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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo de\avaliagao de toxicidade de substag

cias quimicas hidrossoluveis, a Eiseniaffetida.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma € necessanio consultar:

- CETESB_L5.017 - Analise @statistica dos resultados dos testes
de toxicidade aguda
- ABNT 1:62.02-002 .- Preservacao e tecnicas de amostragem de efluen

tes 1iquidos e corpos receptores.

3 DEFINIGOES
Para os efeitos dedta Nofma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.10.

3.1 AgentegtoRico

Substancias puras_ou formulagoes quimicas que podem causar efeitos

deleterids, quando em contato com os organismos-teste.

3.2 Concentragao letal inicial mediana-Cl1(I)50; 14 dias

Concentragao nominal do agente toxico, no inicio do teste, que causa

letalidade a 50% dos organismos no periodo de 14 dias de exposigao.

3.3 Efeito agudo

Efeito deletéerio causado por agentes toxicos a organismos vivos em

curto periodo de exposigao.
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3.4 Clitelo
Estrutura reprodutora caracteristica dos oligoquetos. Inclui alguns

segmentos adjacentes nos quais a epiderme se apresenta intumescida,
com glandulas que formam um cinturao que envolve parcial ou totalmen
te o corpo do verme da porgao dorsal para baixo. O desenvolvimento do

clitelo geralmente coincide com a maturidade do organismo.

3.5 Organismos-teste

Organismos utilizados no teste de toxicidade: individues Aadultos de

Eisenia fetida.

3.6 Solugoes-estoque

Solugoes do agente toxico em diferentes concefitragoes, a partir das

quais sao preparadas as solugoes-teste.

3.7 Solugoes-teste

Solugoes finais do agente toxico que sao adicionadas ao substrato pa

ra entrarem em contato com o organismo-teste.

3.8 Substancia de referencia

Substancia quimica utilizada para avaliarfa sensibilidade dos orga

nismos.

3.9 Substrato
silica gel em pd impalpavel, ufilizadalpara veicular o agente toxico

em teste.

3.10 Teste de toxicidade

Metodo utilizado para detectar e avaliar a capacidade inerente do

agente toxico em produzir efeitios deleterios a organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

4,1 Este método cofisisté na exposigao de minhocas adultas da especie

Eisenia fetida a vapias concentracoes do agente toxico, por um perio

do de 14 dias, nas condilgoe& prescritas nesta Norma. Este - procedimen
to permite determinar a concentragao do agente toxico que causa mor
talidade a 50% dos /organismos-teste (CL(I)50; 14 dias).

4.2 O método é @éxecutado em duas etapas.

4,2.1 Teste preliminar, que permite estabelecer o intervalo de con

centragoes a ser utilizado no teste definitivo.

4,2.2 Teste definitivo, que permite determinar a CL(I)50; 14 dias.

S APARELHAGEM
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A aparelhagem utilizada para a realizacgao do ensaio consiste de:

5.1 Equipamentos

5.1.1 Estufa com ajuste de temperatura para 110°c.

5.1.2 Termometro de O a 60°C.
5.1.3 Termometro de maxima e minima.
5.1.4 Balanga analitica.

5.1.5 Balanga semi-analitica.

5.2 Vidraria

5.2.1 Cristalizadores de 2 litros.

5.2.2 Bolas de vidro de 1,5 a 2,0 cm de diametrok

5.2.3 Baloes volumetricos de 1 litro.

5.2.4 Provetas de 250 mL.

5.2.5 Pipetas graduadas tipo Mohr de Spa 10 mL.

5.2.6 Erlenmeyers de 250 mL.

5.2.7 Placas de Petri,.

5.2.8 Outras vidrarias e mlateriaids de uso rotineiro em laboratorio.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes
6.

1.1 Cloroacetamida (ClCHZCONHZ), da Merck, referencia: ART 802412

com 99% de pureza.

6.2 Lavagem de material

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

ser lavada com detergente neutro, enxaguada com égua de torneira, se
guida por acetona p.ad solugéo de acido nitrico 5% , égua de torneira
e agua destilada.

6.2.2 Adyvidraria a ser utilizada em testes de toxicidade deve ser
lavada com solugoes adequadas para a remogao dos contaminantes espe
cificos e enxaguada em'égua destilada. Para a lavagem de vidraria,
seguir a Norma ABNT 1:62.02-002.

6.3 Solugao-estoque

As solugoes-estoque da substancia a ser testada. devem ser prepara

das no momento da realizagao do teste. Esta deve ser preparada dis
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solvendo-se uma quantidade conhecida da substancia-teste em 1 1litro

de agua destilada em balao volumétrico.

6.4 Em provetas de 250 mL, coloca-se um volume conhecido de solu
gao-estoque e completa-se este volume para 215 mL com agua destilada,

a fim de se obter as concentragoes desejadas.

6.5 Organismo-teste

Para a realizagao do teste devem ser utilizadas minhoeas ddultas da

espécie Eisenia fetida, com no minimo, 2 meses de idadey, com clitelo

e cujo peso umido esteja entre 300 e 600 mg. Osga@nimais utilizados
para o teste devem ser cultivados em laboratopio (ver Anexo A). Img
diatamente antes do inicio do teste, as minhodcas devem ser retiradas
cuidadosamente da caixa de cultivo, com o auxilio‘de, uma pinga e se
paradas de forma a constituirem uma popul agao homogénea com relagao
ao peso. Em seguida os organismos devem ser)lavados em égua corrente
sobre uma peneira, enxugados em papel de fil¥tho e separados em 1lotes
de 10 organismos, em placas de Petri, gté o momento de serem coloca

dos nos recipientes teste,

6.6 Substrato
silica gel Gasil 114, da Lever Industrial d0 Brasil, seca em estufa a
100 * 10°C, durante 24 horas.

Nota: Como medida de seguranga em 1aborat6rio, recomenda-se o uso de

mascara protetora ao se, trabalhar com silica.

.7 Procedimento geral

6
6.7.1 Em cristalizadores de 2 litros contendo 90 g de silica (item

6.6) colocar 215 mL da‘solligao-teste (item 6.4). Homogeneizar cuida
dosamente com o auxilio de uma espatula. Adicionar 1425 g de bolinhas
de vidro e homogeneizar novamente de tal forma que o substrato forma

do pela silica gel €, a Solucado-teste envolva totalmente as bolinhas.

6.7.2 Para cadagteste dévem ser preparadas 5 concentragoés diferen
tes da substanédia a ser testada, sendo um recipiente para cada con
centragao e ufm controle contendo apenas silica, agua destilada e bo

linhas de vidro.

6.7.3 Em cada recipiente-teste colocar 10 organismos-~teste (item
6.5) na superficie deste meio. Cobrir o recipiente com pléstico escu
ro finamente perfurado e preso com elastico para evitar a fuga dos

organismos.

6.7.4 Os recipientes-teste devem ser mantidos em local com tempera



CETESB/L6.401 5

tura de 20 t 3°C com luminosidade atenuada (cerca de 130 1lux) duran

te 14 dias. Medidas de temperatura maxima e minima da sala devem ser

registradas diariamente.

6.7.5 Ao final dos 14 dias, deve-se registrar o numero de animais
vivos em cada recipiente-teste. O organismo e considerado morto
quando nao apresenta resposta a uma picada de ag@idhagaplicada na sua
parte anterior. O modelo de ficha do teste de toxicidade com Eisenia

fetida encontra-se no Anexo B.

6.8 Sensibilidade
6l

8.1 A sensibilidade do lote dos organiSmos-teste|deve ser avalia

da periodicamente, atraves da determinagao dapCL50; 14 dias para a
substancia de referencia cloroacetamida (C1CH,CONH,), nas condigoes

estabelecidas nesta Norma.

6.8.2 A faixa aceitavel de CL(I)50; 14 diéds da cloroacetamida para

Eisenia fetida nas condigoes descpistas nesta Norma e de 50 a 83 mg de

cloroacetamida/kg de silica secd.

6.9 Teste preliminar

6.9.1 O teste preliminar deve serirealizado de acordo com O item
6.7. Devem ser selecionadad 5 con@entragoes da substancia-teste com
um intervalo amplo entre as mesmas \(por exemplo: 0,1; 1,0; 10,0; 100,0;
1 000,0 mg/kg).

6.9.2 Neste teste ¢ estabeleeido o intervalo de concentragoes deli
mitado pela menor concentracao que causa mortalidade a 100% dos orga
nismos e a concentpagao maishelevada na qual nao se observa mortali
dade.

6.10 Teste definitiyo

6.10.1 UtiliZamdo/o intérvalo de concentragoes estabelecido no tes
te preliminar,(6.9.2), Prepara-se uma serie de concentragaes ' inter
mediarias ém progressao geométrica, como por exemplo, na razao de 1:8

e procede~se como descrito no item 6.7.

7 RESULTADOS

7.1 Calculo da CL(I)50;
Com os dados de mortalidade obtidos no teste definitivo, determina-se

a CL(I)S0; 14 dias e seu intervalo de confianga, atraves de um dos
métodos estatisticos citados no Anexo C, itens C2 a C4 e Norma CETESB
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L5.017.

7.2 Expressao dos resultados

A CL(I)50 e seu intervalo de confianga devem ser expressos em mili

grama da substancia-teste por quilograma da silica seca (mg/kg).

7.3 Validade dos resultados

Sao considerados validos os resultados que, no térmifiéldomperiodo do

teste, atendam os seguintes requisitos:

a) a porcentagem de organismos mortos no controle nao deve exce
der a 10%;

b) A CL(I)50; 14 dias da cloroacetamida, /para o lote de organis
mos-teste devem estar dentro da faixa densO a 88 mg/kg.

7.4 Relatorio

Devem constar no relatorio do teste as seguintes informagoes:

a) método utilizado;

b) identificagao do agente toxicos

¢c) procedimento de preparo de amostras, Solucoes-estoque e solu
goes-teste;

d) os resultados obtidos com a sSubstancia de referencia;

e) resultado de teste, expresSopem CL(I)50; 14 dias com interva
lo de confianga a nived de 95% & método estatistico utiliza
do;

) quélquer comportamento ‘anormal{dos organismos nas condigoes-
-teste;

g) as modificagoes introduzidas e eventuais ocorréncias durante

a realizagao dofgteste.

/ANEXO A
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ANEXO A -~ CULTIVO DE Eisenia fetida EM LABORATORIO

A-1 Condigoes de cultivo

O cultivo de Eisenia fetida em laboratorio pode ser feito em caixas

de material pléstico resistente, como por exemplo de polietileno, o)
tamanho da caixa pode variar, sugere-se, entretanto, que sejam utili
zadas caixas de 100 litros (com 70 cm de comprimento, 50°dé largura
e 40 de altura). O local de manutengao da cultura deve: ser isento de
substancias ou vapores téxicos; manter uma temperatura nahfaixa de 20 hal 3°C
e luminosidade natural atenuada (cerca de/f130 lux). Para evitar a
perda de umidade do substrato e tambéem a penetragaol de luz no mesmo

deve-se cobrir metade da caixa de cultivo comppapelao ou palha.

A-2 Meio de cultivo

Este meio € composto de porgaes iguais ide esterco fresco de cavalo
e terra vegetal (isto €, uma terra rica ‘em materia organica). O meio
deve ser umedecido com égua correntes O volume de esterco e terra ve
getal nao deve ultrapassar metade do volume da caixa de cultivo. No
caso de se utilizar caixas de cultivdide 100 L e indicado adicionar

8 quilos de esterco, 8 quilos de terra e(5 litros de agua.

Nota: A terra vegetal anteglide 'entrar em contato com os organismos,

deve ser esterilizada em auteclave durante 30 min., a uma tem
[0} . B . 4 .
peratura de 121 °C, | para eliminar o risco de uma possivel mis

tura de espécies.

A-3 Inicio‘da cultura

Para o caso de utilizar caixas de cultivo de 100L, jé com o substra

to devidamente preparado,lideve-se adicionar cerca de 20 organismos.

A-4 Alimento

0 préprio substrato/serve/de alimento para os organismos, mas deve-se

implementarva-alimentagéo;fornecendo farelo de trigo.

A-5 Manuteficaoldas culturas

A-5.1 Diariamente deve ser medida a temperatura maxima e minima da

sala e a temperatura do meio.

A-5.2 Uma vez por semana, para manter a umidade do substrato, deve-se
adicionar uma media de 3 L de égua da rede de abastecimento em cada

caixa de cultivo (para o caso de'caixas de 100 L).

Nota: Quando o meio estiver bastante umedecido, nao ha necessidade

de adicionar égua nas caixas semanalmente.
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A-5.3 Uma vez por semana devem ser fornecidos 30 g de farelo de trigo

por caixa de cultivo (para o caso de caixas de 100 L).

A-5.4 Retirar o humus formado pelos organismos, na superficie do
meio, a cada 8 meses, em seguida o substrato deve ser renovado, con
forme o descrito no item A-2, sendo que todos os organismos devem ser

removidos para o meio renovado.

Nota: Quando houver superpopulagao de organismos, um destes
deve ser .descartada.

A-5.5 Todas as informagoes sobre a manutengao e qual

quer modificagao comportamental dos organismog registra

das em uma ficha de controle de manutengao, cu onsta deste

Anexo, Figura 1.

/FIGURA 1
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FICHA DE MANUTENCAO DE CULTURA DE Eisenia fetida

Més/Ano:

—_

DIA

OPERADOR

. TEMPERATURA
HORA| DO METO °DE ALIMENTO
CULTURA °C

TEMPERATURA
AVBIENTE °C
MAX.  MIN

ADICAO
DE ACUA
(mL)

RENOVAGAO/}

Do
MEIO

oBS

01

1 02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

113

14

i5

16

17

18

Lis

20

21

22

23

24

25

26

27

128

29

S

36

~

.32,

FIGURA Y - Ficha de controle de manutengao de cultura de

Eisenia fetida

/ANEXO B
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ANEXO B - NODELO DE FICHA DO TESTE DE TOXICIDADE COM Eisenia fetida

Método utilizado:

Inicio do teste : / , as horas

Término do teste: /__/ , as horas

Substancia-teste:

Operador

Conc. nominal da N2 de organismos

N? de organismos

”~ . - g .
substancia-teste testados mortosno ¥42 diade Tortalidade

(mg/keg) tegte

Porcentagem de

Método estatistico utilizadd para calculo da CL50; 14 dias; mg/kg

CL50; 14 dias = mg/kg
Intervalo de confianga: a mg/kg
Observagoes:

e

FIGURAW2 - Ficha.de.controle.de. teste.de. toxicidade. com

Eisenia.fetida

/ANEXO C
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