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1. Objetivo

1.1 Esta norma prescreve o ensaio de/toxicidade aguda com Vibrio fischeri - Sistema Microtox™,
utilizado como teste exploratério da toxicidade aguda de amostras liquidas. Este método é aplicavel
paraamostras de :

a)Aguas residuérias (efluentes industriais e domeésticos);

b)Extratos aquosos, solubilizados e aguas intersticiais;

c)Aguas doces (superficiais e subterraneas)y salobras e salinas.

1.2 Nesse ensaio a emissdo/de luz € medida, em condic¢Oes padronizadas, antes e depois da exposi¢cao
da bactéria luminescente Vibrio fischeri a vérias concentragOes da amostra, por um periodo de 15 a 30
minutos, sendo gque a reducdo da emissdd de luz entre a primeira e a segunda medicdo é proporcional a
toxicidade da amostra testaga.

2. Normas Complementares

Na aplicacdo desta Norma pode ser necessario consultar as seguintes Normas:

NBR 9897/87 Plangjamento de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores,
NBR 9898/87 Preservacdo e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores.
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ISO - 11348-3 - Water Quality — Determination of the inhibitory effect of water samples on the light
emission of Vibrio fischeri (luminescent Bacteria Test) Part3: Method using freeze-dried bacteria
(1998).

3. Definicoes
Para os efeitos desta Norma séo adotadas as definigdes de 3.1 a 3.9.

3.1 Vibrio fischeri

Bactéria marinha luminescente, anteriormente denominada Photebaeterium: phosphoreum, utilizada
como microrganismo-teste no ensaio de toxicidade aguda (linhagem NRRL-B-11177). Utilizam-se
usualmente bactérias liofilizadas. A utilizagdo de culturasfrecentes ou ‘eongeladas de bactérias é
possivel, porém ndo esta descrita nesta norma.

3.2 Agentes téxicos
Substancias ou produtos quimicos que causam efeitos deléteri0S as organi smos-teste.

3.3 Toxicidade aguda
Propriedade do agente téxico de causar efeitos del@térios a,organismos vivos apds um curto periodo de
eXposi¢ao dos mesmos a esse agente.

3.4 CE50e CE20

ConcentracOes efetivas do agente tdxico que causampb0% e 20% de reducdo na quantidade de luz
emitida pelo microrganismo-teste (Vibri@ fischeri), apds sua exposicdo a esse agente durante um
determinado periodo de tempo.

3.5 Efeito gama (T)
Razéo entre o decréscimo na quantidade delliz"emitida pelo organismo-teste (Vibrio fischeri) e a
quantidade de luz remanescente em umideterminado periodo de tempo.

3.6 Transmitancia
Razéo entre aintensidade de'luz transmitida € aintensidade de luz incidente na amostra.

3.7 Absorbancia

Logaritmo na base dez do'ihverso da transmitancia.

3.8 Substancia der efer éncia
Substancia quimica utiljizada para avaliacdo da sensibilidade do organismo teste.

3.9 Fator de Corregdo
Medida das alteractes naturais de intensidade de luz do organismo teste durante o tempo de exposi¢éo.
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4. Aparelhagem
4.1. Equipamentos

a)Luminémetro com temperatura controlada: Consiste em um fotdbmetro de preciséo, capaz de medir a
luz emitida pelabactériaa 15 C +£1°C.

b)Balanca analitica

c)Destilador ou aparelho para desionizag&o de agua

d)Medidor de pH

e)Estufa para esterilizac&o e secagem de materiais

f)Refrigerador

g)Refratdmetro ou salindbmetro

4.2 Qutros M ateriais

a)Cubetas normais de borossilicato, atoxicas, compativeisieem,o.lumindmetro utilizado.

b)Cubetas para correcdo da absorbancia de borossilicat@y atoxicas,“eontendo uma cémara interna,
sendo utilizadas para corrigir a absorbancia de amostras colaridas.

c)Micropipetadores de precisao e ponteiras atoxicas compativels,com os pipetadores.

5. Execucao do Ensaio

5.1 Reagentes e Solugdes

5.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na execugao do ensai@, exceto o reagente bioldgico, devem ser de grau
analiticop.a.:

a) Reagente Biologico (ampolas contehdo culturas liofilizadas de Vibrio fischeri, mantidas entre —
20°C e —25°C)

b) Cloreto de sodio (NaCl) p.a

c) Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,.7H,0) p.a

5.1.2 Solugdes

a) Solucdo de cloreto.de sodio@2%s, denominada diluente

b) Solucédo de clorgto de sodio a 22%, denominada solugéo de gjuste osmatico
c) Solucéo de sulfato deziaeasheptahidratado (ZnSO,.7H,0) 100mg/L, usada como controle positivo

5.2. Sensibilidade

5.2.1 A sensibilidade do organismo-teste deve ser avaliada por meio da determinagdo da CES50 do
sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,4.7H,0), utilizando o método descrito nesta norma.
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5.2.2 A faixa aceitavel de CES0 do sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,.7H,0), nas condigdes
descritas nessanorma, é 3,0 a10,0mg/L.

5.3. Interferéncias

a) Vaores de pH inferiores a 6,0 ou superiores a 8,5 poderdo causar_efeito toxico. Dependendo do
objetivo do teste, o pH podera ser gjustado para a faixa adequada, adicionando=seséeido cloridrico ou
hidroxido de sodio, de forma que o volume adicionado ndo ultrapasse 5%ndo ¥olume da amostra a ser
testada.

b) Aguas turvas ou fortemente coloridas: Perdas de luminescénciagpodem ser provocadas pela
absorcéo ou dispersdo da luz. Nesses casos essa interferéncia pode ser compensada utilizando-se uma
cubeta de medida de compartimento duplo para a correcéo da@bsorbancia (vide anexo A).

c) Oxigénio Dissolvido: Valores de oxigénio dissolvido menores,que 0,5mg/L poderdo causar efeito
toxico.

d) Salinidade: N&o € necessério 0 gjuste osmotico em amestras que posstiam concentragdes de 20 a
50g/L de NaCl ou de outros compostos que produzam Uma osmolaridade equivalente. Amostras com
salinidades inferiores a 20g/L  deverdo ser testadas apos ajusteosmatico (item 6.2). Em amostras com
salinidades superiores a50g/L podera ocorrer inibicdo da luminescéncia

e) Outrosinterferentes. A presenca de substancigsnutritivas derépida biodegradacdo na amostra,

tais como uréia, peptona, extrato de levedura, em concentragdes maiores que 100mg/L, pode provocar
uma inibic¢&o daluminescéncia independente dos contaniinantes presentes na amostra.

5.4 Amostragem

As amostras devem ser coletadas conferme descritoy,na Norma ABNT 1:62.02-002 (Preservacdo e
técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores). Devem-se utilizar recipientes limpos
e quimicamente inertes, enxaguados, coma propriai@amostra no momento da coleta. O prazo maximo
entre a amostragem e o inicio do ensalo n&o deve exceder 48 horas e a amostra devera ser mantida sob
refrigeracdo (2 a 8°C). Caso necessario; @ mesma podera ser armazenada congelada (—20°C) pelo prazo
maximo de duas semanas. Quando necessério, realiza-se 0 gjuste de pH assim como o de salinidade,
imedi atamente antes do inicio‘do ensaie:

55. Procedimento Geral

5.5.1 O teste permite utilizandiferentes esquemas de diluicdo. Os testes deverdo ser realizados de forma
a se obter uma curva dese-resposta estati sticamente aceitavel, que permita ainterpolacdo dos valores de
CE20 e CES0. Estainorma descreve o procedimento com dois diferentes esquemas, denominados aqui
variantes1 e 2.

A diluicdo da amestra/é feita com diluente (solucdo de NaCl 2%) em uma série de cubetas agui
denominadas série AL Para uma segunda série de cubetas B sdo transferidos volumes adequados de
diluente e reagente.

E feita uma primeira medida da luminescéncia das cubetas da série B. Em seguida completa-se o
volume dessas cubetas com o contelido das cubetas da série A. Apds periodos especificos de tempo sdo
realizadas novas medidas da luminescéncia. O procedimento geral esta resumido naFigura 1.
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Figura 1 — Esquema do procedimento geral do teste de toxi€idade aguda com a bactéria luminescente V.
fischeri.

5.5.2 Escolha da diluicdo inicial

Deve ser redlizado um teste preliminar paragamostras com toxicidade totalmente desconhecida ou
altamente toxicas, com o objetivo de estabelecer@intervalo de concentracfes a ser utilizado no teste
definitivo. O teste preliminar € realizado de acordo €com o procedimento descrito no item 5.9 desta
norma, utilizando-se dilui¢des subsequentes 1:10.

Para o intervalo de concentracdes afser utilizado ne teste definitivo considera-se como diluicdo inicial
adeguada aquela que cause um efeitotéxico de2'a’5 vezes maior do que a CE 50.

O teste definitivo deve ser redlizado paraestimar a CE5S0 ou CE20 da amostra, utilizando-se diluicdes
subsequientes 1:2 ou 1:3 da amostra.

5.6 Reconstituicdo do reagente Microtox

a) Adiciona-se 1mL de agua ditra-pura a 3°C+3°C, na ampola do reagente bioldgico. Esse volume
de agua refrigerada é verttdo‘de uma so vez no recipiente que contém as bactérias liofilizadas. Nao
utilizar pipeta para essaieperacan. A’ suspensdo das bactérias luminescentes serve como suspensdo-mae
e deve ser conservada a 3%C+3°C durante a execugdo do ensaio.

b) Deixar em repouso por S minutos.

5.7 Diluicdo da Amostra

Usuamente utilizam-se 5 diluicbes em série 1:2 e a série de cubetas utilizadas para essas diluicdes
seréo denominadas A; a As.
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5.7.1 Adicionar ImL da solucéo de NaCl a 2% nas cubetas A; a A4, mantidas a 15+ 1°C.

5.7.2 Pipetar 2mL daamostra na cubeta As; se aamostrativer salinidade inferior a 2% adicionar
em seguida 0,2mL da solucdo de NaCl a 22%. Homogeneizar 5 vezes.

5.7.3 Transferir 1 mL da amostra da cubeta As para A, . Homogeneizar 5 vezes.

5.74 Repetir aoperagdo de A, paraAs ede Az paraAs.

5.7.5 Esperar pelo menos 15 minutos para que o equilibrio térmico seja atingido.

5.8 Variante 1

Utilizam-se doses maximas de 50% (amostras salinas) ou 45,45%, quando necessario o ajuste osmotico

da amostra e série de diluicdes 1:2. Usualmente é aplicada para,efluentes industriais ou quando se
suspeita de altos niveis de contaminago.

5.8.1 Pipetar 500uL do diluente (solucdo de NaCl 2%) parauma segunda série de cubetas B; (cubeta
controle) a Bs (cubetas de teste B, a Bs), também mantidas a254£71°C.

5.8.2 Transferir 10uL da suspensdo-méae (ver iteml 5.7) paracadauma das cubetas da série B,
homogeneizando cada uma.

5.8.3 Ap6s um periodo de pelo menos 15 minutosde estabilizacdo, mede-se aintensidade da
luminescéncia lo das cubetas B; a Bs, aintervales de20s.

5.8.4 Imediatamente depois da medida da luminescéngia, transferir 0,5mL do contelido da cubeta A,
para a cubeta B;. Repete-se 0 processoipara o restante das cubetas. Manter as cubetas a 15+1°C nos
interval os entre as medidas de lumiescéncia.

A Tabela | mostra os volumes utilizades em cada’ uma das cubetas para avariante 1

Tabela |'—Exemplode prepar o de diluigdes para a variante 1.

Diluicéo Final Cubetagda SérigA Cubetasda SérieB Volumetransferido
(%) Diluente Amostra Diluente Reagente das cubetas A paraB
(L) (uL) (uL) reconstituido (uL)
(L)
Controle 1000 - 500 10 500
6,25 1750 250 500 10 500
12,5 1500 500 500 10 500
25 1000 1000 500 10 500
50 - 2000 500 10 500
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59Variante2

Utilizam-se doses méximas de 90% (amostras salinas) ou 81,9%, quando necessario 0 gjuste osmotico
da amostra e série de dilui¢ces 1:2. Usualmente € aplicada em amostras de corpos d"agua ou quando se
suspeita de baixos niveis de contaminagéo.

5.9.1 Preparar uma suspensao especia diluente-reagente, pipetando 1500uL de diluente (solucéo de
NaCl 2%) para uma cubeta separada mantida a 15+ 1°C. Adicionar 150uk da'suspenséo- méae (ver
item 5.7) e homogeneizar.

5.9.2 Transferir 100uL da cubeta contendo a suspensdo diluente-reagente;, paraas cubetas da série B,
homogeneizando cada uma.

5.9.3 Ap6s um periodo de pelo menos 15 minutos de estabilizaCa@pmede-sg @ intensidade da
luminescéncia lo das cubetas B; aBs, aintervalos de 20s.

5.9.4 Imediatamente depois da medida da luminescéncia, transferir 0,9mL do contelido da cubeta A,
para acubeta B;. Repete-se 0 processo para o restante das cubetas. Manter as cubetas a 15+1°C
nos interval os entre as medidas de |luminescéncia.

5.9.5. Determina-se e anota-se novamente a intensidade daluminescéncia B; a Bs apds 5 e 15 minutos
(Is e l15) €, opcionamente, aos 30 minutos (l3).

A Tabela |l mostra os volumes utilizados em.cada umadasCubetas para a variante 2.

Tabela |l — Exemplo de preparode diluices para a variante 2.

Diluicéo Final Cubetasda Série A Cubetasda Série B Volumetransferido
(%) Diluente Amostra Diluentes’| Solucéo especial | dascubetas A para B
(ui) (L) (uL) de Reagente (uL)
(L)
Controle 1000 - - 100 900
11,25 1750 250 - 100 900
22,5 1500 500 - 100 900
45 1000 1000 - 100 900
90 - 2000 - 100 900

6. Resultados
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6.1 Célculo do Fator de Correcéo (f;)

Cacula-se o fator de correcéo (valor f;) a partir da intensidade de luminescéncia medida, utilizando-se a
equacdo abaixo. Esse fator serve para corrigir os valores iniciais de |, de todas as cubetas do ensaio,
antes gque possam ser utilizados como valores de referéncia para a determinacéo da diminuicdo da
luminescéncia provocada pela égua.

ft: It / |0
onde:
fi fator de correcdo para o tempo de contato de 5, 15 ou 30/minutos,

l¢ intensidade da luminescéncia para a cubeta de controle (Bahapos umtempo de contato de 5,
15 ou 30 minutos;

lo intensidade da luminescéncia para a cubeta de contrele (B4), Tmediatamente antes
da transferéncia de solucéo salina 2% da cubeta A;.

6.2 Calculo dos Valores de Gama (I')
Os valores de gama expressam a diminui¢do da emissdo de luz do organismo teste para cada diluicéo da

amostra testada. Esses valores, utilizados para a determinacdo da CES0, sdo cal culados de acordo com a
seguinte formula:

T(tT)= = fi.lo -1

onde:

I' (t,T) = efeito gama cal culado para.um periode,de tempo (t) a uma dada temperatura (T).

6.3 Deter minagOes das Concentr agoes Efetivas (CE)

As CE50 e/ou CE20 podem ser determinadas graficamente ou por meio de cal culos mateméti cos.

6.3.1 Célculo das CEs

A determinacdo da CES50 e/ou CE20 é feita por meio da reta de regressdo linear obtida entre os
logaritmos das cancentrag@estestadas versus o logaritmo dos valores de gama obtidos (item 6.1). A
reta obtida deve'ebedecer a seguinte equacéo matematica:

INnC=a+blInT(,T)

onde:
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C = Concentragdo da amostra
a = Intercepcdo dareta

b = inclinagdo dareta

I' (t,T) = Vador do efeito gama

Os valores de gama iguais a 1 e 0,25 correspondem a 50% e 20% de reducdo na quantidade de luz
emitida pelo organismo- teste.

6.3.2 Determinagdo gréficada CE

A determinacdo das CEs pode também ser feita graficamente, “pletande-se em papel dilog, a
concentragdo da amostra e o valor do efeito gama (Figura 2)4 Os valoreside gama iguaisa 1 e 0,25
correspondem a 50% e 20% de reducdo na quantidade de luz gmitida pelo mi€rorganismo teste.

6.4 Expressao dos Resultados

A expressao dos resultados pode ser feita em CES0 efgu CEZ20, sempre gque possivel incluindo os
respectivos limites de confiangca em nivel de 95%, nos difesentes tempos de exposi¢do (5, 15 ou 30
minutos).

6.5 Critériosdevalidacéo

a) Ovalor def; deveser maior ouigua a0,7.
b) A CES50 do sulfato de zinco heptahidratade (ZnSO47H,0) deve estar dentro dafaixade 3,0 a
10,0mg/L.

6.6 Relatérios

Os relatérios de teste devem conter obrigatorramente, além dos resultados da CE50 ou CE20 da
amostra, as seguintes informagoes:

a) Método utilizado;

b) Identificacdo da amostra, inclturdainfermacdes sobre amostragem e condi¢des de conservagao;
c) Datadarealizagéo do teste,

d) Resultado do ensaio expressoem CES50 ou CE20;

€) Concentragdo méxima da amostra testada;

f) Pré- tratamento da amestra, Se realizado;

g) Qualquer modificagéo do meteda, ou qualquer circunstancia que possainterferir nos resultados.

.../l Anexo



CETESB/L5.227/dez/2001

ANEXO A
CORRECAO DA ABSORBANCIA PARA AMOSTRAS COLORIDAS

A-1 Inspegéo visual daamostra

Amostras com coloragdo, principalmente vermelha ou marrom, podem causar uma reducdo néo
especifica no nivel de luz que ndo se diferencia da reducdo causada por um agente toxico.

A amostra deve ser observada dentro de uma cubeta (ja com a salinidade gjustada) para avaliacdo
inicial e determinagdo do uso do procedimento de correcdo de absorbancia. Se‘houver precipitacdo em
30 minutos (muitas vezes causada pelo gjuste osmatico), pode-se testar somente o sobrenadante.

Se ndo houver precipitagdo, utiliza-se uma cubeta de correcdepde,cor (Figura 2) para medir a
interferéncia da cor na amostra. As medidas obtidas sdo utilizadas para‘€errigir matematicamente os

resultadosiniciais.

CAMARA INTERNA

CAMARA EXTERNA

| —

FIGURA®2,- Cubetapara correcdo da absorbancia.

O procedimento para execucgao daeerrecdo daabsorbancia é descrito nositens A2 a A13:

A.2 Pipetar 1,5 mL do diluente aa camara externa de uma cubeta de correcéo de absorbancialimpa
(Fig. 2) e colocé-la sob temperatura de 15+ 1°C.

A.3 Pipetar 1,0 mL do diluente em @ma cubeta normal e colocé-la na cémara de incubagéo A;.

A.4 Pipetar 2,0 mL da amostra.(oy da mais alta concentracdo testada da mesma) em uma cubeta normal e
colocéla na camara de incubacan seb temperatura de 15 +1°C.

A.5 Colocar cubetas limpas ém todas'as outras cBmaras incubadoras.

A.6 Esperar 15 minutos parague.o.equilibrio térmico sgja atingido.

A.7 Pipetar 50uL dasuspensao bacteriana reconstituida na cubeta A 1., homogeneizando bem.

A.8 Transferir uma quantidade suficiente da suspensdo bacteriana da cubeta A1 paraa camarainterna
da cubeta

de corregdo, para que seja obtido um nivel aproximadamente igual ao do diluente na camara externa.
Essatransferéncia € feita com o auxilio de um aspirador pléastico, colocando-se a ponta do aspirador
no fundo da camara externa. Evitar aformacgéo de bolhas.

10



CETESB/L5.227/dez/2001

A.9 Apbs um periodo de pelo menos 15 minutos de estabilizagdo, mede-se aintensidade da
|uminescéncia da cubeta de corregéo.

A.10. Usar um aspirador pararemover o diluente da camara externa.

A.11 Com acubeta de correcéo ainda na camara sob temperatura de 15+ 1°C, transferir 0,5 a 1,5mL da
amostra testada da cubeta C, para a cAmara externa da cubeta de correcdo (com o auxilio do aspirador
de plastico).

Essatransferéncia deve ser feita cuidadosamente para que ndo haja contaminacdo da suspensdo bacteriana
contida na camara interna com a amostra.

A.12 Efetuar novaleitura.

A.13 Efetuar os cal culos requeridos de acordo com item 6 (valores corrigidos deigama para

cada concentragao da amostra testada no ensaio inicial), da seguinte forma:

a) Determinar os niveisdeluzinicial (Lo) efinal (Lf), correspondente a:

- cubeta com diluente na camara externa

- cubeta com amostra na parte externa

b) Calcular a absorbancia devido a cor (Ac) paraa concentragcdo da amostrausada no ensaio (Co):

Ac=31xIn Lo
Lf

c) Calcular a contribuicdo a absorbancia de cor (Ax)ara Cadaconcentracdo de interesse (concentragoes
testadas da amostra).

Ax=C xAc
Co

onde:
C = concentragdo de interesse
Co = concentracdo para qual foi determinada evalor de Ac

d) Calcular atransmitancia para cada concentracéo testada

€) Calcular o gama corrigido (yc) para cada eoncentracao:
Trc=Tx(1l+y)-1

f) Cacular a CES0 gu'a CE20€0m os valores corrigidosde T (item 6.2).
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