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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo para/ determinar, pelo sistema de fluxo
continuo, a concentragag, de eflilientes liquidos industriais ou ~domés
ticos, de aguas continentais superficiais: ou subterraneas e de substag
cias quimicas soluyeis em agua que causa letalidade a 50% dos orga
nismos expostos, peixes de aguas continentaisl, nas condigoes esta

belecidas de teste.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicaca® désta Norma € necessario consultar:

- NBR f9897/878= Plane jamento de amostragem de efluentes liquidos
€ corpos receptores

- NBR 9898/8%. - Preservagao e tecnicas de amostragem de efluentes
liquidos e corpos receptores.

- CETESB 15.017 - - Analise estatistica dos resultados de testes de

toxicidade aguda.

1 0 metodo tambem se aplica a peixes marinhos, desde que sejam estabelecidas condigoes de manutengao
e teste, adequadas a estes organismos.




2 CETESB/L5.019-I1T

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

Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea).

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1:a 3.10.

3.1 Agente toxico

Substancia ou outros materiais, tais como formulagoes, efluentes 1i
quidos e aguas continentais, que podem causar efeitos deleterios quan

do em contato com os organismos-teste.

3.2 Agua de diluigao

Agua utilizada para a manutengao dos peixes: e parajafrealizagao dos

ensaios.

3.3 Agua de manutengao

Agua utilizada para a manutencgao e cultdwo dos peixes.

3.4 Concentracao letal inicial mediana -4CL(I)50; 96 h

Concentragao nominal do agente toxige, no inicio do teste, que causa
efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos-teste em 96 horas de

exposigao, nas condigoes do tegte.

3.5 Efeito agudo

Efeito deletério causado por agentes toxicos a organismos vivos num

curto periodo de exposigao.

3.6 Organismo-teste

Organismos utilizadosgpno teste“de toxicidade: pelixes da familia Cha

racidae.

3.7 Solugoes—estoQue

Solugoes do agente toxi@e. e diferentes concentragoes a partir das

quais sao prepdradas as solugoes-teste.

3.8 Substandia def referencia

Substancia quimieaputilizada para avaliacao da sensibilidade dos or

ganismos-teste.

3.9 Solugoes-teste

Solugdes finais do agente toxico, nas quais sao colocados os organis

mos-teste.

3.10 Teste de toxicidade
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Metodo utilizado para detectar e avaliar a capacidade inerente. do agen

te toxico em-produzir- efeitos deletérios em organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODO

4.1 Este metodo consiste na exposicao de peixes, de determinada es
pécie, a varias concentracdes de um agente toxigoggper.um periodo de
96 horas, nas condigoes prescritas nesta Norma. Tal procedimento per

mite determinar a CL(I)50; 96 h do agente toxico em)teste.
4.2 0O método & executado em duas etapas:

a) teste preliminar, que permite est@belecer o intervalo de con
centragoes a ser utilizado no testel@efinifivo;
b) teste definitivo, que permite determinaria CL(I)50; 96 h.

4.3 O sistema de fluxo continuo é recemendade para substancias que
causem elevada deplecao de oxigénio, volateis, instaveis no meio aquo
S0 e aquelas de baixa solubilidadep E rﬁcnménda&a;\sempre que possi

vel, a andlise quimica das subsgfanciagl testadas.

5 APARELHAGEM

5.1 Equipamentos

5.1.1 Balanga analitica.

5.1.2 Banho-maria.

5.1.3 Condutivimetro.

5.1.4 Diluidores proporciohais (ver G-2 e G-6).

5.1.5 Medidor depoxigenio @issolvido em agua.
.1.6 Medidor [de pH4

5.1.7 Tituladon para determinagao da dureza total em éguas.

5.1.8 Aquarniies de 100(litros.

5.2 Mategiais

Opcionalmenite, os diluidores proporcionais (ver 5.1.4) podem ser:mmg
tituidos por silstemas de dosagem (ver Figura 1) para os quais devem

ser utilizados os materiais de 5.2.1 a 5.2.8.

5.2.1 Baldes volumétricos.

5.2.2 Frascos de borossilicato, com capacidade para 45 litros (ver

Figura 1 a).
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5.2.3 Hastes pingadoras (ver Figura 1 b).
5.2.4 Hastes receptoras (ver Figura 2).
5.2.5 Pingas Mohr (ver Figura 1 b).

5.2.6 Pipetas volumeétricas.

5.2.7 Recipientes-teste (aquarios retangulares de yidro,ou conforme

Figura 2).

5.2.8 Tubos de silicone, autoclavaveis.

Nota: Todo material que entre em contato com £ agente toxico deve

ser quimicamente inerte, 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 Bicarbonato de sodio, NaHCO .

6.1.2 Cloreto de potassio, KC1.

6.1.3 Dicromato de potassio, K,Cr,0,.

6.1.4 Formaldeido a 4%.

LN

6.1.5 Solugao de acido cloridrico 1N./

6.1.6 Solugao de hidroxido.de sodio 1N.

6.1.7 Sulfato de calcio, CaSO4.2H20.

6.1.8 Sulfato de magnesio, MgS0,,. 7H

20.

6.2 Lavagem de materiaig

6.2.1 A vidraria®nova "a se utilizada em testes de toxicidade,de

ve ser lavada com detergente e enxaguada com agua de torneira, aceto

na pura, solugéo delacido nitrico a 5% e com agua destilada.

6.2.2 A vidfariafa'ser utilizada em testes de toxicidade deve: ser pre
viamente lavadaléom solugoes adequadas para remogao dos: ~contaminan
tes especificos e emkaguada com agua destilada. Para a lavagem da

vidraria seguir a Norma NBR 9898/87.

6.3 Agua de diluigao

Agua reconstituida ou natural com dureza total de 40 a 48 mg/L em

CaCOS, pH 7,2 a 7,6 e condutividade de aproximadamente 160 uS/cm.
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6.3.1 Preparo da agua reconstituida

6.3.1.1 Agua destilada ou desionizada com condutividade igual ou me

nor que 10 puS/cm, isenta de contaminantes.

6.3.1.2 Solugao 1

Sulfato de calcio (CaS0,4.2H 0) v evnnnannnnn.ss 1,5 g
Agua bidesionizada ou destilada...eeeeeeescione 000 mL

6.3.1.3 Solugao 2

Cloreto de potassio (KC1).eeeeeensessododidin. 0,2 g
Bicarbonato de sédio.(Nchog)... ........... e ¥ 4,8 g
Sulfato de magnesio (MgS0,.7TH,0) v e Ciliue v v v v s 6,1 g
Agua bidesionizada ou destilada....ceeeoaoline o 1 000 mL

6.3.1.4 Preparar a agua de diluicao adicionandop20.mL da solugao 1

e 10 mL da solugao 2 em 970 mL de agua destilada ou desionizada.

6.3.1.5 Anota-se o numero do lote da égua, na)ficha de controle (ver
Figura 1); introduz-se aeragao duramte pelodmenos 24 horas, para a

solubilizagao e manutengao da saturagao de oxigenio dissolvido e pH.

6.3.1.6, Antes de qualquer uso, regigtram-seg os teores de oxigenio
dissolvido, pH, condutividade edureza total. Caso o pH esyeja fora
da faixa de 7,2 a 7,6, este pddera ser ajustado com solugaescm-écido
cloridrico, HCl 1N ou"hidroxido de sodig NaOH.1N.-Apos: o~ acerto de
pH, a égua nao deve ser mais aerada. S€ a dureza estiver fora da fal
xa de 40 a 48 mg/L CaCO3,

te deve ser preparado. Todos esses dados devem ser registrados na fi

esta égua deve ser desprezada e um novo 1lo

cha de controle de prepamo.do lote de agua (ver Anexo A).

6.3.2 Preparo da agéa natural

6.3.2.1 Agua natural superfigial ou subterranea filtrada em rede de
pléncton com malha“de, 30 a 45 um, nao contaminada e de qualidade cons
tante, isto é, aspvariagoes mensais de dureza, alcalinidade e condg
tividade devem/{ sen menores que 10% de suas respectivas médiasze, a

variagao mengal do/pH deve ser menor que 0,7 unidade de sua media.

6.3.2.2 Caso seja necessario, ajustar o pH da égua com solugao 1Nde
HC1l ou 1N de NaOH,

6.3.2.3 A dureza total da égua deve ser ajustada,se-necessérié, com
as solugoes n? 1 e 2 (ver item 6.3.1.2 ¢ 6.3.1.3). Para o ajuste,cal
cular os volumes das solugoes 1 e 2 a serem adicionados, consideran

do que para cada miligrama de dureza a ser aumentada deve-se acres
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centar 0,5 mL da solugao 1 e 0,25 mL da solugao 2. Exemplo:

. dureza da agua natural = 4,0 mg/L em CaCo,.
. dureza desejada = 40,0 mg/L em,CaCO3.
. volume da solugao 1 a ser adicionado em 1 000 mL = 18 mL

. volume da solugao 2 a ser adicionado em 1000 mL = 9 mL

6.4 Organismos-teste

6.4.1 Os peixessutilizados no teste podem ser: Cheirodon notomelas,

Hemigrammus marginatus, Poecilia reticulata,_oeuw,outras espécies per

tencentes a familia Characidae de sensibilildade semélhante as espéci

es . indicadas:.

6.4.2 O0Os organismos devem pertencer a lotes homogéneos e de mesma

idade, mantidos em laboratorio (ver Amexo B).

6.4.3 O tamanho e a massa dos organismos déterminarao as dimensoes
do recipiente-teste (ver 5.2.7), o qual deve comportar um volume de
solugao-teste que permita manter 8 relagao de, no maximo, 1,0 grama

de peixe por litro de solugéo—teste.

- 6.4.4 O0Os peixes devem ser mantidos em aglimatagao por uma semanagy an
tes do inicio do teste em aquérios ¢om: volume apropriado, tubo de vi

dro para aeragéo, aquecedoxr e termestato, se necessario.

6.4.5 A aclimatagao se inicia pela 'troca paulatina da égua de manu
tengao pela agua de diluicae (metade do volume do aquério nos 3 pri
meiros dias), até que, 48 horasfantes do inicio do teste, os peixes

estejam em 100% de agua depdiluigao.

6.4.6 Os individuéSleoem,malformacoes ou doentes devem ser descarta
dos, sendo aceitd uma mortalidade de ate 5% do lote nas 48 horas pre
cedentes ao inigio ddVteste. Quando a mortalidade do lote estiver en
tre 5% e 10%, (verificar as possiveis causas e, se necessario, subme

ter os peixes a tratamento para posterior utilizagao (ver Anexo B).

6.4.7 A alimentacao dos organismos deve ser interrompida 24 horas an

tes do indcio doffteste.

6.5 Sensibilidade dos organismos-teste

6.5.1 Deve ser avaliada a sensibilidade de cada lote de peixe cole

tado, através da determinagao da CL(I)50; 24 h, nas condigoes estabe
lecidas nesta Norma, com uma substancia de referéncia tal como o di

cromato de potassio (K20r207).

6.5.2 0 valor da CL(I)50; 24 h obtida deve estar compreendido num in
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+ .o . ~ o~ ‘s
tervalo de = 2 ¢ (¢ = desvio-padrao), em relagaoc aos valores medios

anteriormente obtidos para a mesma espécie.

6.6 Amostragem

Para a coléta de amostras de efluentes 1iquidos e éguas de corpos re
ceptores deve-se seguir a NBR 9897/87. Os frascos devem ser totalmeg
te preenchidos, com a amostra, de maneira a evitar a presenga de ar’
nos mesmos. O teste deve ser realizado o mais rapido pessivel, nao ex
cedendo o periodo de 6 horas contadas a partir do inicie’da coleta.
Na impossibilidade de ser obedecido este intervalo“deptempo, a amos
tra devera ser mantida, a partir do momento da coleta, “a 4°C, durante

um periodo de, no maximo, 36 horas. .

.6.7 Preparo da amostra

6.7.1 Antes do preparo da amostra,é importante” ter ¢onhecimento []e)
bre as caracteristicas fisicas, quimicas e toxicologicas do agente to
xico a ser testado, com o propésito de_tomar 08, cuidados necessarios

no manuseio da mesma.

6.7.2 O preparo das solugSes e todas as etapas do teste devem : ser

realizadas em ambiente isento de vapores ou poeiras,téxicas e’ a tempe

ratura ambiente (23 il 1OC). Quandomnecessario, as amostras de efluen

tes liquidos e éguas continentais devem, ser cdlocados para decanta

géo dos solidos em sUspensao, por duas horas. Apés este periodo, reti

ra-se com um sifao a porgag mediana dafamostra, sendo que esta porgao
>

sera utilizada no teste.

6.7.3 Solugao-estoque

6.7.3.1 Esta solugao,deve serlpreparada, dissolvendo-se uma ‘quanti

dade conhecida do agénte toxico num volume definido de agua de dilui

gao.
6.7.3.2 Solugoes-estdque, gom concentragoes abaixo de 100 mg/L, de
vem ser preparad@sihpor dildicao em serie, a partir de 100 mg/L ou

1 000 mg/L de $olugaoc-estogue.

6.8.2 Teste preliminar

6.8.2.1 Seguido o phecedimento descrito em 6.6.1°.¢ 6.7.4.1, deve-se
preparar cinco ou seis solugoes-teste do agente toxico a ser estuda

do, fazendo uso do intervalo de concentragoes apresentado na Tabela 1.

6.8.2.2 As solugSes devem ser preparadas € mantidas nos recipien
tes-teste (ver Figura 2), nao havendo necessidade das tampas esmeri

-lhadas, das hastes receptoras e dos bicos pingadores. Além dessas S0
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lugoes, deve-se utilizar um recipiente-teste como controle (somente
adgua de diluigao) e, no caso do uso de solventes, sera necessario um
controle adicional (ver 6.7.3.4).

6.8.2.3 Os recipientes deverao ser mantidos em banho-maria a tempe
ratura de 23,0 ¥ 1°C, n3o havendo necessidade de aeracao constante,
salvo nos casos onde o oxigénio dissolvido (D.0.) apPesentar valores

abaixo de 40% de saturacgao.

6.8.2.4 Serao colocados c¢irco peixes em cada solugao-teste, inclusive
no controle. Estes peixes devem estar aclimatados (ver,6.4) e a colg
cagao destes nos recipientes-teste deve segudr o descrnito em 6.8.3.3
e 6.8.3.4. A massa total dos organismos nao deVe, exceder a relagao

de 1,0 grama por litro de solugao-teste.

6.8.2.5 A duracao do teste sera preferencialmentégde 96 horas, poden
do, em caso de urgéncia, ser realizado em 48\héras. Durante o perio
do do ensaio preliminar nao ha necessidade da renovagao - das - seolu

goes-teste.

6.8.2.6 O registrb dos vaiores de (temperatura, pH, condutividade e
dureza total deve ser efetuado no inficio doensaio.e, se possivel,

no final (ver Anexo D).

6.8.2.7 Quanto aos peixes, deve-se anotar qualquer comportamento anor
mal e os organismos mortos devem ser retirados e anotados (ver Anexo
D)C

v

6.8.3 Teste definitivo

6.8.3.1 Sao selecionadas. 5 ou @hconcentragoes do agente toxico, de
acordo com 6.8.1, além do controle. A selecao dessas - concentragdes
sera orientada pelofintemvalo de concentragoes, definido no teste pre
liminar, delimitado pela menor concentragao na qual se observou mor
talidade de 100% doslefgenismés e pela concentragao mais elevada  na

qual nao se obsefVou letalidade dos organismos.

6.8.3.2 Aposfo preparogdas solugoes-teste conforme ©.6.7.3 £.6.7.4,
enxaguar os reeipientes-teste com égua de diluigao e completar o vo

lume destes recipientes com as solugoes-teste.

6.8.3.3 Quando a temperatura das solugoes-teste atingir 23,0 ha 1OC,

deve ser iniciada a colocagao dos peixes nos recipientes-teste. A tem
peratura da égua do aquério de aclimatagao deve estar proxima daque
la das solugoes-teste, nao devendo a eventual diferenga de temperatu

o]
ra._exceder - 2°C.
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6.8.3.4 O aquério de aclimatagao deve estar préximo aos recipien
tes-teste e a transferencia dos organismos deve ser efetuada por meio
de pugé de "nylon". Os peixes que acidentalmente cairem fora do reci

piente-teste deverao ser descantados.

6.8.3.5 Serao colocados aos poucos, em um numero nao superior a 20%
do total previsto para cada recipiente. A colocd@aomdos, peixes deve
ser realizada ao acaso, sendo que todos os recipienteg devem ter re
cebido igual porcentagem de organismos antes que a proxima etapa de
colocagao se inicie, e assim por diante, atg que o numero total : de

individuos por recipiente se complete.

6.8.3.6 A massa total dos organismos nao déve esceder a relagao de

1,0 grama por litro de solugao-teste.

- 6.8.3.7 Os diluidores proporcionais (wer AnexolH) ou o sistema de
dosagem sugerido nesta Norma devem ser capazes de manter um volume
de renovagao da solugao-teste dentro,de um)desvio maximo de 10% nas
diversas concentracdes estudadash A reA®vacaé dessas solucdes deve
estar na dependéncia da capacidade dolrecipiente-teste. A taxa de re
novagao deve ser, no minimo, de\90% a cada 5 horas. Para determinar
a taxa de renovacao de solugao-testéppécomenda-se utilizar o grafico
(ver Figura 4). A taxa de fenovacae pode ser reduzida ou ampliada des
de que a solugao descartada dos recipientes permaneca com teores de

oxigénio maiores que 40% de, saturagao.

6.8.3.8 0 pH, condutividade e“femperatura devem ser medidos e regig
trados a cada 24 horas, até o final do teste, em todas as concentpg
gSes (ver Anexo E)/gmde preferéncia apés a renovagéo das solugaes-teg
te. Outras variav@is como oxigenio diaﬂyida(OJL),@ﬂ%zawﬁﬁml;é;segmssi
vel, analise quimica das solugoes-teste, devem ser verificadas ao me
nos na concentfacao/mais paixa, na intermediaria e na mais elevada,
sendo essas medidas efetuadas, se possivel, a cada 24 horas (ver Ane
xo0 E). Todadlas) determinacoes fisico—quimicas citadas podem ser efe

tuadas na/solugao-estoque, caso haja necessidade (ver Anexo E /verso).

6.8.3.9 “Anletalidade observada ao longo do teste deve ser anotada
apos 3, 6, 24,048, 72 e 96 horas de-observagao (ver Anexo E), sendo
gque os peixes mortos devem ser retirados por sifonamento com um tubo
de vidro. Qualquer alteragao de comportamento dos peixes deve ser re

gistrada.

6.8.3.10 Os peixes devem ser pesados e medidos apéé sua remogao do

recipiente-teste ou colocados em solugéo de formaldeido a 4%, para
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posterior obtengao dos dados biométricos (ver Anexo F).

7 RESULTADOS

7.1 Calculo da CL(I)50

0 calculo da CL(I)50 e seu intervalo de confianga (P = 0,05) deve ser
efetuado conforme os metodos estatisticos utilizadoglipara.este fim
(ver obras citadas em H-2 a H-5 e CETESB L5.017).

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A CL(I)50 e seu intervalo de confianca (P = 0,08) devem ser
expressos em % para efluentes liquidos e aguas superficiais e em mg/L

para substancias quimicas (ver Anexo G).

7.2.2 Quando as médias dos resultados daggpanalises quimicas das so
“Jjugoes-teste, realizadas ao longo do teste hnao/diferem em mais .  de
20% das concentragoes iniciais, a concentragaoelletal a 50% dos orga

nismos pode ser designada como CL50, a0 inves de CL(I)50.

7.3 Validade dos resultados

Os resultados deverao ser considerados validgds se os .segulintes requi

sitos forem atendidos:

a) a concentragao de oxigénio dissolvido, medido nas solugoes-
-teste, deve ser pelo menos 40% do valor de saturagao;

b) a mortalidade e/ou ,a preporcao/de peixes de comportamento anor
mal no controle nao deve exceder 10%;

c) a CL(I)50; 24 h da substancia de referéncia deve estar proxi

ma dos valores gbtidos previamente para a espécie em estudo.

7.4 Relatorio

Devem constar no relatorio de jteste as seguintes informagoes:

a) método utilizado;

b) identifi@@gao do agente toxico;

¢c) o procédimento de preparo de amostras, solugSes-estoque e so
lugogs-teste;

d) dados bidlogicos e fisico-quimicos referentes ao teste, inclu
sive a relaca® entre a massa dos organismos por volume de SO
lugaes—teste, expressa em gramas de peixe por litro;

e) o resultado do teste expresso em CL(I)50 ou CL50 e seus res
pectivos intervalos de confianca (P = 0,05), se possivel,
para 24, 48, 72 e 96 horas e o método estatistico utilizado;
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FIGURA 4 - Grafico p@ra detebminagao da taxa de renovagao

f) a concentragao minima do agente toxico letal a 100% dos orga
nismos e a conCentragao maxima gue nao causa mortalidade, pa
ra os periodos den24, 48, 72 e 96 horas;

g) qualquer comportamento anormal dos peixes sob as condigoes
do teste e qualquer,efeito externo produzido pelo agente té
Xxico estudado;

h) qualquer alteéragao dos procedimentos prescritos nesta Norma.

/ANEXO A
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ANEXO A - REGISTRO DE DADOS DA AGUA DE DILUICAO

Condutividade ~ . .
T e H Substancias adicionadas (m Respon
Lote| Quanti S/ cm P Dureza 0D (ng) ) pol
Data ) savel
dade .. - J{mg/L. | (mg/L) | CaSO4. | MgSO,.
0 . KC1{ NaHCO
n (L) Antes | Apos |Antes [Apos CaCOs) ZHZO 7;-H26 a 3

FIGURA' 3 - Modelo de‘fiché de controle de agua de diluigao
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ANEXO B - MANUTENCAO DE PEIXES EM LABORATORIO

0 método descrito a seguir refere-se a manutengao de espécies - de
peixes da familia Gharacidae, que sae capturadas na populagao na
tural.

B-1 Coleta de organismos

B-1.1 Os mananciais para captura de peixesgdevem estar, preferen

cialmente, isentos de quaisquer contribuigoes antropogénicas.

B-1.2 Os peixes devem ser capturados com auxilio/de pugés de
"nylon" e colocados em recipientes (sacos plésticos ou outros) que
contenham a agua do manancial. Nao sefl@eonselha o.uso de redes de
emalhar.

B-1.3 Os organismos devem ser transportados para o laboratorio nos
recipientes escolhidos, sendo netessaniia_a ‘Introdugao de aeragao
artificial na Agua durante o transporte. | No laboratorio, apos a es
tabilizagao da temperatura entre,a égua de manutengao e a do manan
cial, colocam-se os peixes em recipilent@s que contenham 50% de cada
uma das éguas citadas. Apés 24 hopas da chegada dos peixes ao labo

ratorio, deve-se manter 908 peixes em 100% de égua de manutencgao.

B-2 Agua de manutenca®

B-2.1 A égua utilizada para manutengao de peixes pode ser de manan
ciais de boa.qualidade -ou mesmo; ‘desclorada da redeupﬁblica de abas
tecimento. Recomenda-se .0 ensaio de:viabilidade (CETESB L5.018)quan
do:-for-usada aguda desclorada.

B=-2.2 A aguadde mafiutengao deve.ser renovada, no minimo,
uma vez a cada setendia$, nos casos em que nao se dispoe dé .fluxo

continuo def agua.

B-3 RelaGao entfe a massa dos organismos e o volume de agua

Deve ser mantida uma relagao entre a massa dos organismos e o volu
me d'égua dos ‘réecipientes de, no méximo, 1 grama de peixe por litro

de agua de manutengao.

B--4 Alimento

Os organismos devem ser alimentados com ragoes destinadas a essa

finalidade, sendo necessario o conhecimento da origem da ragao bem
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como os teores minimos de seus componentes. As quantidades de ali
mento  a serem fornecidas aos organismos devem obedecer as indica

coes do fabricante.

B-5 Condicdes de manutencgao

B-5.1 O local destinado a manutencgao de peixes devémses limpo,
isento de vapores téxicos.yDeve-se”eQitar o transitoeontdnuo neste
lpeals - -0s peixes devém<Ser mantidos a temperatura de 23’1 lOC,A e
‘sob.uma intensidade luminosa de 600 lux e‘fotéperiodo de a1 horas

“de luz. -

B-5.2 Os peix#&s podem ser mantidos em aquariogpde vidre ou em cai

xas. dlagua revestidas internamente com tinta epoxi.

B-6 Tratamento e profilaxia de doencas em peixes

B-6.1 A manutengéo’de peixes em laboratbdrio ‘requer alguns cuidados

quanto as boas condigaes das espécies a serem ubilizadas nos testes
de: toxicidade. . Na Tabela 3 sao sugeridos alguns tratamentos pa

ra erradicar ou prevenir doengas em peixes.

B-6.2 Todos os tratamentos sugemidos devem ser efetuados em reci
pientes separados dos de manutengao, sendo qué, épés\ o tratamento
os peixes devem retornar a estes ultimos.

B-6.3 Os peixes submetido& a tratamefito podem ser utilizados, em

testes de toxicidade, 14 dias apos o término do mesmo.
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TABELA 3 - Tratamentos recomendados para doengas

de peixes

Substancia Concentragao (A) Duragao do
Doenga £ .
quimica (mg/L) tratamento
Terramicina (hidro
i cloreto de oxitetra
Bacterias- . o . 25,0 30-60 minutos
ciclina, soluvel em
agua
externas .
Penicilina G procai B
na ( 3 mL/378,5 L) 48-72 horas
Formalina 250,00 ate 60 minutos
Tremato?os P?rnanganato de po 2,0-6,0 30-60 minutos
monogeneticos, tassio '
fungos e Cloreto de sédio | - 14 000-30 00O 5-10 minutos
protozoarios 2_000<4, 000 indefinidamente,
externos (B) com minimo de
. 24 horas
Verde de malaquita 2,0 até 6 horas
oxalato ‘
(A) - Ingredienté,ativo
(B) - O_tratamentoccntramremétodos e protozoérios deve ser repeti

- do ateé que os sinaig da doenga desaparegam.

/ANEXO €
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ANEXO C - SOLVENTES RECOMENDADOS EM TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

Solventes inorganicos (*)

Solventes organicos

Acido cloridrico
Acido nitrico
Hidroxido de potassio
Hidroxido de sodio

Acido sulfarico

Dimetilforma
Trietileno gli
Metano

Aceto
Etan

(*) No emprego desses solventes,

lugoes-teste preparadas.

Vicar o pH das so

AN
&

<

/ANEXO D
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 _ANEXO E - REGISTRO DE_DADOS DO TESTE DEFINITIVO

Organismo-testes - = i , ) Bistema do teste:
Substancia-teste: Ihicio do teste :_[_/_, __ horas
Concentragao da solugao-estoque: Tornine do testec:_/ [, __ horas
Metodo do teste: . . Tecnico responsével:
Concentragao Periodo de observagoes (h) Média.
da substancia | Observagoes — - = - das
teste (nominal) 0 2L 48 12 96 Uyvariavels

1. N2 de peixes mortos

. : 2. Condutividade (pS/cm)
Frasco I 3. Temperatura (°C)
4. pH
(«..ppm) 5. Oxigenio dissolvido(mg/L)

6. Dureza total (mg/L 'em Ca€03)

7. -Eonéentracao real:

1. N2 de peixes mortos

2. Condutividade (uS/cm)

Frasco II 3. Temperatura (°C)
4. pH
{«..ppm) 5. Oxigenio dissolvides(ig/L)

6. Bureza total {mg/L em CaC03)

7. Concéntragao real

1. N2 dé peixes montos

2. Copdutividade (pS/cm)

Frasco V 3. fTemperagura (°C)
4. pH
(...ppm) 5. OxigenilogdisSelvido (mg/L)]

G.Dﬂreia'totallmg/L em CaC03)

7./Concentragao real ¢

FIGURA 6 - Modelo de ficha para registro dos dados do teste defini

vo (frente)
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Dadps pré—teste

- Kqua de aclimatagao

pH =
Condutividade = uSfcm
Temperatura = °

Dureza total

mg/L em CaCO3
0.D. = mg/L

Solugao-estoque

- Preparo da sol-estoque: mg em litros de H,0

Concentragao final de ng/L preparada por

- Lote de égua nt foi usado: pH = ; Conduti uS/cm;
Temperatura = °C; Dureza total = em CaCC . mg/L.
- Analise da solugao-estoque: mg/L.

Solugao-teste

Concentragoe Vo de sol-estoque para:

(mg/L)

litros

Observagoes:

FIGURA 7 - Modelo de

tivo (verso)

icha para registro dos dados do ensaio defini

/ANEXO F
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ANEXO E - REGISTRO DOS DADOS BIOMETRICOS
Biometria
Organismo-teste:
Substancia-teste:
Concentragao ) Massa Conprimento (ww)
Peixe n?
(mg/L) (g) Total Padrao
1
2 [}
Al =
3 e| =
[=3 —
4 ol 2
S| o
5 ‘2| =
] — lg
6 ©| ‘©
= o] !
7 — <+ an
S 28
8 "O = =
-3 4 @
=3 [ e
9 ~ o
w [oR [«
al g g
10 = ol o
1
2 1
; glE
4 ol .S
2= N
5 el =
[} -— lg'
6 «© [
S 6] =
7 S <+ [~%
< o o
8 S| Bl E
g 2| 2
g © el ¢
w [=X Q.
sl S| S
10 = ol o

FIGURA 8 - Modelo

de ficha para registro dos dados biométricos
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ANEXO G - REGISTRO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO TESTE DEFINITIVO
Organismo-teste: Sistema do teste:
Substancia-teste:
Concentragao N2 acumulado de organismos mortos em:
no/L 2 h WBho 72 96 h
cL50
(mg/L)
Intervalo
de a a a a
confianga
(95%)
FIGURA 9 -..Modelo de ficha para registro dos resultados obtidos no

teste
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