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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo de detelpminacao da concentragao de subs
tancias ou formulacoes quimicas pouco volateis, sollGveis e estaveis
em éguas, que causa inibigao de 50%Jd6l crescimento de uma cultura da

alga Chlorella vulgaris nas condigoes de teste.

2 NORMA COMPLEMENTAR

Na aplicagao desta Norma, e negesSario consultar:

- L5.017 - Analise estatistica dos resultados de testes de toxicl

dade faguda.

3 DEFINICOES
Para os efeitof desfa Norla sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.11.

3.1 Agente toxico

Substancia /£ ou formulagao quimica que pode causar efeitos deleterios

quando em/contatemédém os organismos-teste.

3.2 Biomasga maxima algacea

Quantidade maxima,de biomassa algacea obtida durante o periodo de in
cubagao que, por convengao, € atinginda quando a sua elevagao diaria

torna-se inferior a 5%.

Este metodo pode ser aplicado a outras espécies de alga verde, dentre elas Selenastrum capricor-
nutum, desde que se conhega a'sua fisiologia e as condigoes basicas para a sua manutengao e cultivo em
laboratorios. Todas as modificagoes decorrentes da utilizagao de outra especie devem ser  introduzi
das no ensaio. -
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3.3 Concentragao efetiva inicial mediana - CE(I)50; 96-h

Concentracao nominal do agente toxico no inicio do teste que  causa
inibigao de 50% da biomassa algécea em relagao ao controle, em 96

horas de exposigao, nasfcondigaes de teste.

3.4 Concentragao nao efetiva

Concentragao mais elevada do agente toxico, que nao faltera. o cresci

mento algéceo, quando comparado com o controle.

3.5 Cultura axXenica

Cul tura monoespecifica de algas (ver 3.6), isenfa de @ontaminacao mi

crobiana.

3.6 Cultura monoespecifica de algas

Populagao de uma unica especie de alga mantida em meio nutritivo,

sob condigoes controladas de laboratorio.

3.7 Efeito algicida
Efeito do agente toxico que causa a mogxte das células‘algéceas.

3.8 Efeito algistatico

Efeito do agente téxico,que inibe al reprodugao das algas, sem provo

car a sua morte.

3.9 Solugoes-estoque

Solugoes do agente toxico, em/diferentes concentragoes, a partir das

quais sao preparadas as solug@es-teste,

3.10 Solugoes-teste

Solugoes finais do agente toxigo nas;quaisvséo colocados os organis

mos-teste.

3.11 Teste de toxicidade
Método utilizado para det@ctar e avaliar a capacidade inerente do

agente toxico de produzir efeftos deleterios em organismos vivos.

4 PRINCIPIO DOAMETODO

4.1 Este metéddo consiste na exposicao de uma cultura de Chlorella
vulgaris a varias/{concentragoes do agente toxico, por um periodo de
96 horas e nas condilgoes prescritas nesta Norma. Tal procedimento per
mite determinar a CE(I)50; 96 h do agente toxico em teste.

0 metodo €& executado em duas etapas:

a) teste preliminar, para estabelecer o intervalo de concentrg
goes, a ser utilizado no teste definitivo;
b) teste definitivo, para determinar a CE(I)50; 96 h.
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4.2 Para determinar a concentragao nao efetiva e verificar se o}
agente toxico exerce um efeito algicida ou algistatico, um teste com

plementar pade ser realizado por mais um-periodo de sete a dez dias.

5 APARELHAGEM

5.1 Equipamentos

5.1.1 Autoclave.

5.1.2 Camara de fluxo laminar.

5.1.3 Centrifuga.

5.1.4 Fluorometro ou espectrofotometro (opedenais).

5.1.5 Medidor de pH.

5.1.6 Mesa agitadora com iluminagao dehlampadas fluorescentes (luz

5.1.7 Microscopio optico.

5.2 Materiais

5.2.1 Baloes volumetricos de 1 00@ mL.

5.2.2 Camaras para contagemg@dediilar: Sedgwick-Rafter e Neubauer.

5.2.3 Frascos Erlenmeyer de 500 mL\

5.2.4 Frascos de vidro,de"5 mL, com tampa pléstica.

5.2.5 Membrana de acetato de celulose, de 0,22 um de .porosidade.

5.2.6 Pipetas tipo Mohr devl, 2, 5 e 10 mL.

5.2.7 Pipetas volumétricas®de 100 mL.

5.2.8 Tampoes dé gazellou de outro material adequado.

5.2.9 Termometron.

5.2.10 Tubos@de centpifuga com tampa, autoclavaveis.

Nota: Todd 0 materialssaue entrar em contato com o agente toxico deve

sepguimicamente inerte e preferencialmente de vidro.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes -

Todos os reagentes utilizados na execugao do teste devem ser de

grau analitico.

6.1.1 Acido citrico (H306H507.H2O).
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6.1.2 Bicarbonato de sodio (Nchog).

6.1.3 Citrato de ferro (C6H5Fe07.5320).

6.1.4 Cloreto férrico (FeCL,.6H,0).

6.1.5 Fosfato dibasico de potassio (K, HPO ) .
6.1.6 Lugol.

6.1.7 Molibdato de amonia (NH4)6M07024“4H20}f
6.1.8 Nitrato de calcio (Ca(NO,),.4H,0) .

6.1.9 Nitrato de manganes (Mn(NO4) 5. 4H,0) .

6.1.10
6.1.11
6.1.12
6.1.13

6.1.14

Nitrato de potassio (KNO,).
Sulfato de ‘cobre (CuSO4.5H20).

Sulfato ferroso (FeSO ngQD).

4

Sulfato de magnesio (MgSO ;7H20).

4

Sulfato de zinco (ZnSO .7H20)(

4

6.2 Lavagem de material

6.2.1 A vidraria nova a ser utilizadapem téstes de toxicidade sera
lavada com detergente e enxaguada com égua de torneira, acetona pu
ra, solugao de acido nitrico & 5% e -com agua destilada.

6.2.2 A vidraria a ser utilizada na manutengao das culturas de al
gas deve ser previamente lavada“dagpseguinte forma:

6.2.2.1 Usar detergente neutro.

6.2.2.2 Enxaguar com aglamde.torheira.

6.2.2.3 Deixar em adido cloridrico a 10% por 24 horas.

6.2.2.4 Enxaguar gom égua deftorneira e égua destilada.

6.2.2.5 BSecar a vidraria limpa em estufa a 105°C.

6.2.2.6 Fechar os frascos Erlenmeyer com tampoes apropriados, co
brir com paped de dl@minic e autoclavar a 121° (15 psi) por 15 minu
tos. »

6.2.3 A vidraria a“sér utilizada em testes de toxicidade com algas
deve ser previamente lavada com solugoes adequadas para a remogao
dos contaminantes especificos e enxaguada com agua destilada. Para a
lavagem de“vidraria, seguir a NBR 9898, Apés esse procedimento, a
lavagem dos frascos Erlenmeyer deve prosseguir a partir de 6.2.2.3

e seguintes.
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6.3 Meio de cultura

0 meio de cultura utilizado no teste € o L.C. Oligo, cujo preparo es

ta descrito no Anexo A.

6.4 Organismo-teste

O organismo-teste utilizado neste método e Chlorella vulgaris,

especie de alga verde mantida em meio L.C. Oligo,Témpeulturas axe

nicas e condigoes controladas de temperatura e délMuminosidade.

6.4.1 Preparo do inoculo de algas

Dois a tres dias antes do inicio do teste, /@ cultura de alga manti
da em agar (ver Anexo B) deve ser inoculada em 100 mL de meio de cul
tura L.C. Oligo 1iquido esterilizado, utilizando-sg uma alga de pla
tina. Essa nova cultura sera mantida em incubagaoel{na mesa agitadora
nas mesmas condigoes de temperatura, dumifiosidade e agitagao utili
zadas no teste. No dia do teste, a nova)culitura, que devera estar
na fase exponencial de crescimento, serawtilizada como inoculo e

devera ser preparada da seguintegforma;

6.4.1.1 Centrifugar a cultura em frascos de centrifuga esteriliza

dos, durante 10 a 15 minutos a 1500 rpm/e descartar o sobrenadante.

6.4.1.2 Ressuspender o sedimemto,em 15 a 10 mL de solugao esteriliza
da de NaHCO3 (15 mg/L) e repetir o mesmo procedimento por mais duas

vezes.

6.4.1.3 A suspensao delcelubas dai resultante. deve ser amostrada
para contagem da densidade de celulas de algas; para tanto, utili
zar camaras para contagem celular e microscépio 6ptico. 0O wvolume do
inoculo a ser adicionadopnos frascos-teste deve ser calculado de ma
4 ou 10° celulas/mL

em cada frasco /e deve estar entre 0,1 e 1,0 mL. Todo o procedimen

neira a resultar /gm uma concentragao inicial de 10

to de preparo &o, indculo deve ser realizado em camara de fluxo lami

nar, de maneira a‘evitar contaminagao da cultura algacea.

6.5 Preparo daj amostra

6.5.1 Antes do preparo da amostra, e importante ter conhecimento

das caracteristicas fisicas, quimicas e toxicologicas da substancia
a ser testada, com o proposito de tomar os cuidados necessarios no

seu manuseio.

6.5.2 O preparo das solugoes e todas as etapas de teste devem ser
realizados em ambiente sem vapores ou poeiras toxicas e a temperatu

ra ambiente (23 pa 2°C).
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6.5.3 Solugoes-estoque

6.5.3.1 A substancia-teste deve ser pesada em frascos de vidro, dis
solvida em agua destilada ou desionizada e transferida para balao
volumetrico. De acordo com as concentragoes definidas para cada tes

te podem ser preparadas solugoes-estoque.

6.5.3.2 Solugdes—estoque com concentragoes abaixo de{100Wmgél,.  serao
preparadas por diluigao em série, a partir de 100 ou 1000 mg/L de

solucao-estoque.

6.5.3.3 Recomenda-se a esterilizagao das solugoes-estioque atraves
de autoclavagem ou filtragao em membrana estefilizada, desde que
estes procedimentos comprovadamente nao alteremla, substancia-teste.
Caso exista a possibilidade de alteragao, recomenda-sé preparar as
solucoes-estoque diluindo-se a substancid-testegempagua destilada

ou desionizada esterilizada.

6.5.3.4 Antes da realizagao do ensaio e preciso verificar se a subs
tancia—teste, nas maiores concentragaes de exposigéo, altera o pH
do meio de cultura. Se o pH estiven foraddos [limites de 6,8 a 7,3,
o pH da solugao-estoque sera ajustado, para 74,0 h 0,1, wutilizando-se
solugoes de HCl ou NaOH 0,1 N.

6.5.4 Solugoes-teste

As solugoes-teste sao preparadas diretamente nos frascos Erlenmeyer
de 500 mL.

6.5.4.1 Aliquotas de 90 mL de meio L.C. Oligo devem ser adicionadas
em todos os frascos-teste. Estes serao fechados com tampao adequado

e autoclavados a 121°C por ISpminutos.

6.5.4.2 Volumes defdnidos das solugoes-estoque e de agua destilada
ou desionizada devem ser adicionadds nos frascos-teste com pipetas
esterilizadas, obtendeése asfconcentragoes escolhidas para o teste
(ver Tabela 1). Fodos os frascos devem ter o mesmo volume final qﬁe

podera estar entre 90 e 110 mL.

6.6 Procedimento

6.6.1 Selecao dasleoncentracoes de exposicao

Recomenda-~se utilizar intervalos logaritmicos na escolha das concen
tragoes a serem utilizadas no teste. Cada intervalo de concentracao
pode ser adaptado de maneira a se obter a faixa de concentragoes-tes

te requerida, atraves da mudanga da virgula decimal (ver Tabela 2).

6.6.2 Teste preliminar




CETESB/L5.020

0 procedimento a ser seguido para o teste preliminar sera o mesmo descri

to para o teste definitivo (ver 6.6.3), sendo quey para tanto,

deve

ser selecionado um intervalo mais amplo entre as concentragoes e com

duas replicas para cada uma delas.

TABELA 1 - Exemplo de preparo das solugoes-teste

Concentragao da

Volume da solugao-

Volume de égua

Volume total de

Concentragio solugao-estoque ~estoque adiciona- deiignizada 'solugio?esfoque +
da adicionada agua desionizada(a)
(mg/L) (mg/L) (L) (mL) (L)
3,2 100 3,2 3,0 6,2
5,6 100 5,6 0,5 6,1
10,0 1 000 1,0 5,0 6,0
18,0 1 000 1,8 4,0 5,8
32,0 1 000 3,2 3,0 6,2
56,0 1 000 5,6 0,5 6,1
CONTROLE
(meio L.C.. OLigo) - = 640 6,0

(a) 0 volume adicionado pode diferip ate 10% entre as concentragoes-teste.

TABELA 2 - Intervalos de concentragoes em escala logaritmica

Concentragoes
de
exposigao

(mg/L)

Intervalo logar{tmico
0,5 0,25 0,125
0,01 0,01
0,018 0,013
0,01 '0 " 0,018
0,032 0,03 0,024
' 0,056
0,010 0,032
' 0,10
0,32 | ologp | 202
0,56 0,056
' 0,075
0,10
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6.6.3 Teste definitivo

Selecionar cinco ou seis concentragoes da substancia a ser testada,

. preparadas de acordo com 6.5.3 e 6.5.4 (ver Tabela 2), aléem do contro
le. A selegao dessas concentragoes sera orientada pelo intervalo de
concentragaes,definido no teste preliminar e delimitado- pela maior
concentragao que nao causou inibigao de crescimento algaceo (concen
tragao nao efetiva) e pela menor concentragao que promoveu @Hibicao
total ou parcial do crescimento. Recomenda-se a utilizagdo de - tres

replicas para cada concentragéo.

6.6.3.1 Inoculagao das solugoes-teste

Antes de receber o inoculo de algas, os frasdos-teste devem ser agi
tados para homogeneizagao das solugoes-teste. Apés a adicao do inocu
lo, os frascos devem ser novamente agitados. Retirar,entao, as aliquo

tas de cada frasco para determinagao do numero inieial de células.

6.6.3.2 Distribuigao dos frascos ao acaso na mesa agitadora

Apos a amostragem inicial, os frascosfddevem serhdistribuidos ao aca
S0 na mesa agitadora, mudando-se a gua pogicadl toddos os dias de modo
a minimizar possiveis diferengas provocadas pela influencia da lumi

nosidade e temperatura no crescimento algaceo.

6.6.3.3 Condigoes de teste
A  incubagao dos frascos-teste/deve ser Bealizada sob condigoes padro

nizadas .de:

a) temperatura: 24 & 2°¢3%
T 10% 1ux;

c) velocidade de agitagao: 100 a 175 rpm;

b) iluminagao continua: 5 000

d) periodo teste: 96 horas.

6.6.3.4 Determinagao do @rescimento algéceo

Diariamente devem gér colhidos 2 a 3 mL de cada frasco-teste para de
terminagao do crescimehnto al@gaceo. A medida do crescimento algaceo .po

de ser efetuadayg por um dos seguintes metodos:

a) cgntagemg@@llilar (pelo microscopio optico ou com o conta
dorheletronico de particulas);

b) conteudopde clorofila (fluorimetria ou espectrofotome
tria);

c) turbidez (absorvancia luminosa a 750 nm).

No caso de ser utilizada a contagem celular por microscopio optico,
as amostras devem ser preservadas em lugol para posterior determi

nagao do crescimento.
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Qualqguer que seja o metodo escolhido, recomenda-se a realizacao “de-
curvas de regressao para estabelecimento da relagao entre a unidade
e o numero de células/mL ou massa secal(g). Tambéem deve ser verificg
do, pelo microscépio 6ptico, se ocorreram anormalidades no - tamanho

ou formato das celulas.

6.6.3.5 Determinagao de efeito algicida ou algiStatice

Apés a exposigao de 96 horas para determinagao da CE(I)SO; pode~se
realizar um teste complementar de sete a dez dias para verificar as
concentragoes que apenas inibiram o crescimehto l&pas que exerceram
efeito letal sobre a alga-teste. Para tanto, transferir asseptica
mente para frascos com 100 mL de meio de“cul tura novo aliquotas de
1 mL dos frascos-controle e de; pelo menos, doigpfrascos-teste de ca
da concentragao onde se observa inibigaes.maior do' que 65% em relagao
‘a0 controle em 96 hndecexposicao. Esseg)frascos sao incubados sob as
condigoes de teste (ver 6.6.3.3) e amostrados a cada dois dias.

7 RESULTADOS

7.1 Céhlculo da CE50 ou CE(I)50
As biomassas iniciaiq (tempo Q) devem sér subtraidas daquelas obti

das apés 96 horas de exposigao, Pesultando assim na biomassa produzi
da em 96 horas. A biomassa ﬁédiagobtida em cada concentragao apos o
periodo de exposigao, deve. ser expressé como porcentagem de redugao
do crescimento em relagddo admcont#ole através da seguinte formula:

biomassa concentragao

% redugao = 100 - x 100

biomassa controle

Essas porcentagens serao utilizadas no calculo da CE50 atraves das
analises estatigticad 'sugeridas na Norma CETESB L5.017.

7.2 Expressao dos/resulfados

A CE(I)50 e ogintervalo de confianga correspondente devem ser 'expreg
sos em mg/L. Quando os resultados das analises quimicas das solu
Goes-testé no tefmino do teste nao diferirem em mais de 20% das con
centragaes Iniciais, a concentracao efetiva a 50% dos orgénismos po

de ser designadapcomo CE50, ao inves de CE(I)S5O.

7.3 Avaliagéo de efeito algicida ou algistético

Se for observado o crescimento da cultura apés um ﬁeriodo de sete a
dez dias no frasco-teste, estabelece-se que.”4d substancia exerce um
efeito algistético. Se, apés dez dias de ensaio, nao for observado

crescimento no frasco-teste, estebelece-se que o efeito do agente to



10 CETESB/L5.020

xico e algicida nasscondigoes de testeu: -« -

7.4 Relatorio

Devem constar no relatorio de teste as seguintes informagoes:

a) o metodo utilizado;

c)

o

b) a identificagdo do agente toxico;
o0 procedimento de preparo de ‘= amostras, de
e

solugoes-teste;
d) os dados fisico-quimicos referentes ao teste;

e) os resultados expressos em CE(I)50; 96 h, com
intervalo de confiancga no nivel de 959 estatistico
utilizado;

f) a concentragao minima do agente toxico que nove a inibi
cao total do crescimento algaceo axi ue nao inibe

esse crescimento;

g) qualquer anormalidade observada na c¢ ura de algas durante

o teste;

h) as modificagoes introduzid e evéntudis ocorrencias durante

a realizagao do-teste.

/ANEXO A

AN

o>
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ANEXO A - PREPARO DO MEIO DE CULTURA L.C.OLIGO (AFNOR. 1980)

A-1 Solugoes

Todas as solugoes utilizadas no meio (Tabela 3) .devem ser preparadas
com reagentes de boa qualidade (P.A.) e com agua destilada ou desio
nizada, com éondutividade igual ou menor que 10_.pS/cm e isenta de
contaminantes. '

TABELA 3 - Solugoes-estoque do meio.L.C.0Oligo

N da: ~ £ . Massa Volume final da solugao
Substancia quimica
solugao » ) (q) (mL)
I Ca(NOa)Z.AHZO b 100
2 KNo, 10 100
3 MgS0, .7H.0 3 100
4 KZHP04 4. 100
Cu304.5H20 0,030
(qH4)6M07024.4H20 0,060
5 Zn304.7H20 0,060 1 000
Mn(N03)2.4H20 : 0,060
H3C6H507.H20 . ‘ 0,060
H3BO3 0,060
CGHngOZ;SHZO _ 1,625
6° Fe304.7H20 0,625 1000
‘feC13f6H20 0,625
77 NaHC03 15 1000

A-2 - Preparo/do meio

Em balao volumébrico de 1 000 mL, colocar 500mL de agua destilada ou
desionizada, e adicionar na seguinte ordem:

a) 1 mL das solugoes 1, 2, 3 e 4;

b) 0,5 mL das solugdes 5 e 6;

¢) 1 mL.da solugao 7.
Completar para 1 000 mL com égua e agitar durante 1 hora para estabi

lizar a solugao. O pH do meio deve estar na faixa de 7,1 : 0,1.
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Se necessério, 0 pH do meio pode ser ajustado com solugSes de NaOH

ou HC1l 1N.

O meio sera colocado em recipientes de borossilicato e autoclavado a

121°% por 20 minutos.

/ANEXO B

f
L
g

&
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ANEXO B - MANUTENGCAO DA CULTURA DE ALGAS

B-1 Meio de égar para manutengao das algas

As culturas de algas podem ser mantidas em meio de égar inclinado com
peptona protease, em condigoes controladas de temperatura (4OC) e

luminosidade (150 lux).
Para o preparo do meio sélido, o0 procedimento a ser seguido e:

B-1.1 Em um litro de égua destilada ou desionizada, adicionar 10 g

de égar e deixar hidratar por 30 minutos.

B-1.2 O agar hidratado € aquecido em banhé-maria, com agitagoes cons

tantes, ate que esteja totalmente dissolvided

B-1.3 Apés a dissolugao total do égar, adicionarvos seguintes sails
nutrientes: 0,2 g de KN03; 0,02 g K2HPO4 e 0,02%g de MgSO4.7H20. Quan
do o égar estiver quase frio e ainda liquido, adicionar 1 g de pep

tona protease.

B-1.4 Colocar o meio nos frascos em quantidade suficiente para prepa

rar os meios inclinados e deixar esfriar jsem tampar.

B-1.5 Em seguida, os frascos devem sepgltampados, autoclavados por
15 minutos a 121°C e colocados em éngulo de 45° para a obtencgao do

meio inclinado.

B-2 Repique da cultura,detalgas

A cultura de algas escolhida e lfepicada de uma garrafa de égar incli
nado para outro a cada quatro “ou cinco meses. Deve-se evitar repiques su
cessivos e muito freglientes ‘para reduzir o risco de desvio genético
e a perda da condigao axenieca da cultura.

As culturas novas saoffincubadas a 24 £ 2°C sob luminosidade de
2100 = 10% luxh .ate que um bom crescimento algaceo seja obtido. As

culturas serao, entao, colocadas nas condigoes descritas em B-1.

/ANEXO C
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