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AGUA —~ TESTE PARA AVALIACKO DA
TOXICIDADE AGUDA DE CIANOFICEAS
(ALGAS AZUIS) '
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Método de ensaio
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i OBJETIVO

FEsta Norma prescreve o métodod de ava@liagHo da toxicidade de
cianoffceas de Hguas continentaish, ‘e€Btuarinas e mar inhas,
utilizando-~se fFfloragles de algas “ou [ culturas unialgais. 0

procedimento descrito permite Weterminalr a Dose Letal a 56X  dos

arganismnos expostos nas condicleghestab@lecidas no teste.

2 NORMA COMPLEMENTAR

Na aplicagfo desta Norma @ necessdrio consultar:

Norma CETESB ~ L5.047 -andlis@l Estatistica de resultados de
testes de toxicidade aguda ~ Procedimento

3 DEFINICOES

Para os efeitod desta Norma s¥o adotadas as definigles de 3.1 =&
3.?!

3.1 Cultura uni@l@al od monoespecifica

Cultura de &lga contenda uma dnica espécie.

3.2 Dose Letal Mediana - DLS50:;24 h

Dose de umi@gente tdxico que causa efeito agudo (letalidade) ‘a

He%4 dos organismos, em 24 horas de exposiefo, nas condigBes de
teste.
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3.3 Efeito agudo

Efeito letal causado por agentes tdxicos para organismos vivos em
curto periodo de exposigHo.

3.4 Floragfo ou “Bloom” de algas

Prolifera¢fo Meessiva de  algas que alterawisivelmente a
coloragcio da dgua. Para efeito do teste de todicidade,
considera~se Florag¢fo como sendo a massa algdcea  coletada da
camada superficial da coluna d ‘dHgua.

3.9 Meio de cultura
Meio utilizado para manutengfo e cultivo dagphespddices de algas.

3.6 Organismo-~teste
Camundongos da linhagem “swiss”, machos adultos, com peso entre
20 & 39 gramas.

3.7 Teste de toxicidade

Método utilizado para detectar e avadliar a capacidade do agente
tduico de produsir efeitos deletdrios em/ Organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

Este método consiste na inoculagHo intraperitonial de emxtrato
algdceo (proveniente da Fflora¢Ho de algas ou cultura unialogal),
em diferentes doses, nos organismos—~teste.

Tal procedimento permite Udeterminar a DL30:24 h da alga ou
floragio.

Quando  se tratar de floragfo de algas, o procedimento de ensaio
deve ser realizado em duas etapast

a) teste com opextratoda Ffloragfos
b) teste confidrmativo com extrato da cultura unialgal da espd
cie predominante na floragfo, isolada & cultivada em labora
tdrio.
5  APARELHAGEM
5.4 Equipamentos
S.1.4 Balaneas semi-analltica e analltica.

5142 Clmara ingubadora com temperatura controlada.
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5.4.3 Liofilizador.
S.4.4 Sonificador parza lise celular.
9.4.5 Centrifuga.
S5.4.6 Microscdpio dptico.
5.2 Vidrarias e outros materiais
5.2.4 Balfles de vidro, de boca esmerilhada,gpaca 1iofilizagio.
2 Pipetas tipo Pasteur.
5e2.3 PFPipetas tipo Mohr.
4 (Cémaras Fuchs-Rosenthal ou Neubauer.
S.2.9 Tubos de ensaio.

B

Erlenmeyers de 500 mL;

6
Se2.7 Frascos de 9 L para cultiVo de @lgas.

8 $erihga§ e agulhas descartdveis.

9 Gaiolas para manuten¢fo dedeamuntlongos.
5.2.40 Placas de Petri.

5.2.44 Alga de platina ou de niquel.

S5eR.42 Frascos de 16 A 20 mk, com tampa.

6 EXECUCHO DO ENSAIO

6.1 Lavagem do material

.14 A vidraria nova a ser utilizada para culturas de algas,
assim como em testes, deve ser lavada comwm detergente e enxaguada
com dgua de tdepeir@, acetona pura, solugfo de dcido clorfdrico a

10%, dgun de tornelira effinalmente com dgua desionizada.

6.1.2 6 vidraria a sep utilizada na manutengfo das culturas deve
ser previamente preparada da seguinte formas

b6.42.4 Wavar com detergente neutro ou carbamato de sddio.

6.4.2.2 Enxagusr com dgua de torneira.

i
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6.1.2.3 Degixar em dcido cloridrico 10%, por 24 horas.
6.1.2.4 Envaguar 10 vezes com dgun de torneira.
6$.14.2.5 Ensaguar com dgun destilada.

b.1.2.6 Secar em estufa a 105°0.

6.4.3 A vwvidraria contaminada com culturas o FfloragBes de
cianoffceas deve ser deivada em solugfo de hipoclorito de sddio a
1904 por 1% minutos. Apds esse procedimento @eguir o descrito em
b.d.24

6.2 Organismo-teste

6.2.4 08 camundongos, se adaguiridos de culbivel em biotdrios,
devem ser aclimatados no laboratdrio por 247 horas antes da
realizagfo do teste, recebendo fgud e @bimento. © fotoperodo
deve ser de 12 horas de 1uz/12 horas de esqurid¥o e a temperatura
deve ser de 29 & 2°C.

6.2.2 Os animais devem ser pesadd ¢ markados com  uma  caneta
para retroprojetor {(cabeg¢a, tromco, rdbo), @ntes da realizagio do
teste. Os organismos devem ter pesoentre 20 ¢ 30 gramas, sendo
que a diferenga de peso entre arganismos de uma mesma gaiola nfo
deve exceder 5 gramas. Colocamsse quatiro camundongos em  cada
gaiola, retirando~se a alimentaefo & dgua. Preparam-se trés
gaiolas para as concentrages,de algas a serem testadas € una
para controle. '

6.3 Amostragem

Floragfo: a massa algdoea deve sef coletada da superflcie da fgua
& encaminhada imediatamente “ao  laboratdrio, em frasco de
polietileno de 5 L.

6.4 Preparo de amostras de florac&o ol cultura unialgal

é6.4.14 No laboratdrio, subamostras da florac8o s%o centrifugadas
e processadas Jde asordo com o0 itens 4.4.9 a 6.4.8 para
realiza¢fo do teste de tomicidade.

6.4.2 As espécies da floragfo sHo identificadas e guantificadas.
é6.4.3 Simddtaneamentela floragio deve ser repicada em meio ASM—-4

adlido e/du 17quido dver Anexos A-3 e B) para isolamento da alga
predominante.
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6.4.4 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para o cultivo das espdcies isoladas
é o ASM-1, cujo preparo estd descrito no Anexo A.

6.4.5 Centrifugacfo

As  Florages e culturas unialgais devem ser Ocenterifugadas a
aproximadamente 2641 g9, por 18 minutos. 0 precipiiato deve ser
lavado com dguan desionizada e centrifugado novamente. QO
precipitado final deve ser ressuspenso em peguena gquant idade de
daua desionizada.

Notas Em se tratando de floragfies ou gulturas de cianoficeas
marinhas, apds a centrifuga¢fo ressuspender/ as células com
dgua desionizada, para eliminago dos Bais presentes na
anostra. Esse procedimento deve ser repetido trés veres.

6.4.6 Liofilizagio

6.4.6.4 A suspensfo de alga centrifugada ¢ colocada em  balfes
especificos para liofilizagfo.

6.4.6.2 08 balbes devem ser congelados por 12 horas, no minimo,
antes da liofilizagHo.

b6.4.6.3 Az amostras devem ser Obiofdlizadas atd sua secagen
total.

6.4.6.4 0 material liofilizado deVve ser guardado em frascos de
vidro tanpados ¢ conservados emn dessecador.

6.4.7 Extrato algdceo

6.4.7.4 0O material liofilizado deve ser ressuspenso em  solugfo
salina de cloreto de sddig a 0,9%, esterilizada na proporefo de
200 mg de alga liofphizada para 12 nl de solugfo salina.

6.4.7.2 Essa sodugfo & colocada em bdquer de 30 ml. ¢ sonificada
para a lise celalar.

6.4.7.3 Guardar dssa s0lucfo em geladeira em frascos de wvidro
para ser utilizad& no tegste.

6.4.8 O preparg de todas as solugles e todas as etapas do teste
devem sey realizados em ambiente isento de vapores ou pogiras
tdwicas & A temperatura ambiente de 20 a 25°C.
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6.4.9 Cdlculo do volume de extrato algdceo a ser testado

A partir do peso médio dos camundongos de cada gaiola, calocula—-se
0o volume de extrato algdceo da florag8o (ver item 6.4.7) =@  ser
injetado intraperitonialmente nos camundongos para as  seguintes
concentragies Finzist 1000 wmyg /Ko, 500 mg/Kg e 290 mg/Kg. Caso
seja necessdrio, repete-se o experimento com JdoSESpamEnores que
250 wmg/Kg. Nos organismos-~controle injeta-se apenas, = o solugHao
salina de cloreto de sddio a €,9%. 0 volume de extrato algdceo ou
solucqo salina a ser injetado nos camundongos, develser de 2 ml,
ng mExino.

6.5 Procedimento geral

6.9.4 Injetar intraperitonialmente, nos camundongos, o :trato
obtido como descrito em 6.4, nas concentragtes: 4000 mg/Kg, 500
mg/Kyg e 250 mg/Ka. Nos animais-controle, injetar apenas a solugfo
salina num volume igual ao maior voldme lingetado nos camundongos
testados com as concentragBes de algal

4.59.2 08 organismos—teste devem ser alimentados com dgua & ragfo
duas horas apds o infcio do testes

6.5.3 Observar os animais por 84 horas apds o infcio do teste.
As  reagbes tipicas dos efeitos de cianotoxinas s¥%o, dentre
outras, contragles abdominaisy piloerecio, vaso~constri¢io
auricular, esfriamento das extremidades do corpo, brilhos nos
olhos, movimenta¢fo descoordemada € prostragfo.

6.5.4 aAnotar todas as reaclies dos canundongos.

6.5.59 SBe houver mnorte em até quatro horas apds o infcio do
teste, retirar o flgado, do aninalde pesar.

6.5.6 0 peso normal do Flgado de camundongos nfo contaminados &
de atd &% do peso corpdreontotal.

6$.5.7 Durante o perlodo @epdd horas registrar a letalidade dos
organismos~tested

7 RESULTADOS

7.4 Cdlculoda DLSQ

Com o0 dados de letalidade dos organismos determina~se a DLSO:R4

h e seufinteryalo’de confianga atravds de métodos estatisticos
descritos na Norma CETESBE LS.017.
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7.2 Efeito hepatotdxico
Se a relagfo peso do  TTlgado/peso corpdreo dos camundongos
contaminados for maior que 6%, m alga € considerads hepatotduica

(ver item 6.5.5).

7.3 Esxpressfo dos resultados

deve ser
caorpdreo  do

& DLYSOs24 h  da Floragfo ouw cultura monoespec
supressa em mg/Kg (mg de alga liofilizada/Kg de pe
organismo-teste).

7.4 Validade dos resultados
0s resultados do teste serfo considerados
do perifodo-teste, a mortalidade dos organisn '

, No tdrmino
role for nula.-

ZANEXO A
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ANEXO A - MEIO DE CULTURA PARA CIANOFICEAS

A-1 SolugfBes necessdrias para o preparo do meio ASM-1
A-1i.1 SolugHo-estogque Al

Nitrato de sd8dio (NaNOj3)euwwunuwsousununsnmossnnnes Wi 78 9

Sulfato de magnédsio heptaidratado (Mg80,.7Ho0). ... ©,49 ¢

Cloreto de magnésio hexaidratado (MaCl, .6H, O .... @,41 g

Cloreto de cdlcio diidratado (CaCl, .2H0)..udu.un. @,29 g
ou

Cloreto de cdlcio anidro (CaCly)eadyivvnncameunena 9,219 g

Agun desioni2adaeuesnnsennunununodonsnassnunnuusna 200 mh

A-1.2 Soluglo—-estogque B

Dihidrogénio fosfato de potdssliogtkH, PO, 0. vuueu.. 0,87 9
=11

Dihidrogénio triidratado (KH,PO, 83HO0) wevwwuvwuees 41,14 g

Hidrogenofosfato de sddio dodecaldéatado (Na,HPO, .42H,0)..

BB Y MR N YN N BN ER BN GRS RSN H Sy nHEIE DS U EEDERE 2N NN DY AN iy78 S,:,,

Bgua desionitad@eevwwons ufbeuaan o/lineen e unoensnesnnn 190 ml.
A-1.3 SolugHo-estoque C=

Acido bdrico (HyBOg)uusws@eserafasnnannunnnnuanna 2,48 g
Cloreto de manganés tetraideatado (HnClz.4H20).,n. 1,39 g
Cloreto de fervo 114 hexaddratado (F@013.6H20).u.. 1,98 g
Cloreto de zinco (ZnCly)esamevuncnvunvuvunnnnnanne 9,330 g
Cloreto de cobaltg hexaidratado (CoCl, .6H,0).unwe. 9,019 g
Cloreto de cobre diidratado (CuClz.BHZO)....,,.u.u@,®014 4
Aogua desion i ZR0B . o xwlie « o o 0. d 8 %6 uounssessonssnessn 109 ml

A-1.4 SolugHo-estoque D3

[’:dTﬁ de 5‘5(';(:} (EdT.ﬁ Naz)un-ulu-u-nuu«unuuunuu-nu-- 1,E;69
Aoun desion T el R mmm s u o o 0 w 5w 6 m e e s 0w n e 1900 ml

A-2 Preparo domeio de cultura l1fquido ASM~i

Em 977.,% ml def dgualdesionizada adicionars
SOTUERD Ava el v o wo oo s vousannmsssnosesuannnsnssnsnons 20 ml.
SOTUGHD BuvswmMmenfunneninnnnunnnanunosnannannnnunane 2,8 ml
SOTUGHD L v ensvnavunnncsnouunnnunnunsnnnnunannunnns @,4 ml
GOIUGERD Dansvsnuasnvnasnusnsnannssunosnunnununaunnnens By4 mh
Se necessdrio/ ailstar o pH desta solugHo com HC1 ou NaOH  para
7,0-8,90. .
RDistribuirgameio de cultura em frascos & autoclavar a 121 ° por
19 minutos/1itro.
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A~3 Preparo do meio de cultura ASM~1 sdlido

A-3.41 O seguinte procedimento deve ser ohservado para o preparo
do meio sdlido. :
g  de

A-3.4.4 Em 4 litro de meio A8SM-1 (item A-2) =a nar 10

dgar e deixar hidratar por 30 minutos.

~mar ia, Com
ido.

A-3.1.2 O dgar hidratado deve ser aguecido em bs
agitagfo constante, até que esteja totalmente diss

meio ainda
reparagio de
idiTicag4o.

A-3.1.3 aApds a dissolugfo total do fgar,
1fquido em frascos, em quant idade sufici
placas de Petri. Deixar esfriar o meio at
A-3.4.4 Em seguida, os frascos devem ser tamp ¢ autoclavados
por 1% minutos a 1241°C. '

quente deve ser
eaterilizadas, emn

A-3.4.5 Apds a autpclavagem, o mei
distribuldo em placas de Petri previ
clAmara de fluxo laminar.

/ANEXQ B
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ANEXQ B ~ ISOLAMENTO E CULTIVO DE ALGAS

B—-4 Isolamento de algas

0 isolamento da espdcie de alga predominante na floragfo pode ser
feito, dentre outras formas, através do repiquegda. Ffloracfo em
estria, em meio ASM~1 sdlido (A-3), ou através do 1splaménto da
alga por microcapilar.

B~1i.4 Repique ém meio sdlido

B~i.i.4 O indculo da florzcfo, coletado dom uma alga 'de platina
ou de nlquel € transferido para o meio 991 ido ASM=1 em placas de
Fetri (ver Anexo A~3).

B~1.1.2 As placas sHo deixadas sob luminosidade continua de,
aprodimadamente, 2000 lux.

B~1.4.3 aApds &6 dias, aproximadanente) &s colbnias de algas
cultivadas neste meio devem ser transferidas com a alga de
platina ou de nlgquel para os tubos.de ensaio contendo meio  ABM-4
1fguido e entfo mantidos sob lumndnrosidade cont fnua de 2000 luwx.

B-~i.2 Microcapilar

B~4.2.4 Colocar cerca de @,4 Wk da amostra  da florzaefo nuna
l18mina ao microscdpio e, atravds dé&lm microcapilar, succionar
umza célula, ou coldnia, da@lga predominante da Floragfo.

B-1.2.2 A c¢élula isolada deve ser transferida vdrias vezes para
o meio ABM~4  1Tquido; Uauando Ffinalmente isolada, deve ser
transferida para tubo de ensaio cantendo esse meio. 0s tubos  com
a alga isolada devem ser manbidos sob luminosidade continua de,
aprodimadamente, 2000 1.

Bove SiaTSERn oane s sete sars orve zees sers ius Shee eman Bevs
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ANEX0O C - CULTIVO DE ALGAS

C~4 Preparo do indculo

Utilizando~se indculos obtidos em bancos de algas. ou a partir das
algas isoladas das florag8es (B~1), s¥%o preparadosilimdculos
prévios em erlenmeyers de 5006 ml contendo cerca de 200 ml. de 6,5
ASM~4 1fquido esterilizado.

C-2 Cultivo massivo de algas

A partir destes indculos prdvios, prepalfam-se a8 culturas em
frascos de wvidro de 9 L, contendo cerca te 6 L. de meio ASM-~1
1fgquido autoclavado a $24°C por 4 hora. 0s frascds sfo mantidos
sob  fotoperiodo de 42 horas luz/s12 horas déy escuridfo, com
intensidade luminosa de cerca de 2000plui, acragfo constante e
temperatura de 25,0 + 2,0°%0. Diariamente deve ger retirada uma
amostra da cultura, preservada com lugeld e/ contada ao microscdpio
em c8mara Fucks-Rosenthal.  Assim, acompanha-se =a curva de
crescimento algdceo e determipasse a Zhfase de crescimento
exponencial da cultura. E no fnal desta’ Hfase de crescimento
(cerca de 8-42 dias) gue a cultural deve ser utilizada para
avaliag8o de sua toxicidade.

B g





