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1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o método de avaliagao da toxicidade cronica
de efluentes liquidos industriaishou domésticos, lixiviados de resi
duos soélidos, aguas continent@i§pou subterraneas, eluatos e aguas in
tersticiais de sedimentosfe formulagoes quimicas solaveis em agua,

utilizando como organismo-teste Ceniodaphnia dubia Richard, 1894,

1.2 Este método pode der aplicadd tambem com outras especies, desde
que seu ciclo de vida e eondigoes de cultivo sejam conhecidos, bem

como sua sensibilidade a substancias de referencia.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao deSta Ngrma e necessario consultar:

CETESB L5.017% ~ Analise estatistica de resultados de testes
de toxicidade aguda. ' .

CETESB L5.018 -Agua - Teste de toxicidade aguda com Daphnia

' '8imilis Claus, 1876 (Cladocera,Crustacea).

NBR 9897 - Planejamento de amostragem de efluentes li
quidos e corpos receptores.

NBR 9898 - Preservagao e técnicas de amostragem de eflu
entes. "

U.S.E.P.A/600/4-89/001 . .- "Short-term methods for estimating the chronic

toxicity of efluents and receiving waters

to freshwater organisms', 1989,
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3 DEFINICOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.11.

3.1 Agente toxico

Substancias ou outros materiais, tais como formulagaes, efluentes 1i
quidos, lixiviados de residuos solidos, eluatos e aguas  intersticiais
de sedimentos e éguas continentais, que podem causar eféitos delete

rios quando em contato com o0s organismos-teste..

3.2 Agua de diluigao

Agua natural de boa qualidade utilizada para d manutencao.de cultu

ras e para a realizagao dos testes com Cerio@aphnia dubia;

3.3 Concentracao de efeito nao observado (CENO)

Maior concentragéo nominal do agente toxico, que nao.causa efeito de
letério estatisticamente significativo nalsobrevivencia e reprodugao

dos organismos, em 7 dias de exposigao, nasedndigoes de teste.

3.4 Concentragao de efeito observad® (CEQ)

Menor concentragao nominal do agente toxi€o, lque causa efeito delete
rio estatisticamente significativo| na sobrevivencia e reprodugao dos

organismos, em 7 dias de exposicao. ‘nas cordigoes de teste.

3.5 Efeito cronico

Efeito deletério causado pelo agente toxico aos organismos-teste, em
um periodo de exposigao que pode abranger a totalidade de seu ciclo

de vida ou parte dele.

3.6 Organismo-teste

Organismo utilizando negteste de toxicidade cronica: Ceriodaphnia

dubia.

3.7 Solugoes-estodue

Solugoes do agente toxdco eml diferentes concentragoes, a partir das

quais sao preparadas- solugges-teste.

3.8 SolugoesAteste

Solugoes finais d@ dgente toxico, nas quais sao colocados os organis

mos-teste.

3.9 Substancia de referéencia

Substancia quimica utilizada para avaliagao da sensibilidade dos “or

ganismos-teste.

3.10 Teste de toxicidade

Método utilizado para detectar e avaliar a capacidade inerente do.agen

te- toxico . em produzir efeitos deleterios nos organismos-testes.
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3.11 Valor cronico (VC)

Media geométrica dos valores de CENO e CEO.

4 PRINCIPIO DO METODO

4.1 Este método consiste na exposigao de individuos jovens do gené

ro Ceriodaphnia a varias concentragaes do agente ltoxico, por um pe

riodo de 7 dias, nas condigoes prescritas nesta Normad

No final do periodo de exposigdo, determina-se o numéro médio de jo
vens produzidos por fémea e o numero de feme@s adultas sobreviven
tes. Com estes dados, calcula-se\a CENO -efa CEO do agente toxico em

estudo.

4.2 0O método é executado em duas etapas:
a) teste preliminar que permite stabelecer o intervalo de con
centragao a ser utilizado no teste /definitivo;

b) teste definitivo, que permite detérminar a CENO e a CEO.

5 APARELHAGEM

5.1 EquipamentdsA

5.1.1 Balanga analitica.

5.1.2 Condutivimetro.

5.1.3 Luximetro.

5.1.4 Médidor de oxigenio disselvido em agua.
5.1.5 Medidor de pH.

5.1.6 Microscépio estereoscépio.

5.1.7 Termometro.

5.1.8 Titulador paPa determinacao da dureza total em éguas.

5.2 Vidraria

5.2.1 Balloes volumétricos.

5.2.2 Béqueres de 30 mL.

5.2.3 Pipetas“Pasteur com ponta arredondada.

5.2.4 Pipetas tipo Mohr.

5.2.5 Pipetas volumétricas.

Nota: Todo o material que entre em eontéto,com a substancia-teste

deve ser quimicamente inerte, preferencialmente de vidro.
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6  EXECUCAO DO ENSATO

6.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados devem ser de grau p.a.

6.1.1 Acetona (CH3COCH3).

6.1.2 Bicarbonato de sodio (NaHCO,) .

6.1.3 Cloreto de cadmio (CdCl,).

6.1.4 Cloreto de potassio (KC1).

6.1.5 Solugao 1 N de acido cloridrico (HC1).

6.1.6 Solugao a 5% de acido nitrico (HNO,) .

6.1.7 Solugao 1 N de hidroxido de sodio (NaOH).

6.1.8 Sulfato de calcio di-hidratado (Ca8Q, . 2H 0)%
6.1.9 Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2)).

6.2 Lavagem da vidraria

6.2.1 Toda a vidraria a ser utilizada em teste de toxicidade deve
ser lavada de acordo com a ABNT 1:62%502-0024

6.2.2 A vidraria nova deve sexl lavada com detergente neutro e enxa
guada com agua de torneira, acetona pura, solugao de acido nitrico a

5% e com agua destilada.

6.3 Agua de diluigao

Agua natural superficial ou subterranea, filtrada em rede de pléng
ton com 30 ou 45 um, nao contaminada e de qualidade constante,istoé}
as variagoes mensais de durégaps alcalinidade e condutividade devem
ser menores que 10%/de suas respectivas medias e a variagao mensal

do pH deve ser menor qué 0,7 junidades de sua media.

6.3.1 A égua de diluigéo deve apresentar pH entre 6,5 e 7,5. Caso

seja necessariog agjustar o pH da égua natural com solugoes 1N de HC1
ou 1N de NaOH4 A dureza total deve estar na faixa de 40 a 48 mg/L em
CaCO3 e, quando necessério, devera ser ajustada para a faixa recomen

dada, utilizando-se as solugoes de 6.3.1.1 e 6.3.1.2.

6.3.1.1 Solugao 1
Sulfato de calcio di-hidratado (CaSO4.2H20)........1,5 g

Agua destilada ou desionizad@i....eeeeeseeeecensns. 1000mL

6.3.1.2 Solucao 2
Cloreto de pPotassio (KCL).uueeeeweooeeoooonnseennss 0,2 g
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Bicarbonato de s6dio (NaHCOg)........ 4,8 g
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (Mg&%r7Héﬁ..u 6,1 g
Agua destilada ou desionizada...eeseeosssceccssean 1 000 mL

6.3.1.3 Para o ajuste de dureza, calcular o volume das solugoes 1 e
2 a ser adﬂﬁbhakn- considerando que, para cada miligrama de dureza
a ser aumentada, deve-se acrescentar 0,5 mL da solugéo 1 e 0,25 mL da

solugao 2. Exemplo:

Dureza da agua Natural.......eeeeeeeeesssaiad mg/L em CaCO,4
Dureza desejada..eeeeeesecees A R . 40ymg/L em CaCO,3
Volume da solugao 1 a ser adiciodado em 1000 mL..... 18 mL

Volume da solugao 2 a ser adicion@do em 1 000 mL..... 9 mL

6.4 Organismos-teste

Sao utilizadas Ceriodaphnia jovens, de no maximoy, 24 horas de idade,

tendo todas nascidas dentro de um periodo de 8 horas, e ~‘obtidas a
partir de culturas mantidas em condicoes laboratoriais definidas

(ver Anexo C).

6.5 Obtengao de individuos jovens para o teste

Os individuos jovens para o teste,sao obfidos a partir de fémeas ovi
geras, mantidas em culturas individuals. Os jovens separados sao man
tidos em recipiente conten@o agua de .diluigao (ver 6.3) é';temperatg
ra de 25 % 1°C, e devem ser utilizados em teste dentro de um periodo

maximo, de 24 horas.

Nota: Recomenda-se utilizar para teste os jovens oriundos das fe

meas mais produtivas.

6.6 Sensibilidade dos orfganismos-teste

6.6.1 Periodicamente, a sensibilidade dos organismos-teste deve ser

avaliada atraves de sum tegte de toxicidade aguda com a substancia
de referencia, elofeto de‘sédio. Deve-se seguir o procedimento descri
to no item6m9.1 (teste preliminar), sendo gue o calculo da CE(I)SO;
48 h deve @Ser realizado segundo a Norma CETESB L5.017.

6.6.2 O4wvalor de CE(I)50; 48 horas obtido deve estar compreendido em

. + . ~ ~ .
um intervalo'de,- 2 § (8 = desvio-padrao) em relagao aos valores me

dios anteriormente obtidos para a mesma especie.

6.7  Amosttragem

Para a coleta de amostras de efluentes industriais liquidos e aguas
de corpos receptores, deve-se segulir a Norma NBR 9897. Os frascos de

vem ser totalmente preenchidos com a amostra, de maneira a evitar-se
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a presenga de ar nos mesmos. O teste deve ser realizado o mais répi
do possivel, dentro dos prazos estabelecidos para cada tipo de amos
tra, sendo que o restante da amostra, para renovagao dassolugSes-teg

te, deve ser mantida a 4°cC.

6.8 Preparo da amostra

6.8.,1 Antes do preparo.da.amostra, e importante “ter ““conhieecimento

das caracteristicas fisicas, quimicas e toxocologicasidal substancia
a ser testada, com o proposito de tomar os cuidados necessarios em

seu manuseio.

6.8.2 O preparo das solugoes e todas as etgpas do teste devem ser

realizados em ambiente isento de vaporesfpu poeiras toxicas. Quando

necessario, as amostras de efluentes liquidos e aguas continentais

devem: ser deixadas a decantar durante 2 horas. Apos esse perlodo, re

tira-se com um sifao a porgao mediana da amostra, a qual sera utili

zada no teste.

6.8.3 Solugoes-estoque

6:8:3.1 As solugaes—estoque devem (Ser preparadas no momento da rea

lizagao do teste, adicionando-se uma duantdidade conhecida do agente
toxico em um volume definido def@glEmde diluicio. Os dados de prepa
ragao das solugoes-estoque devém ser regilstrados em formulario de con

trole (ver Figura 2, no Anexo B).

6.8.3.2 Solugoes-estoque Com coficentracao menor que 100 mg/L  devem
ser preparadas por diluigao em'série, a parfir de uma solugao de
100 mg/L ou 1 000 mg/L. ’

6.8.3.3 Substancias gde baixa solubilidade podem ser dissolvidas ou
dispersadas por intdrmedise de aquecimento ou solvente de baixa toxi
cidade, desde que @& congentrag@ao final destes nao ultrapasse 0,1 mL/L

ou 0,1 g/L na solucaoxteste Mmais concéntrada.

6.8.3.4 No casb de\empregar-se um solvente, deveré ser preparado,
alem do contrdle comeaguayde diluicdo, outro controle com agua de

diluigao com‘@pmaxima concentragao do solvente utilizado.

6.8.4 Solugoes-teste

As solugoes-teste devem ser obtidas por diluigao das solugbes-esto
que em égua de diluigao, em diferentes proporgaes,:de acordo com as

concentragao escolhidas.

6.9 Procedimento
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6.9.1 Teste preliminar

6.9.1.1 Com as solugoes-estoque, preparadas de acordo com 6.8.3,
preparar, em balao volumétrico, solugoes-teste com concentragoes pre

viamente escolhidas.

6.9.1.2 Colocar 15 mL das solugoes-teste em béqueres de 30 mL, sen

do preparadas 4 replicas para cada concentragao.

6.9.1.3 Adicionar em cada bequer 5 organismos jovens/{de, no maximo,

24 horas de vida, separados de acordo com 6.5,

6.9.1.4 Manter os frascos-teste a temperafura de 25 *'1°C durante

48 horas.

6.9.1.5 Ao termino do periodo de oxidagéo, contars, com o auxilio
de um microscopio estereoscopico, o numereo,de organismos méveisv em

cada bequer. Aqueles que nao forem capazes de nadar em um intervalo
de 15 segundos deverao ser considerados ifmdveis. Registar modificagao

no comportamento dos organismos-teSte.

Nota: Este teste possibilita a/€scolHa da faixa de concentragao a

ser utilizada no teste defiinitivo.

6.9.2 Teste definitivo

6.9.2.1 Selecionar 5 ou 6fconcentracoes do agente toxico, além do
controle (égua de diluicao). No teste definitivo, a maior concentra
cao deve ser a menor concentracao gue causou efeito (imobilidade)
aos organismos no teste preliminar. A partir dessa concentraqéo,escg

lher concentragoes -decreseéntes, com o fator 0,3 ou O,5.

6.9.2.2 Preparar as solugSes-estoqueie as solugoes-teste = conforme
o descrito em 6.8483 e 6.8.4, em volume suficiente para preencher os
recipientes-teste e para as determinacoes fisico-quimicas necessa
rias: oxig%nio dissolyido, pH, condutividade e dureza.

6.9.2.3 Mantem,a tempefatura das solugoes-teste e do controle . a

o5 T 19,

6.9.2.4 Para gdada concentragao, preparar 10 réplicas, colocando 15 mL
da solugao-teste em cada béquér de 30 mL. A distribuigao dos béQpé
res.deve ser aleatéria, e sua posigéo deve ser mudada a cada troca

de solugoes.

6.9:2.5 Iniciar o teste, colocando um organismos jovem, obtido de
acordo com o descrito em 6.5, em cada béquer, previamente preenchi

do (ver 6.9.2.4) com as solugoes-teste e com o alimento (ver Anexo C).
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0 horario de inicio do teste deverser anotado em formulario controle
(ver Figura 3 no Anexo B). Os frascos-teste devem ser mantidos em am
biente com a temperatura de 25 pl 1OC, fotoperiodo de 16 h de luz com
iluminamento de 500 e 1000 lux e 8 h de escuridao. Os organismos de
vem ser alimentados diariamente com o mesmo tipo de alimento e com a
mesma quantidade que e utilizada na manutengéo da cultura (ver Anexo

C).

5.9.2.6 Renovar as solugaes—teste a cada 2:dias e, se necessério,
diariamente. Determinar, se possivel, as variéveis eD,, temperatura,
pH e condutividade, na concentragao mais elevada, em uma intermedié
ria, na mais baixa e no controle. Esse procedimento deve ser obser
vado nas solugaes—teste recém—preparadas € nas que sepao descarta

das.

6.9.2.7 A cada troca de solugaes—teste, transflerir cada organismo
adulto para 15 mL da solugao-teste nova, jé contendo o alimento. A

transferencia deve ser feita, utilizafldé-se umahpipeta de vidro com

ponta arredondada, tomando-se o cuidado dé liberar os organismos
abaixo da superfiéie da égua, para levitar a entrada de ar sob sua
carapaca.

6.9.2.8 A cada troca de solugao-teste, anotar os dados de sobrevi
veéncia dos organismos adultos|, o numereo)de jovens vivos em cada bé
quer~-e o n@mero de crias‘no controle, Jem um formulario, como o da
Figura 3. Se forem observades Jjovensgem um béquer que contenha um

adulto morto, admitir que a merte ocorreu imediatamente antes da con
tagem e computar na anélise os jovens vivos. Apés a contagem e remo
gao do organismo adul to, "2 oup3, gotas de solugao 1N de HC1l podem ser
adicionadas a eada béquer, com a finalidade de matar os organismos
jovens, facilitandg assim sua,contagem. Os jovens devem ser descar

tados apos a mesma,

Nota: Recomendasse a utdlizacao de um microscopio estereoscopico

na contagem.

6.9.2.9 Se Ocorrdr uma mortalidade de femeas adultas maior que 30%

em qualquer concentracao, medir as variavels fisico-quimicas cita
das em 6.9.2.6, nas ebncentragoes em que isso tiver ocorrido, para
fins de controle e investigagao de possiveis causas da motalidade.
6.9.2.10 O teste deve terninar quando 60% ou mais das femeas adul
tas sobreviventes no controle tiverem produzido sua terceira cria

(aproximadamente 7 dias). Devido a répida taxa de desenvolvimento de
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Ceriodaphnia, um acrescimo de apenas algumas horas no periodo de

teste engloba uma parte importante do ciclo reprodutivo dos animais

e pode resultar em crias adicionais.

7 RESULTADOS

7.1 Preparo dos dados

7.1.1 Para cada concentracao determinar o numero .de jovens produzi

dos por femea-adulta, dividindo o nimero total de jovens produzidos

até o momento da morte da femea ou até o fimfldo €hsaio.

Nota: Um individuo que morre sem ter dadom cria deve ser incluido na

contagem, considerando-se zero o numerke de jovens produzidos.
As replicas onde foram detectados machosylegolocados no inicio

do teste, devem ser descartadas.

7.1.2 Calcular o numero medio de jovens produzidos por fémea adul

ta. Esse valor proporciona uma medida combinada do efeito do agente

toxico na sobrevivencia e na reprodugéo.

7.2 Analise dos dados

7.2.1 Para a analise dos dados redemenda-se os métodos estatisticos
descrito em U.S.E.P.A./600/4589/001 .

7.2.2 Atraves dessa analise estatistica, determina-se o CENO e a

CEO. Pode-se determinar também o valor cronico (VC), que é a media
geométrica da CENO e da‘QEOQ.

7.3 Expressado dos resultados

A CENO, a CEO e o VCpdevem ser expressos em porcentagem para eflueg

tes liquidos e aguas superficiais,e-em mg/L para substancias quimicas.

7.4 Validade dos resultados

Os resultados devem/ser cgnsiderados validos se:

a) a coneentracgao,de oxigénio dissolvido, medida nas solﬁgSes—
-teste for maior ou igual a 5,0 mg/L;

b) afmortalidade dos organismos adultos no controle nao exceder
20%.

7.5 Relatorio

Devem constar no relatorio de teste as seguintes informagoes:

a) numero desta Norma;
b) identificagao do agente toxico;

c) o procedimento de preparo de amostras, solugSes-estoque e so-



10

CETESB/L5.022

d)

)

g)

h)

lugoes-teste;

data e hora da realizacgao do teste (inicio e término);

dados biologicos e fisico-quimicos referentes ao teste;
resultados do teste, expresso em CENO, CEO e VC e metodos es
tatisticos utilizados;

qualquer comportamento anormal dos organismos nas condigSes

de teste;

qualquer alteragéo dos procedimentos prescr a Norma

~

it st
e eventuais ocorrencias durante a realiz o do ste.
: /ANEXO A

o
L
&
&
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ANEXO A - REGISTRO DE DADOS DA AGUA DE DILUIGCAO

CONTROLE DA AGUA DE DILUIGKO

Data de coleta:___/___/

Local de coleta:

| it | Joa] e
Data Lote | dade g i ] tividafmm00 \ ~ RgspoE
n? (L) Antes do | Apos o | Antes do | Apos o de |(mg/L)}Solucao Solugao |savel
ajuste ajuste ajuste ajuste |(¥S/cm) 1 2

FIGURA 1 - Modelo de formulario para controle da agua de diluigao

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

CONTROLE DO PREPARO DE SOLUCOES

P

Substancia-teste:

Ne do lote da agua de diluigao:
Data: / /

Tecnico responsavel:

PREPARO DAS SOLUCOES-ESTOQUE

- Concentragao da solugao-estoque mIi/ L, (ou %) : mL da solugao
de concentragao mL/L (ou %) + mL delagud de diluigao
- Concentragao da solugao-estoque My lmiou %) : mL da ‘'solugao

de concentragao mL/L (ou %) + mL{de agua de diluigao

- Concentragao da solugao-estoque mL/L, (ou %): mL da solugao

de concentragao " mL/L (ou %) + mL@e agua de diluigao

- Concentragao da solugao-estoque mL/L (ou %): mL da solugao

de concentragao mL/L (ou %) + mL de agua de diluigao.

PREPARO DAS SOLUGCOES-TESTE

Concentragao da | Volume da Solugao-eStoque adicionado (mL)| Volume de

solugao-teste |- Concentrac¢ac da solugao-estoque ‘agua de

‘mL/L (ou %) - diluicao
mL/L (ou %) |mL/L (ou %) |mL/L (ou %) |mL/L (ou %) (mL)

FIGURA 2 - Modelo de formulario para controle do preparo de solugoes

/FIGURA 3
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/FIGURA 3
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TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

Organismo-teste:

Substancia-teste:
.t . ' N
Data do teste: inicio : / / / a¥foras

~

término: / / / a‘: oras

Tecnico responsavel:

S esan Réplicas Total «de: [N N2 de N2 de jovens
~ Dia teste | ;.
Concentragao Jovens: aduwl tas por

nt dgd2ls|als]el7slo| W] vies vikas adultas

NG W N = G W N e G W N

N NSE W RO SOy O PN

Observagoes:

FIGURA 3 - Modelo de fofmulério para controle dos dados de teste

/FIGURA 4
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/FIGURA 4
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REGISTRO DOS DADOS FISICO-QUIMICOS

Organismo-teste:

Subst%ﬁcia»teste;

Data do teste: inicio: / )/ rérmino: /[  /

Técnico responsavel:

‘Dia do teste

Concentragao |Variaveis 1 2 3 4 silme | "7 | observagoes

alpla|p|la|{pla|pfa|pla|Dpa|D

pH
|op B
Temperatura
Condutivid.|
Dureza
|pH
oo
- |Temperatura
Condutivid.
Dureza
lpH
o
,Temperahn%%’
Condutivid.
Dureza
pH
o 4
Temperatura)
|condutivid.
Dureza

A = Antes da trocapde solugoes
D = Depéigndd troca de solugoes

FIGURA 4 - Modelo de formulario para registro dos dados fisico-quimi

cOoS .

/ANEXO C
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ANEXO C - CULTURA DE CERTODAPHNIA

0 metodo de cultivo de Ceriodaphnia descrito a seguir tem sido uti

lizado com o objetivo de se obter jovens, por partenogéneas, para

serem utilizados em testes de toxicidade cronica.

C-1 Agua de manutengao das culturas

A agua utilizada para manutengao de Ceriodaphnia ea Mesma descrita
em 6.3,

C-2 Condigoes de cultivo

As culturas devem ser mantidas em ambiente com temperatura de - 25 r 1OC,
fotoperiodo de 16 horas de luz com iluminosidade de 500 a 1 000 lTux

& 8 horas de escuridao.

C-3 Alimento

A alimentagao apropriada € de extrema impefitancia no cultivo de

Ceriodaphnia. Deve-se fornecer alimento emiguantidade suficiente pa

ra manter uma reprodugao normal /dos onganidsmos. O excesso de ~alimen
to deve ser evitado para que na@ provoque/efeitos adversos a- éultg
ra como, por eXemplo, obstrugéo dopaparedho filtrador do animal ou
diminuicao da concentragao de oxigenio dissolvido na égua dos reci
pientes de cultura, levando a mortehdos animais. A dieta composta

de ragao para peixes, levedura e algas (Selenastrum capricoérnutum),

descrita a seguir, propgrcionana ndtrigcao adequada, se fornecida

diariamente.

C-3.1 Alimento composto (ragéo para peixe e levedura)

0 alimento composto (LR) e preparado com dois ingredientes:

C-3.1.1 Ragao pdra peixe digerida: colocar 5 g de ragao de truta

em 1 000 mL de égua destilada ou desionizada, sob aeragao, de forma
que a ragéo fiquenpem suspenséo. Manter por uma semana nessas -condi
coes, com repesicac ddefagua perdida por evaporgao durante a  diges
- tao. No fin@l desse periodo, deixar decantar por 1 hora: e filtrar
em rede dé plancton de aproximadamente 45 um. A solugao assim obti
da pode sericongelada, em pequenas porgSes, para armazenamento e uso

posterior.

C-3.1.2 Levedura: colocar 1,0 g de fermento biolégico seco, tipo

Fleischmann, em 200 mL de égua destilada ou desionizada. Deixar em

agitagao atée a dissolugao total.

C-3.1.3 Para o preparo do alimento composto, (LR) misturam-se par
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tes iguais das solugoes obtidas da forma descrita acima. O alimento

assim preparado poderé ser utilizado pelo periodo aproximado de uma

semana,

se conservado em geladeira.

C-3.1.4 Para o calculo do teorrde;sélidos totais em suspensao (SST)

recomenda-se proceder como segue:

C-3.1.5

a)
b)
c)

d)

e)

)

secar em estufa um recipiente vazio ate{maSSappeonstante
(my )3

adicionar ao recipiente um volume conhecido (V) do ali
mento;

evaporar em estufa ate a secura tgtal por 24 h a 1OOOC;
esfriar em dessecador e pesar novamente (m2);

por diferenga, calcular a massa (Am) dépsdlidos:

calcular o teor de solidos totaisiem suspensao (SST) pe

la seguinte formula:

SST = =

g) expressar o SST em mg/L.

Calculo do volume de/falimentelcomposto:

onde:

Val

Vam

SST

a) recomenda-se que @ quantidade de solidos totais em sus

perm

SST

al

»

pensao do alimgnto (SSTal) seja de 1,7 a 1,9 g/L, e que
a quantidade de sélidos em suspensao na cultura'ﬁxﬂberm)
seja de no maximo @2 a 13 mg/L. O volume de alimento a
ser adicionadopnos béqueres de cultura e calculado pela

seguinte /formula:

Vv . SST
am pefm

SSTal

Va1 =

volume do alimento, em mL

vollime de agua nos béqueres de manutencao, em mL
sélidos totais em suspenséo permissivel nas culturas,
em mg/L.

solidos totais em suspensap do alimento preparado, em

mg/L;

b) na determinagao dos SSTal e no calculo do Val , pode ser
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seguido o seguinte exemplo:

- volume de alimento usado na secagem: 5 mL
~ massa do recipiente seco e vazio: 1,42955 g

- massa do recipiente com alimento (secos): 1,43966 g

Massa do alimento:

m_, = 1,43866 - 1,42955 = 0,00911 g
Teor de SST . :
al
ss7 . = 2200911 _ 45 501 822 gfmL
ou: ’ )
SST_, = 1822 mg/L

al .

Para o calculo do volume de alimento, econsiderarique:

SSTperm = solidos totais em suspensao permissivel nas  culturas:
12-13 mg/L

SSTal = solidos totais em suspensaol do alimento preparado: 1822 mg/L

Vam‘ = volume de agua no bequer de cultivo: 15 mL

Volume de alimento a ser adicdoenado “em cada béquer:

v . =13X18 4490 m

al 1822

C-3.2 Suspensao de algas)(Selenastrum - capricornutum)

C-3.2.1 A alga Selenastrum capricornutum e cultivada no laboratério;

em frascos com meio de eulltura)L.C. OLigo e aeracao, condigao que
permite uma produgéo chtinua para alimentagéo de microcrustaceos
(ver Norma CETESB L5 .,018).

C-3.2.2 Para preparo da/suspensao de algas que servira de alimento

para Ceriodaphifiia, retira-se da cultura continua o volume necessario,

e centrifuga-se Ja 4.000 rpm. por 5 minutos a temperatura de 15 a 20°C..
O sobrenadante /6 descartado e as celulas de algas sao resuspensas em

agua de manuténcao.

c-3.2.3 A concentragéo de celulas desta suspenséo algécea deve ser
determinada atraves de contagem ao microscopio optico, utilizando-se

camaras de contagem adequadas.

C-3.2.4 Uma suspenséo de algas contendo 3,0 a 3;5 x 107 células/mL

deve ser preparada, diluindo-se o concentrado resuspenso com agua de
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manutencao. O volume necessario de agua para se obter a concentra
gao de celulas desejada pode ser calculado, utilizando-se a seguinte

formula:

Volume de égua =

{ concentragao de celulas ressuspensas volume de algas . = Volume de algas
3,5 x 107 células/mL CTRSSUSpEnsas ressuspensas

“

C-3.2.5 Para a alimentagao de Ceriodaphnia, deve seép, fornecido dia

riamente 0,05 mL dessa suspensao de celulas, de concentrd¢ao conheci

da, em cada béquer das culturas individuais (ver _item C-4).

C-4 Manutencao das culturas de Ceriodaphnia

Uma das maneiras de se manter uma cultura controlada de Ceriodaphnia

e atraves do cultivo dos organismos como se segue:

C-4.1 Os organismos devem ser mantidos em béqUeres de vidro de 30 nL
com 15 mL de agua de diluigao. Em cada béquer, /eve ser mantida ape

nas uma Ceriodaphnia. Para facilitar o manuseio, pode-se dispor os

bequeres em uma bandeja com divisoes #fsehdo queha cada corresponde

ra um bequer.

C-4.2 A troca de agua de manutencaosdeve sep feita trés vezes por
semana, no periodo da manha (as 22s, 48s,.€ 62s feiras). Os organis
mos adultos devem ser mantidosgde os jovens devem ser descartados.
Esse procedimento facilita a obtengao de organismos jovens para rea

lizagao de testes no periodo da tarde.

C-4.3 Para se manter uma culturaldélfemeas com um bom potencial re
produtivo, deve-se fazer renovacoes da cultura, conservando-se lo
tes de organismos com idade variando de uma a trés semanas. A reno

vagao da cultura podegser realizada da seguinte maneira:

C-4.3.1 Toda 68 feira, wa troca de agua de manutencgao, as culturas
com 3 semanas de idade Sao desSfeitas, aproveitando-se somente os in

dividuos jovens.

C-4.3.2 Os jovens obtidos sao colocaddos, um a um, em cada béquer,

iniciando-se Jm novod@lote de organismos reprodutores.

C-4.3.3 Nos lote$de organismos com uma e duas semanas de idade, os
jovens sao descartad@®s e os adultos sao mantidos, sendo que estes

Gltimos serao substituidos na semana seguinte.

C.4.4 O alimento é fornecido diariamente as culturas, na proporgao

citada anteriormente.

3-4.5 Os frascos de cultura devem ser cobertos com placa de acrill
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co, ou vidro, ou plastico inerte.

C-4.6 0O teor de oxigénio dissolvido na égua de manutengao deve ser
25 mg/L.

C-4.7 Os organismos do género Ceriodaphnia sao muito sensiveis a

mudangas repentinas de pH e temperatura. Deve-se evitar mudancgas
bruscas, maiores que 0,5 unidade de pH e maiores gue 50C na tempe

ratura da agua de manutengao.

C-4.8 Os organismos devem ser manuseados culdadosamente e o menos
possivel, para que nao sejam estressados. A transfeérencia dos orga
nismos de um béquer para outro deve ser fegita com pipetas de ponta
arredondada, tomando-se cuidado para liberar os animais abaixo da
superficie da égua. Os organismos que forem machucados no manuseio

devem ser descartados.

C-4.9 Todos os dados de sobrevivencia dasfadultas nas culturas de
vem ser anotados em formulario de .eontrole  (ver Figura 5) e os lotes
em que a sobrevivencia, entre du@s trodasphde' agua consecutivas, se

jam menor que 80% nao devem ser|utiliZzadas em testes de toxicidade.

C-5 Lavagem de vidraria

Os bequeres de cultura devemfser Jlavados com agua de torneira, usan
do-se gaze para a remogéo de materiais aderidos a superficie inter
na das paredes dos mesmos. O enxaglie deve ser feito com égua de tor

neira e varias vezes com agua,destdlada.

/FIGURA 5
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~/FIGURA 5
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CONTROLE DA CULTURA DE CERIODAPHNIA
Espécie:
. Tempera | Troca |Niumero de
Data|Dia/Manutengao Hora tura (mg/L) Alimento _de adul tas
(°c) me agua vivas

FIGURA 5 - Modelo de formulario de controle da cultura‘ae

Ceriodaphnia






