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1. Objetivo

Esta Norma prescreve 0 méodo para a determinacdo da concentracdo de substéncias ou
formulagBes quimicas solivels em &guade efluentes liquidos ou de &gua marinha superficid ou
intergticid, que causam retafdamento.nodesenvolvimento embriolarva e/ou ocorréncia de
anomalias nos organi smos@xpostos, nas condicdes estabel ecidas de teste.

2. Documentos Complementar es

NBR 9897 - Plangfamento de amastragem de efluentes liquidos e corpos receptores

NBR 9898 - Preservaga e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores
CETESB L5.017 - Andlise edatistica dos resultados de testes de toxicidade aguda

3. Definicoes

Para os efeitos desta Norma sdo adotadas as seguintes definicoes.

Agentetoxico
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Substéncia ou outro materid, ta como formulacdo quimica, efluente liquido, &gua marinha ou
intersticia de sedimentos, que pode causar efeito deletério quando em contato com 0s organismos-
teste.

Agua de diluicio
Agua utilizada para aclimatagio dos organismos e redlizagio de testes (&gua do mar filtrada com
sdinidade 34 + 2 %o).

Concentracao de efeito ndo obervado - (CENO; 24h)

Maior concentracdo nomind do agente toxico, que ndo causa efeito deletériolestatisticamente
sgnificativo sobre o desenvolvimento embriolarval dos organismos, duraite o tempo de exposicéo
as condigOes de teste.

Concentracao de efeito observado - (CEO; 24h)

Menor concentracdo nominad do agente toxico, que causa efetonddetério edaisticamente
sgnificativo sobre o desenvolvimento embriolarval dos organismos, durante '@ tempo de exposicéo
as condicdes de teste.

Concentracéo de inibicdo (CI150); 24hs
Concentracéo do agente tdxico que causa retardamenté do desenvolvimento embriolarvad a 50%
dos organismos-teste em relacéo ao controle, durante o tempo de,exposi¢éo as condicles-teste.

Efeito crénico
Efeito deletério subleta causado pelo agente tdxico ‘agserganismos-teste, em periodo de exposi¢éo
que pode abranger atotaidade de seu ciclefdevidaou parte dele.

Organismo-teste
Organismo utilizado no teste de toxicidades, embrides déytechinus variegatus.

Solugdes-estoque
SolucBes do agente toxico, em diferentés concentracdes, a partir das quais S80 preparadas as
soluges-teste.

Solucdes-teste
Solucdes finais do agenite toxico, has quais so colocados 0s organismos-teste.

Substancia dereferéncia
Substancia utilizada'para avdiacan da sensibilidade dos organismos-teste.

Teste de toxiCidade

Método utilizad@para detectar e avaliar a capacidade inerente ao agente toxico de causar efeito
deletério em organiSMas:vivos.

4. Principio do M éodo
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Este método consiste na exposicao de ovos de Lytechinus variegatus a varias concentragoes de

um agente toxico, durante a totalidade do periodo de desenvolvimento embrionario, que é de 24 a 28
horas, nas condi¢des prescritas nessa Norma. Tal procedimento permite determinar a CENO, a CEO ou
CI50 do agente téxico em teste, durante o periodo de exposigao.

O método pode ser executado em duas etapas.

a) teste preliminar, para estabel ecer o interva o de concentragtes a ser utilizado no teste definitivo;
b) teste definitivo, para determinacéo da CENO e da CEO ou CI50.

5. Aparelhagem
5.1 Equipamentos

Medidor de oxigénio dissolvido.

Medidor de pH (potenciOmetro)

Microscdpio optico

Refratémetro ou outro equipamento para medi¢do de sdlinidade

Incubadora ou condicionador de ar, para manutencéo_de temperatura controlada
Termdmetro de méxima e minima

Pipetas autométicas para volumes entre 10 a 100

Aparelho para aplicacdo de choque el étrico

5.2 Vidraria

Béqueres de vidro de 30, 400 e 1000 ml

Pipetastipo Mohr, de 1 e 5 mi

Pipetas volumétricas de 10, 20, 50 ¢ 100'mi

Pipetas Pasteur de ponta fina e de boca larga

Tubos de ensaio com capacidade para10.mi

Frascos de vidro com tampa, com capacidade para 11 ml
Bal6es volumétricos de 100 €1000'ml

Provetas de 25 e 100 ml

Laminas para microscopia

Nota: Todo materid “que,entrar em’ contato com o agente tdxico deve ser quimicamente inerte,
preferenciamente deviero!

5.3 Outros

Camara de Sedgwick-Rafter

Seringas descartaveisde e 5 mi

Tanque para manutencao dos animais adultos
Bandgjas de pléstico

Pissetas

Peneira com poros de 350 pum
Caixadeisopor pequena (1L)
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Algodéo

5.4 Reagentes

Cloreto de potassio (KCl 0,5M)

Formol a40% (comercia concentrado), tamponado com borax (tetraborato de sodio -
N&B40; . 10H20)

5.4.3. Sulfato de zinco (ZnSO, . 7H,0)

6. Execucdo do Ensaio

6.1 Reagentes para Lavagem de Vidraria

Detergente neutro néo fosfatado

Acetona

Acido nitrico P. A.

6.2 Lavagem de Vidraria

Lavar avidraria utilizada em testes de toxicidade
a) lavar com detergente neutro néo fosfat
b) enxaguar 10 vezes com agua de torneir
c) enxaguar com acetona;
d) enxaguar com aguade torneirg;
e) deixar em acido nitrico a 10%p0r 12 horas
f) enxaguar 3 vezes com &gua de
g) enxaguar 3 vezes com agua des

A vidraria usada com contaminantes
segundo o procedimento descrito na N

ificos pode ser também lavada com solugdes adequadas,
398.

6.3. Armazenamento de
Seguir aNBR 9898
6.4 Agua de diluicgo
Para a redlizag : Crito nesta Norma, utilizar, como agua de diluicdo, dgua do mar
natural isentade antes a sdinidade de 34 £ 2 %o, filtrada através de cartuchos de celulose
com poros de e de carvéo ativado.

6.5 Organismos-teste

Neste teste, utilizar ovos de Lytechinus variegatus, fecundados “in vitro”, antes do inicio do ensaio
(Anexo A).
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6.5.1. Sensbilidade

A senshilidade do organismo-teste deve ser avaliada mensamente com a substancia de referéncia
sulfato de zinco, em pardelo a0 ensaio com a amostra a ser testada, segundo 0 método descrito
nessa Norma. A CI50; 24/28hs dos teste com a substéncia ¢k referéncia deve encontrar-se no
intervao delimitado por + dois desviospadrdo em relacdo aos vaores meédios obtidos
anteriormente, para a mesma espécie.

6.6 Amostragem

Para a coleta de amostras de efluentes liquidos e éguas do corpo receptor, sequir as NBR 9897.
Os frascos devemn ser totalmente preenchidos com a amoStra, de'manéiraiasse evitar a presenca de
ar N0sS Mesmos.

6.7. Preparo de amostra

Redlizar o preparo das solugdes e todas as etapas de téste e ambiente isento de vapores ou
poeiras toxicas, a temperatura de aproximadamente 25 °C, tomando os cuidados necessarios para
0 manuseio das amostras, dependendo de suas caragteristicas fisicas, quimicas e toxicolOgicas.
Quando necessario, amostras de efluentesdiguidas,e aguas devem ser colocadas para decantacéo
dos sdlidos em suspensdo por duas héras. Apos esse periodo, retirar com um siféo a porgéo
mediana da amosira; esta serd utilizadano teste.

6.7. 1. Soluches-estoque

Preparar as solugdes-estoque no momente, da execucdo do teste, por adicdo da amostra a agua de
diluicdo. Os dados do prepar@devem ser registrados na ficha correspondente (Anexo B verso).

6.7.1.1. Testes com efluentes liquidos usuamente requerem o guste da sua sdinidade para 34 +
2%0 € é redizado por acréscimo de quantidade conhecida de salmoura, preparada por
congelamento @a &gua do mar, seguido de descongelamento, com retencdo de fragdo da
amostra que derreteninicidimente, pois esta contém elevado teor de sais. Para cdculo da
quantidade deisd mouradessjada, utilizar a férmula abaixo, sugerida por Sdoméo (1978).

Ve - Vit
ST S&s- o
21

Sd - Se

Vs = volume de sdmoura

Vt=vol.totd de efluentes sdinizado a ser preparado

5
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Ss = sdinidade da sdmoura

Sd = sdlinidade desgjada, que deve ser igud ada dguade diluicéo
(33,5 + 1,5%0)

Se = sdinidade origind do efluente (usuamente 0,0).

Calcular a concentracéo de efluente contida na amostra sdinizada, preparando, a partir dela, as
demais solugBes-estoque, por acréscimo de &gua de diluico na proporcad necesséfia,Nesse
caso, preparar, dém do controle em &gua de diluicdo, outro controle contendo salimoura na
méxima concentracgo utilizada em teste, diluida em &gua destilada.

6.7.1.2. Substncias de baixa solubilidade podem ser dissolvidas por intermegio de'solventes
de baixa toxicidade a embrides L. variegatus, desde que sua concentragéo fina ndo
ultrgpasse 100 pI/L nas solughes-teste. Nesse caso, deve-se preparar, aém do
controle em &gua de diluicdo, outro controle contendo agua,de diluicdo com a
méxima concentracdo do solvente utilizada

6.7.2. Solugbes-teste

As solugbes-teste devem ser preparadas em baldes Volumétrieas, imediatamente apds o
preparo das solugdes-estoque, utilizando-se as deviidas proporgdes de sol ucdo-estoque e égua
de diluicdo para obtencdo das concentrages finals desejadas do lagente toxico. Os dados de
preparo das solucdes-teste devem ser registradosna ficha de controle ( Anexo B verso).

6.7.3. Selecdo das concentractes de expesicao
Utilizar intervalos de concentraco em progresséo gedmétrica na saecdo das solugles-teste.
Para 0 teste preliminar deve ser utilizadaa razéo 10 enguanto que para o teste definitivo deve

ser usada avazéo 2. Na Tabela 1 constam asiexemplos que podem ser empregados em testes
preliminares e definitivos.

Tabelad - Exemplos de concentragdes em progressdo geométrica.

TESTE
PRELIMINAR DEFINITIVO

0,1 0,10

1,0 0,20

10,0 0,40
100,0 0,80
1000,0 1,60
3,20
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6.7.4. Teste preliminar
Definir as concentragOes de exposi¢do de acordo com 6.7.3.
Redlizar o teste preiminar de acordo com procedimento descrito em 6.8.

Estabelecer, para 0 teste definitivo, o intervalo de concentrages delimitado pela menor
concentragdo que cause retardamento e/lou anomalias no desenvolvimentordepd00%., dos
organismos e pelamaior concentracdo que Ndo calise esses efeltos.

6.7.5. Teste definitivo

Utilizando o intervalo de concentracéo estabelecido no teste praiminar (6.7.4), preparar uma
série de concentragOes intermedidrias de acordo com 6.7.3"Realizar o teste definitivo de
acordo com o procedimento descrito em 6.8.

6.8 Procedimento geral

A &ua de diluicdo em volume suficiente para 0 preparo de todas es etgpas do teste, incluindo a
obtencgo e diluicdo dos gametas de L. variegatug € Sua fectindagéo “n vitro” (Anexo A), deve edtar
atemperaturade 25+ 2 °C.

Numerar deatoriamente os recipientes-teste (tubos de'ensaio) € registrar, na ficha de teste (Anexo
B), os nimeros dos tubos de ensaio correSpondentes a cada concentrago. 1sso é feito para que a
leitura do teste sgja deatdria, sem que/o operador tenha conhecimento prévio de concentragcéo da
solugéo-teste que estd sendo andisada Frascos de 11 ml com tampa devem receber a mesma
numeracdo dos frascos-teste, pois seréd, utilizados @ find do teste para a preservacéo dos
organismos.

Preparar 3 réplicas de ensaio para cadayconcentragdo e 6 para o controle, 3 dos quais seréo
utilizados para avaiacéo do/miomento,adequado para encerramento do teste. Deve ser preparado,
também, um tubo extra dafimenor e da maor-concentracdo de teste, devidamente identificados, que
serdo utilizados ao final do teste para controle de sdlinidade, OD e pH. Usudmente sdo utilizadas 5
a 6 concentracbes-teste, no ¢aso de anostras de efluentes, substancias puras ou formulagbes
comercias.

Preparar as solugdes-estoque e selucdes-teste segundo o procedimento indicado em 6.7.1 € 6.7.2.

Para cada teste, preparar controles somente com agua de diluicdo e com solugdo de salmoura ou do
solvente eventudmente utilizado.

Acrescentar 10 ml de solucao-teste a cada tubo de ensaio.

Proceder a0 preparo dos organismos-teste (Anexo A). Iniciar o ensaio no maximo 30 minutos gpos
afecundacdo. Com uma pipeta automética, transferir para os recipientes-teste, o volume da solucéo
gue contenha 300 ovos, i.e., 30 ovos por ml de solucéo. Utilizar, no maximo, um volume de 100 pl.

7
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Medir os vaores de sdlinidade, OD e pH de uma subamostra do controle e da menor concentracéo
deteste. Registrar os dados na ficha correspondente (Anexo B).

Os tubos devemn ser incubados a 25 + 2 °C, em fotoperiodo de 12 h luz-12 h escuridéo, por 24
horas.

Figura 1 - Pluteus de Lytechinus variegatus, no momento de encerramento do teste.

8
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Atingido esse estégio, anotar a data e o horario de encerramento na ficha de teste (Anexo B),
caculando a duracéo do mesmo. O contelido de cada tubo deve ser entéo transferido para um
frasco correspondente de 11 ml, contendo 0,5 ml de formal tamponado com borax. Cada frasco
deve ser imediatamente tampado e agitado suavemente, para preservacao dos organismos.

Nota: O conteido dos frascos preparados para avaliacéo de salinidade, OD e pH ndo deve ser
preservado.

Proceder a andlise de sdinidade, oxigénio dissolvido e pH das amostras, devidamente separadas
para esse fim e registrar os dados na ficha correspondente (Anexo B).

Para leitura do teste, andlisar uma subamostra de cada frasco @, microscopio, em camara de
Sedgwick-Rafter ou smilar, verificando 0 estagio de desenvolvimento @a. ocofréncia de anomalias
nos 100 primeiros organismos que gparecerem no campo,do microscopio.“Devem ser andisadas,
primeiramente, as réplicas do controle que serviréo como‘referéncia pararasavaiacéo de anomalias
do desenvolvimento embrion&io das demas amostras. Al leitura do teste deve ser redizada
deatoriamente, registrando os dados da |eitura na ficha correspandente (Anexo B). Para efeito dos
caculos edatigigticos, tanto o retardamento de desenviolvimento, guanto a ocorréncia de outras
anomdias s80 consderadas como efeito, devendo-se somear, 'em Cada concentracdo, o total de
embrides afetados.

6.9 Teste com substéncia de referéncia
Redlizar o teste com a substéncia de ref@réncia, de acordo com o procedimento descrito em 6.7.3 e
6.8, em paraelo aamostra testada.

7. Resultados
7.1.Andlise dos dados

7.1.1. Com substancia de‘referéncia
Para andlise do resultado do teste com substancia de referéncia, cacular a Cl50; 24h. Este cdculo
pode ser redlizado através doimetodo de'interpolacéo linear ICP (Norberg-King, 1993).

7.1.2. Com amogifes deagentestoxicos

Para andlise edatistica dos dados e obtencdo da CENO e da CEO, recomenda-se o teste de
Dunnet. Essefteste inglui“uma andise de varidncia (ANOVA), seguido de uma comparagéo entre
cada concentragéo.& o controle. Ta procedimento indicara ou ndo a existéncia de diferenca
estatisticamente sgnificativa (P = 0,05) entre 0 nimero de organismo afetados nas diferentes
concentragoes e no controle. Essa metodologia esta disponivel no programa estatistico TOXSTAT
3.5 e descritaem Weber e alii (1988).

7.2 Expresséo dos resultados
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A CENO, CEO ou CI50 com seu interva o de confianca devem ser expressos em mg/L, /L ou %.
7.3 Vaidade dos resultados

Consideram-se validos os testes nos quais:
a) aporcentagem de pluteus bem desenvolvidos no controle sga superior ou igud a 80%;

b) 0 resultado do teste com a substéncia de referéncia esteja dentro do ini delimitado por
dois desvios-padréo em relacdo aos vaores médios obtidos anteriort esma

espécie;

c) 0 teor de oxigénio dissolvido nas diferentes concentrages, ao fina jasuperior a3,9
mg/L e asdinidade esteja entre 32 e 35%o.

7.4 Rdatdrio

Devem consgtar no relatério do teste as seguintes informacoes:

a) referénciaaestaNorma;

b) identificacdo do agente toxico;
c) procedimento de preparo de amostras,
d) dados bioldgicos, fisicos e quimicos
e) resultado do teste expresso em
f) tipos de anomdias dos organism
g) modificagdes introduzidas e eventual

ue e solucdes-teste;
o edtatistico utilizado;

ual mente observados nas condicdes de teste;

rréncias durante a redlizacéo do teste.

10
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ANEXOA - OBTEN(;AO E PREPARO DOS ORGANISMOS-TESTE
A-1 Coleta

Exemplares de Lytechinus variegatus adultos s3o coletados por mergulho, colocados em bandejas
de plagticos, envoltos em macroalgas coletadas no mesmo loca e levados imediatamente ao
laboratdrio.

A-2 Manutengdo

No laboratorio, proximos aos locais de coleta, os animais sdo transferidos para tanques com agua
do mar e mantidos em sistema de fluxo continuo, sendo dimerttades,.com as macroa gas col etadas.
Em laboratorio, distante de areas costeiras, seguir os procedimentos deseritos no Anexo C.

A-3 Obtencéo de gametas

Os ourigos adultos ndo gpresentam dimorfismo sextiaexterno, sendo que os gametas podem ser
obtidos através de 2 métodos: 1) injecéo de KCl 0,5M ou choque détrico.

A-3.1. Injecéo deKCl

Devem ser selecionados 15 a 20 animaisfide'modo a serem obtidos gametas de ho minimo 3
adultos de cada sexo. Lavar a superficieé do anima com &gua de diluicdo, para remocéo de fezes e
outros detritos. A liberacdo de gametas é provocada por injecdo de solucéo de KCl 0,5M na
regido periord do ourico. Devem ser injetados 2,5 ml/em pontos diametramente opostos. Agitar o
anima suavemente, para que o KCl, se espahegpéla cavidade celdmica. Os gametas sfo entdo
liberados através dos gondporos, locaizedos na superficie abord do animal.

A-3.2. Choque éétrico

A liberacdo de gametas Ocorre aravés da utilizagdo de um circuito eétrico de corrente dternada,
com transformador de'35V, 140/220V,.e corrente de 200m (Anexo F). Os eetrodos de cobre
devem ser envolvidos.cem algoddo para evitar o contato direto dos mesmos com a carapaca do
animd.

Os egtimulos devem ser gplicados no lado aboral de cada individuo, préximo aos gonoporos. Apos
4 a 5 pulsos@etricog, com intervao de 10 a 15 segundos, 0s gametas sdo liberados quando o
individuo esta 'maddro. O estimulo deve ser interrompido quando uma quantidade suficiente de
Ovulos ou espermatoz@ides for liberada, uma vez que a interrupcdo do estimulo cessa a liberagéo
dos gametas.

12
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A-4 Coleta dos gametas
A-4.1. Ovulos

Os 6vulos, identificados por sua cor amarela, sao coletados em agua do mar. Para tanto, as fémeas
s80 apoiadas sobre a superficie de bégueres de 400 ml cheios de agua de diluicdo atemperatura de
teste, com a superficie abord voltada para baixo, de forma que os gonoporesifiguen,imersos na
agua. Quando KCl é utilizado, os 6vulos s2o coletados durante 15 minutos

apés o inicio do processo de liberacdo. Dessa forma, evita-se a coleta de Gvulos imaturos que
podem vir a ser liberados tardiamente. No caso da utilizacdo do chogue,elétrico, todos os gametas
devem ser coletados.

A-4-2. Espermatozoides

O esperma, identificado por sua cor branca, é coletado com conta-gotas defponta-fina, diretamente
dos gonodporos, evitando-se que 0 esperma entre em contelo com- a éguando mar até o inicio dos
experimentos. O esperma coletado, de no minimo trés machasydeve ser colocado em béquer de 30
ml e mantido em caixa de isopor com gelo.

A-5. Tratamento dos gametas
A-5.1. Ovulos

Com conta-gotas, retirar uma subamostrardos Gvulos de cada fémea, coletados nos diferentes
bégueres. As amostras devem ser cologadas sobre tma [amina e observadas ao microscopio. Os
ovulos devem ser redondos, lisos e de tamanho homogéneo; lotes de ovulos de tamanho ou
formatos irregulares ou com micropilas'@pandidas, que € indicio de 6vulos “passados’ e portanto
inviavels, devem ser descartados.

Para 0 teste, devem ser utilizados évul@s,de no minimo trés fémeas. Aguardar a decantacéo dos
Ovulos em cada béguer e deseartar, 0 sobrenadante. Os Gvulos, contidos no pequeno volume de
agua restante, s30 a seguingpenairados, araves de malha de 350 um e devemn ser reunidos em um
béguer de 1000 ml. Acréscentar, &gua de diluicdo a temperatura de teste, elevando-se o volume
para 600 ml e aguardar novamente a,decantacdo dos Ovulos (aproximadamente 20 minutos).
Descartar cuidadosamente o/Sobrenadante, e acrescentar dgua de diluicdo limpa, homogeinizar a
solucdo por agitacéo suave eaguardar nova decantacdo, repetindo-se 3 vezes esse processo de
lavagem. Os ovul@s-abtidos pela@plicacdo do estimulo détrico, coletados em menor quantidade,
devem ser ressuspendidas para 100 ml, seguindo-se posteriormente todo o procedimento descrito.

A-5.2. Espermatozoides
Homogeneizar o esperma€om um bastéo de vidro e preparar uma diluicdo do mesmo em &gua do
mar, na proporcéo de 0,5 ml de esperma (coletado com seringa de 1ml) para 25ml de &gua do mar,

misturando-se bem para dissolucéo de grumos. Essa solucéo deve ser preparada apos o término da
lavagem dos évulos e ser usada imediatamente para o processo de fecundacéo.
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A-6 Fecundacéo

Acrescentar 1 a2 ml da solucéo de esperma ao béquer contendo os dvulos e aguardar 10 minutos.
Coletar 1 ml da solugdo contendo os ovos e diluir em 99 ml de &gua de dil dicaonemyproveta de 100
ml. Agitar bem e tomar trés subamostras de 1 ml para contagem em camaraide Sedgwick-Rafter.
Proceder & contagem do numero de ovos, identificavels pela membrana de fecundacéo a suavolta,
devendo haver um minimo de 80% de fecundacdo em cada amaosira,, Caso 1880 ndo ocorra,

acrescentar maior quantidade do esperma diluido a0 béquer conténdo os évulos e redizar nova
contagem agpés transcorridos 10 minutos. Cacular a média dos valores obtidos nas trés
subamostras, multiplicar por 100 (fator de diluicio), obtendorse assm o nimero de ovos
fecundados por ml da solucéo. Cacular o volume dessa solucéo queeohiem 300 ovos, quantidade
edtaaser utilizada em teste (ver exemplo abaixo).

A-6.1. Exemplo: resultados das contagens na camara desSedgwick-Rafter: 98, 101 e 104
Média = 101.
&5 101 x fator de diluigo (100) = 10100 = dimero de ovasipor ml da solugéo

A.6.2. Paraadicionar 300 ovos a cada recipiente-teste, aplica-s2a formula

X =300/10100 = 0,030 ml = 30 pl.
A-6.3. O volume calculado, que ndo déve exceder 100ml, deve ser acrescentado aos recipientes-
teste, no prazo méximo de 30 minutos &os o inicio do processo de fecundacdo. Se tal ocorrer, a

solugdo de ovos deve ser concentrada'per meio de decantacdo dos ovos e remogao de parte do

sobrenadante, seguida de nova contagem e caeule@o volume necessrio para uso em teste, antes
de seu acréscimo aos tubos de ensaio:

.../Anexo B
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ANEXO B - FICHA PARA CONTROLE DE TESTE COM L. VARIEGATUS

REGISTRO DE DADOSDE TESTE

CETESB DE TOXICIDADE CRONICA DE CURTA DURACAO COM OURICOS )
LABORATORIO
& Preliminar & Definitivo Testen®
HORARIO TEMPERATURA DE TESTE DURACAO DO
TESTE
INiClIO TERMINO MAXIMA MINIMA horas
CONCENTRACAO
NOMINAL REPLICAS N° DE PLUTEUS Ne MEDIDAS
() mglL DE PLUTEUS
()% ANORMAIS
TOTADN, | 5% oD pH
NORMAIS ANORMAIS bpicial| Final | Inicial| Final | Inicial| Final

la
23
3a

TOTAL
1a
23
3a

TOTAL
1a
23
3a

TOTAL
1a
23
3a

TQTAL
13
23
33

TOTAL -
1a
23
3a

TOTAL

CI50;24hs: CENO;24hs: CEOQO;24hs: ( )mglL ( )%

Intervalo de confianca:

M étodo estatistico:
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OPERADORES
Adicdo de organismos‘ Leitura:
ANEXO B-verso
CONTAGEM DOSOVOS VOLUME DE OVOSADICIONADOS
a) b) ) média
VERI FICAQAO- PRE-TESTE
EFETUADA POR
DATA / /
PREPARO DAS SOL UCOES-ESTOQUE
CALCULADO POR PREPARADO POR DATA / /
SOL UQOES QUANTIDADE DE AMOSTRA VOLUME VOLUME
| mg/L | % ADICIONADA DE AGUA|(ml) FINAL(mI)
Sol. Est. 1=
Sol. Est. 2= ml da;Sol. Est. 1
Sol. Est. 3= ml da Sol. Est. 2
Sol. Est. 4 = mheda Sol. Est 3
Sol. Est. 5= ml da'Sol. Est. 4
PREPARO DAS SOLUQ@ES-TESTE
CALCULADA POR PREPARADA POR DATA
/ /
CONCENTRACAO VOLUME ADICIONADO VOLUME FINAL
mo/L | % DE SOLUCAO-ESTOQUE (ml)
ml da Sol. Est.
ml da Sol. Est.
ml da Sol. Est.
ml da Sol. Est.
ml da Sol. Est.
ml da Sol. Est.
Salinidade dasalmoura : %o
Volume de salmeuraadi cionado: ml
Concentragao inicial daamostra apos salinizagdo: %
OBSERVACOES
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ANEXO C - MANUTENCAO DE Lytechinus variegatus EM LABORATORIO

C- 1. Agua utilizada na manutencZo das culturas

A &gua de manutencdo deve ser coletada em &eas codteiras ndo contaminadas, filtrada através de
membranade celulose de 3 e 25um e carvéo ativado.

C- 2 Filtros bioldgicos

Para 0s organismos reprodutores, mantidos em laboratério distante de areas costeiras, é necessirio 0 uso
de filtros biol6gicos.

C- 2.1. Filtro biolégico interno

O filtro interno deve ser condtituido da seguinte maneira:

torre de aeracéo B = tangue de manutencéo
dolomitae B ritan? 1
conhes EEEEE B rita
—— Sstemade canosde PVC

C- 2.2. Filtro biolégico externo
O filtro biol6gico externo deve ser montade conforme especificagtes do fabricante.
C- 3. Edtahilizacdo dos tangues

Antes de serem utilizados, osganques de manutencéo precisam ser edtabilizados quanto aos nivels de
amonia e nitrito. Independentementefdo filtro biolGgico ser interno ou externo, € necessaio que a
comunidade bacteriana, responsivel pela conversdo dos metabdlitos de nitrogénio, se estabeleca no
tanque de manutengan, sendo queisso pode ser obtido da seguinte manaira

C- 3.1. Colocar &ua do'mar € matéria organica (racéo de peixe fina, organismos diversos cultivados no
|aboratorioydescartados, etc); esse materia deve ser fornecido diariamente.

C- 3.2.Determinar os nivels de amdnia e nitrito; quando o nitrito atingir 2mg/L, parar de acrescentar
matéria organica.

C-3.3. Esperar que os niveis diminuam e se estabilizem abaixo de 0,05 mg/L (nitrito) e 0,1 a 0,3 mg/L
(ambnia); o tanque estara estabilizado quando isso ocorrer.
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C- 34. Leva-se cerca de 2 meses para que a comunidade bacteriana sgja estabelecida, entretanto, caso
sgja acrescentado ao tangue novo cerca de 1Kg de conchas e dolomita, retirado de um tanque ja
estabilizado, esse processo sera findizado em aproximadamente 40 dias.

C- 4. Variaves controladas nas culturas

PARAMETRO LIMITESA SEREM PERIODICIDADE DE
MANTIDOSNA CULTURA CONTROLE
SALINIDADE 34 + 2%o Di&ia
TEMPERATURA 25+ 2°C Diaia
FOTOPERIODO 12 horas luz: 12 horas escurd “ pRi&ia
AMONIA NAO-IONIZADA |0,1a0,3mg/L 2 vezesisamana
(e 62 feira)
NITRITO < 0,05 mg/L 2 vezedsemana
22e6?fara
OXIGENIO DISSOLVIDO ? 50mg/L 2 vezes/semana
22e 62 fara
pH 7,8a8,2 2 vezes/semana
2e6?fara

O controle desses parametros devera s&F efetuado cem amostras da &gua de manutencéo de todos os
tanques e agua de manutencdo estocada. Os dados|devem ser anotados nas fichas correspondentes,
conforme anexosD eE.

C- 4. Manutencdo dos reprodutores das culturas

Os organismos devem s mantidos“nasetanques com capacidade para 200L de &gua do mar. A
renovacdo da égua de manutencédo deve ser redizada uma vez por semana, na 62 feira, gpos a leitura de
todos os pardmetros decontrol g'das culturas.

C- 5.1. - Trocade &gua

Deve ser efetuada, semandmente, a troca de 10% do volume do tanque (? 20L). Os organismos que se
apresentarem gem espinh@s ou'mortos devem ser retirados dos tanques de manutencéo.

C- 6. Alimentaggo fornecida aos organismos das culturas

A dimentacéo fornecida aos organismos congtitui-se de algas (4 vezes/semana) e racdo (3 vezes'semana).
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C- 6.1. - Algss

As dgas s de espécies variadas, em gerd: Ulva Sp, Gracillaria SP, Codiumsp, Galaxaura Sp €tc;
devem ser fornecidos aproximadamente 5g de aga para cada organismo.

C- 5.2 - Ragéo

A racio deve ser preparada de acordo com areceita obtidaem LUTZ & INOUE/(1986) modificada. Os
ingredientes e modo de preparo séo descritos abaixo:

500 ml de agua do mar

500 ml de &gua destilada

30 g de agar

6 ovos cozidos picados em pedacos pequenos

6 cascas de ovo trituradas (bater no liquidificador)
30 g deracéo de peixe

10 g de Tetramin

a- Migturar aagua do mar e destilada num béquer de 2L ;

b - Dissolver 0 &gar nessa &gua e manter em foge, brando durante 20 minutos (ndo permitir que ferva);

essa mistura deve ser agitada com bastdo de vidro enquante€stiver agquecendo;

c - Adicionar os demais ingredientes,

d - Trandferir paraum erlenmeier de 3 £ € autoclavardurante 15 minutos a 121°C;

e - Deixar edfriar o suficiente para que S possa manusear o erlenmeier;

f - Digribuir aracéo autoclavada em plagas de Petri préviamente eterilizadas, num ambienteisento de

contaminacéo, de preferéncia em camara deflixedaminar;

g - Dexar esfriar e tampar as placasde Petri e observar se ndo ocorre a formacdo de peguenas bolhas
natampa, pois isso sgnifica que o materia ndo esta totamente frio;

h - Vedar as placas com filmede,P\/C, embrulhar com papel duminio, em lotes de 6 placas e estocar
com atampa para baixgpmantendo as plaeas sob refrigeracéo.

...Anexo D
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ANEXO D - Controle diario de temperatura das culturasdeL. variegatus.

DATA | HORA

TEMP.

TQ1

TQ2

TQ3

TQA4

TQ5

MAX | MIN

T°C | S%o

T°C | S%o

T°C | S%o

T°C | S%o

T°C | S%o

RESP.

OBS.

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

TQ =Tanquen®
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ANEXO E - Controle semanal de parametros fisicos e quimicos das culturas deL. variegatus

A

M és:

NO2 NH3

DATA | HORA | S% | T°C | OD | pH |LIDO |REAL |LIDO |REAL NAO- RESP. | OBS.
H20 IONIZADA

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
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ANEXO F - ESQUEMA PARA MONTAGEM DO CIRCUITO ELETRICO 35V, 110/220V AC,
COM LIMITACAO DE CORRENTE PARA 200MA.

110020
o nan pan an san aan aan! T
35 350
14004

DE%:F“E?”“Fi[H
1
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