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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o me todo para determinar, pelo sistemaestético,
a concentragao de efluentes Piquidos industriais ou domésticos, de
aguas continentais superfiiciais ou subterraneas e de substancias qui
micas soluveis em égua que ‘@ausa letalidade a 50% dos organismos ex
postos, peixes de éguas continentaisl, nas condigoes estabelecidas de

teste.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagaogdesta Norma e necessario consultar:

- NBR .9897/87 - Planejamento de amostragem de efluentes liquidos
e corpos receptores.

- NBR 9898/87 - Preservacao 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 toxicidade aguda com Daphnia similis

Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea)

3 DEFINIGOES

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

3.1 Agente toxico

Substancia ou outros materiais, tais como formulagoes;,jefiuentes 1i
guidos e éguas continentais, que podem causar efeitos deletérios:qu@g

do em contato com os organismos-teste.

3.2 Agua de diluigao

égua utilizada para a manutengéo. dos s .peixes e pabra realizagao dos

ensaios.

3.3 Agua de manutengao

Agua utilizada para a manutengao e cultivo dos \peixes.

3.4 Concentragao letal inicial mediana - /CL{E)50; 48 h

Concentragao nominal do agente toxito, no infleio do teste, que causa
efeito agudo (letalidade) a 50% dos organisMos-teste em 48 horas de

exposicao, nas condigoes do teste.

3.5 Efeito agudo

Efeito deleterio causado por agentes téxicos a organismos vivos num

curto periodo de exposigao.

3.6 Organismo-teste

Organismo utilizado npo testeldegytoxicidade: peixes da familia Chara

cidae.

3.7 Solugoes-estodue

Solugoes do agente toxieco em diferentes concentragoes a partir das

quais sao prepafadas as solugoes-teste.

3.8 Substancia.: d¢ Peferencia

Substancia quimica utilizada para avaliagao da sensibilidade dos or

ganismos-teste.

3.9 Solugoes-teste

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

mos-teste.

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

te toxico em produzir efeitos deleterios em organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

4.1 Este metodo consiste na exposicao de peixes, de determinada es
pécie, a varias concentragoes de um agente toxigegper.um pericdo de
48 horas, nas condigoes prescritas nesta Norma. Tal procedimento per

‘mite determinar a CL(I)50; 48 h do agente toxico em)teste.
4.2 0O método e executado em duas etapas:

a) teste preliminar, que permite est@belecer o] intervalo de con
centragoes a ser utilizado no teste @efinitivo;
b) teste definitivo, que permite determinaria CL(I)50; 48 h.

4.3 O sistema estatico é recomendado ‘para susbté@ncias que nao causem
elevada deplegao de oxigénio, nao volatedsh estaveis no meio -aquoso
e aquelas de baixa solubilidade. Egwecomendada, sempre que possivel,
a analise. gquimica  das substancifas testddas.

5 APARELHAGEM

5.1 Balanga analitica.

5.2 BalGes 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=ateste (aquérios retangulares de vidro ou conforme Fi
gura 1).

5.9 Titulador para determinagao de dureza total em éguas.
5.10 Aquariog de 100 litros.

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

ve ser quimicamente. inerte, preferencialmente de vidro.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes

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

6.1.1 Bicarbonato de sodio, NaHCO,.

6.1.2 Cloreto de potassio, KC1l.

6.1.3 Dicromato de potéssio, K20r207.
6.1.4 Formaldeido a 4%.

6.1.5 Solugao de acido cloridrico 1N.
6.1.6 Solugao de hidroxido-dé sbdic. 1N.
6.1.7 Sulfato de calcio, CaSO,.2H,0.
6.1.8 Sulfato de magnesio, MgS0, . 7H,0.

6.2 Lavagem de materiais

6.2.1 A vidraria nova, a ser utilizada em)testes ' de toxicidade, deve

ser lavada com detergente e enxaguada com agua de torneira, acetona

pura, solugao de acido nitrico 5% e comgpagua destilada.

6.2.2 A vidraria a ser utilizada el testés“de toxicidade deve ser
previamente lavada com solugoes adequadas para remogao dos contaminan
tes especificos e enxaguada com égua destilada. Para a lavagem da vi
draria seguir a Norma NBR 9898 /874

6.3 Agua de diluigao

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

CaCoO pH 7,2 a 7,6 e condutividadelde aproximadamente 160 uS/cm.

3’
6.3.1 Preparo de agua reconstituida

6.3.1.1 Agua destilada ollldesionizada com condutividade igual ou me

nor que 10 uS/cm, isénta de contaminantes.

6.3.1.2 Solugao 1

Sulfato de ealcio (CaS0,.2Hp0) eevvnnnennnnn ceeeees. 1.,5°g

Agua bidesionizada ou destilada...ececeeceesaseesss. 1000 mL
6.3.1.3 Solugao 2

Cloretofde potassio (KCL)uuwewweeeeooeesoonnnnnnns 0,2 g

Bicarbonat@pde sodio (NaHCOg) e vuvvevvnnnnnnn. e 4,8 g

Sulfato de magnesio (MgS0, . 7H50) et vvvnnueeevennnn. 6,1 g

Agua bidesionizada ou destilada.....eeveversanens . 1000 mL

6.3.1.4 Preparar a agua de diluicao adicionando 20 mL da solugao 1

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

solubilizagao e manutencao da saturagao de oxigénio dissolvido e pH.

6.3.1.6 Antes de qualquer uso, registram-se os teores de oxigenio
dissolvido, pH, condutividade e dureza total. Caso o pH esteja fora
da faixa de 7,2 & 7,6, este poderé ser ajustado geom solugSes de acido
cloridrico, HC1 1N ou hidrdxido de sodio NaOH 1N hApos o acerto  de
pH, a agua nao deve ser mais aerada. Se a dureza estiyer fora da fai
xa de 40 a 48 mg/L CaCOB, esta égua deve sergdesprezada € um novo 1o
te deve ser preparado. Todos esses dados dévem ser registrados na fi

cha de controle de preparo do lote de agda, (ver. Anexo A).

6.3.2 Preparo da agua natural

6.3.2.1 Agua natural superficial ou subtépranea, filtrada em rede de
pléncton com malha de 30 a 45 um, nao contaminada e de qualidade cons
tante, isto é, as variacgoes mensais de dureza, alcalinidade e condu
tividade devem ser menores que 1L0% de suas respectivas medias e a va

riagao mensal do pH deve ser menor quée 0,7 uhidades de sua média.

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

6.3.2.3 A dureza total d& agua dewe ser ajustada, se necessario, com
as solugoes n® 1 e 2 (ven item 6.3,1.2 e 6.3.1.3). Para o ajuste, cal
cular os volumes das selugoes 1 ef2 a serem adicionados, considerando
que para cada miligramaide dureza a ser aumentada deve-se acrescen
tar 0,5 mL da solugao -1 €.@,25 mL da.solugao 2. Exemplo: '

. dureza @apagua natural = 4,0 mg/L em CaCOs.

. durezdbdesejada = 40,0 mg/L em CaCO,.
18- mL
mL

. volume dafisolugao 1 a ser adicionado em 1 000 mL

Il
(o]

. vo¥ume d@ solugao 2 a ser adicionado em 1 000 mL

6.4 Organismo-teste

6.4.1 Os/peixés utilizados no teste podem ser: Cheirodon notomelas,

Hemigramfus marginatus, Poecilia reticulata ou outras especies per

tencentes alfamilia Characidae de sensibilidade semelhante as espéci

es indicadas.

6.4.2 Os organismos devem pertencer a lotes homogéneos 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), o qual deve comportar um volume. de so
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lugZo-teste: que permita manter a relagao de, no maximo, 1,0 grama :de

peixes por litro de solugoes-teste.

6.4.4 Os peixes devem ser mantidos em aclimatagao por uma semana, an
tes do inicio do teste, em aquérios com: volume apropriado, tubo de -

vidro para aeragao, aquecedor e termostato se necessario.

6.4.5 A aclimatagao se inicia pela troca paulatina e agua de manu
tengao pela agua de diluigdo (metade do volume do aquariomos 3 pri
meiros dias), ate que, 48 horas antes do inicio do tested os peixes:

estejam em 100% de agua de diluigao.

6.4.6 Os individuos com malformaggés}ml doentgs devem ser  descarta
dos, sendo aceita uma mortalidade de até 5% defjjiote nas 48 horas pre
cedentes ao inicio do teste. Quando a mortalidade*do, kote estiver en
tre 5% e 10%, verificar as possiveis causasienssSe necessario, subme

ter os:peixes a tratamento para posterior utiliZacao (ver Anexo B).

6.4.7 A alimentagao dos organlsmos deve sserrinterrompida 24 ‘horas an

tes do inicio do teste.

6.5 Sensibilidade dos organismos-teste

6.5.1 Deve ser avaliada a sensibilidade dedcada lote de peixe"dolg

tado, através da determinagao dal6EI(E)50; 24 h,nas condigoes estabelecidas
nesta Norma, com uma substancie de referéncia tal como o - dicromato

de potassio (K20r207).

6.5.2 O valor da CL(I)50;024 hiobtida deve estar compreendida num
intervalo de * 2 & (€= desvio padrao) em relagao aos valores medios

anteriormente obtidos para a mesma espe01e.

6.6 Amostragem

Para a coleta de amostras’de efluentes liquidos e éguas de corpos re
ceptores deve-se geguipla NBR 9897/87. Os frascos devem ser totalmente
preenchidos, com a amestra,/de maneira a evitar a presenga de ar nos
mesmos., O testel deve ser realizado o mais répido po&ﬁﬁel,rﬁk>excedﬂmb.
o periodo de 6 horas_eonmtadas a partir do inicio da coleta. Na impos
sibilidade deserfobedecido este intervalo de tempo, a amostra devera
ser mantida, a partir do momento da coleta, a.4OC, durante um perig

do de, no maximo 36 horas.

6.7 Preparo da amostra

6.7.1 Antes do preparo da amostra e importante ter conhecimento SO

bre as caracteristicas fisicas, quimicas e toxicologicas da  substancia a

ser testada, com o propésito de tomar os cuidado necessarios no mariuseio da mesma.
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Feiipiente teste =i

Banho-maria

FIGURA 1 -+ Detalhe do recipiente-teste

6.7.2 O preparo das solugoes e tddas as etapas do teste devem ser

realizadas em ambiente isento de vapores ou poeiras toxicas e a tem
peratura ambiente (23 * 1%). Quando necessario, as amostras de eflu
entes liquidos e éguas continentais devem ser colocadas para decanta
cao dos sdlidos €M suspensao, por duas horas. Apos este periodo, . re
tira-se com um Sifaofa porgéo mediana da amostra, sendo que esta por

cao sera utilifzada o teste.

6.7.3 Solugao-estogue

6.7.3.1 Esta solugao deve ser preparada, dissolvendo-se uma quanti

dade conhecidal do agente toxico num volume definido de agua de dilui

gao.
6.7.3.2 Solucoes—estoque, com concentragoes abaixo de 100 mg/L, de
vem ser preparadas por diluigao em serie, a partir de 100 mg[L ou

1 000 mg/L de solugao-estoque.

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

dos casos em que a substancia se ja comprovadamente estavel, sendo
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gque 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 intermedio de aquecimento ou solventes (ver AnexoC),
desde que a concentragao final destes nao ultrapasse = 0,1-mL/L ou
0,1 g/L na solugao-teste de concentragao mais elevada no teste. Nos
casos do emprego de solventes, devera ser preparado, alem do recipi
ente controle com égua de diluigao, um outro recipiente com égua de

diluigao e com a maxima concentragao do solvente utilizade.

6.7.4 Solugoes-teste

As solugbes-teste devem ser obtidas pela dissélugao da | \solugao-esto
que em égua de diluigao, guardando-se as devidas proporgSes para ca

da concentracao estudada.

6.8 Procedimento

6.8.1 Selegao das concentracoes de exposicao

Recomenda-~se utilizar os intervalos 1ogaritmicos na escolha das solu
goes-teste a serem utilizadas nos testes./Na Tabela 1 constam exem
plos que podem ser utilizados nos testes preliminares e definitivos.
Cada intervalo de concentragaes pode“ger adaptado de maneira a se ob

ter a faixa escolhida. Para tanto déve-se mudar a virgula decimal.

TABELA 1 .- Intervalos de \@oncentragbes em escala logaritmica

' Para teste definitivo
Para teste preliminar

1 2
10,0 5,6 10,0
32,0 10,0 13,0
100,0 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
320,0 100,0
130,0

6.8.2 Teste preliminar

6.8.2.1 Seguindo o procedimento descrito em 6.7.3 e .6.7.4, deve-se
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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 mantidas nos recipien
tes-teste (ver Figura. 1l). Além dessas solugoes, deve=se utilizar um
recipiente-teste como controle (somente égua de diluigéo) e, no caso
do uso de solventes, sera necessario um controletadicional (ver
6.7.3.4).

6.8.2.3 Os recipientes deverao ser mantido§ em BPanho-maria a tempe
ratura de 23 I 1OC, nao havendo necessidade de aeragao constante, sal
vo nos casos onde o oxigenio dissolvido (O¥B.) apresentar valores

abaixo de 40% de saturagao.

6.8.2.4 Serao colocados cinco peixe$ em cadapsolucao-teste, inclusi
ve no controle. Estes peixes devem estap, ag¢limatados (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 totalf dos ofiganismos nao deve exceder a

relagao de 1,0 grama por litro [de solucao-teste.

6.8.2.5 A duragao do teste serahde 48 horas preferencialmente, po

dendo, em caso de urgéncia, ser, realizado sm 24 horas.

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

no final (ver Anexo D)A

6.8.2.7 Quanto aos peixes, deve-se anotar qualquer comportamento anor
mal e os organismos mortosi{devem ser retirados e anotados (ver Ane

X0 D).

6.8.3 Teste definitivo

6.8.3.1 Serad selecionadas 5 ou 6 concentragoes do agente toxico,de
acordo com 6.8.1;lalem 4o controle. A selegao destas concentragoes
sera oriengada pelo iIntervalo de concentragoes, definido no teste pre
liminar, delimitado pgla menor concentragéo na qual se observou mor
talidadel de 100% dos organismos e pela concentragao mais elevada na

qual nao se observou letalidade dos organismos.

6.8.3.2 As SOluQSes—teste devem ser preparadas nos recipientes-tes
te (ver Figura 1), conforme 6.7.3 e 6.7.4, em volume apropriado para
esses recipientes. Alem dessas Soldééés, deve-se utilizar um recipi
ente-teste como controle (somente égua de diluigao) e, no caso do

uso de solvenﬁés,seré necessario um controle adicional (ver 6.7.3.4).
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6.8.3.3 Quando a temperatura das solugSes—teste atingir 23 t lOC, de
ve ser iniciada a colocagao dos peixes nos recipientes-teste. A tem
peratura da agua do aquério de aclimatagao deve estar préxima daque
la das solugoes-teste, nao devendo a eventual diferenga de temperatu
ra expeder 2%,

6.8.3.4 O aquario de aclimatagao deve estar proximéWaesmrecipientes
-teste e a transferencia dd§ organismos deve ser efetuada por meio
de pugé de "nylon'". Os peixes que acidentalmente cairemifora do reci

piente-teste deverao ser descartados.

6.8.3.5 Serao colocados, no minimo, dez peixes em cada solugéo—teg
te. Os peixes devem ser colocados aos poucos empum numero nao superi
or a 20% do total previsto para cada recipiente. Aleolocacgao dos pei
xes deve ser realizada ao acaso, sendo que todes,os recipientes dg'
vem ter recebido igual porcentagem de orgamnismos” antes que-a proxima
etapa de colocagéo se inicie, e assim por diante, ate que o numero

total de individuos por recipiente s€ compdete,

6.8.3.6 A massa total dos- organismos nad deve exceder a relagao de

1,0 grama por litro de solugao-teste.

6.8.3.7 Caso o oxigénio dissolvide, nas solugSes—teste apresente va
lores abaixo de 40% de saturagao, deverse empregar aeracgao artifici

al,

6.8.3.8 O pH, condutivida@e e temperatura devem ser medidos e regis
trados a cada 24 horas, atele final do teste, em todas as concentra
goes (ver Anexo E). Outras variaveis, como oxigénio dissolvido (OD),
dureza total e, se pod8iWed, analise quimica das solugoes-teste, de
vem ser verificadas 46 menos na concentragao mais baixa, na interme
diaria e na mais elevadal) sendo. essas medidas efetuadas, se= possivel,
a cada 24 horas (¥er Adexo E). Todas as determinagoes fisico—quimi
cas citadas podem ser efetuadas na solugéo—estoque, caso haja ,ne¢e§
sidade (ver Angxo E/verso).

6.8.3.9 A letalidade observada ao longo do teste deve ser anotada
apés 3, 6, 248,48 horas de observagao (ver Anexo E), sendo qQue o0S
peixes mortos devempser retirados por sifonamento com um tubo de vi
dro. Qualquer alteragao de comportamento dos peixes deve ser . regis

trada.

6.8.3.10 Os peixes devem ser pesados e medidos apés sua*remogéo do
recipiente-teste ou colocados em solugao de formaldeido a 4% , para

posterior obtengao dos dados biometricos (ver Anexo F).
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7 RESULTADOS

7.1 Calculo da CL(I)SO

0 calculo da CL(I)SO e seu intervalo de confianga (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 1L5.017).

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A CL(I)50 e seu intervalo de confianca (P =40,05) devem ser
expressos em % para efluentes liquidos e éguas superficiais e em

mg/L para substancias quimicas (ver AnexofG).

7.2.2 Quando as médias dos resultados das‘@nalise§ quimicas das so
lugoes-teste, realizadas ao longo do teste, naeldiferem em mais de
20% das concentragoes iniciais, a concentfagaopletal a 50% dos orga

nismos pode ser designada como CL50, ae inés de CL(I)50.

7.3 Validade dos resultados

Os resultados deverao ser considerados{validos se os seguintes requi

sitos forem atendidos:

a) a concentragao de oxigeniopdis$olvido, medida nas solugoes-
-teste, deve ser pélo mehes 40% do valor de saturagao;

b) a’mortalidade e/du a proporgao de peixes de compor tamento anor
mal no controle nao deve exceder 10%;

c) a CL(I)50; 24 . da Substahcia de referencia deve estar proxi

ma dos valores obtidos previamente para a espécie em estudo.

7.4 Relatorio

t
1

Devem constar nofirelatorio do teste as seguintes informagoes:

a) métodofutilizado;

b) identdfiicagao dof agente toxico; _

c) o procedimento/de preparo de amostras, solugoes-estoque e SO

' lugao-teste;

d) todos os@dados biologicos e fisico-quimicos referentes ao
téste, inclusive a relagao entre a massa dos organismos por
volume hde solugéo—teste expressa em gramas de peixe por litroj

e) 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 e 48 horas e o método estatistico utilizado;

f) a concentragéo minima do agente toxico letal a 100% dos orga

nismos e a concentracao maxima que nao causa mortalidade, pa
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ra os periodos de 24 e 48 horas;
g) qualquer comportamento anormal dos peixes sob as condigoes
do teste e qualquer efeito externo produzido pelo agente té

Xico estudado;

h) qualquer alteragao dos procedimentos prescritos nesta Norma.

: z /ANEXO A

QY'

@O
&
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ANEXO A - REGISTRO DE DADOS DA AGUA DE DILUICAO

Condutividade ' A - X

R
A Lote| Quanti uS/cn pH Oureza| 0D Substancias adicionadas .(mg) | e’spo_rl
Data : savel

dade . . |(mg/L. | (mg/L) | CaSO4. | MgSO,.
n.9 W) Antes | Apos [Antes [Apos CaCO3) 2H20 7H2 KC1 NaHCO3

FIGURA 2 - Modelo de ficha de controle de égua de diluigéo
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ANEXO B - MANUTENGAO DE PEIXES EM LABORATORIO

. 0 método descrito a seguir refere-se a manutencio de espécies =  de
peixes da familia Characidae, que sao capturadas na populagao na
tural.

B-1 Coleta de organismos
"B-1.1 Os mananciais para captura de peixesS devem estar, preferen

cialmente, isentos de quaisquer contribuigaes antropogénicas.

B-1.2 Os peixes devem ser capturados compauxilio de pucgas de
nylon" e colocados em recipientes (sacos plasticos ou outros) que
contenham a égua do manancial. Nao s€Wagonselha o.uso de redes de
emalhar.

| B-1.3 Os organismos devem ser transportados para o laboratorio nos
~'recipientes escolhidos, sendo decessdpbia a introdugao de aeragao
artificial na agua durante o transpdrtel No laboratorio, apds a es
tabilizagao da temperatura entre a égua de manutengdo e a do manan
cial, colocam-se 0s peixes em recipiernites que contenham 50% de cada
uma das éguas citadas. Apds 24 Horas da chegada dos peixes ao 1labo

. ratorio, deve-se manter [0s peixes| em 100% de égua de manutengao.

'B-2 Agua de manutenc@o

B~2.1 A égua utilizada ‘pPara manutengao de peixes pode ser‘de manan

ciais de boa. qualidade ou mesmo, ‘desclorada da rede.pﬁﬁlica de abas
tecimento. Recomenda-se o0 ensaio de:viabilidade (CETESB L5.018)quan
doufor-usada agua desclorada. '

" B=2.2 A agual de manutemgao deve.ser renovada, : no minimo,
uma vez a cada sete di@s, nos casos em que nao se dispoe de. fluxo
continuo dé "agua. '

‘B-3 Relacao eéntre a 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‘recipientes de, no maximo, 1 grama de peixe por litro

de agua de manutencgao.

B-4 Alimento _
' Os organismos devem ser alimentados com racdes destinadas a essa

finalidade, sendo necessario o éonhecimento da origem da ragao bem

oy

(N C
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como os teores minimos de seus componentes. As quantidades de éli
mento a serem fornecidas aos organismos devem obedecer as indicd:

coes do fabricante.

B-5 Condigdes de manutengao
B-

5.1° O lacal destinado a manutencao de peixes deve_ser - limpo,
isento de vapores toxicos. Deve-se evitar o transitolcontinue nheste
-local. Os peixes devem. ser .mantidos a temperatura de 23 At 1°C, e

sob uma_intensidade luminosa de 600 lux .e fotopemiedo denil horas

de luz..

B-5.2 Os peixes podem ser mantidos em aquérios de vidro ou em cai

xas d'agua revestidas internamente com tinta epéxi.

B-6 Tratamento e profilaxia de doengas emipeixes

B-6.1 A manutengao de peixes em laboratorio requer alguns cuidados

quanto as boas condigoes das espécies a sepem utilizadas nos testes
de .- toxicidade. Na Tabela 3 sao sugeridos alguns tratamentos pa

ra erradicar ou prevenir doengas em peixes,

B-6.2 Todos os tratamentos sugeridos déevém ser efetuados em reci
pientes separados dos de manutengéo, sendo que, apés o tratamento,
os peixes devem retornar a estes ultimos.

B-6.3 Os peixes submetidog a ‘tratamento podem ser utilizados, em
testes de toxicidade, 14 dias apos © termino do mesmo.

/TABELA 3 -
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TABELA 3 - Tratamentos recofnendados para doencgcas de peixes

Substancia Concentragao (A) Duragao do
Doenga g . : )
quimica (mg/L) tratamento
Terramicina (hidro
3 cloreto de oxitetra :
Bacterias ciclina, solivel em 25,0 X 30-60 minutos
agua
externas . -
' Penicilina G procai
na : ( 3 mL/378,5 L) : 48-72 horas
Formalina 250,0 até 60 minutos
Trematoc'ios Pefmarlganato de po 250-6,0 30-60 minutos
. monogeneticos, tassio '
fungos e Cloreto de sodio 14 000-30 000 5-10 minutos
protozoarios 2_000=4, 000 indefinidamente,
externos (B) ~ com minimo de
24 horas
Verde de malaquita 2,0 até 6 horas
oxalato

(A) - Ingrediente ativo _
(B) - O tratamento contravtremétodos e protozoarios deve ser repeti

- do ate que o0s sinais da doenga desaparegam.

/ANEXO C
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ANEXO C - SOLVENTES RECOMENDADOS EM TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

Solventes inorganicos (*) Solventes organicos

, - Dimetilform
Acido cloridrico : Trietileno gli

Acido nitrico .Metano
Hidroxido de potéssio Acet
Hidrdxido de soédio Eta

Acido sulfirico

(*) No emprego desses solventes, rificar o pH das - so

lugoes-teste preparadas.

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

Organismo-teste: Sistema do teste:
Substancia-teste: ‘ Infcio do teste 1__/__/__.'___ horas
Concentragao da solugao-estoque: ' Ternino do ‘teste :_/_[_, __ horas
Metodo do teste: ) Tecnico responsével: '
Concentragao Per{odo de obsergacoes (h) ‘ Hedia
da substancia Observagoes das
teste (nominal) : 0 3 6 24 48 variaveis

1. N2 de peixes mortos

2. Condutividade (uS/cm)

AN

Frasco I 3. Temperatura (°C)
4. pH
{...ppn) 5. Oxigenio dissolvido(mg/t)

6. Dureza total (mg/L em CaC03)

7. Concentragao real

1. N2 de peixes mortos S : - .

2. Condutividade (uS/cm)

“Frasco II 3. Temperatura {°C)
4. pH
(«..ppm) | 5. Oxigenio dissolvido (mg/k)

6. 0ureza total (mg/Lfem CaC03)

7. Concentragao real

1. N2 de/p@ixes,mortos

2. Condlitividade (uS/cm)

Frasco V 3. Témperatufa (°C)
4. pH
(...ppn) 5. Oxigenic dissélvido (mg/L)

6.Dlreza total (mg/L em CaCO03

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 = gS/em

Temperatura = °

Dureza total = ag/L enm CaCO3
~0.0. = mg/L
Solugao-estoque
- Preparo da sol-estoque: " mg em litros de.HZO de, diluigao
- Concentragio final de ng/L preparada por em
- Lote de égua ng foi usado: pH = ; Condutividade = uS/cm;

iemperatur; = °C; Dureza total = en CaC0O3; 0.0.= mg/L.
- Analise darsolugio-estoque: mg/L. ‘
Solugao-teste

ConﬁentragSes Volumende sol-estoque para:
(ng/L) [

litros litros

Observagoes:

FIGURA 5 - Modelo de Ticha para registro dos dados do ensaio defini
' tivo (verso) - v -

/ANEXO F
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ANEXO E - REGISTRO DOS DADOS BIOMETRICOS
Biometria
Organismo-teste:
Substancia-teste:
Concentragao . © Hassa Comprimento (an)
Peixe n?
(ag/L) (g) Total | Padrab
1
2
r BLY
3 gl £
4 ol =
Sl ‘o
5 1 I
| — lg
6 —~ 3} S5,
o (=] o
7 hed -3 Q..
© (=3 o
8 Sl € €
S 2] e
9 < ': .:
- @ 2 €
< [=] o
10 = ol o
1
2 ' ]
] —
; gie
4 ol .2
B o .
5 -1 B
[} — !g
6 ~ 3 =
o o ©
7 St | o+ Q.
.(U o Q
8 Sl €] e
‘e 2] 2
9 b sl &
10 ig <§ <§

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:

N2 ‘acumulado de organ
Concentragao

mg/L

mortos

24 h

FIGURA 7 - Modelo de ficha para registro dos resultados obtidos no

teste
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