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Anexo

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo paral determinar, pelo sistema semi-es
tatico, a concentracao de efldéntes liquidos industriais ou domésti
cos, de éguas continentals) superficiais ou subterraneas e de substég
cias quimicas soliyeis em agua que causa letalidade a 50% dos orga
nismos expostos, gpeixes de égua continentaisl, nas condigoes estabe

lecidas de teste.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacgdo desta Norma € necessario consultar:

- NBR/9897/87f = Plane jamento de amostragem de efluentes liquidos
e corpos receptores

- NBR 9898/8%.- Preservagao e técnicas de amostragem de efluentes
liquidos e corpos receptores

—~ CETESB 15.017. - Analise estatistica dos resultados de testes de to

xicidade aguda.

1 0 metodo tambem se aplica a peixes marinhos, desde que sejam estabelecidas condigoes de manutengao
e teste, adequadas a estes organismos.
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-~ CETESB L5.018 - Teste de toxicidadé aguda com’ Daphnia similis

Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea).

3 DEFINICOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.10.

3.1 Agente toxico

Substancias ou outros materiais, tais como formulagoesy efluentes 1i
quidos e aguas continentais, que podem causar efeitos deleterios quan

do em contato com o8 organismos-teste.

3.2 Agua de diluigao

Agua utilizada para a manutengao dos peixes e parala nealizagao dos

ensaios.

3.3 Agua de manutencgao

Agua utilizada para a manutengao e cultivo dos peixes.

3.4 Concentragéo letal inicial mediana - CL(E)50; 96 h

Concentracgao nominal do agente toxieo, na inileio do teste, que causa
efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos-teste em 96 horas de

exposicao, nas condigoes do test®e.

3.5 Efeito agudo

Efeito deleterio causado por agentes toxicos a organismos vivos num

curto periodo de exposigao.

3.6 Organismo-teste

Organismo utilizado no teste@@mtoxicidade: peixes da familia Chara

cidae..

3.7 Solugoes-estodue

Solugoes do agente toxieo em diferentes concentragoes a partir das

quais sao prepafadas as solugoes-teste.

3.8 Substancda de/réferencia

Substancia quimiga utilizada para avaliagdo da sensibilidade do orga

nismo-teste.

3.9 Solugoes-teste

Solugoes finais do agente toxico, nas quais sao colocados os organis

mos-teste.

3.10 Teste de toxicidade
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Metodo utilizado para detectar e avaliar a capacidade inerente do

agente toxico em produzir efeitos deletérios em organismo vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

4.1 Este metodo consiste na exposigao de peixes de determinada €es
péecie a varias concentragdes de um agente toxicogmpor um periodo - de
96 horas, nas condigoes prescritas nesta Norma. Tal procedimento per

mite determinar a CL(I)50; 96 h do agente toxico em)teste.
4.2 0 método é executado em duas etapas:

a) teste preliminar, que permite estabelecer ofintervalo de con
centragoes a ser utilizado no testeldefinitivo;

b) teste definitivo, que permite determinarha CL(I)50; 96 h.

N

.3 O sistema semi-estatico & recomendado parali§ubstancias que cau
sem elevada deplecdo de oxigeénio, volatedsd instaveis no meio aquoso
e aquelas de baixa solubilidade. Egrecomendada, sempre que possivel,

a analise quimica das substancia$§ testadas.

S5 _APARELHAGEM

5.1 Balanga.analitica.

5.2 Baloes volumétricos.

5.3 Banho-maria.

5.4 Condutivimetro.

5.5 Medidor de oxigénio digsolvido em agua.

5.6 Medidor de pH.

5.7 Pipetas volumétpicas.

5.8 Recipiente=teste (aduarios de vidro bu conforme Figura 1).
5.9 Titulader,para determinagéo de dureza total em éguas.

5.10 Aqudrios /de_100 litros.

Nota: Todopmaterial que entre em contato com a substancia-teste de

ve ser- guimicamente inerte, preferencialmente de vidro.

6 EXECUCAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes

Todos osxéégentes utilizados na execugao do teste devem ser de grau
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analitico.

6.1.1 Bicarbonato de sodio, NaHCO4.

6.1.2 Cloreto de potéssio, KC1.

6.1.3 Dicromato de potassio, K,Cr,0,.
6.1.4 Formaldeido a 4%.

6.1.5 Solugado de acido cloridrico 1N.
6.1.6 Solugao de hidroxido de sodio 1N.
6.1.7 Sulfato de calcio, CaS0,.2H,0.

6.1.8 Sulfato de magnésio, MgSO4§7HéO;

6.2 Lavagem de materiais

6.2.1 A vidraria nova, a ser utilizada em)testes dévtoxicidade, dg

ve ser lavada com detergente e enxaguada com égua de torneira, ace

tona pura, solugao de acido nitrico 5%.e. com agua destilada.
g

6.2.2 A vidraria, a ser utilizada em testes de toxicidade, deve ser
previamente lavada com soh@Sés\édequadas para remogao dos contaminan
tes especificos e enxaguada com égua destilada. Para a lavagem da vi
draria seguir a Norma NBR 9898/8%7=n

6.3 Agua de diluigao

Agua reconstituida ou naturalleom durgza total de 40 a 48 mg/L  em

CacCo pH 7,2 a 7,6 e condutividadegde aproximadamente 160 pS/cm.

3’

6.3.1 Preparo de agua reconstituida

6.3.1.1 Agua destilada Gu de31on1zada com condutividade igual ou me

nor que 10 uS/cm, isgnta de contamlnantes.

6.3.1.2 Solugao 1

Sulfato de e@lcio (as0,.2H,0)...cvvueiieneinneenn. . 1,5 g
Agua bidEsionizada ou destilada.....eveeeeeeeeees.. 1000 mL

6.3.1.3 Solugao 2

Cloretoyde potassio (KCl)useeevesrernsosnsnenenees 0,2 g

Bicarbonatépde sodio (NaHCOgz) ¢ evuvevvnnnnveeennnns 4,8 g
Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0)...vvveneeerennes. 6,1 g
Agua bidesionizada ou destilada....ceveeeoeroess «.. 1 000 mL

6.3.1.4 Preparar a égua de diluigao adicionando 20 mL da solugao 1

e 10 mL da solugao 2 em 970 mL de agua destilada ou desionizada.
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6.3.1.5 Anota-se o numero do lote da égua, na ficha de controle (ver
Figura 1); introduz-se aeragao durante pelo menos 24 horas, para a

solubilizagao e manutencao da saturagao de oxigenio dissolvido e pH.

Recipiente teste

Banho-mariz

FIGURA 1 - Detalhe do recipiente-teste

6.3.1.6 Antes/{de qualquefyuso, registram-se os teores de oxigénio
dissolvido, pH, @endutividade e dureza total. Caso o pH esteja fora
da faixa de Z@2 a 7,6pfeste podera ser ajustado com solugoes de aci
do cloridpico, HC1 1N ou hidroxido de sodio NaOH 1IN. Apos o acerto
de pH, a égua nao deve ser mais aerada. Se a dureza estiver fora da
faixa de 407a 48 mg/L CaCOg,,
lote deve ser préparado. Todos esses dados devem ser registrados na

esta agua deve ser desprezada € um novo

ficha de controle de preparo do lote de égua (ver Anexo A).

6.3.2 Preparo da égua natural

6.3.2.1 Agua natural superficial ou subterranea filtrada em rede de

plancton com malha de 30 & 45 um nao contaminada;;e de qualidade cons
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tante, isto é, as variagoes mensais de dureza, alcalinidade e conduti
vidade devem ser menores que 10% de suas respectivas medias e a.varia

gao mensal do pH deve ser menor que 0,7 unidades de sua media.

6.3.2.2 Caso seja necessario, ajustar o pH da égua com solugoes 1N
de HC1l ou 1N de NaOH.

6.3.2.3 A dureza total da agua deve ser ajustada, Se necéssario, com
as solugoes n? 1 e 2 (ver item 6.3.1.2 ¢ 6.3.1.3). Para of ajuste, cal
cular os volumes das solugoes 1 e 2 a serem adicionados) consideran
do que para cada miligrama de dureza a ser aumgntada deve=se acres
centar 0,5 mL/ da solugao 1 e 0,25 mL da solug@o 2. Exemplo:

. dureza da égua natural = 4,0 mg/L em CaCOS.

. dureza desejada = 40,0 mg/L em CaCo,

18 mL
mL.

. volume da solugao 1 a ser adicionade €myiy000 mL

]

i
©

volume da solugéo 2 a ser adicionado em 1 OO0 mL

6.4 Organismo-teste

6.4.1 Os peixes utilizados no teste podem ser: Cheirodon notomelas,

Hemigrammus marginatus, Poecilia reticulata ou outras espécies per
tencentes a familia Characidae de sen@ibiliflade semelhante as espé
cies indicadas. s

6.4.2 Os organismos devem pertencer allotes homogeneos e de mesma

idade, mantidos em laboratorio) (ver Anexo B).

6.4.3 O tamanho e a massa dos organismos determinarao as dimensoes
do recipiente-teste (ver 5.8),h0 qual deve comportar um volume de so
lugao-teste que permitagpmanter a relagao de, no maximo, 1,0 grama de

peixe por litro de solbucao-teste.

6.4.4 Os peixes devem ser mantidos em aclimatagao por uma semana,
antes do inicio dd teste, em aquérios com: volume apropriado, tubo

de vidro para aeracao, aguetedor e termostato, se necessario.

6.4.5 A aclimltacao se inicia pela troca paulatina de agua de manu

tengdo pela dgua dé @iluicao (metade do volume do aquario nos 3 pri
meiros dias), ate que, 48 horas antes do inicio do teste, os peixes

estejam em 100% deagua de diluigao.

6.4.6 Os individuos com malformagoes ou doentes devem ser descarta
dos, sendo aceita uma mortalidade de até 5% do lote nas 48 horas“prg
cedentes ao inicio do ensaio. Quando a mortalidade do lote estiver
entre 5% e 10%, verificar as possiveis causas e, se necessario, sub

meter os peixes a tratamento para posterior utilizagéo (ver Anexo B).
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6.4.7 A alimentagéo dos organismos deve ser interrompida 24 horas

antes do inicio do teste. .

6.5 Sensibilidade dos organismos-teste

6.5.1 Deve ser avaliada a sensibilidade de cada lote de peixe: colg'
tado, atraves da determinagao da CL(I)50; 24 h, nas condigoes estabe
lecidas nesta Norma, com uma substancia de refefenciamtal. como o di

cromato de’potassio (K2Cr207).

6.5.2 0 valor da CL(I)50; 24 h obtida deve estar compreendida num

. + . ~ ~ o
intervalo de = 2¢ (o = desvio padrao) em rglacaoc @es védlores medios

anteriormente obtidos para a mesma espécie.

6.6 Amostragem

Para a coleta de amostras de efluentes liquidos e aguas de corpos re
ceptores deve-se seguir a NBR 989?/87. Os frascos devem ser totalmen
te preenchidds,  com a amostra, de maneira a evitar a presenga de ar
nos mesmos. O teste deve ser realdZado o mais rapido possivel, nao
excedendo o periodo deﬁ6 horas gcontadas “aypartir do inicio da coleta.
Na impossibilidade ‘de ser obedegido este /[intervabo de tempo, a amos
tea devera ser mantida, a;xxﬁir do, momento da coleta a 4OC, - durante

um periodo de, no méximo, 36horas .

6.7 Preparo da amostra

6.7.1 Antes do preparo dajamostra e importante ter conhecimento so

bre as caracteristicas @isicaggmguimicas e toxicologicas da substan
cia a ser testada, com o propésito de tomar os cuidados necessarios

no manuseio da mesma.

6.7.2 O preparo/das solugSes e todas as etapas do teste devem ser

realizadas em ambiente isento de vapores ou poeiras toxicas e a tem
peratura ambiente (283 * 12c). Quando necessario, as amostras de eflu
entes 1iquidos e dguas gdontinentais devem ser colocadés para decanta
gao dos solddes, em suspensao, por duas horas. Apos este periodo, reti
ra-se comfum sifao_a porcao mediana da amostra, sendo que essa por

¢ao seraflutilizada no teste.

6.7.3 SolucaoRestoque

6.7.3.1 Esta solugao deve ser preparada, dissolvendo-se uma quanti
dade conhecida do agente toxico num volume definido de agua de dilui
gao.

6.7.3.2 Solugaes—estoque, com concentragaes abaixo de 100 mg/L, de

vem ser preparadas por diluigao- em serie, a partir de 100 mg/L  ou
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1 000 mg/L de solugao-estoque.

6.7.3.3 0 preparo da solugao-estoque deve ser diario, com excegao

dos casos em que a substancia seja comprovadamente estavel, sendo que

em tais casos-e recomendavel o preparo a cada dois dias.

6.7.3.4 Substancias de baixa solubilidade podem ser dissolvidas ou

dispersadas por intermédio de aquecimento ou solventel(WerpAncxo C),

- desde que a concentragao final destes nao ultrapasse OJLmEﬁ40u(L1 g/L

na solugao-teste de concentragao mais elevada no teste. Nos casos do
emprego de solventes, devera ser preparado, alemfdo recipiente contro
le com agua de diluigdo, um outro recipiente gom agua de diluigdo e

com a maxima concentragao do solvente utilizado.

6.7.4 Solugoes-teste

As solugoes-teste devem ser obtidas pela dissolugdélda solugao-esto
que em éguas de diluigao, guardando-se as dewidas proporgoes para ca

da concentragao estudada.

6.8 Procedimento

6.8.1 Selecao das concentragoes de lexposicao

Recomenda=se utilizar os intervalos 1ogaritmicos na escolha das solu
gSes—teste a serem utilizadas mos testes. Na Tabela 1 constam exem
plos que podem ser utilizados nos testes preliminares e definitivos.
Cada intervalo de concentragaes pode ser adaptado de maneira a se ob

ter a faixa escolhida. Para)tantoldeve-se mudar a virgula decimal.

TABELA 1 - Intervalos de comncentragoes em escala logaritmica

Para testeydefinitivo
Para teste prediminar
1 2
1040 5,6 10,0
32,0 " 10,0 13,0
100y,0 /18,0 18,0
320,0 ~32,0 , 24,0
1 000,0 . " 56,0 32,0
+100,0 42,0:-
~180,0 56,0
320,0 19041
L R 3.0
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6.8.2 Teste preliminar

6.8.2.1 Seguindo o procedimento descrito em 6.7.3 e 6.7.4, deve-se
preparar cinco ou seis solugoes-teste do agente toxico a ser estuda
do, fazendo uso do intervalo de concentragoes apresentado na Tabela
1.

6.8.2.2 As solugoes devem ser preparadas e mantidasifios recipien
tes-teste (ver Figura 1). Alem dessas solugoes, deve+Se utilizar um
recipiente~teste como controle (somente égua de diluigao) e, no caso
do uso de solventes, ‘sera necessario um congbole adicional (ver 6.7.3.4).
6.8.2.3 Os recipiéntes deverao ser mantidos em banho-maria a tempe
ratura de 23,0 t 1OC, nao havendo necessidade,de aeragéo constante,
salvo nos casos onde o oxigénio dissolvido (0.D.) apresentar valores

abaixo de 40% de saturagao.

6.8.2.4 Serao colocados cinco peixes em'edda solucao-teste:, inclusi
ve no controle. Estes peixes devemgestar aclimatados‘(ver 6.4) e a
colocagao destes nos recipientes-teste deve seguir o descrito em
6.8.3.3 ¢ 6.8.3.4. A massa total dosforganismos nao deve -exceder a

relagao de 1,0 grama por litro de, solugao-teste.

6.8.2.5 A duragao do testeg@éPande 96 horas preferencialmente, po
dendo, em caso de urgéncia, ser realizado em 48 horas. Durante o pe
riodo do ensaio preliminar nao ha necessidade de renovagao da  solu

gao-teste.

6.8.2.6 O registro dos valores de temperatura, pH, condutividade e
dureza total devem ser efétuadas no inicio do ensaio e, se possivel,

no final (ver AnexXo D).

6.8.2.7 Quantojfaos peixes, deve-se anotar qualquer comportamento anor
mal e os organdsmos/morto& devem ser retirados e anotados (ver Anexo
D)o

6.8.3 Teste definitiwve

6.8.3.1 /Serao/seélécionadas 5 ou 6 concentragoes do agente toxico,
de acordo@em(6.8.1, aléem do controle. A selegao destas concentra
goes sera orientada pelo intervalo de concentragoes, definido no tes
te preliminar, delimitado pela menor concentragao na qual se obser
vou mortalidade de 100% dos organismos e pela concentragao mais ele

vada na qual nao se observou letalidade dos organismos.

6.8.3.2 As solugoes-teste devem ser preparadas nos reéipientes—te§

te (ver Figura 1), conforme 6.7.3 e 6.7.4, em volume apropriado para
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esses recipientes. Alem dessas solugSes, deve-se utilizar um recipien
te-teste como controle (somente égua de diluigao) e, no caso de uso

de solventes, sera necessario um controle adicional (ver 6.7.3.4).

6.8.3.3 Quando a temperatura das solugoes teste atlnglr 23,0 = 1 C

deve ser 1n101ada a colocagaé “dos pelxes nos reéiplentes Zteste; A tem
peratura da agua do aquarlo de achﬂetaxm deve estar prox1ma daquela
das solugoes-teste, nao devendo a evehfual diferenca“de - temperatura

exceder 2°C.

6.8.3.4 O aquério de aclimatagao deve estar préximo 2a0s recipien
tes-teste e a transferencia dos organismos devé ser efetuada por meio
de pugé de "nylon". Os peixes que acidentalmente cairem fora do reci

piente-teste deverao ser descartados.

6.8.3.5 Serao colocados, no minimo, dez peixesiempeada solugéo—te§
te. Os peixes devem ser colocados aos poucos), €m um numero nao supe
rior a 20% do total previsto para cada recipiente. A colocagao dos
peixes deve ser realizada ao acaso, gendo gue todos os recipientes
devem ter recebido igual porcentagem de organismos antes que a pré
xima etapa de colocagao de peixes se\inicie,/e assim por diante, ate

que o numero total de individuos por ‘récipifente se complete.

6.8.3.6 A massa total dos organismos nao devé exceder a relagao de

1,0 grama por litro de solugao-teste:.

6.8.3.7 Caso o oxigénio dissolwido, nas solugaes—teste, ~napresente
valores abaixo de 40% de saturacao, deve-se utilizar aeragao artifi

cial,

6.8.3.8 As solugoes-testelldevem ser renovadas a cada 24 horas ate
o final do teste. Este procedimento pode ser efetuado, preparando-se

novas solugoes-teste e transferindo-se os peixes para estas.

6.8.3.9 O pH, condutiwvidadel e temperatura devem ser medidos e regis
trados a cada 24gheras, @té o final do teste, em todas as concentfg
goes (ver Anex0 E). Outras variaveis, como oxigénio dissolvido (0.D.),
dureza totalfe, selpossivel, analise quimica das solugoes-teste, de
vem ser verifieddas ao menos na concentragao mais baixa,y\natinﬁermg
diaria e na mais elewada, sendo essas medidas efetUadas,serpossivel,
a cada 24 horas (ver Anexo E). Todas as determinagoes fisico—quimi
cas citadas podem ser efetuadas na solug5es—estoque, caso haja neces

sidade (ver Anexo E/verso).

6.8.3.10 A letalidade observada ao longo do teste deve ser anotada
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apés 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas de observagao (ver Anexo E), sendo
que o0s peixes mortos devem ser retirados por sifonamento com um tubo

de vidro. Qualquer alteragao de comportamento dos peixes deve ser re

gistrada.
6.8.3.11 Os peixes devem ser pesados e medidds»apés a remogao do
recipiente-teste ou colocados em solugao de fordabdeido a 4% , para

posterior obtengao dos dados biometricos (wver Anexo F).

7 RESULTADOS

7.1 Calculo da CL(I)SO0

0 calculo da CL(I)50 e seu intervalo de confianca (P = 0,05) deve ser
efetuado conforme os metodos estatisticos utilizados para este fim
(ver obras citadas em H-2 a H-5 e CETESB L5,017)s

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A CL(I)50 e seu intervalogde confianga (P = 0,05) devem ser
expressos em % para efluentes liquidos e égua superficiais e em mg/L

para substancias quimicas (ver Bnexo G).

7.2.2 Quando as médias dos resultadesgidas analises quimicas das so
lugoes-teste, realizadas ad lTongohdo teste, nao difgrirem em mais de
20% das concentragoes inifiais, a @oncentragao letal a 50% dos orga

nismos pode ser designadafleomo CL5Q, ao inves de CL(I)50.

7.3 Validade dos resultados

Os resultados devem ser considerados validos se os seguintes requisi

tos forem atendidos:

a) a concéntragéo do oxigenio dissolvido, medida nas solugoes-
-teste / devel ser pelo menos 40% do valor de saturagao;

b) a mortalidade e/ou proporgao de peixes de cdmportamento anor
mal no contPoelel nao deve exceder 10%; '

¢c) a GL(I)BO; 24 h da substancia de referéncia deve estar proxi

ma dos/valores obtidos previamente para a especie em estudo.

7.4 Relatorio

Devem constar no relatorio do teste as seguintes informagoes:

a) método utilizado;
b) identificagao do agente toxico;
c) o procedimento de preparo de amostras, solugao-estogue €7 sQ

lugao-teste;
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d)

e)

)

g)

h)

todos os dados biolégicos (ver Anexo F) e fisico—quimicos‘pg
ferentesap teste, inclusive relagao entre a massa dos Lrorga
nismos por volume de solugao-teste, expressa em gramas de pei
Xxe  por litro;

o resultado do teste expresso em CL(I)50 ou CL50 e seus res
pectivos intervalos de confianga (P = 0,05), se possivel, pa
ra 24, 48, 72 e 96 horas e o método estatis

a concentragao minima do agente toxico letal » dos orga

teste:e -qualquer efeito exteprno-produz
estudado;

qualquer alteragao dos pr*ocedime‘vos nesta Norma.

/ANEXO A
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ANEXO A - REGISTRO DE DADOS DA AGUA DE DILUIGAO
Condutividade a . -
Lote] Quanti WS/ca pH oureza |~ 0D Substancias adicionadas (mg) Re'spo_rl
Data . ’ savel
dade . . {(mg/L. ]| (mg/L) | CaSO4. | MgSO,.
| ne w) Antes | Apos [Antes |Apos CaC03) 240 7H2 KCl NaHCOB .

2

FIGURA g-— Modelo de ficha de controle de agua de diluicao
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/ANEXO B
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ANEXO B - MANUTENCAO DE PEIXES EM LABORATORIO

0 método descrito a seguir refere-se & manutengio de espécies - de
peixes da familia Characidae, que sae capturadas na populagao na
tural.

B-1 Coleta de organismos

'B—l.l Os mananciais para captura de peixesgdevem estar, preferen

cialmente, isentos de quaisquer contribuigSeS'antropogénicas.

B-1.2 Os peixes devem ser capturados d¢eompauxilio de pugas de
'nylon" e colocados em recipientes (sacos plésticos ou outros) que

. contenham a égua do manancial. Nao semaeenselha ©.uso de redes de
emalhar.

.B-1.3 Os organismos devem ser transportados para o laboratorio nos
recipientes escolhidos, sendo ngbessapia a lintrodugao de aeragao
artificial na agua durante o tpanspofte. No laboratdrio, apos a es
tabilizacao da temperatura entre a agua /de manutengao e a do manan
cial, colocam~-se 0os peixes em recipient@s que contenham 50% de cada
uma das aguas citadas. Apo§ 24 Horas da chegada dos peixes ao labo

ratorio, deve-se manter ¢s peixes'em 100% de égua de manutencao.

B-2 Agua de manutencao

B~-2.1 A égua utilizada para manutencao de peixes pode ser de manan
ciais de boa;qualidade“ou mesmo, ‘desclorada da rede;pﬁblica de abas.
tecimento. Recomenda-se o'ensaio de.viabilidade (CETESB L5.018)quan-
do for usada agda desclorada. ' ’

B-2.2 A agua/de manutengdo deve.ser renovada, no minimo,
_uma vez a cada seffe diads, nos casos em que nao se dispoe de  fluxo
continuo deffagiha. ‘ :

B-3 Relatao entréll@massa dos organismos e o volume de égua

Deve ser mantida uma relagao entre a massa dos organismos e o Vvolu
me d'égua dos kecipientes de, no maximo, 1 grama de peixe por litro

de agua de manutengao.

B-4 Alimento
Os organismbs,devem ser alimentados com ragoes destinadas a essa

finalidade, sendo necessario o conhecimento da origem da ragao bem
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como os teores minimos de seus componentes. As quantidades de ali
mento a serem fornecidas aos organismos devem obedecer as’ indica
goes do fabricante.

B-5 Condigdes de manutencgao

B-5.1 O local destinado a manutengao de peixes deve ser limpo,

isento de vapores toxicos. Deve-se evitar o transitepcontinuo’neste
local: Qs peixes devem ser mantidos a temperatura de 28 y 1°C, e
"sob.uma_intensidade luminosa de 600 lux e fotopemiodo dehll  horas
de luz. ’ i ' :

B-5.2 'os peixes podem ser mantidos em aquarios de vidro ou em cai
xas d'agua revestidas internamente com tinta epoxil,.

B-6 Tratamento e profilaxia de doencas em,peixes

B-6.1 A.manutengéo‘de peixes em laboratoriorequer alguns cuidados
quanto as boas condigoes das espécies a seremutilizadas nos testes
de - toxicidade. Na Tabela 3 sao sSugeridos dlguns tratamentos pa
, ra‘erfadicar ou prevenir doengas em peixes.,

'B-6.2 Todos os tratamentos sugeridos devém ser efetuados em reci

pientes separados dos de manutengao; 'sendo que, - apés o -tratamento -

0s peixes devem retornar a estes ultimes.

B-6.3 Os peixeslsubmetidos atratamento podem ser utilizados, emA

testes de toxicidade, 14 dias apos © término do mesmo. .
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‘TABELA 3 - Tratamentos recomendados para doengas

de peixes

Substancia Concentragao (A) Duracao do
Doencga _ ¢ . .
quimica (mg/L) tratamento.
Terramicina (hidro
) cloreto de oxitetra | | .
Bacterias ¢iclina, solivel em 25,0 30=60,minutos
agua |
extemas - -
Penicilina G procai ' :
na : ( 3 my/378,5 L) : 48-72 horas
Formalina 25050 até 60 minutos
Tremato?os P?nnanganato de po 2,0-6,0 30-60 minutos
monogeneticos, tassio '
fungos e Cloreto de sédio | 14'099-30 000 5-10 minutos
protozoarios 2 00024 000 indefinidamente,
exﬁernos (B) ' com minimo de
24 horas
Verde de malagquita 2,0 até 6 horas

oxalato

' (A) - Ingrediente ativo
(B) -0 tratamentocontratremétodos e protozoérios deve ser repeti

7do ate que o0s sinals da doenéa desaparegam.

" JANEXO C
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/ANEXO C
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 ANEXO C - SOLVENTES RECOMENDADOS

EM TESTES DE TOXICIDADE AGUDA'

Solventes inorganicos (*)

Solventes orgénicos

Acido cloridrico
Acido nitrico |
Hidrdxido de potassio
Hidréxido de sddio
"Acido sulfurico

() No emprego desses solventes,
lugoes ~teste preparadas.

‘Dimetilfo

Trietileno '
Metano

Acet

v ficar o pH das so

O

/ANEXO D
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/ANEXO D
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ANEXO E - REGISTRO DE DADOS DO TESTE DEFINITIVO

"OrganismOrteste: ‘ Sistema do testes__
Substancia-teste: Infeio do teste s/ [ __, __ horas
Concentragao da solugao-estoque: ‘ ) _Térnino.do teste :__/__/__. L horas
Hétodo do teste: - ‘ : Tecnico responsével:

Concentiagio » . Periodo de observacoes (k) Media
da substancia Observagoes das
teste (nominal) o | 2 48 72 96 variaveis

1. N2 de peixes mortos
\' ' 2. Condutividade (pS/cm)
Frasco I 3. Temperatura (°C)
‘ 4. pH
{...ppm) . 5. Oxigenio dissolvido(mg/L)
6. Dureza total (mg/L em CaC03)
7. Concentragao real
1. N2 de peixes mortos
2. Condutividade (us/cm)’
. Frasco II 3. Temperatura (°C;"
4. ph
(...ppm)' | 5. Oxigenio dissolvido {mg/L)
. 6.0ureza total (mg/lfem CaC03)
7. Concentragao real
1. N2 delpeixes, mortos
2. Condutividade {uS/cm)
Frasco V 3. Temperatupa (°C)
| 44 pH
(..;ppmj' 5. Oxigenio disgolvido (mg/L) ' ' ' ' R
6.Dureza total (mg/L em CaC03)
7. Concentragao. real

FIGURA 4 - Modelo de ficha para registro dos dados do teste defini

vo (frente)
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Dados pré—teste

-~ Kqua de aclimatagao

pH =
Condutividade = usS/cm
Temperatura = °c

Dureza total

ng/L em CaCO3
0.0. = sg/l

Solugao-estoque

- Preparo da sol-estoque: ng em litros de Hy0"de diluigao

- Concentragao final de ng/L preparada por en

- Lote de égua n? foi usado: pH = ; Condutividade = uS/cm;
Temperatura = oC; Dureza total = em CaC033) 0.D.= mg/L.

- Analise da solugao-estoque: ng/L.

Solugao-teste

Concentragoes Volume de sol-estoque para:

(mg/L)

litros litros

Observagoes:

FIGURA 5 - Modelo de ficha para registro dos dados do ensaio defini

tivo (verso) , -

/ANEXO F
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ANEXO F - REGISTRO DOS DADOS BIOMETRICOS
Biometria
Organismo-teste:
Substancia-teste:
Concentragao . Massa Conprinento Qgx)
' Peixe n?
(mg/L) (q) Total Padrao
1
2 .

s W ,1§,
3 El=
4 ol &
Bl 8.
5 3 e
5. L] ﬁ 1§A
= 8=
7 ~ -~ Q.
) S 81 -8
8 3| gl s
[ =3 e
9 © < ¢
(7] [~% [«%
S sl S
10 = PxY =S

1
2 ]
| o~
. 3 = .Ev_ E
4 o I
- e R
5 gl e
" IR -4
[ ol <
i
7 < < Q [=]
=] B
8 gl 2| 2
s s| g g
10 3 8l 8

FIGURA 6 - Modelo de ficha para registro dos dados biométricos
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ANEXO G - REGISTRO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO TESTE DEFINITIVO

Organismo~teste: ' : Sistema .do teste:

Substancia-teste:

Concentragao Ne acumulado»de.orgaﬁismos mortos em:
nfl 2 h 4B h 72h 96 h
o0 _
(.g/L) ‘ i ase LE N ] .-.Q ee s
Intervalo ees oo ‘ aee e
de a ' a o a ‘ . a
confianga .. vee ~ ves k .es
(95%) ' '

FIGURA 7 -..Modelo de ficha para registro dos resultados obtidos

teste
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