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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo del detenpfinacao da concentragao de um

dispersante quimico de petroled que dausa efeito agudo a 50% dos or

ganismos expostos, nas condigaes estabelecidas de teste.

Nota: Com algumas modificagoesy, este metodo pode ser aplicado a ou

2

tros agentes toxicgs.

NORMA COMPLEMENTAR

Na aplicacao desta Norma)é neeessario consultar:

~ 1L5.017 - Analise estatistica dos resultados de testes de toxicl

dadeagudas

3 DEFINIGOES
Para os efeitds.desgta Nopma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.10.

3

.1 Agente _toxico

Substanciafou formulagao quimica que pode causar efeitos deletérios

guando em contato’com os organismos-teste.

3

.2 Agua deldiluigao

Agua utilizada péra obtengao dos nauplios de Artemia e realizagao

de testes.

3.3 Concentragéo letal inicial media [CL(1I)50; 48 h]

Concetragao nominal do agente toxico, no inicio do teste, que causa
efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos, em 48 h de exposigao,

\
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nas condigoes do teste.

3.4 Dispersante quimico de petroleo

Mistura constituida principalmente de surfactante e solvente, a qual,
em contato com o oleo, reduz a tensao interfacial entre o oleo e a

agua, provocando a disperséo do primeiro.

3.5 Efeito agudo

Efeito deleterio causado por agentes toxicos a organismosi vivos, num

curto periodo de exposigao.

3.6 Organismo-teste

Organismo utilizado no teste de toxicidade: néuplios de Artemia.

3.7 Solugoes-estoque

Solugaes do agente toxico, em diferentes concentragGes, a partir das

quais sao preparadas as solugoes-teste.

3.8 Solugoes-teste

Solugoes finais do agente toxico, nagfquais saohcolocados os orga

nismos-teste.

3.9 Substancia de referéncia

Substancia quimica utilizada para avalilaga® da sensibilidade dos or

ganismos-teste.

3.10 Teste de toxicidade

Metodo utilizado para detectar)e avali@ar a capacidade inerente ao

agente toxico de produzir efeitos déleterios em organismos vivos.

4 PRINCIPIO DO METODOQ

4.1 Este método condiste na exposigao de nauplios de Artemia, de
cerca de 24 horas dé idade, a varias concentragoes de um agente té
xico, nas condigogs. preSscritds nesta Norma, por um periodo de 48 h.
Tal procedimento permite determinar a CL(I)50; 48 h do agente téxi

co em teste.
4.2 0O metodd pode/ sér executado em duas etapas:

a) teste preliminar, para estabelecer o intervalo de concentra
goes a ser ubilizado no teste definitivo;
b) teste definitivo, para determinar a CL(I)50; 48 h.

5 APARELHAGEM

5.1 Equipamentos
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5.1.4

menos,

Medidor de oxigenio dissolvido.
Medidor de pH (potenciometro).
Microscopio estereoscopico.

Misturador eletrico com velocidade angular de 10 000 rpm ou

acoplado a uma haste com trés hélices de ago inox.

5.2 Vidraria

6
n
w

Bequeres de vidro, de 1 000 mL.
Béqueres de vidro, de 30 mL.

Cuba de wvidro, de 4 000 mL, com di¥isoria de vidro, ou funil

de separagao, de 2 000 mL.

5.2.4

5.2.5

5.2.6

3,8 cm

Pipetas de Mohr, de 1, 5 e 10 mL~.
Pipetas de Pasteur, com ponta arredondada.

Placas de vidro, com aproxdmadamente, 8,9 cm de diametro e

de altura.
Provetas de vidro, de 50%e 100 mL.
Seringa de vidro, de 1 mL, ‘com @mbolo com ponta de "teflon".

Todo material que efitre em contato om o agente toxico deve

ser quimicamente inerte, preferencialmente de vidro.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes

Todos os reagentes Atilizadosina execugao dos testes devem ser de

grau analitico.

6.1.1

6.1.2
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Acido bopico (H B03).

3
Bicarbonatéyde sodio (NaHCO,) .
Bromgto de potassio (KBr).

Cldreto defcaleio (CaCl .2H20).

2
Cloreto .de estroncio (SrC12.6HéO).

Cloreto de ‘magnésio (MgC1,.6H,0) .

Cloreto de potassio (KC1l). -
Cloreto de sodio (NaCl).

Dodecil sulfato de sodio (DSS).



4 CETESB/L5.021

6.1.10 Fluoreto de sodio (NaF).
6.1.11 Metassilicato de sodio (Na23i03.9H20).
6.1.12 Sal tetrassodio do acido etilenodiaminotetracetico (EDTA-Na).

6.1.13 Sulfato de sdédio (Na2804).

6.2 Lavagem do material

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

ser lavada com detergente neutro e enxaguada com égua de torneira,

acetona pura, solugao de acido nitrico a 5% e/ agua destilada.

6.2.2 Todo o material utilizado nos testes d€ toxicidade com disper

sante e DSS deve ser lavado com detergente neutro,e enxaguado com
agua de torneira, solvente (metanol ou etanol), agualde torneira e

agua destilada.

6.3 Armazenamento do dispersante

A amostra do dispersante deve ser armazenada em) frascos de vidro de

pequeno volume, totalmente cheios, bem vedados, ‘no escuro e a tempe

. . o} .
ratura ambiente de aproximadamente 22 °C. ‘Estes cuidados devem ser
tomados para evitar a perda de volateis e outras modificagoes na
amostra.

6.4 Agua de diluigao

Para a realizagao do teste prescrito nesta Norma, utiliza-se como

agua de diluigao agua do mar reéonstituida.

6.4.1 Utilizar égua destilada ou desionizada, com condutividade igual

ou menor que 10 uS/cm, isenta de contaminantes.

6.4.2 Dissolver os sais e adieifona-los na ordem e quantidades lis

tados na Tabela 1, e 900, mL de agua destilada ou desionizada. Cada
sal deve ser previamente dissglvido em pequena quantidade de agua e,

em seguida, acrescentado a mistura.

6.4.3 Apos adidaolde todos os sais, adicionar Agua destilada ou

desionizada atlé complétamyl 000 mL.

6.4.4 A égua'assim preparada deve ter salinidade de (20 ¥ l)o/oo e

pH entre 8,0 ¥ 0,2.“Gaso isto nao ocorra, a salinidade final devera ser
ajustada para este valor. Diluir com quantidade suficiente de agua
destilada ou desionizada para obter égua com salinidade adequada.

Se necessério, acertar o pH com soiugéo de bicarbonato de sodio.

6.4.5 Antes de unitilizar a égua, filtrar atraves de membrana de ace
tato de celulose de porosidade 0,22 um.
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TABELA 1 - Agua do mar reconstituida

Sal Quantidade* (g)
NaF 0,001 9
STC1,6H,0 0,013
H B0, 0,020
KBr 0,067
KC1 0,466
CaC12.2H2O 0,738
Na2SO4 24660
MgCl, . 6H,0 3,330
NaCl 15,650
Na28103.9H2O 0,013
EDTA 0,000 4
NaH003 04133

* Quantidade dos gais ‘para o preparo de

1 000 mL de agha de diluigao.

6.5 Organismos-teste

6.5.1 Neste teste sao utilizadosgfiduplios de Artemia com 24 horas de vida, obti

dos atraves da hidratagao de ciftos de origem conhecida. Estes podem ser mantidos
por! longos periodos em condigoes viaveis, 0 que permite a obtengao de  organismos
para a realizagéo dos testes sempre que for necessério, utilizando-se um prdéedQ

mento adequado para eclosao dos cistes.

6.5.2 Os néuplios de Artemia podem ser obtidos atraves dos procedimentos  descri

tos em 6.5.2.1 € 6.5.2.2,

6.5.2.1 Utilizaf uma,cuba de vidro de 4 000 mL, com uma divisoria
de vidro que val desdé a superficie até 1.9 a 1.3 cm do fundo. Acres
centar 1500 mL deydgua do mar reconstituida e espalhar, sobre a su
perficie, cepca, de 0,248 de cistos de Artemia em uma das divisoes
da cuba. Cgbrir| essa parte da cuba com um pano escuro ou material si
milar pan@ manter os cistos ao abrigo da luz ate que se complete o
processo de eclosao. Apés a ecloséo dos cistos (cerca de 20 h), dirg
cionar uma luz para a parte nao coberta da cuba. Como a Artemia pos
sui fototactismo positivo, os organismos recem-eclodidos direcio
nar-se-3o0 para o lado iluminado. Assim, os nauplios poderao serfacil
mente coletados, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur com ponta
arredondada. Os organismos devem ser transferidos para um cuba de

vidro com agua de diluigao e devem ser mantidos nesse recipiente
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até o inicio do teste.

6.5.2.2 Usar um funil de separagao de vidro. Colocar aeragao ro fun
do do funil, de modo que a taxa de aeracao seja suficiente apenas- pa
ra manter os cistos em suspensao. Apos a eclosao dos cistos, remover
a aeragao. Os nauplios recém-eclodidos permanecerao no fundo do  fu
nil, enquanto as cascas vazias dos cistos ficarao n@ superficie. As
sim, os néuplios poderao ser facilmente retirados, abbindo-se a tor
neira e transferindo-os diretamente para uma cuba de vidro com égua
de diluigao. Manter os organismos nesse recipiente ate o dnicio do

teste.

6.6 BSensibilidade
A sensibilidade do organismo-teste deve ser avaliadaycom a substag

cia de referencia, dodecil sulfato de sodio,lSémpre.em paraleio ao

teste com dispersante, segundo o método deserito nesta Norma.

6.7 Preparo da amostra

O preparo das solugoes e todas as efapas deltéste devem ser realiza
das em ambiente isento de vapores ou poedras téxicas, a temperatura

de aproximadamente 22°%.

6.7.1 Solugao-estoque

As solugoes-estoque do dispenSante a sér testado e substancia de re

feréncia (DSS)s devem ser preparadas no momento da execugao do teste.

6.7.1.1 Preparar a solugad-estogue dé& dispersante em um bequer de
vidro de 1 000 mL. Acrescentar a esse frasco 550 mL de agua do mar
reconstituida e 0,55 mL da amostra do dispersante. Adicionar o dis
persante, utilizando uma s€ringa de vidro com émbolo com ponta de
"teflon". Agitar a sélugao por 5 segundos a uma velocidade angular:
menor que 10 000 rpm (para evitar a formagao de espuma e minimizar

a perda de fragoed wolateis)s

6.7.1.2 Pesar agsubstaneid de referéncia DSS, em um frasco de vi
dro. Dissolven em égua destilada ou desionizada e transferir para

um balao volumetrico.

6.7.2 Solugoes—teste

As solugoes-teste devem ser preparadas diretamente nas placas, ime
diatamente apos o preparo da solugao-estoque, utilizando-se as  de
vidas proporcoes de solugSes-estoque e agua de diluigao. Utilizar pi
petas de Mohr para adicionar as quantidades adequadas das solugoes-

-estoque de dispersante e DSS.
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6.8 Procedimento geral

6.8.1 Os cistos de Artemia devem ser colocados para eclodir, seguin

do-se o procedimento indicado em 6.5, aproximadamente 48 h antes do

inicio do teste.

6.8.2 Apés a eclosao dos cistos, transferir os nauplios para uma

cuba de vidro com agua de diluigao. Deixar por 20 ‘@i22ghpnesse reci

piente.
6.8.3 Apos esse periodo, transferir, com auxilio deuma pipeta de
Pasteur, 20 organismos para béqueres de 30mL, que contenham 20 mL

de agua de diluigao.

6.8.4 Preparar as solugoes-estoque e solugoeSsteste, segundo o pro

cedimento indicado em 6.7.1 e 6.7.2.

6.8.5 No caso do teste com dispersante, € Nnecessario agitar a solu

gao-estoque cada vez que se adicionar umajyguantidade da mesma as
placas. Encher a seringa com o motor em funcionamento e desligé—lo
imediatamente apés a retirada de amosgra“para limitar a perda de vo

lateis.

6.8.6 Para cada teste preparar um _controle somente com égua de di

luicao e 20 organismos-teste por.placa.

6.8.7 Apos a adicao da guantidade adequada de solucao-estoque a ca
da uma das placas, completar o volume das mesmas para 80 mL com a

agua de diluicgao.

6.8.8 Transferir 20 organdismos em 20 mL de agua de diluigdo dos be

queres para as plad@spmcompletando-se assim o volume final para 100 mL.

Isto deve ser feifo 24 h apés a eclosao dos néuplios.

6.8.9 Recomenda-se due os recipientes-teste sejam numerados aleato

riamente, sendogue g£sses numeros devem ser registrados em uma ficha
a parte (Figura 1), eon/ suas concentragSes—teste correspondentes.
Isso feito gpara que a leitura ao final do teste; seja realizada sem
que o operadbr tenha conhecimento prévio da concentraqéo da solugao
teste que €sta sendo analisada.

6.8.10 Incubar-@s placas a (22 % 1)%¢ por um periodo de 48 h. Reco

menda-se incubar as placas em uma camara com iluminagao difusa conti
nua de 2000 lux. A luz deve ser emitida por lampadas fluorescentes,
colocadas na camara incubadora, de maneira que a luz atinja a parte

inferior das placas.

6.8.11 Apos esse periodo, contar o nUmero de organismos vivos e mor
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tos, observando-os através de um microscopio estereoscopico. Para
facilitar a leitura colocar as placas sobre uma superfitie preta. Nes
te teste, os organismos que éﬁresentem .qualquer movimento guando
tocados com a ponta de uma pipeta de Pasteur devem ser considerados

vivos.

6.9 Teste preliminar

6.9.1 O teste preliminar deve ser realizado de acordo,com o proce

dimento descrito em 6.8. Recomenda-se utilizar o intervalo de con
centragoes, como indicado na Tabela 2, sendo quée saojpreparadas duas

replicas por concentracao e controle.

TABELA 2 - Exemplo de preparo das solugSes parana realizagéo

do teste preliminar

- Volumes a sefem adiciohados as placas pa
Solugao-teste ra obtengal das Solugoes-estoque (mL)
pL/L. - J ~
Solugao-estoque Agua de diluigao

0,800 80 0

0,350 35 45

0,100 ' 10 70

0,035 355 76,5

0,010 1,0 79,0
Controle

6.9.2 O volume de cada placa é completado para 100 mL, atraves da

adigcao de 20 mL de dgua de diluicao com 20 organismos.

6.9.3 Apds 48 horasldd inicio do teste, contar o nimero de organis
mos vivos e mortesmem cadayuma das placas de teste e anotar essés
dados na ficha4 cujo modelo ¢ apresentado na Figura 2. A seguir trans
ferir esses dados para a ficha de registro definitivo dos dados con

forme o modelo “da Figura 3.

6.9.4 Estabelecer para o teste definitivo o intervalo de concentra

¢Oes limitado pela menor concentragao que causa letalidade a 100%
dos organismos e pela concentragao mais elevada em que nao se obser

va letalidade dos organismos.

6.10 Teste definitivo
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6.10.1 Utilizando o intervalo de concentragoes estabelecido no tes
te preliminar (ver 6.9), preparar uma seérie de concentragoes inter
mediarias obedecendo a uma progressao geométrica, por exemplo de ra
zao 1,8 (ver Tabela 3), sendo que sao preparadas cinco replicas por

concentragao, alem do controle.

TABELA 3 - Exemplo de preparo das solugoesiteste paraly tes

_te definitivo

Volumes a serem ddicionados) as placas para
Solugao-teste obtengao das solugoes-tesge (mL)
nL/L Solugao-estogue Agua de diluigao
0,560 56 24
0,320 32 48
0,180 18 62
0,100 10 70
Controle
6.10.2 O volume de cada placageémcompletado para 100 mL através da

adigao de 20 mL de agua defdiluigao@hcom 20 organismos.

6.10.3 Apds 48 horas do inicio do teste, contar o numero de organis
mos vivos e mortos em c@da uma, _dasf{placas de cada concentragao tes
tada e anotar esses dadosna ficha de teste, cujos modelos sao apre

sentados nas Figuras 2 e 3.

6.10.4 Determinar a coneetipagao de oxigenio dissolvido na concentra

cao de teste maig elevada e no controle.

6.10.5 Com os/dados{ obtidds no teste, calcular a CL(I)50; 48 h.

7 RESULTADQS

7.1 Calculo da/ Cis(@)50; 48 h
Com os dddds. obtidos no teste definitivo, determina-se a CL(I)50; 48 h

e seu interval@hde confianga,, através do método estatistico :de
Litchfield-Wilcoxon (1949) ou outro método utilizado para o mesmo
fim (ver Norma CETESB L5.017).

7.2 Expressao dos resultados

A CL(I)50 e seu intervalo de confianga devem ser expressos em wL/L

ou mg/L.
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7.3 Validade dos resultados

Consideram-se validos os resultados que, ao término do periodo de

teste, atenderem aos seguintes requisitos:

a) porcentagem de mortalidade de organismos-teste no controle in
ferior a 10%;

b) temperatura durante o decorrer do teste de

7.4 Relatorio

Devem constar do relatorio final ou laudo as seguintes

formagoes:

a) identificagao do produto;
- n? da partida;
- data da fabricagao;

— nome do fabricante;

b) método utilizado para a avaliagé de do produto;
c) procedéncia dos cistos de Artemia;
d) resultado da CL(I)50;48 h com interva

e) dados fisico- quimicos (pH,

de confianga;

sam auxiliar na in
terpretacao dos resultados;

f) qualquer alteragao introdu tuais ocorrencias du

rante a realizagao dos teste ssam influenciar os re

sul tados.

/ANEXO A - FIGURAS
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ANEXO A - FIGURAS

FICHA DE CONTROLE - RANDOMIZAGAO DE PLACAS - TESTE N

Especie:

AMOSTRA CONCENTRAGAO AMOSTRA N2

FIGURA 1 - Ficha para controle da randomizacao das

placas de teste
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Teste n?:

REGISTRO DE DADOS DE TESTE

Amostra:

Data e hora de inicio:

Data e hora do termino:

Placa n¢ N2 de organismos mortos/total
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FIGURA 2 - Modelo de ficha para registro de dados ao

termino do teste
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