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1 OBJETIVQO

Esta Norma prescreve o método de ) determinagdo da concentragdo de
efluentes liquidos industriais ou domésticos. de &guas continentais
superficiais ou subterraneas e de gcubsténcias quimicas sgoludveis em
&4gua, gue causa imobilidade a¢l50%hdos organismos expostos, Daplnia
similis, nas condigdes estabeldscidas no teste.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES
Na aplicac8o desta Norma & necessérd®© consultar:
- Norma CETESB L5.017 - Andlise estatistica de resul tados de
testes de toxicidade aguda - Procedimento

- Norma CETESB L5.020 - Agua), - Teste de toxicidade com Chlorells
vulgaris — Método de ensaio

- NBR 9887 - Planejamento de amostragem de efluentes liquidos e
coppos receptores
- NBR 9898 - Préeservac8io e técnicas de amostragem de eflusntes

l4iquides e corpos receptoreeg

3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma s3o adotadas as definigdes de 3.1 a 3.9.

3.1 Agente/téxico
Substancias fou ocutrose materiaie. tais como formulagdee, efluentes

1. Este método pode ‘ser aplicado a outras espécies. desde que sejam
conhecidas as condig¢des baAsicas para a sua manutengdo e cultivo em
laboratério e também sua sensibilidade a substancias de
referéncia. )
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liquidos ou &guag continentais. que podem causar efeitos deleterios
guando em contato com os organismos-teste.

3.2 Agua de diluigdo

Agua utilizada para a manutengdoc de culturas e paraga,realizagdo dos
testes com Daphnis similrs.

3.3 Concentracgio efetiva inicial mediana - CE(I)50:. 24 ou 48 h

Concentracdo nominal do agente tdéxico no inigdopdo teste. que causa
efeito agudo (imobilidade) a 50% dos organigmos em)24 ou 48 horas de
exposigdo, nas condigles de teste.

3.4 Efeito agudo

Efeito deletéric causado por agentes tdxicos “@yorganismog vivos em
curto periodo de exposigdo.

3.5 Organismo-teste

Organismo utilizado no teste de toxicidade: individuos jovens de
Daphnia similis.

3.6 Solugbes-estoque

Solugdes do agente téxico. em diferentes concentragdes. a partir das
quais séo preparadas as solugles-teste.

3.7 SolugOes-teste

»

Solugdes finais do agented téxico nas quais s8c colocados os
organismos-teste,

3.8 Substéncia de referéncia

Substancia quimica utiljzada),para @ avaliagdo de sengibilidade dos
organismos-teste. ‘

3.9 Teste de toxicidade

Método utilizado parpa,detectar e avaliar a capacidade inerente do
agente téxico em prdduzirlefeitos deletérios em organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

Este método consistel na exposigdo de individuos jovens de Daphnis
simiils a vAdrias concentragdes do agente tdxico por um periodo: de 24
ou 48 horas. nas condicdes prescritas nesta Norma. Tal procedimento
permite determifiar a CE(I)50: 24 ou 48 h. do agente téxico em teste.
O método & executado em duas stapas:

-~ teste/ preliminar para estabelecer o intervalo de concentragdes

a ser utillizado no tesgte definitivo.
~ teste definitivo para determinar a CE(I)50.

5 APARELHAGEM
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A aparelhagem utilizada no ensaio consiste em:

5.

1

5.1.1

5.1.2

5.1.3

5.1.4

$.1.5

5.1.6

5.1.7

5.2

5!2.1
5.2.2

$.2.3

5.2.4

5.2.5

5.2.6

Nota:

Equipamentos
Agitador de tubos de ensaio.
CAmara incubadora com temperatura controlada para 20°C.
Condutivimetro.
Medidor de oxigénio dissolvido na Agua.
Medidor de pH.
Titulador para determinag@o de dureza total da &gua.
TermOmetros de maxima e minima e comum,
Vidraria
Ball®es volumétricos de 1 litro.
Pipetas Pasteur com borda arredondada.
Pipetas tipo Mohr de 1. 2. 5 e 10 ,mL.
Pipetas volumétricas de 100 ml.
Placas de vidro de 100 mL.

Tubos de ensaio graduados para 10 mlL ou béquerss de 30 mL.

Todo material que entre em contato com o agente toéxico
ser quimicamente inerte. preferencialmente de vidro.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.

Todos'os reagentes utilizados nﬁ execucdo do teste devem ser de

1

Reagentes

analitico (p.a.}.

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1.4

6.1.5

6.1.6

6.

1.

6.2

7

Acido cloridrico (HClY.
Bicarbonatol de sédio (NaHCOj3;).

Cloreto de potdssio /(KCl).

Dicromato de ‘potéesio (KyCrp07).

Hidrdéxido de sédio (NaOH).
Sulfato de cédlcio (CaSO4.2H0).

Sulfatoide magnésio (MgSO4.7H30).

Lavagem de material

deve

grau
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6.2.1 A vidraria nova a ser utilizada em testes de toxicidade deve
ser lavade com detergente e enxaguada com &dgua de torneira., acetona
pura. solugd3o de Acido nitrico 5% e com &gua de torneira destilada.

6.2.2 A vidraria a ser utilizada em testes de toxicidade deve sger
lavada com @olugles adequadas para a remogdo dos contaminantes
especificos e enxaguadas com JAagua destilada. Para a lavagem de
vidraria, seguir a ABNT 1:62.02--002.

6.3 Agua de diluicgédo

Agua reconstituida ou natural com dureza total de 40 a 48 mg/L em
CaCO3, pH 7.2 a 7.6 e condutividade de aproximadamente 160 uS/cm.

6.3.1 Preparo de 4Agua recongtituida

6.3.1.1 Agua destilada ou desionizada ‘com, condutividade igual ou
menor que 10 uS-/cm, isenta de contaminantes.

6.3.1.2 Solugdo 1:

Sulfato de célcio (CaSO4.2H0) . .. 4,/ ... ... 1.5 g

Agua desionizada ou destilada.. /. ... tesass 1 000 mL
6.3.1.3 Solugé@o 2:

Cloreto de potéssio (KCl)... .4 e sl 0,2 g

Bicarbonato de sédio (NaHCOzj)............... 4.8 g

Sulfato de magnésio (MgSO4.7Ho0)L .. ......... 6.1 g

Agua desionizada ou destilada..4............ 1 000 mL

L

6.3.1.4 Preparar a Agua de_diluicdo adicionando 20 mL da solucdo 1
e 10 mLL da solugdo 2 em 970 /mL de dgua destilada ou desionizada.

6.3.1.5 Introduz-se aeragdo duranté. pelo menos. 24 horas para a
solubilizacdo e a manutengdo da saturacdo de oxigénio dissolvido e
PH.

6.3.1.6 Anotar na ficha) controle (Anexc A, Figura 1) o numero do
lote e dados de pH. condutividade e dureza. antes e apdés o preparo da
dgua. Caso o pH esteja fora da faixa de 7.2 a 7.6. ele poderd ser
ajustado com solugdes de &cido cloridrico, HCl 1IN ou hidréxido de
sddio NaCOH 1N, Se a dureza estiver fora da faixa de 40 a 48 mg- L
CaCO3., essa 4gua ,deve ser ldesprezada e um novo lote deve ser

preparado. Todos /esses dados devem ser registrados na ficha de
controle de preparo doflote de &gua (Anexo A).

6.3.2 Preparolde Agua natural

6.3.2.1 Agua natural superficial filtrada em rede de plancton com
malha de 30 & 45 um." ou de rede de abagtecimento desclorada. n3o
contaminada @ de gualidade conatante, isto é, as variag¢des mensais de
dureza, alcalinidade e,6 condutividade devem ser menores que 10% de
suas respectivas médias e a variag3oc msnsal do pH deve ser menor que
0.7 unidades, cde/sua média.

6.3.2.2 A dureza total da Agua deve ser ajustada, s8e neceesdrio,.
com asg solugbes 1 e 2 (ver itens 6.3.1.2 e 6.3.1.3)., Para o ajuste,.
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calcular o8 volumes das =solugdes 1 e 2 a serem adicionados.
considerando que para cada miligrama de dureza a ser aumentada deve-
£e acrescentar 0.5 mlL da solug¢do 1 @ 0.25 mL da soclugdo 2.

Exemplo:
., dureza da Agua natural: 4.0 mg/L em CaCOg,.

dureza desejada: 40.0 mg-sL em CaCOj3.

volume da solug3o 1 a ser adicionado em 1 000 mL: 18 mL.
volume da solugdo 2 a ser adicionado em 17000 mL: 9 mL.

6.3.2.3 Caso seja necessdrio. ajustar o pH d&al dgua com solugdo 1N
de HCl ou 1N de NaOH.

6.3.2.4 Anotar na ficha controle {Anexo A. Figura 1) o nimero do
lote e dados de pH. condutividade e dureza. “antes e apdés o preparo da
Agua.

6.3.3 Teste de viabilidade

O controle de qualidade de cada lote de dgua de diluigdo é rsalizado
através do teste de viabilidade. A cada uma das cinco ou dez placas
com 100 ml. de Agua s&o adicionados 10 organi®Smos. por um periodo de
48 horas. As placas s3o mantidas nas condigSes de manuteng3c das
culturas e os organismos n3ioc s3o alim@éntados.

6.3.3.1 Ap6s 48 horas, faz-se a leitura \do teste anotando-se O
numero de organismos méveis e imdveis.{ O lote de Agua & aceitavel
para uso se a porcentagem de imobilidade dos organismos ndo exceder a
10%,

6.4 Organismos-teste

Jovens de Daplhnia similis obtidos a partir de culturas mantidas em
condigdes laboratoriais definidas (AneXo C).

6.4.1 Jovens separados através de/peneiras

Podem ser utilizados nos, ensaios Daplinia SImilis jovens que
atravessem uma rede com malha de 500 um e que figquem retidos em uma
rede com malha de 360 um,

6.4.2 Jovens de 6 a 24 horas de idade

Daphnia similis de 6/ a 24 horas de idade podem ser obtidas através do
seguinte procedimento:

a) um dia antes de/ iniciar o teste. um ou mais lotee de
50 fémeas/ ovigeras deve ser separado das culturas.
utilizando-ge para isso. uma pipeta Pasteur, com borda
arredondada. hde 5 mm de didmetro. Cada lote de fémeas
separadas (50) s&o colocadas em um recipiente de vidro
{béquer ou cristalizador). limpo. com dois litros de &gua
de didluigdo. Anota-se o horario de
inicio dessa nova cultura. por exemplo. as 17 horas. Apéds
aseparag8o. og organismos devem ser alimentados com um
volume, de suspens3o algdcea de JSelenastrum de tal forma

que cadaporganismo disponha de 3.2 x 106 células e 0.02
mL de alimento composto (Anexo D). O recipiente deve ser
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coberto com uma tampa de vidro para evitar possiveis
contamina¢des pelo ar:

b) & 8 horas do dia seguinte, as fémeas adultas =&o
retiradas com a pipeta Pasteur e recolocadas nas culturas
originais;

¢) og organismos jovens poderdo ser utilizadds em te=mtes no
periodo das 14 as 17 horas do mesmo dia; portanto, eles
terdo de 6 a 24 horas de idade.

6.5 Sengibilidade

6.5.1 Semanalmente. a sensibilidade dol organismo-teste deve ser
avaliada através da determinac3o da CE(I)50 do dicromato de potéssio
(KaCrp07). utilizando-se o método descrito neata Norma.

6.5.2 O valor da CE(I)50: 24 h. do_K,Cr,On para 2Daphnia similis

deve estar compreendido em um intervale de z 280 (8 = desvio-padré&o)
em relag3o aos valores médios anteriormente obtidos nas mesmas
condigles.

6.6 Amostragem

Para a coleta de amostras de efluentes liquidos e 4guas de corpos
receptores deve-se seguir a NBR 98%7. Oz frascos devem ser totalmente
preenchidos com a amostra. de maneira @& evitar a presenga de ar
neles. O ensaio deve ser realizado of mais rapido possivel. ndp
excedendo o periodo de ®eis_horas contadas a partir do inicio da
coleta. Na impossibilidade d® ser obedecido este intervalo de tempo,
a amostra deverd ser mantida a 4°C,) a partir do momento da coleta.
durante o perfodo de. no méximo. 36 horas.

6.7 Preparo de amostras

6.7.1 Antes do preparo da amogtra, ¢ neceesidrio ter conhecimento
sobre as caracteristicas fisicas. quimicas e toxicolégicas do agente
toxico a ser testado, com o©0 propésito de tomar os cuidados
necessirios no manuseio da mesma.

6.7.2 O preparo de todas as solugdes e de todas as etapas do teste
devem ocorrer em ambiente isento de vapores ou poeiras téxicas e a
temperatura ambiente de 20 : 2°C. Quando necessario, as amostras de
efluentes liquidos e Aguas/devem ser colocadas para a decantagdo dos
sdlidos em suspeéensdo/por duas horas., Apdés esse periodo. retira-se com
um sif8o a porgdo mediana da amostra. sendo essa porgio a que sera
utilizada no testse. " "

6.7.3 Solugbes-estoque

6.7.3.1 As solugdes-estoque devem ser preparadas no momento da
realizagioido teéeste. A solugio-estoque deve ser preparada adicionando
a amostra. em)égua de diluigdo. de forma a se obter, por exemplo,
concentragles de 10%. 1%, 0.1% da solugfo a ser testada. Os dados de
preparag3o da solugio-estoque devem ser registrados na ficha de
controle (ver Anexo B, Figura 3).

s
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6.7.3.2 SubstaAncias de baixa solubilidade podem ser dissolvidas ou
dispersadas por intermédio de aquecimento ou solventes de baixa
toxicidade A Daphnia similis. desde que a concentragio £final deles
ndo ultrapasse 0.1 mL/L ou 0.1 g-/L nas solugles-teste. No caso do uso
de solventes. deverd ser preparado, além dos tubos-controle com &gua
de diluicg8o. outro conjunto de tubos com Agua depdiluicdio e com a
miéxima concentragso do solvente utilizado no teste,

6.7.4 Solucdes-teste

As solugdes-teste devem ser preparadas nes, tubos de ensaio.
utilizando as devidas proporgdes de solugles-emstoque e 4gua de
diluig3o. como descrito em 6.9 @ 6.10.

6.8 Procedimento geral

6.6.1 Em tubos de ensaio aferidos para 10 mbk. colocam-se volumes
conhecidos de solug¢des-estoque e completa-se o volume para 8 ml com
dgua de diluig3io. a fim de obter agpsclucdes-teste desejadas. O
contevdo do tubo é homogeneizado em agitador (&571).

6.8.2 Dois mililitros de &gua de diluigdo com cinco organismos sdo
adicionados nos tubos. completando-se o volume para 10 mL. Para cada
teste., prepara-se um controle gomente com #édgua de diluigc@o e com o
mesmo numeroc de organismos. :

6.8.3 Durante o periodo do teste. 24 ou 48 horas, os tubogs s=dc
mantidos em estantes. & temperatura de 20 z 2°C e em ambiente escuro,.
sem alimentac3o.

6.8.4 Ao término de 24 ou 48 horas., [faz-se a leitura dos organismos
iméveis de "cada tubo. Aqueldes gue nd8oc s8c capazes de nadar num
intervalo de 15 segundos. ém seguida a uma agitagdo suave do tubo,.
830 considerados iméveig. Qualquer modificagdc no comportamento dos
organismos-teste deve ser registradal

6.9 Teste preliminar

O teste preliminar é raelizado de acordo com o procedimento descrito
em 6.8, S3co preparadas concentragdes da solugdo-teste (ver Tabela 1)
e para cada concentrag%o ‘s3c utilizadas duas réplicas com cinco
organismos em cada.

6.9.2 Para cada jconcentracgdo complementa-se o volume do tubo de
ensaio para 10 mL @0 introduzir cinco organismos-teste.

6.9.3 Nesse teste & estabelecido o intervalo de concentragdes
delimitado pela/ menor congentracd@o que causa imibilidade a 100% dos
organismos e a concentragdo mais elevada na qual n3o ge oObserva
imobilidade dos organismos. .

€.10 Temte definitivo

6.10.1 Utilizandolo intervalo de concentracgdes egtabelecido no teste
preliminar|  prepara-se uma série de concentragdes intermediirias. em
progresséo geométrica., por exemplo de razéo 1.3 (ver Tabela 2).

6.10.2 Para cada concentracdo e controle é adicionado um total de 20
organismos distribuidos em nimero de cinco em cada uma das quatro
réplicas, de acordo com o procedimento descrito em 6.8,
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TABELA 1 - Exemplo de preparo das solugdes para o teste preliminar

Soclugdes-eatoque (%)
SolugBes-teste : Agua de
% 100.0 10.0 1.0 0.1 diluic&c (mL)
90 9 mL 0 0 0 0
35 3.5 mL 0 0 ) 4.5
10 1.0 mL 0 0 o 7
3.9 0 3.5 mL 0 0 4,5
1.0 1] 1 mL (1] 3] 7
0.35 0 0 3.5 mL 0 4.5
0.1 0 0 1 mL 0 7
0,035 o 0 0 3.5 mL 4,5
0,01 o o 0 1 mL 7
Controle o o 0 o 8

TABELA 2 - Preparo dd; solugles-teste. para o teste definitivo

Solucses-estoque (%) i
S““‘ff:)s‘“’sw 1 d . Agua de diluiclo
' (mL)
1 1 nmL 7
0,8 8 mL 0
0,62 6.2 mL 1.8
0,48 4,8 mL 3,2
0,37 3.7 mL 4,3
Controle 8

6.10.3 Apdés a pobservacgdo @ registro dos organismos méveis em cada
tubo, faz-ge a deitura do pH, oxigénio dissolvido ou outra substancia
quimica especifical)ida soducfio teste mais diluida que imobilizou 100%
doe organiemos. Todog) os/ dados devem ser anotadoe na ficha controle,
cujo modelo consta no ‘Anexo B, Figura 2.

7 RESULTADOS

7.1 CaAlculohda CE(I)50: ou CESO0
Com o8 dados de imobilidade dos organismos obtidos no teste
definitivo, determina-se a CE50: 24 ou 48 horas e seu intervalo de
confianga, através dos métodos estatisticos utilizados para esse fim
(ver obras citadas em G-1 a G-3 do Anexo G e Norma CETESB L5.017).
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7.2 Expressdo dos resultados

7.2.1 A CE(I)50 e seu intervalo de confianga devem ser expressos sesm
% para efluentes liquidos e &éguas superficiais, e em mg-/L para
substAncias gquimicas.

7.2.2 Quando os resultados das andlises quimicasipdas solugdes-
tegste. no término do teste. ndo diferirem em mais ,de  20% das
concentragdes iniciais, a concentragdo efetiva a 50% dos organismos
pode ser designada como CES50 ac invés de CE(I1)50.

7.3 Validade dos resultados _
S&o0 considerados validos os resultados que, né término do periodo do
teste., atendam aos seguintes requisitos:

a) a porcentagem de organismos iméveils no controle ndo deve

exceder 10%. Organismos flutuantes no controle s&0
congiderados imdveis:
b) o teor de oxigénio dissolvido deve ser >2 ma/L:

c) a CE(1)50: 24 h de K3Cr;0,.( pars, Daphinia similis deve

estar em um intervalo de :x 2 0 em relagdo aos valores
médios anteriormente obtidos:

d) temperatura 20 z 2°C:

e) a imobilidade dos organismosy no teste de viabilidade da
Agua de diluig¢io n3o deveexceder, 10%.

7.4 Relatério
Devem constar no relatério de teste as seguintes informag¢des:

a) o método utilizado:

b) a identificag@o do agente toxico®

c) o procedimento de preparo de amostras. solugdes-estoque
e solugbes-teste.

d) os dados fisico-quimicos referentes ao teste.

a) o resultado do teste expresso em CE(I)50 ou CE50: 24 ou 48
horas com intervalo ,de confianga em nivel de 95% e método
estatistico utildzados

f) a concentracio minima doplagente toéxico que imobiliza 100%
dos organismos e @ maxima que ndo causa imobilidade em 24
ou 48 horas: '

g) gualguer comportamento anormal dos organismos nas
condigbes-teste;

h) as modificagdes introduzidas e @eventuais ocorréncias
durante a realizagadoc do teste.

e e s s e an v iy it e st it G o G S ot

7ANEXO A
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ANEXO A - REGISTRO DE DADOS DA AGUA DE DILUIGAC

Lote
n.

Data

tida~
dae (L)

Condut ividade Dureza (mg/L o> Sol-estoque
{uS/cm} CeCO_} Adie. (mL/L) Raspon-
(mg/2) savel
:nl-.:. do ?6: o :ﬁ:- _ie ;tﬁ].: I:O ;.::;:‘ go ;gé- eo ‘TL .3’"

FIGURA 1 - Modelo depficha ‘para controle da &gua de diluigéo

7/ANEXO B
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ANEXO B - REGISTRO DE DADOS DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Ficha controle do teste estédtico definitivo com

Amostra.:

Dadog fisico-gquimicos da amostra
Condutividade:

Dureza (mg-L CaCOjz):

pH:

Método utilizado para avaliacdo da toxicidade “aecurto prazo:

Inicio do teste: Ve Ve ., 48 _______ horas.
Término do teste.: g s , 4as 4 horas.
Operador:

Agua de diluigdo lote n®:

RESULTADOS
Concen- Numers de organismos Madidas Numero acumuladao % de
tracio imdéveis por tubo finaig de imdveis- numero imobilidade
nominal 1 2 3 4 oD pH tatal de ’orgaln1nmaa obtida

Observagdes:

FIGURA 2 - Modelo de ficha para controle do teste definitivo
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de controle de teste

Preparo das solugBes-estoque

Concentraglo da soluglo-sstogue

xl da solugdio de concentraglo

Concentraglio da scluglo-estogua

ul, da solugdo de concentragio

Concentraglo da socluglo-estoque

Concentraglo da scluglo-estoque

nl da soluglo de concentragio

nl, da soluglo de concentragke

mL/L:

/L +

mL/L:
mL/L +

mL/L:

wk/L +

mEL/L 2
/L +

rt; de agua de/diluicso

al, de &gua de diluigéo

o, de/égua de diluigho

i, de agua de diluigloe

Preparo das solugbes-teste

Concentragdo

da solugdo-~
teste(mL/L)

Volume da soluclo-estogue adicionade (ml)

Solugdo-
estoque
——mL /L

Solug8o-
estoque
—mL/L

Solugdo-
estoque
—ml /L

Solugdo-
estoque
BN | g B

Volums de
Agua da

diluigdo
(mL)

FIGURA 3 - Modelo dé ficha para controle no preparo de soclugbes-
. estoque e solugdes-teste

/ANEXO C



14 CETESB-LS5.018

T S S 0 S S0 S (S S S ol o (e S i T . ol il A S T o S W S S, o . S WO S S S G — i, O " Pl S O] T 7 i e P Ul o, . i e i S0 S o S S . S

ANEXO C - METODO DE CULTIVO DE Daphnia similis

Varias técnicas podem ser utilizadas para o cultivo de Daphnis, sendo
que a descrita a seguir tem sido utilizada com ogobjetivo de se obter
jovens para serem utilizados em testes. Em cristalizadorssy de quatro
litros. adicionam-se cerca de trés litros de Agua molel (ver item 6.3)
e 50 organismos de mesma idade.

Cc-1 Agua de manutencgdo das culturas
Trata-se de 4gua mole. de boa qualidade. cobm duteza total de 40-48
mg-L expressa em CaCOj3, PH 7.2 a /7.6 e condutividade de

aproximadamente 160 uS-/cm. cujo procedimento de preparagdo consta de
item 6.3 desta Norma.

C-2 Condicdo de cultivo

As culturas devem ser mantidas sob um fotoperiode de 16 horas de luz
e com uma intensidade luminosa de aproximadamente 1000 lux. gue pode
ser conseguida colocando-se uma lampada)fluorescente a 50-60 cm acima
dags culturas e temperatura de 20 ‘& 2°C. Para manutencdo da
temperatura e fotoperiodo pode-ge utilizar um gistoma de ar
condicionado e um timer respectivamente ou estufa incubadora com
controle de temperatura e luz. O l6cdl de manutencsio das culturas de
Daphniz deve ser limpo. isento del vaporés, téxicos ou substaAncias.

Cc-3 Alimento :

Para se obter uma boa reproducdo de Daplhnla. em condigdes
laboratoriais., é necessério o fornecimento de alimentacdo adequada
para os organismos. O excesso do aliment® pode acarretar obstrugio do
aparelho filtrador dos mesmos, e diminuigdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido na &gual Comohalimento para U similfls. pode ser
utilizada cultura de algas em fase \exponencial de crescimento. tais
como Selenastrum. Ankistrodesmus ou| Chlorellz e alimento composto de
ragdo para peixe e levedura. Caso seja utilizada como fonte de
alimento alga Selenastrum' eapricorfutum. deve-ge fornecer 3.2 x 106
células por Daphnis por, diay (ver{ Anexo D) e 0.02 mL de alimento
compoato por Daphnis por dia (ver Anexo F),

C-4 Manutencido das culturas

Deve-se fornecer alimento. todos os dias. as culturas de Daplnia
sempre num mesmo periodo do dia. Apés o fornecimento de alimento.
deve-se registrar as temperaturas da Agua e a maxima e a minima do

ambiente.

C-4.1 As segundas e [Sextas-feiras. entes de ser fornecido alimento
as culturas, transferem-sef)os 50 organismos de cada recipiente para
um cristalizador, limpo g&ontendo meio novo (3L)(2), tomando-se o
cuidado de verificar temperatura. pH. dureza. oxigénio dissolvido e
condutividade do novo, lote de &gua. Quando necessério e gempre gque
possivel. essas varidveis devem ser medidas nas culturas antes desse
procedimentol lembrando que a diferenca entre a temperatura da Agua
das culturas e do letegpnovo ndo deve ser maior que 2°C.

C—-4.2 Deve-se manter lotes de DapAnia com idades variadas., isto 6.
de 0-1 semana até 4 semanas de idade. A cada semana. no dia da troca
de &gua (item C-=4,1) é descartada a cultura mais antiga e dado inicio
a uma nova com organismos jovens.

{2) Os béguerss, cristalizadores, mangueiras (smifSes), pensiras, etc., utilizados na troca, sxpansido
das culturas e separaclio de jovens para testes devem ger de uso restrito da cultura de D.similis, com o
propésito de evitar possiveis contaminagSes de uma espécis para outra.
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O esquema de renovaglo das culturas é apresentado a seguir:

s A S [ A
idade does orga- 0 a 24 horas 1 semana 2 semanas 3) semanasd semanas
nismos em cada

cultura 1\ l

jovens

ESQUEMA 1 - Renovagiio das culturas de Dasphnia

C~4.3 Ocorréncia de efipios

Sabe-se que condigSes ambientais desfavordveis, incluindo
superpopulacso e falta de alimento., podem influenciar a reproducglo de
Daphnia, Nessas condigdes podem surgir effpios na cultura. que slo
ovog resistentes. de coloracgdo escura., visiveis na cAmara embriondria
das féme#ipg adultas. Se dois ou méis efipios surgirem numa cultura.

esta deve ser descartada e uma nova cultura deve ser iniciada.

C-4.4 PRegistro de dados

Todos os dados de controle de temperatura, pH. dureza. condutividade
® oxigénio dissolvido das &guas de manutenf © dag culturas, bem. como
informagSes sobre a manutencSo e Jeventuais ocorréncias. devem ser
registrados nas fichae cujos _modelos conetam nas Figuras 1., 4 o 5.
C-5 Lavagem de vidraria

Os frascos de cultura devem ser lavados com &gua de torneira. usando-
@@ gaze para a remogio| de materiaie aderidos nas suas paredes
internas. A enxaguadura é feita com 4gua de torneira e véarias vezes
com &gua desionizada ocufdestilada. ‘

7/FIGURAS 4. 5
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t CONTROLE DA MANUTENGAC DE CULTURA DE Daphnia similis
St '

‘Temperatura Alga + Temperatura Troca
4gua de alimento ambiente de

manutengdo composto dgua

Lote
n® Observacles

Dia | Hora
mAX. min.

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14 _
15 -
16
17
18
19
20
21
22
23
24
28
26
27
28
29
30
31

FICURA 4 ~ Modelo de ficha para aontrole da manutengho de sultura de Daphnia similis
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CONTROLE DO ALIMENTO ADICIONADO NA CULTURA DE Daphnia similis

Data

Responsével

Nimerc de cél- ml
da alga
ressuspendida

Volume de alga
a ser adicionada
na cultura (mlL)

Nimero de cél- mL
adicionadas na
cultura

Cultura

algécea do

fsrmentador
ne

FIGURA 5 - Modelo de ficha para controle do alimento adicionado

na cultura de Daphnia simills

Z/ANEXO D
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ANEXO D — MANUTENGAO DE CULTURAS DE Sel/enasirum capricornutum

Existem varias maneiras de se cultivar algas em laboratério. sendo
possivel, com sucesso. manter uma produgdo conginua de culturas
unialgais como fonte de alimento para Zaphinia. Para tantos, deve ser
seguido o seguinte procedimento.

D-1 Cultura de alga

D-1.1 A cultura de alga (Selenastrum capricornutum, deve estar
sendo mantida em meio de &dgar inclinado com peptona Pprotease, em
condigBes controladas de temperatura e lumingsidade (ver Norma CETESB
L5.020).

D-2 Preparo do indculo

D-2.1 Adicionar 100 mL de meio L.C._Oligo (vexr Anexo E) em um
Erlenmeyer de 500 mL. Este deve ser tampadope, autoclavado por 15
minutos a 121°C,

D-2.2 Remover., com auxilio de uma alga)/de platina., células de
Selenastrum capricornutum da cultura sdlida (item D-1) e transferi-
las para o frasco contendo L.C. Oligo através de técnicas asmsépticas.

D-2.3 Incubar esse frasco a 24/ z 2°C{ em agitacdo continua de 175
rpm. luz continua de 5000 lux. Ap6s cinco a sete dias. essa cultura
estard em fase exponencial de crescimento e /poderd ser utilizada como
inéculo do fermentador.

D-3 Montagem do recipiente_gpara cultivo de alga

D-3.1 O recipiente para produg@ao continua de algas em fase
exponencial de crescimento pode ser preparado conforme o esquema da
Figura 6. Apdés a introdugfo de cince litros de meio L.C. Oligo no
frasco de cultura. ele deve ser, tampado. Os tubos de borracha de
silicone devem ser fechados )com pingas para prevenir que o meio seja
expelido durante a autoclavagem e o tubo com rosca deve ser levemente
fechado. Em seguida., autoclavar a 121°C., durante 1 hora. Deixar
esfriar a temperatura_ ambiente. O indéculo deve ser adicionado ao
frasco. usando-se técnicas ‘assépticas. Apés a inoculagao. o
recipiente deve ser, conectadol ao suprimento de ar. colocado em
ambiente a 20-25°C, #0b iluminagdo constante de 2000 a 3000 lux. Apds
cinco a sete dias. /a8 cultura em fase exponencial de crescimento podse
ser utilizada comé alimento, a Daphinias. Retira-se a quantidade de
suspensd@o algécea/ neceSséria para alimento e repdSe-se o volume com
meio de cultura "LaC.,/ ©Oligo esterilizado, de maneira a manter a
cultura em fase exponencial de crescimento. Os dados referentes ao
controle da cultura algdecea devem ser anotados numa ficha (ver Figura
7).

D4 Preparo de /suspensio algé&cea para Daphnia

A suspensdo [de algas da cultura continua deve ser centrifugada a 4000
Tpm, por cincojminutos, a temperatura de 15 a 20°C. O sobrenadante
deve ser descartado e as algas ressupensas em &agua de diluigdo. O
nimero de células hdessa suspensdo algacea deve ser determinado
através da contagem ‘ao microscédpioc Sptico., utilizando-se clmaras de
contagem adequadas. A partir deste dado (numero de células/mL).
calcula-se o volume a ser adicionado em cada cultura de Daphnrnia, de
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.tal forma que sejam fornecidas 3.2 x 106 células de Selenastrum por
Daphnia por dia, conforme o seguinte exemplo:

(V) = volume da suspens3o algédcea a ser adicionado na cultura
(A) = numero de células-mlL da suspensdo algdcea = 3.5 x 107
(B) = numero de organismos em cada cultura =

(C) = nimero de células a ser adicionado por .2x106

Portanto. utilizando-se a férmula abaixo, temos:

Ve e V = 4,3 mL

s

v JFIGURAS 6 E 7

7
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B Filtro de ar Millipors
, com msmbrana de 0,22 ym-
<
{]:} Tubo com roscapara
safda de ar
v
Tubo com tamps para
renovaciio de melo
. /
=H© Tubo de silicons
Rotimatro _
Tubo de vidro para
retirada da cultura
‘Frascode
<::) vidro para : .
: 9 litros

Lln;nd_nﬂumnqmnﬂ:s\

FIGURA 6 - Esquena para construgio do fermentador para cultivo de alga

~FIGURA 7



Espécie:

N® do fermentador:

CETESB/L5.018

CONTROLE DA CULTURA CONTINUA DE ALGA

Volume inicial:

Data

Temp .
(°c)

Fluxo
da ar
(L/min)

Voluma (ml}

Removido

Adicionado

Lote do
meio de
cultura n¢

Operador

Obsarvagfies

FIGURA 7 - Modelo/de filcha para controle da cultura de alga

ZANEXO E
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ANEXO

E-1 Solucgbes

E-1.1

Solugdo 1:

E -~ PREPARO DE MEIO L.C. OLIGO PARA CULTIVO DE ALGA

Nitrato de cdlcio [Ca(NO3)5.4H0). ... ... ...... 4 g

Agua deeionizada . .............cc00ee s G0 100 mL
Soluc3o 2:

Nitrato de potédssio (KNO3) ................%0 10 g
Agua desionizada ............i i im . - 100 mL
Solucgd@o 3:

Sulfato de magnésio (MgsSQ,.7H0) .40 .......0.. 3 g

Agua desionizada ................% . ... N 100 mL
Solugéo 4:

Fosfato de potéssio bibdsico (K,HPO4) ... .. 4 g
Agua desionizada ............ L ey - 100 mL
Solucdo 5:

Sulfato de célcio (CuSO4.5H0) ... .......... 30 mg
Molibdato de amOnia [ (NH,)gMoyO24.4H0] ...... 60 mg
Sulfato de zinco (2ZnSO4.7H20) A . ... ... 60 mg
Cloreto de cobalto (CoCls.6HO3 .~ ............ 60 mg
Nitrato de manganés [Mn(NO3)53.4HpQ} .......... 60 mg
Acido citrico (H3CgHsO7 .H30) ... A0 ...... IR 60 mg
Acido bdérico (H3BO3) .... Wl . . ..o 60 mg ]
Agua demionizada .. a0 e ....1 000 mL
Solucdo 6:

Citrato de ferro (CgHsFeOn,.B5H,0) ............. 1,625 g
Sulfato de ferro (FeSO4.7H0) ....... e .. 0,625 g
Cloreto de ferrg (FeCl; . 6H40) ................ 0.625 g
Agua desionizada ). ... L L 1 000 mL
Solucg3o 7:

Bicarbonato de s6dio \{(NaHCOz) ............ ..., 15 g
Agua desionizad@mme. b - - o 1 000 mL

E-2 Preparo do meio/de cultura
Em 994 mL de Agua desionizada adicionar:

SoluG8o 1 L A e e e e i mL
Solugdo 2 . B A e e e 1 mL
Solugdo B .« Ll e e e e 1 ml
Solugdol 4 " ... W o e e e e e 1 mL
SolUuGEO B L i e e s e e e e s 0.5 mL
Solugao 6 Lo d i s e e s e e 0.5 mL
Solugdo 7 £ . e e e e e e i mL

Se necessgédrio, ajustar o pH dessa solugdo com HCl ou NaOH 1N

+ 0.1.

por 15 minutos-slitro.

para 7.1

Distribuir o meio de cultura em frascos e autoclavar a 121°C

ZANEXO F
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ANEXO F -~ PREPARO DE ALIMENTO COMPOSTO

F-1 O alimento composto é preparado com dois ingredientes
digsoclvidos em 4gua: ragdo para peixe e levedura. Esse alimento, se
fornecido diariamente junto com uma suspensdo algdcea (ver Anexo D),
fornece uma nutrigio adaequada a estes organismos,

F-1.1 Racd3o para peixe digerida

Adicionar 5 g de racdoc em 1000 mL de &gua destilada. Deixar essa
golucio sob aeracgio continua. por uma semana. Durante esse periacdo.
completar o volume de dgua para compensar a perda de Agua evaporada.
Deixar sedimentar por algumas horasg, filtrar o sobrenadante em reds
de plancton de aproximadaments 45 pm ' e descartar material
gpedimentado. Essa solug8o deve ser combinada em partes iguais com a
de levedura., e o restante deve ser congelado a -20°C. em peqgusenas
porcSes. em frascos de 200 mL devidamente etiquetados, gque serdo
descongelados para o preparo de cada lote de alimento.

F-1.2 Preparo da levedura

Adicionar 1.0 g de fermento biolédgico =eco em 200 mL de A4&gua
destilada. Deixar sgob agitacdio até dissolugdo total (x 5 minutos).
Essa solugso deve ser preparada no momento do preparo do alimento
composto.

F-1.3 Preparo do alimento composto

Para o preparo do alimento, misturar partes iguais das =olugles
descritas nos itens F-1.1 e F 1.2, Esse alimento pode ser utilizado
por um periodo méximo de uma semana. se conservado em geladeira.

F-2 Controle do alimento

Recomenda-se que seja determinado, periodicamente, e a cada novo lote
de alimento composto preparado, a guantidade de sdélidos em suspensdo
do alimento composto. Paral tanto. "0, seguinte procedimento deve ser
seguido:

F-2.1 Secar em estufa seis recipientes vazios de papel de aluminio
2 100°C por uma hora (Pyl P2 WBR3. Py. Pg. Pg).

F-2.2 Esfriar em dessecador por dez minutos e pesar, anotando osg
valores até quatro casas decimais.

F-2.3 Adicionar Y0 mkpdo alimento, dsvidamente homogenelzado, em
trés dos recipientes de papeljéd pesados.

F-2.4 Evaporar /em estufa os seis recipientes até a secura total,.
por 24 horas a J00°C.L Os .trés recipientes restantes serviro como
controle.

F-2.5 Esfriar em dessecador por dez minutos e pesar novamente
(P'y. P'2, P'asaP'y. Phglt P'g).

F-2.6 Calcular a__diferenga de peso entre valor inicial do
recipiente /vazio/ @ o final.

F-2.7 Calcular a média de peec dos recipientes contende alimento
(Ba) ® controle (Bc).
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F-2.8 Subtrair a média da diferenga de peso dos recipientes-
controle (Bc) da média de peso das amostras de alimento (Ba). Dessa
forma. obtem-se o peso seco do alimento (B).

r-2.9 Calcular o pego seco do alimento por mililitro ou o teor de
sdlidos totais em suspensdio.

A = peso seco do alimento/mlL ou teor de sélidos totais em suspefisfo/mL
F-2.10 Expressar o teor de sélidos totais em suspensdo em mg L.

F~2.11 O teor de sdélidos em suspenséo do alimento preparado deve
estar na faixa de 1.7 - 1.9 g sdlidos L.

7/ANEXO. G
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