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RESUMO • Este trabalho consiste na apresentação e discussão dos resultados dos ensaios biológi­
cos realizados com organismos aquáticos frente a diferentes grupos de agentes tóxicos comuns no 
ambiente, tais como metais pesados, pesticidas, efluentes industriais e outros. Para cada agente tóxico 
testado, foi determinada a concentração que causa 50% de letalidade aos organismos-teste. Constam 
deste trabalho breves considerações sobre bioensaios em geral, tipos, finalidades e importância, bem 
como algumas recomendações quanto à sua aplicabilidade. 

ABSTRACT- Results ofbioassays using aquatic organisms to evaluate different toxic substances are 
presented and discussed. These substances are common in the environment, as heavy metais, pestici­
des, industrial effluents and others. CL50 were established for each toxicant. General comments on 
bioassays, their diversity, objectives and relevance are done, together with recommendations concer­
ning their applicability. 

INTRODUÇÃO 

A s modificações ambientais decorrentes da atividade hu­
mana podem resultar em mudanças na estrutura e dinâ­

mica de um ecossistema. Tais mudanças são devidas princi­
palmente à remoção direta ou introdução de elementos bio­
lógicos ou pelo efeito indireto de modificações no ambiente 
físico (não biológico) que resultam em mudanças no fluxo 
de energia num sistema natural. 

Um ecossistema modificado responde ao "stress" pelo ajus­
tamento do equilíbrio dinâmico entre seus componentes, per­
mitindo uma resposta compensatória a flutuações normais 
de fatores físico-químicos e biológicos. Dependendo da na­
tureza e extensão de uma mudança particular, um sistema po­
de reagir para estabelecer um novo equilíbrio ou restabele­
cer o anterior. A fim de prever ou controlar tais modifica­
ções, é necessário monitorar o ecossistema, possibilitando 
assim a detecção de mudanças antes que atinjam condições 
irreversíveis. 

Uma das várias maneiras de se medir mudanças ambien­
tais é através de ensaios biológicos ou bioensaios (ISO, 1975; 
APHA, 1975; EPA, 1975). Os organismos aquáticos são indi­
cadores sensíveis da qualidade da água. Assim, nada mais sen­
sato do que utilizá-los como um instrumento no controle da 
poluição das águas, que tem por finalidade principal a ma­
nutenção da vida em todas as suas formas, níveis e 
manifestações. 
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Há muito que os bioensaios vêm sendo utilizados neste 
campo, e sua importância cresce à medida que se reconhece 
seu valor e a possibilidade de sua utilização em diversos ti­
pos de estudos. Através desta técnica de trabalho é possível 
avaliar: 

a) a toxicidade relativa de diferentes efluentes ou substân­
cias sobre uma determinada espécie ou um número de 
espécies; 
b) a sensibilidade ou resistência relativa de organismos 
aquáticos frente a um efluente ou substância tóxica; 
c) a qualidade da água necessária à vida aquática; 
d) o grau de tratamento necessário a um efluente para que 
preencha os requisitos determinados por órgãos de con­
trole de poluição das águas; 

e) a eficiência de diferentes métodos de tratamento de 
efluentes; 
t) a concentração máxima permissível de agentes quími­
cos e efluentes líquidos industriais, tratados ou não, em 
um corpo receptor; 
g) concentrações e níveis favoráveis e desfavoráveis de fa. 
tores ambientais. tais como pH, temperatura, salinidade, 
turbidez, teor de oxigênio dissolvido, luminosidade· ade­
quados à vida aquática, e a toxicidade de agentes tóxicos 
em função desses fatores; 
h) a toxicidade de um efluente líquido industrial como um 
todo, toxicidade essa proveniente das interações entre as 

diversas substâncias presentes nesse efluente. 

Vários tipos de bioensaios podem ser realizados para aten­
der a todos esses propósitos. Pode-se estudar os efeitos tóxi­
cos agudo e crônico de efluentes, agentes físicos e químicos 
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sobre os organismos. Em geral o efeito agudo cessa após qua­
tro dias (Sprague, 1969) e o teste realizado durante esse pe­
ríodo pode ser estático, de fluxo contínuo ou com renova­
ção periódica da solução. Quando se pretende verificar o efei­
tó crônico, os testes podem ser de fluxo contínuo ou reno­
vação periódica. Quanto aos efeitos da substância-teste so­
bre os organismos, estes podem ser medidos através das res­
postas dos organismos, avaliando-se assim os efeitos letais e 
subletais de um determinado contaminante ambiental. 

Em ensaios biológicos a curto prazo, determina-se a CL50, 
ou seja, a concentração letal a 50% dos organismos em um 
determinado período de exposição: CL50 em 24 horas; CL5o 
72 horas; CL50 96 horas. 

As alterações específicas de comportamento ou efeitos sub­
letais (perda de equilíbrio, paralisia, deformidades etc.) po­
dem ser expressas como concentração efetiva (CE50) que 
causa alteração em uma determinada porcentagem de 
organismos-teste. Deve-se indicar o tempo de exposição ao 
agente tóxico e a porcentagem de organismos afetados. 

Através de ensaios biológicos crônicos ou de longo perío­
do de exposição, abrangendo pelo menos parte do ciclo de 
vida do organismo-teste ou mesmo exposição com uma ou 
duas gerações de organismos, é possível estabelecer a con­
centração segura ou máxima permitida (CMP) de um deter­
minado agente tóxico para o ambiente. Conforme o organis­
mo envolvido, o experimento pode ter a duração de dias, me­
ses, e até um ano ou mais. 

Devido ao seu maior significado ecológico, à facilidade de 
execução, ao baixo custo relativo e à rapidez de obtenção de 
resultados, alguns países desenvolvidos estabeleceram crité­
rios de aceitabilidade de risco que permitem extrapolar re­
sultados de ensaios biológicos de curta e longa duração para 
proteção e manutenção da vida aquática (concentrações se­
guras a organismos em longo tempo de exposição). 

Assim, tendo em vista a importância e aplicação dos en­
saios biológicos, foi iniciada em 1977 a implantaÇão de um 
laboratório, na CETESB, com essa finalidade. O presente tra­
balho é o resultado do estudo inicial, desenvolvido durante 
esse primeiro ano, contendo a metodologia utilizada e os re­
sultados dos testes efetuados (CETESB, 1977a, b, e). 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Os bioensaios devem ser realizados sob condições ambien­
tais controladas, o que exige, portanto, uma série de 

equipamentos como ar condicionado, banhos-maria, câma­
ras incubadoras, termostatos, aquecedores e termômetros, pa­
ra manutenção de temperatura adequada; equipamentos pa­
ra controle de fotoperíodo e luxímetró, para medição de in­
tensidade luminosa; bombas aeradoras ou ar comprimido para 
manutenção de nível adequado de oxigênio dissolvido; bÍ­
deionizador ou destilador de água; potenciômetro; conduti­
vímetro e série de sais nutrientes para preparo e controle de 
água padrão para manutenção dos organismos-teste; aquários 
de vários tamanhos; vidraria adequada e acessórios que não 
liberem substâncias tóxicas. 

A realização dos bioensaios envolve controle de vários pa­
râmetros, havendo necessidade de se dispor das substâncias­
teste, possibilidade de análise química dessas substâncias, dis­
ponibilidade de número suficiente de organismos e alimen­
tação adequada. 

Todos os organismos a serem utilizados em bioensaios de­
vem ser primeiramente <!climatados no mínimo por quatro 
dias à temperatura de 23,5 ± 1 ºCem água padronizada. Os 
peixes, eventualmente adquiridos no comércio, são coloca­
dos em aquários de manutenção com a água original, sendo 
realizada uma passagem gradual desta água para a padroni­
zada. ·o mesmo ocorre com os peixes coletados diretamente 
do corpo d'água. A água de origem é misturada com a pa­
dronizada até que se possa transferir todos os organismos para 
aquários contendo apenas este tipo de água; As condições 
de manutenção são as mais adequadas possíveis: aeração, luz, 
água de boa qualidade e temperatura controlada. Os peixes 
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devem estar em contínua observação, devendo-se evitar cho­
ques térmicos, responsáveis por maior susceptibilidade a 
doenças e até morte dos organismos. 

A utilização dos peixes em bioensaios exige que sejam re­
movidos dos aquários de manutenção para os de aclimata­
ção 48 horas antes do bioensaio. Neste período não são ali­
mentados, sendo realizado um controle das condições mor­
fológicas externas e do comportamento dos peixes, bem co­
mo das características físico-químicas da água: temperatura, 
condutividade, pH e teor de oxigênio dissolvido. 

Testes de Toxicidade 

Os testes estáticos preliminares foram realizados de acor­
do com o método padronizado pela ISO (1975). Com 24 ho­
ras de duração, têm caráter exploratório, isto é, determinam 
a faixa de concentrações em que a substância tóxica será tes­
tada nos ensaios definitivos. 

Os testes estáticos definitivos são frequentemente realiza­
dos com organismos do fitoplâncton ou do zooplâncton, po­
dendo ter duração de 24, 48 ou 96 horas, dependendo do 
método utilizado. 

Os bioensaios de fluxo contínuo (ISO, 1975) são utiliza­
dos em testes de curta e longa duração, para a determinação 
da toxicidade aguda e crônica de substâncias tóxicas ou 
efluentes. 

Entre os vários motivos pelos quais este tipo de bioens:üo 
foi desenvolvido, destacam-se: eliminação. dos excretas dqs 
organismos durante o período de teste, manutenção da con­
centração da substância tóxica e oxigênio dissolvido, e eli­
minação dos restos alimentares quando os testes são de lon­
ga duração. 

No laboratório da CETESB, os organismos testados - em 
número de dez para cada concentração - são colocados em 
frascos de vidro neutro com um litro de capacidade. A vazão 
da solução•teste é de um litro por hora. 

As soluções-teste são preparadas diariamente a partir de 
soluções-estoque e são armazenadas em frascos tipo "mariot­
te" com capacidade para 45 a 48 litros. Destes frascos, aso­
lução flui por gravidade para os frascos com os organismos, 
e o fluxo é controlado através de pinças de Mohr colocadas 
em tubos de "silastic". Os balões-teste são mantidos em banho­
maria a 23,5 ± 0,5ºC. São realizadas determinações do teor 
de oxigênio dissolvido, pH e análise da substância em teste. 
O acompanhamento do_bioensaio é mais intenso no seu iní­
cio, com maior número de observações no primeiro dia. Os 
organismos mortos são retirados dos frascos ao longo do ex­
perimento, pesados e medidos. 

RESULTADOS 

Os resultados dos testes estáticos com invertebrados e os 
dos testes de fluxo con~ínuo com peixes estão expressos nas 
Tabelas 1 e 2. 

TABELA 1 - Resultados dos Testes Estáticos Definitivos 
com Invertebrados 

(t)Teste definitivo de fluxo contínuo. 
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TABELA 2 - Resultados dos Testes Definitivos de Fluxo Contínuo 
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DISCUSSÃO 

A realização de bioensaios pelo método padronizado pela 
ISO possibilita que se obtenha uma indicação, dentro de 

uma ordem de grandeza, da concentração de uma substân­
cia que causa letalidade a peixes pelo seu efeito tóxico agu­
do. Esta técnica permite também comparar a toxicidade agu­
da de diferentes substâncias sob condições padronizadas de 
teste e portanto colocá-las em ordem relativa. 

Os resultados obtidos e que constam deste trabalho já per­
mitem que as substâncias testadas sejam colocadas em uma 
escala desse tipo. Assim, pelos resultados apresentados nos 
testes de fluxo contínuo com peixes, as substâncias testadas 
seriam colocadas na seguinte escala crescente de toxicidade, 
frente à Brachydanio rerio e à Poecilia rettculata: cloreto 
de amônia, sulfato de zinco, fenol, sulfato de cobre, o pro­
duto formulado Malathion e DDT. 

Considerando a sensibilidade das duas espécies de peixes 
testadas (Tabela 3 ), verifica-se que Brachydanio rerio é bem 
mais resistente ao Malathion do que Poecilia reticulata, mas 
é mais sensível a fenol, cloreto de amônia e sulfato de zinco. 
Quanto ao sulfato de cobre, ambos os organismos têm sensi­
bilidade semelhante. Considerando-se as substâncias testadas, 
o DDT apresentou a mais elevada toxicidade, e Poecilia reti­
culata foi o organismo mais sensível. 

A comparação destes resultados com os encontrados em 
literatura nem sempre é possível ou fácil, devido às diferen-
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ças das condições do teste, tais como tempo de exposição 
à droga, renovação da solução-teste, temperatura, espécie tes­
tada, natureza da substância-teste e características da água de 
diluição. 

Com relação ao zinco, Skidmore (1964) publicou uma re­
visão referente à toxicidade desse metal a animais aquáticos, 
com ênfase em peixes. São analisados vários fatores que in­
fluenciam na toxicidade de compostos de zinco, bem como 
sua ação tóxica sobre os organismos. Em nenhum dos traba­
lhos por ele citados se utiliza Brachydanio rerio ou Poeci­
lia reticulata como organismo-teste. As concentrações letais 
a 50% dos vários organismos testados após 96 horas variam 
de 0,43 mg/1 a 12,5 mg/1 em Zn. Pelos resultados encontra­
dos neste trabalho, a CL50 em 96 horas para Brachydanio re­
rto e Poecilia reticulata foi, respectivamente, de 21,26 mg/1 
e 28,10 mg/l em Zn. 

Branco (1960) também realizou algumas experiências com 
zinco e cobre, motivado pela ocorrência periódica de morte 
de peixes mantidos em água de abastecimento e que não era 
devida à presença de cloro. O peixe utilizado foi guaru-guaru. 
Verificou-se que diferentes sais de Zn apresentam toxicidade 
diversa sobre a mesma espécie e que provavelmente a ação 
física da agitação da água contribui para uma maior eficiên­
cia de coagulação de substâncias protéicas nas brânquias, pro­
vocando mortandade em concentrações menores do que em 
águas paradas. Os exemplos citados foram 0,5 mg/1 de sulfa­
to de cobre (CuSO4. 5H2O) e 5 mg/l de cloreto de zinco (Zn 
Cl2), concentrações inócuas durante uma semana em águas 
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TABELA 3 - Comparação de Sensibilidade de Bracbydanio rerio e Poecilia reticulata às Substâncias Testadas 

DDT grau 
'té'Cnkq 

.. ·" ·;,:<-'-f(~;~-~hi'imo 
teste 

sem agitação mas que se tornam letais em poucas horas quan­
do agitadas (18 a 24 horas). Nos experimentos ora realizados, 
embora os ensaios sejam de _fluxo, esta agitação não ocorre. 

Roales & Perlmutter (1974) expuseram embriões de Brachy­
danio rerio ao zinco, tendo determinado a CL50 após 24, 48 
e 72 horas através de bioensaios estáticos, sendo que os va­
lores são, respectivamente, 6 714, 136 e 19 ppm. Os resulta­
dos para 24 e 48 horas parecem bastante diferentes perante 
os obtidos no presente trabalho, mas o de 96 horas é bastan­
te próximo. 

Bali (1967b) também avaliou a toxicidade do zinco utili­
zando soluções de sulfato de zinco (Zn S04.7H20). Deter­
minou a CL50 de 120 horas (5 dias) em zinco para as espé­
cies: Salmo gairdnerií (truta) - 4,6 mg/1 em Zn; Perca flu­
viatilis (perca)- 16,0 mg/1 em Zn; Rutilus rutilus - 17,3 mg/1 
em Zn (CL50 para 7 dias); Gobio gobio - 8,4 mg/1 em Zn; e 
AbramJs brama - 14,3 mg/1 em Zn. Verificou que a truta é 
cinco a seis vezes mais sensível que as outras espécies. Em­
bora seja difícil umà comparação, ·é possível que as espécies 
acima sejam mais sensíveis ao zinco do que as ora testadas 
(Brachydanio rerio e Poecilia reticulata). 

Pickering & Henderson (1966) trabalharam, ao contrário 
de Ball, com espécies de peixes de águas quentes, testando 
vários metais: zinco, cobre, cádmio, níquel, chumbo e cro­
mo. As espécies forarh Pimephales prometas, Lepomis ma­
crochirus, Carassius auratus e Poecilia reticulata. Dos me­
tais, o cobre foi o mais tóxico a todas as espécies. 

A comparação dos resultados obtidos para Poecilia reti­
culata com os de Pickering & Henderson (op. cit.) é apre­
sentada na Tabela 4. 

Observa-se que os resultados obtidos neste trabalho tam­
bém indicaram maior toxicidade do cobre em relação ao zin­
co. Quanto às diferenças de CL50 existentes, ao se comparar 
os resultados, estas podem ser devidas a uma série de fato­
res: os bioensaios por eles realizados foram estáticos e de acor­
do com as normas recomendadas pelo "Standard Methods 
... " (APHA, 1960), enquanto que os ora efetuados seguiram 
as recomendações da ISO (1975). Quanto ao zinco, a diferença 
de resultados é marcante, sendo que as linhagens testadas por 
aqueles autores devem ser extremamente sensíveis. Deve-se 
levar em consideração também que, segundo Lloyd (1960), 
o zinco é menos tóxico em água contendo cloreto de cálcio 
em vez de bicarbonato de cálcio. A água padronizada utiliza­
da nos testes ora efetuados contém cloreto de cálcio, e talvez 
por este motivo as CL50 sejam mais elevadas do que as obti­
das por Pickering & Henderson (1966). Outra explicação se­
ria a resistência do lote, idade e condições fisiológicas com­
paráveis ou não, renovação de solução, e outras variáveis in­
trínsecas às condições de teste. 

Outros experimentos com zinco, entre outros tóxicos, fo~ 
ram realizados com Poecilia reticulata por Crandall & Good­
night (1962), mas com concentrações subletais em testes a 
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TABELA 4 - Comparação dos Resultados Obtidos quanto 
à Toxicidade de Metais para Poectlia reticulata 

subStãri'.~ia\ · · Gf~o (mg/1) · 
teste 

. 4à h 

CtlSO4.SH2O (em (a) 0,13 0,073 
Cu) :(b) , 1,2_6 o.~o · 

,Z~S04:7H20·(ém!(2) 2,90 · i,96-
1 

. Zn) :;(b),_33,44 f' 2à,89: 2~:!2.',ft~ 
(a) Por P\ckering & Henderson (1966). 
(b) No presente trabalho. 

TABELA 5 - Toxicidade da Amônia ( expressa como teor 
de amônia não ionizada) a Diversas Espi!cic■ de Peixes, 
em Diferentes Períodos de Expo•lção (ocg. Bali, 1967a) 
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l~ ~. *~~~~B 
longo prazo. A concentração de zinco utilizada foi de 1,15 
ppm em zinco, capaz de retardar o c'rescimento, maturidade 
sexual e afetar a taxa de mortalidade. Esta concentração é bas­
tante baixa comparada à obtida no presente trabalho, em 
CL5o 96 horas (28, 10 mg/1 em Zn). 

Com relação à amônia, Ball (1967a) ressaltou a importân­
cia deste poluente em rios ingleses e estudou sua toxicidade 
frente a quatro espécies.de peixes. As CL50 representadas (Ta­
bela 5) referem-se a diferentes períodos de exposição devi­
do ao término da ação tóxica aguda da amônia para cada es­
pécie. Apesar deste fato, o autor verificou que a toxicidade 
era aproximadamente igual às quatro espécies. 

Quanto à Brachydanio rerio e à Poecilia reticulata, a 
CL50 96 horas de amônia não ionizada foi de 1,58 e 2,47 
mg/1, respectivamente. 

Através da análise comparativa dos resultados apresenta­
dos neste trabalho com os de Ball (1967a, b ), verifica-se uma 
grande diferença entre os valores de CL50. Essa diferença de 
resultados se deve principalmente às condições metodológi­
cas, como por exemplo as espécies-teste, temperatura da água 
etc. 

Comparando-se os resultados de CL50 96 horas das dife­
rentes espécies a detergente, verifica-se que Brachydanio re­

. rio foi mais sensível ao detergente ODD do que os copépo-
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dos (Tabelas 1 e 2). Dos dois resultados dos testes com deter­
gente ODD com copépodos, u.tilizando metodologias dife­
rentes, verificou-se uma diferença significâtiVa entre a CL50 
do teste de fluxo e a do teste estãtico definitivo. No teste de 
fluxo contínuo o detergente ODD foi cerca d~ dez vezes mais 
tóxico, devido à renovação contínua da solução-teste. 

Entre os invertebrados, os ostrácodos demonstraram uma 
sensibilidade ligeiramente maior ao detergente Extran do que 
os copépodos, nas mesmas condições de teste (Tabela 1). Com 
relação ao zinco, os copépodos revelaram uma sensibilidade 
semelhante à de Bracbydanio rerio e Poecilia reticulata, ape­
sar de pouco menor (Tabela 1). 

Com relação aos efluentes, verificou-se que o efluente da 
galvanoplastia foi cerca de sete vezes mais tóxico, a Brachy­
danio rerio, do que o efluente da indústria de papel (Tabela 
2), demonstrando a necessidade de se estabelecer uma esca­
la de toxicidade relativa, para efluentes de diferentes catego­
rias industriais. 

Pelo que se verifica nesta breve discussão sobre alguns dos 
resultados obtidos neste trabalho e aqueles encontrados na 
literatura, sente-se nitidamente a necessidade de se padroni­
zar procedimentos e métodos, a fim de que se possa compa­
rar resultados. 

CONCLUSÕES 

Determinou-se a toxicidade aguda (manifestada em geral 
durante 96 horas de exposição) das substâncias testa­

das frente à Bracbydanio rerio, relacionadas a seguir em ter­
mos de CL50 96 horas, 

Cloreto de Amônia (NH4Cl) 
Sulfato de zinco (ZnS04. 7H20) 
Dipterex 80% 
Fenol (C6H50H) 
Malathion (Nortox) 
Sulfato de cobre (CuS04.5H20) 
Detergente ODD 
DDT (grau técnico) 
Efluentes - Indústria de papel 

- Galvanoplastia 

268,5 mg/1 
9.l.5 mg/1 
80.8 mg/1 

20,86 mgll 
20.77 mg/1 
0.377 mg/1 

30xIO·-' ml/1 
11.'7xIO·' mg/1 

89,5 ml/1 
13,20 ml/1 

Determinou-se a toxicidade aguda das substâncias testadas 
frente à Poecilia reticulata, relacionadas a seguir em termos 
de CL50 96 horas, 

Cloreto de amônia (NH4Cl) 
Sulfato de zinco (ZnS04.7Hz0) 
Fenol (C6H50H) 
Malathion (Nortox) 
Sulfato de cobre (CuS04.5H20) 
DDT (grau técnico) 

418,5 mg/1 
123,6 mg/1 

31,1 mg/1 
0,44 mg/1 
0,31 mg/1 

4,9xIO·' mg/1 

Foi verificada a toxicidade relativa destas substâncias, que 
estão dispostas acima em ordem crescente de toxicidade, sen­
do cloreto de amônia a menos tóxica para ambas as espécies, 
e o DDT a substância mais tóxica testada. 

Quanto à sensibilidade relativa de Bracbydanio rerio e Poe­
cilia reticulata, pelos resultados obtidos verificou-se que o 
primeiro se mostrou mais sensível que o segundo frente a clo­
reto de amônia, sulfato de zinco e fenol, e relativamente mais 
resistente quando submetido à presença de Malathion, sulfa­
to de cobre e DDT. 

Os copépodos mostraram-se mais sensíveis à ação de sul­
fato de zinco-do que Brachydanio rerio e Poecilia reticula­
ta, pois a CL50 96 horas é de 35,6 mg/1, enquanto que para 
as duas espécies de peixes é de 93,5 mg/1 e 123,6 mg/1, 
respectivamente. 

Os ostrácodos e copépodos mostraram sensibilidade seme­
lhante ao Extran, com CL50 96 horas respectivamente de 
0,175 ml/1 e o,225·mt/l. 

Pela mesma técnica de bioensaio, Extran e ODD apresen­
taram praticamente a mesma toxicidade aos copépodos, pois 
a CL50 96 horas foi respectivamente 0,225 ml/1 e 0,232 ml/1. 
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RECOMENDAÇÕES 

A técnica de bioensaios aplicada ao controle de poluição 
ambiental necessita ser divulgada e ampliada, no Brasil, 

devido à sua grande importância e significado. 
Novos métodos precisam ser aplicados, tais como bioen­

saios, para avaliação de efeitos subletais com organismos re­
gionais sensíveis, que devem ser estudados e adaptados para 
serem utilizados nestes testes. 

Padrões de emissão de agentes químicos e efluentes líqui­
dos industriais deveriam ser determinados através de bioen­
saios com organismos regionais, como já é feito em outros 
países, tais como Estados Unidos, Canadá e alguns países eu­
ropeus, pois uma ãgua imprópria à vida de peixes ou outros 
organismos aquãticos é sem dúvida inadequada a uma série 
de outros usos. 

Que sejam efetuadas repetições destes ensaios, em núme­
ro mínimo de dez testes para cada substância, com as mes­
mas espécies de organismos e mesmas substâncias, para con­
firmação dos resultados através de análise estatística, e im­
plantação definitiva desta metodologia. 
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