnett. ** Diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle negativo pela 
ANOVA. 

 

Micronúcleos e anormalidades nucleares são produtos de aberrações 

cromossômicas. Apesar da concentração de 1500 µg L-1 de MT não ter apresentado 

dados estatisticamente significativos, pode-se observar na Tabela 1 que houve 

aumento de aberrações cromossômicas em relação ao controle negativo, não 

descartando a hipótese de que tais alterações acarretariam produtos como 

anormalidades nucleares e micronúcleos, como encontrados na concentração de 

750 µg L-1. 

Em estudos feitos por Rivero-Wendt et al. (2013), na concentração de 0,01 

mg L-1 de MT, verificou-se alterações na frequência de MN e AN em Astyanax 

bimaculatus, evidenciando-se que o MT tem ação genotóxica moderada e causa 

alterações no sistema reprodutivo de espécies nativas, demonstrando risco 

ambiental. 
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A baixa frequência de alterações encontradas nas concentrações testadas de 

MT pode ser explicada por Cavalieri et al. (2000). De acordo com o autor, os ensaios 

de mutagenicidade detectam frequência de alta mutação de substâncias 

carcinogênicas potentes, e estrogênios podem ser fracamente mutagênicos. Nesse 

sentido os autores citam que as condições do ensaio de mutagenicidade podem ter 

que ser redesenhadas para detectar baixas frequências de mutação em múltiplos 

loci gênicos com alta exatidão e precisão. 

Duas possíveis explicações para a diminuição na frequência de 

anormalidades na concentração mais alta do hormônio envolvem a possível 

adsorção nas fibras celulósicas, por interação química com os grupos hidroxila, 

diminuindo a disponibilidade para as células e a possibilidade de formação de 

aglomerados ou a dimerização (união de dois monômeros) da molécula que altera 

suas propriedades químicas e pode afetar sua interação com as células da A. cepa 

(DELLAGRECA et al., 2002). 
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CONCLUSÃO 

 

A formação de micronúcleos e anormalidades nucleares na concentração de 

750 L-1 foi estatisticamente significativa, ficando o alerta para ação mutagênica do 

hormônio 17α-metiltestosterona. O sistema-teste Allium cepa se mostrou eficaz para 

detectar o menor nível de toxicidade do hormônio. 

O MT foi tóxico para as microalgas, que tiveram seu crescimento inibido nas 

maiores concentrações de MT, 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1 respectivamente. 

No ensaio com Daphnia magna houve o aparecimento de ovos haploides nas 

maiores concentrações 1250 µg L-1 e 1500 µg L-1, podendo ocorrer tal alteração pelo 

estresse causado pelo MT. 

De acordo com os dados obtidos, cada espécie age de forma diferente a 

exposição à mesma substância, sendo imprescindíveis outras espécies para testar o 

grau de toxicidade do MT. 

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o MT causa efeitos tóxicos 

em baixas concentrações. Diante do exposto é indispensável que tenham estudos 

mais aprofundados desta substância, obtendo assim um valor máximo de 

lançamento nos corpos hídricos, para que o hormônio seja inserido na Resolução nº 

357/2005 do CONAMA, havendo tratamento dos efluentes das pisciculturas para 

posterior lançamento nos corpos hídricos, minimizando assim possíveis danos aos 

ecossistemas aquáticos. 
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ANEXOS 

 

Anexo A – Água reconstituída (Meio M4) 

 

Soluções descritas para o Meio M4: 
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Volume das soluções para o preparo da água reconstituída para cultivo – Meio M4: 

 

Volume das soluções para preparo da água de diluição: 
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Anexo B – Preparo do meio de cultura para microalgas 

 

Soluções para preparo do meio de cultura: 

 

 

Volume das soluções para preparo de 1 L do meio de cultura: 

 

 


