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RESUMO

Embora os peixes Danio rerio e Pimephales promelas pertençam à família dos ciprinídeos os métodos de ensaio ecotoxicológico 
originalmente desenvolvidos, para ambas as espécies, possuem diferenças experimentais que dificultam a comparação dos 
resultados analíticos. Com a finalidade de verificar a equivalência na intensidade do efeito tóxico para essas espécies de peixe, 
foram efetuados ensaios com Danio rerio utilizando 10 agentes químicos nas mesmas condições experimentais do ensaio com 
Pimephales promelas. Nessas condições, foi demonstrado que o cálculo do Valor Crônico estimado (VCest) para Danio rerio, 
isto é, a multiplicação da CL(I)15;168h pelo fator 0,3 , gera valores equivalentes aos ensaios crônicos de duração ≥ 28 dias com 
Pimephales promelas. Os resultados desse trabalho subsidiaram a normalização, pela ABNT (Associação Brasileira de Normas 
Técnicas), do ensaio para avaliar os efeitos tóxicos crônicos para peixes.
Palavras-chave: correlação, Danio rerio, ensaio crônico, peixe, Pimephales promelas.

ABSTRACT

Determination of chronic ecotoxicity to Danio rerio

Although the fishes Danio rerio and Pimephales promelas belong to the family Cyprinidae, the original methods described 
for ecotoxicological assay using these species have experimental differences, which cause some problems when results are 
compared. In order to verify the equivalence of toxic effects for these fish species, assays with Danio rerio were performed 
using 10 chemicals under the same experimental conditions described for Pimephales promelas assay. In such conditions it 
was demonstrated that the calculated CVest (estimated chronic value) to Danio rerio, or 168h-LC15 multiplied by 0.3 factor, 
generates equivalent values to ≥ 28 days chronic assays with Pimephales promelas. The results of this paper were the basis for 
the ABNT (Associação Brasileira de Normas Técnicas) assay standardization to evaluate toxic chronic effects to fish.
Keywords: correlation, chronic assay, Danio rerio, fish, Pimephales promelas.
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INTRODUÇÃO

Atualmente, os ensaios ecotoxicológicos com organismos 
aquáticos são requeridos por diversos instrumentos legais 
voltados à proteção da biota em corpos hídricos brasileiros, 
conforme demonstrado por Bertoletti, Zagatto (2008). Apesar 
da crescente demanda dos ensaios ecotoxicológicos Aragão, 
Araújo (2008) citam que, no Brasil, apenas o método de ensaio 
ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007) é destinado à avaliação dos 
efeitos crônicos para peixes.

Nesse método padronizado são utilizadas duas espécies de 
peixe, Danio rerio (paulistinha) e Pimephales promelas (“fathead 
minnow”), as quais se mostram apropriadas para o método de 

ensaio crônico visto que podem se reproduzir continuamente em 
condições de laboratório. Considerando que essas duas espécies 
são mencionadas para o mesmo método de ensaio poder-se-ia 
supor que as mesmas possuem a mesma sensibilidade. No entanto, 
a consulta à literatura especializada demonstra que há uma 
carência de dados comparativos para confirmar essa suposição, 
em termos dos efeitos tóxicos crônicos, principalmente em ensaios 
de curta duração. Em estudo com cobre, fenol e pentaclorofenol, 
Meinelt, Staaks (1994) compararam a sensibilidade de ambas 
as espécies, porém algumas condições experimentais (tempo de 
exposição, alimentação e dureza da água) não foram equivalentes. 
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Tabela 1 – Características da água de diluição utilizada nos ensaios
Variável Média Amplitude

Temperatura (em °C) 24,5 23,0-27,5
pH (em unidades) 7,5 6,3-8,0
Oxigênio dissolvido (em mg O2 L

–1) 6,9 6,1-7,5
Dureza total (em mg CaCO3 L

–1) 45,3 35,0-62,0
Condutividade (em µS cm–1) 156,0 108,0-255,0

Comparações apropriadas, entre as duas espécies de peixe, 
somente são registradas no estudo de Nagel et al. (1991) com 
3,4-dicloroanilina e naquele efetuado por Elonen et al. (1998) com 
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, sendo que nesses estudos 
o Danio rerio mostrou-se menos sensível do que o Pimephales 
promelas.

Analisando os métodos analíticos originais, desenvolvidos 
para estimar os efeitos crônicos de curta duração com cada uma 
dessas espécies de peixes, é possível justificar as dificuldades 
nas comparações da sensibilidade. Segundo a OECD (1998) o 
ensaio com Danio rerio (Dave et al., 1987) não possui duração 
pré-definida, podendo se estender por 12 a 15 dias quando as 
larvas morrem por inanição, enquanto no ensaio com Pimephales 
promelas (Norberg; Mount, 1985) há uma duração pré-determinada, 
de sete dias. Esta diferença na duração do ensaio pode resultar 
em diferentes respostas das espécies em questão e comparações 
duvidosas, uma vez que a ecotoxicidade de um agente químico 
é também função do tempo de exposição.

Além disso, os ensaios citados se iniciam em fases distintas 
do ciclo vital, isto é, enquanto a exposição do Danio rerio se 
inicia na fase embrionária a do Pimephales promelas começa 
na fase larval. Este aspecto interfere na intensidade do efeito 
tóxico, conforme demonstrado por Leland, Kuwabara (1985) 
e Norberg-King (1989), que apontaram a maior resistência dos 
embriões de diferentes espécies de peixes aos metais (mercúrio, 
chumbo, cobre, cádmio e zinco) devido ao decréscimo da 
permeabilidade dos ovos após o estágio de blástula. Assim, 
em função do Danio rerio se encontrar na fase embrionária 
no início dos experimentos, é naturalmente esperado que esse 
peixe se mostre mais resistente aos agentes químicos.

Em função dos aspectos mencionados, o presente estudo 
aborda os resultados de ensaios crônicos de curta duração com 
o Danio rerio, utilizando 10 agentes químicos, efetuados nas 
mesmas condições experimentais do ensaio com Pimephales 
promelas, o qual possui uma ampla base de resultados de ensaios 
crônicos. Desse modo, esse estudo fornece informações mais 
precisas sobre a sensibilidade relativa dessas duas espécies de 
peixes, com o intuito de justificar a inclusão do peixe Danio rerio 
no método de ensaio crônico padronizado pela ABNT (2007).

MATERIAL E MÉTODOS

O método de ensaio, bem como as condições de cultivo, 
seguiu o descrito na norma ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007). 
Resumidamente, os ensaios foram efetuados em sistema semi-estático 
(com renovação diária das soluções-teste, exceto aos sábados e 
domingos), utilizando-se três ou quatro replicatas (com volume 
de 250,0 mL) para cada solução-teste (máximo de 5), sendo 
adicionados 10 organismos em cada uma das replicatas. O tempo 
de exposição dos organismos foi de 168 horas, sendo a letalidade 
o efeito observado. Nos ensaios ecotoxicológicos foram utilizadas 
larvas recém-eclodidas, com menos de 24 horas, da espécie de 
peixe Danio rerio [Hamilton-Buchanan,1822], as quais não 
receberam qualquer tipo de alimento. As larvas foram provenientes 
do cultivo efetuado no laboratório do Setor de Ecotoxicologia 
Aquática – CETESB (Companhia Ambiental do Estado de São 
Paulo), sendo que esses organismos foram provenientes de lotes 
de ovos com mortalidade ≤ 33%, conforme recomendado por 
Dave et al. (1987).

A água utilizada, tanto na manutenção e cultivo dos 
organismos como nos ensaios ecotoxicológicos, foi a da rede 
de abastecimento após descloração (por meio de aeração 
intensa). A medição do cloro livre remanescente, na água 
utilizada, foi efetuada com o kit “Microquant” da Merck®. 
As características físicas e químicas da água de diluição são 
apresentadas na Tabela 1.

As seguintes substâncias foram utilizadas nos ensaios 
ecotoxicológicos: cloreto de cádmio (CdCl2 2 1/2 H2O), da 
Baker Analyzed®; sulfato de cobre (CuSO4 5 H2O), da Merck®; 
dicromato de potássio (K2Cr2O7), da Merck®; sulfato de níquel 
(NiSO4 6H20), da CAAL®; cloreto de mercúrio (HgCl2), da 
Merck®; nitrato de prata (AgNO3), da Química Moderna®; 
sulfato de zinco (ZnSO4 7H2O), da Carlo Erba®; fenol, da 
Synth®; cloreto de sódio (NaCl), da Merck®; cloreto de amônio 
(NH4Cl), da Merck®. Ao longo do trabalho os sais metálicos 
foram expressos em massa nominal do metal estudado. Os 
teores de amônia não ionizada foram calculados com base 
na concentração nominal de nitrogênio amoniacal, segundo a 
Equação 1 abaixo estabelecida por Emerson et al. (1975):

( )
1porcentagem de amônia não ionizada  

10 1pKa pH−
=

+
	

(1)

em que:
pKa = constante de ionização em função da temperatura da 
solução (tabelada);
pH = potencial hidrogeniônico da solução (medido).

Os resultados dos ensaios foram expressos em CL(I)15;168h 
(concentração nominal do agente químico que causa letalidade 
a 15% das larvas, em 168 horas de exposição). Para o cálculo 
da CL(I)15;168h foi utilizado o método computadorizado 
Inhibition Concentration (Norberg-King, 1993). O valor crônico 
estimado (VCest;168h), isto é, concentração nominal do agente 
químico que não causa efeito expressivo na sobrevivência e 
crescimento de larvas, em 168 horas de exposição, foi calculado 
multiplicando-se o fator 0,3 pela CL(I)15;168h.

A análise de regressão, usada para correlacionar os 
resultados dos ensaios com Danio rerio e Pimephales promelas, 
foi efetuada pelo método dos mínimos quadrados utilizando-se o 
programa computadorizado Microcal Origin, versão 4.1, 16 bit 
(Northampton, MA/USA). De acordo com os diagramas de 
dispersão, foi utilizada a função não-linear redutível à forma 
linear, como segue:

log y = a + b log x

em que:
y = resultado do ensaio de ecotoxicidade com Danio rerio 
(D.r.);
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juvenil, em experimentos com 96 e 168 horas de exposição. O 
autor também constatou que o uso da CL(I)15;168h, calculada 
pelo método de interpolação linear, permite a obtenção de 
resultados pouco variáveis e equivalentes ao método dos 
probitos, além de expressar uma boa precisão analítica.

A comparação dos resultados descritos na Tabela 2 permite 
verificar que, as médias das CL(I)15;168h nos ensaios com Danio 
rerio apresentaram-se de duas (para o cobre) a 56 vezes (para o 
mercúrio) mais elevadas em relação aos Valores Crônicos (VC) 
dos ensaios de duração curta (168h) e prolongada (≥ 28 dias) 
com Pimephales promelas. Em termos ecotoxicológicos, isso 
significa que, tomando o Pimephales promelas como espécie de 
referência, os ensaios com Danio rerio não seriam apropriados 
para estimar efeitos crônicos. Na prática, seria de se esperar 
que, para vários agentes químicos, concentrações abaixo das 
CL(I)15 para Danio rerio ainda causassem efeitos tóxicos 
significativos para Pimephales promelas.

Essas diferenças expressivas entre os resultados dos ensaios 
com Danio rerio e Pimephales promelas seriam previsíveis, 
visto que o tempo de exposição é bastante diferenciado 
(sete e ≥ 28 dias, respectivamente), mas não seriam esperadas se 
considerarmos o tempo de exposição de 168 horas. Entretanto, 
conforme demonstrado na Tabela 2, as pesquisas originais 
indicam que nos ensaios de curta duração (168h) os efeitos 
tóxicos são mais freqüentes sobre o crescimento das larvas do 
Pimephales promelas, enquanto esses efeitos são detectados 
com a mesma intensidade na sobrevivência juvenil desse peixe 
nos ensaios de duração prolongada (≥ 28 dias). Esse fato foi 
utilizado por Norberg-King (1989) para justificar a utilização 
de ensaios de curta duração para esse peixe. Com base em 
algumas evidências científicas, Bertoletti (2000) supõe que 
essas respostas diferenciadas ocorram devido ao efeito tóxico 
temporário no crescimento larval do Pimephales promelas, isto 
é, efeito tóxico intenso durante a fase larval que é atenuado, 
ou inexpressivo, em fases posteriores do ciclo vital. Por tal 
motivo, considerando a conveniência do uso dos efeitos tóxicos 
no crescimento de Pimephales promelas nos ensaios de curta 

x = resultado do ensaio de ecotoxicidade com Pimephales 
promelas (P.p.);
a = intersecção com o eixo y;
b = coeficiente angular da regressão.

O erro padrão corrigido para a equação de regressão, 
denominado limite de previsão (LP) 95% (Equação 2), foi 
calculado como segue:

t sLP  10 ⋅  = + 

1
211 N 	

(2)

em que:
t = 0,95 da distribuição de Student, com n-2 graus de liberdade 
(2,306);
s = desvio padrão do resíduo (0,4513);
N = número de pares de dados (10).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Com a finalidade de estabelecer qualquer método 
ecotoxicológico, é imprescindível o uso de agentes químicos 
diferenciados. Idealmente, tais agentes devem ter sido ensaiados 
com métodos desenvolvidos para outras espécies de organismos 
e, além disso, possuírem características toxicológicas peculiares. 
Assim, somente com uma maior diversidade de substâncias, 
é possível efetuar comparações que validem tanto o método 
como a sensibilidade do organismo estudado. Considerando 
esses aspectos, no presente trabalho foram utilizados dez 
agentes químicos para os ensaios com Danio rerio, sendo que 
os resultados analíticos foram comparados àqueles gerados 
com o Pimephales promelas.

Os resultados dos ensaios de letalidade com larvas de 
Danio rerio, expressos em CL(I)15;168h, são apresentados 
na Tabela 2. A fase do ciclo vital utilizada para essa espécie 
assim como a expressão dos resultados se justificam, pois, de 
acordo com Bertoletti (2000), a fase larval do Danio rerio é 
significativamente mais sensível do que as fases embriolarval e 

Tabela 2 – Resultados dos ensaios com Danio rerio e comparações com os ensaios efetuados com Pimephales promelas, em águas  
com dureza total semelhante. (Expoentes indicam a fonte bibliográfica e o critério mais sensível para determinação do efeito tóxico).

Agente químico
N° de ensaios 

com
Danio rerio

Média das
CL(I)15; 168h para 

larvas do Danio rerio

VCest; 168h*
para larvas do 

Danio rerio

VC; 168h**
para larvas do 

Pimephales promelas***

VC; ≥ 28d para
Pimephales promelas***

cádmio (mg L–1) 4 0,054 0,016 0,016a, crescimento 0,013a, sobrevivência

cobre (mg L–1) 4 0,030 0,009 0,016k, crescimento 0,014b, sobrevivência

cromo (mg L–1) 5 9,7 2,9 4,0a, crescimento 2,0c, sobrevivência

níquel (mg L–1) 4 5,9 1,8 – 0,22d, indeterminado

mercúrio (µg L–1) 5 40,0 12,0 – 0,71e, crescimento

prata (µg L–1) 4 21,0 6,3 1,0a, crescimento 0,49f, sobrevivência

zinco (mg L–1) 3 3,6 1,1 0,12k, sobrevivência 0,21g, sobrevivência

fenol (mg L–1) 3 17,9 5,4 – 2,56h, crescimento

NaCl (g L–1) 5 2,0 0,6 0,71i, crescimento –
amônia não 
ionizada (mg L–1)

3 0,84 0,25 – 0,21j, sobrevivência

*VCest = Valor crônico estimado, isto é, valor da CL(I)15;168h × fator 0,3; ** VC = Valor crônico, isto é, média geométrica de CENO e CEO; e 
***  fonte: a) Norberg-King (1989); b) Mount, Stephan (1969); c) Pickering (1980); d) Lind  et  al., apud USEPA (1986); e) Snarski, Olson (1982); f) 
Holcombe et  al. (1983); g) Benoit, Holcombe (1978); h) Holcombe  et  al. (1982); i) Norberg-King  et  al. (1991); j) Mayes  et  al. (1986); k) Norberg e  
Mount (1985).
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níquel, prata e zinco. Quanto ao mercúrio, é suposto que a 
maior sensibilidade de Pimephales promelas esteja associada 
ao maior período de exposição dessa espécie, de 41 semanas, 
no estudo de Snarski e Olson (1982).

VanLeeuwen et al. (1990) afirmaram que, para agentes 
químicos que exercem efeitos tóxicos após ativação metabólica, 
os resultados dos ensaios de curta duração (168 horas) são 
inadequados para prever efeitos tóxicos na sobrevivência em 
ensaios de longa duração, devido ao fato de apresentarem-se 
ao redor de uma ordem de magnitude menos tóxicos. No 
entanto, aplicando-se a razão 0,3 aos resultados dos ensaios 
embriolarvais efetuados por VanLeeuwen et al. (1990), com 
Danio rerio e seis substâncias com modo de ação específico 
(anilina e cloroanilinas), verificou-se que a diferença na previsão 
do efeito crônico em 28 dias foi de, apenas, três vezes para 
cinco dos referidos agentes químicos. Essa diferença poderia 
ser ainda menor, praticamente inexistente, uma vez que os 
ensaios de VanLeeuwen  et  al. (1990) foram efetuados com 
a fase embriolarval de Danio rerio, a qual é ao redor de três 
vezes mais resistente do que a fase larval, segundo Bertoletti 
(2000). Portanto, esses dados também confirmam a adequação 
do uso do fator 0,3 na previsão dos efeitos em longo prazo, 
tendo com base os resultados de ensaios de curta duração com 
a sobrevivência do Danio rerio.

Na Figura 1 é apresentada a análise de regressão que 
consiste em outra forma de avaliar a adequação dos Valores 
Crônicos estimados (VCest;168h), nos ensaios com Danio rerio, 
com os Valores Crônicos (VC ≥ 28 dias) dos ensaios com 
Pimephales promelas (Tabela 2). A preferência por utilizar 
os dados de VC ≥ 28d na Figura 1, ao invés do VC;168h 
com larvas do Pimephales promelas, foi motivada pela maior 
quantidade de resultados analíticos. A Figura 1 mostra que, 
mesmo com as diferenças de sensibilidade apontadas para 
o níquel, mercúrio, prata e zinco, foi obtido um excelente 
coeficiente de determinação (r2 = 0,93). Deve-se notar que 
os dados de NaCl com larvas de Pimephales promelas foram 
incluídos na análise, uma vez que inexistem estudos de longa 
duração com esse composto, sendo que sua exclusão reduziria 
pouco o coeficiente de determinação (r2 = 0,86).

A pesquisa na literatura especializada indica que o 
coeficiente obtido foi similar àqueles encontrados em outros 
estudos, embora tenham realizado análises de regressão com 
ensaios de ecotoxicidade aguda. Por exemplo, Kenaga (1978) e 
Doherty (1983) encontraram r2 = 0,92 e r2 = 0,95, respectivamente, 
com os peixes Lepomis macrochirus (“bluegill”) e Pimephales 
promelas em ensaios com nove substâncias. Dados retrabalhados 
do estudo de Mayer, Ellersieck (1986) mostram correlações 
expressivas entre Pimephales promelas com os ciprinídeos 
Carassius auratus (r2 = 0,94) e Cyprinus carpio (r2 = 0,92), 
além de Perca flavescens (r2 = 0,98), em ensaios com sete a 
19 agentes químicos.

 Apesar da excelente correlação obtida, é pertinente a 
validação da equação apresentada na Figura 1. Nesse sentido, 
foram selecionados quatro agentes químicos, para os quais 
estavam disponíveis resultados de ecotoxicidade crônica tanto 
para Danio rerio como para Pimephales promelas (Tabela 3). 
Torna-se importante notar que as substâncias usadas nessa 

duração, parece razoável utilizar esse critério de avaliação nos 
experimentos com Danio rerio.

No entanto, a avaliação do efeito das substâncias no 
crescimento de Danio rerio é imprecisa, devido à sua reduzida 
capacidade de ingestão do alimento de origem externa na 
fase larval e, conseqüentemente, o crescimento inexpressivo 
desse organismo (dependente da reserva alimentar no saco 
vitelínico) no curto período dessa fase vital. Além disso, Dave, 
Xiu (1991) reforçam a dificuldade de medição do crescimento 
devido à ausência de alimento apropriado para o Danio rerio 
na fase larval. Por tais motivos é pertinente fazer extrapolações 
entre a letalidade e o crescimento do Danio rerio com base 
nas características de outro ciprinídeo, tal como Pimephales 
promelas.

Nesse sentido, com base em levantamento bibliográfico, 
Bertoletti (2000) obteve dados sobre a relação numérica entre a 
sobrevivência e o crescimento de Pimephales promelas e, também, 
de Danio rerio. Tais dados consistiram de 36 experimentos, com 
diferentes períodos de exposição e vários agentes químicos, 
onde exclusivamente a CENO (concentração de efeito não 
observado) para o crescimento foi menor que a CENO para a 
letalidade. Como resultado, notou-se que as concentrações que 
não causam efeito no crescimento foram, em média, três vezes 
menores do que aquelas que não afetam a sobrevivência. Ao 
mesmo tempo, observou-se que, da mesma forma que ocorreu 
para os ensaios com períodos de exposição mais prolongados, 
os ensaios com Pimephales promelas em sete dias de exposição 
mostraram razão igual a quatro. Ainda, merece destaque a razão 
média igual a 2,8 verificada nos poucos ensaios com Danio rerio 
(Görge; Nagel, 1990; VanLeeuwen et al., 1990), a qual indica 
a similaridade de respostas com o Pimephales promelas.

Portanto, levando-se em conta que, em ensaios crônicos 
de curta duração com ciprinídeos, os efeitos no crescimento 
podem prever efeitos em longo prazo, a razão três ou sua 
recíproca (0,3) demonstra-se apropriada para extrapolar os 
efeitos no crescimento com base na sobrevivência de larvas 
do Danio rerio. Resultado idêntico (razão 0,3) foi obtido por 
Mayer et al. (1986), em estudo com sete espécies de peixes 
e 28 agentes químicos diferentes daqueles apresentados no 
presente trabalho. Na pesquisa de Mayer et al. (1986) foi também 
apontado que o fator 0,2 pode ser aplicado aos resultados de 
sobrevivência, em ensaios crônicos, com a finalidade de evitar 
outros efeitos tóxicos biologicamente significativos.

Assim, aplicando a razão 0,3 às CL(I)15;168h para larvas 
de Danio rerio (Tabela 2), verifica-se que os Valores Crônicos 
estimados (VCest;168h) se aproximaram dos Valores Crônicos 
(VC) 168h ou ≥ 28 dias para Pimephales promelas. Para a 
maioria dos agentes químicos a diferença entre os VC foi 
menor que a razão 2, considerada em publicações de referência 
(McKim, 1977; Chapman, 1983; Norberg-King, 1989) como 
pouco expressiva, visto que corresponde à precisão analítica 
esperada em ensaios ecotoxicológicos. Já para outros agentes 
químicos essa razão foi maior, sendo o caso do níquel (razão 
8), mercúrio (razão 17), prata (razão 13) e zinco (razão 5). 
A maior resistência de Danio rerio a esses metais pode ser 
natural dessa espécie, visto que nos ensaios de ecotoxicidade 
aguda Bertoletti (2000) constatou a mesma tendência para o 
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são aqueles dentro dos quais se espera que se localizem 95% 
das observações futuras e independentes (Draper; Smith, 1981). 
Alguns pesquisadores (Kenaga, 1978; Doherty, 1983; e 
Sloof et al., 1986) utilizaram esses limites para a seleção de 
organismos aquáticos que representassem outros em ensaios 
de ecotoxicidade aguda.

Na Figura 1 está representado o limite de previsão 95% 
entre os resultados do VCest;168h com Danio rerio e do 
VC ≥  28 dias com Pimephales promelas. Numericamente, 
esses limites foram de ± 11,5 vezes, o que representa ± 1,15 em 
ordem de magnitude. Deste modo, com uma probabilidade 
de 95%, os valores estimados de ecotoxicidade crônica para 
Danio rerio podem corresponder até 11,5 vezes os valores 
determinados, analiticamente, para Pimephales promelas. Em 
termos reais , a Tabela 3 demonstra que os valores estimados 
para Danio rerio foram, no máximo, 4,8 vezes maiores do 

validação pertencem a grupos químicos diferentes daqueles 
que deram origem à equação de regressão. Como resultado, na 
Tabela 3, verifica-se que as estimativas de efeito crônico não 
observado (CENO) para Danio rerio foram muito próximas 
àquelas determinadas experimentalmente. À exceção da 
3,4 dicloroanilina, a diferença entre os valores de CENO 
determinados e estimados foi menor que a razão 2, indicando 
assim a pertinência da equação estabelecida. Desse modo, é 
possível constatar que os valores de VCest;168h são apropriados 
para estimar o efeito tóxico em períodos de exposição mais 
prolongados.

Tão importante quanto o coeficiente de determinação 
e a equação determinada são os limites de previsão a 95%. 
Estatisticamente, os limites de previsão são análogos aos de 
confiança. Enquanto os limites de confiança são restritos ao 
conjunto de dados utilizados na equação, os limites de previsão 

Figura 1 – Equação, reta e limites de previsão 95%, da análise de regressão para os  
resultados dos ensaios crônicos com Danio rerio (em VCest) e Pimephales promelas (em VC).
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Tabela 3 – Validação da equação estabelecida para estimar o efeito tóxico a  
larvas do Danio rerio com base nos ensaios de duração prolongada com Pimephales promelas.

Agente químico
CENO ≥ 28 dias determinada experimentalmente* CENO ≥ 28 dias estimada para 

larvas do Danio rerio**Pimephales promelas Danio rerio
3,4-dicloroanilina (em µg L–1) 5,1a 20,0b 7,8
lindano (em µg L–1) >23,4c 40,0d >28,2
atrazina (em µg L–1) >213,0e 300,0d >180,2
diazinon (em mg L–1) 0,05f >0,20g 0,24

*Fonte: a) Call et al. (1987); b) Nagel et al. (1991); c) Macek et al. (1976, apud Görge, Nagel (1990)); d) Görge, Nagel (1990); e) Macek et al. (1976b), apud 
Görge, Nagel (1990)); f) Jarvinen, Turner (1982); g) Bresch (1991); e **estimativa pela equação: log VCest, Danio rerio = 0,30 + 0,84 log VC, Pimephales 
promelas.
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efetuados em laboratório, fornecem estimativas confiáveis dos 
efeitos tóxicos observados em ambientes naturais. Nos referidos 
estudos foi possível observar, também, que a letalidade larval 
apresentou boas correlações (r > 0,92) com os efeitos adversos em 
comunidades naturais (expressos pela riqueza de peixes, riqueza 
e diversidade de macroinvertebrados bentônicos). Portanto, como 
base os argumentos apresentados, as condições experimentais 
propostas para o ensaio com Danio rerio, bem como a forma de 
expressão do resultado, podem fornecer estimativas fidedignas 
de efeito tóxico crônico para essa espécie de peixe.
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que aquele determinado para o Pimephales promelas, porém 
essas estimativas foram similares aos resultados obtidos 
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