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Prefacio

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) é o Foro Nacional de Normalizagcao. As Normas
Brasileiras, cujo conteldo € de responsabilidade dos Comités Brasileiros (ABNT/CB), dos Organismos
de Normalizacdo Setorial (ABNT/ONS) e das Comissdes de Estudo Especiais (ABNT/CEE),
séo elaboradas por Comissodes de Estudo (CE), formadas pelas partes interessadas no tema objeto
da normalizagao.

Os Documentos Técnicos ABNT sao elaborados conforme as regras da Diretiva ABNT, Parte 2.
AABNT chama a atencao para que, apesar de ter sido solicitada manifestagao sobre eventuais direitos
de patentes durante a Consulta Nacional, estes podem ocorrer e devem ser comunicados a ABNT
a qualquer momento (Lei n°® 9.279, de 14 de maio de 1996).

Ressalta-sg que Normas Brasileiras podem ser objeto de citagdo em Regulamentos Técnicos. Nestes
casos, os Orgaos responsaveis pelos Regulamentos Técnicos podem determinar outras datas para
exigéncia dos requisitos desta Norma, independentemente de sua data de entrada em vigor.

A ABNT NBR 12713 foi elaborada pela Comissao de Estudo Especial de Analises Ecotoxicologicas
(ABNT/CEE-106). O Projeto circulou em Consulta Nacional conforme Edital n°® 01, de 22.01.2016
a 21.03.2016.

Esta quarta edicao cancela e substitui a edicao anterior (ABNT NBR 12713:2009), a qual foi tecnica-
mente revisada.

O Escopo em inglés desta Norma Brasileira é o seguinte:

Scope

This Standard specifies a method for acute toxicity assessment of liquid samples and water soluble
or dispersed chemicals for Daphnia similis and Daphnia magna.

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados Vv
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Introducao

Daphnia spp sao microcrustaceos pertencentes a ordem Cladocera, reconhecidamente representati-
vos das espécies de zooplancton, e amplamente utilizados em ensaios ecotoxicologicos para a ava-
liacao da qualidade da agua. O efeito observado é a mobilidade dos organismos-teste expostos as
amostras liquidas e substancias quimicas sollveis ou dispersas em agua. O breve tempo de exposi-
¢ao, de 48 h, e os pequenos volumes de amostras utilizadas sao aspectos importantes deste ensaio
ecotoxicologico agudo.

AVISO Esta Norma nao contempla todos os aspectos de segurancga, portanto, convém que seus
usuarios estejam familiarizados com as praticas de laboratério. E de responsabilidade do usuario
estabelecer praticas de seguranca e saude de acordo com a legislacéo vigente.

IMPORTANTE E essencial que os ensaios conduzidos sejam realizados por um técnico capacitado.

Vi © ABNT 2016 - Todos os direitos reservados
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Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com
Daphnia spp (Crustacea, Cladocera)

1 Escopo

Esta Norma especifica um método para avaliagdo da toxicidade aguda de amostras liquidas
e substancias quimicas soluveis ou dispersas em agua, para Daphnia similis € Daphnia magna.

2 Referéncia normativa

O documento relacionado a seguir é indispensavel a aplicagdo deste documento. Para referéncias
datadas, aplicam-se somente as edicdes citadas. Para referéncias nao datadas, aplicam-se as edigdes
mais recentes do referido documento (incluindo emendas).

ABNT NBR 15469, Ecotoxicologia aquatica — Coleta, preservagdo e preparo de amostras

3 Termos e definigées
Para os efeitos deste documento, aplicam-se os seguintes termos e defini¢des.

31
agua de cultivo
agua utilizada para manutengao dos cultivos dos organismos-teste

3.2
agua de diluicao
agua utilizada para preparar as solugbes-estoque, solugdes-teste e o controle

3.3
agua natural
agua coletada em campo, sem ajustes de pH e/ou de sais

3.4
agua processada
agua com condutividade menor que 10 uS/cm, apés tratamento por destilagao, deionizagao ou ultrapurificagao

3.5
agua reconstituida
agua processada com adigcao de sais ou agua natural ajustada para as condi¢des exigidas pelos organismos-teste

3.6

amostra
volume ou massa definido, utilizado para o ensaio ecotoxicoldgico

3.7

carta-controle

representacao grafica da avaliagdo periddica dos resultados do ensaio com uma determinada
substancia de referéncia

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados 1
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3.8

concentragao de efeito

CEp

concentracdo da amostra, real ou nominal (l), que causa efeito a uma determinada porcentagem dos
organismos-teste em relagéo ao controle, nas condigbes de ensaio (p =12 %, 25 %, 50 % ou outra porcentagem)

3.9

concentragao nominal

I

concentracao da substancia quimica nao quantificada analiticamente

3.10
concentragao real
concentracao da substancia quimica quantificada analiticamente

3.1
controle
reproducao das condi¢cdes do ensaio sem a presenca de amostra

3.12

efipio

espessamento de coloracado escura, da camara de incubagao das fémeas adultas, contendo ovos
de resisténcia

3.13
ensaio de viabilidade
ensaio realizado para avaliar a qualidade da agua de cultivo e/ou de dilui¢cao

3.14

fator de diluicao

FD

numero de vezes que a amostra é diluida

3.15

fator de toxicidade

FT

maior concentragéo da amostra na qual ndo se observa efeito no organismo-teste, nas condi¢des prescritas
de cada método utilizado. O valor de FT nao é calculavel e é expresso pelo valor de FD correspondente

3.16

lote de organismos

grupo de organismos-teste de caracteristicas semelhantes, em relacédo a espécie, idade e/ou tamanho,
gerados a partir de um conjunto de matrizes

3.17
matriz
grupo de organismos de uma mesma especie cultivados para gerar lotes de organismos-teste

3.18
organismo-teste
organismo utilizado na realizagdo do ensaio ecotoxicologico

2 © ABNT 2016 - Todos os direitos reservados
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3.19
solugao-estoque
amostra diluida em agua de diluicdo ou sem diluicdo, a partir da qual € preparada a solugéo-teste

3.20
solucao-teste
amostra diluida ou sem diluigdo, na qual sdo expostos os organismos-teste

3.21
substancia de referéncia
substancia quimica utilizada para avaliacéo da sensibilidade dos organismos-teste

3.22
suspensao algacea
solugdo de microalgas fornecida como alimento aos cultivos de organismos

3.23

toxicidade aguda

efeito deletério, letal ou ndo letal, causado pela amostra no organismo-teste, no periodo de exposig¢ao
do ensaio

4 Requisitos
4.1 Limpeza de material

411 O material novo, exceto os descartaveis, utilizado no ensaio ou no cultivo dos organismos,
deve ser limpo com solugéo de acido nitrico 10 % ou solugédo de acido cloridrico 10 %, agua
de torneira e agua processada.

4.1.2 A vidraria utilizada com amostras deve ser limpa com detergente neutro, agua de torneira,
acetona, agua de torneira, solugéo de acido nitrico 10 % ou solucao de acido cloridrico 10 %. Para o
processo de enxague, utilizar agua de torneira e agua processada, ou maquina para limpeza de vidraria.

4.1.3 O material utilizado com substancias quimicas deve ser limpo com solugdes adequadas para
a remocgao dos contaminantes especificos e agua processada.

NOTA1 A limpeza inadequada dos materiais utilizados no ensaio ecotoxicolégico e na manutengéo
dos cultivos dos organismos pode influenciar no resultado do ensaio e na sobrevivéncia dos organismos.

NOTA 2 Evitar o desperdicio.
4.2 Agua de diluigdo

4.2.1 Aagua utilizada para diluigdo pode ser reconstituida ou natural, conforme os requisitos da Tabela 1.

Tabela 1 — Requisitos da agua de diluicao

Caracteristica Daphnia similis | Daphnia magna

Dureza total

40 a 48 175 a 225
mg CaCOa/L @ @

pH 70a7,6 7,6a8,0

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados 3
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4.2.2 A qualidade da agua natural deve ser comprovada por meio de um ensaio de viabilidade,
ou seja, exposicao de no minimo 20 organismos-teste distribuidos em pelo menos duas réplicas,
conforme 5.4.3. O lote de agua é aceitavel para uso se a porcentagem de imobilidade for inferior
ou igual a 10 % em 48 h de exposicéo.

4.2.3 A agua de diluicao utilizada no ensaio com Daphnia similis pode ser preparada conforme A.3,
e a utilizada no ensaio com Daphnia magna conforme B.3.

4.3 Organismos-teste

4.3.1 Os organismos-teste sdo neonatos do género Daphnia, obtidos por partenogénese, a partir
da segunda postura, cultivados nas condi¢cdes estabelecidas no Anexo A para Daphnia similis
e no Anexo B para Daphnia magna.

4.3.2 Os organismos utilizados no ensaio devem atender aos seguintes requisitos:

a) Daphnia similis: neonatos com idade entre 6 h e 24 h, obtidos a partir de fémeas com idade entre
7 dias e 28 dias;

b) Daphnia magna: neonatos com idade entre 2 h e 26 h, obtidos a partir de fémeas com idade entre
10 dias e 60 dias.

4.4 Ensaio com substancia de referéncia

4.41 O ensaio com substancia de referéncia deve ser realizado em paralelo com cada lote de
organismos-teste. Contudo, se o resultado de uma série de no minimo cinco ensaios for consistente,
isto é, com Coeficiente de Variagdo (CV) menor que 30 %, esta frequéncia pode ser espagada para
no maximo a cada 30 dias [1].

4.4.2 O ensaio com a substancia de referéncia deve ser realizado também quando houver qualquer
adversidade com o cultivo: troca de matrizes, perda do cultivo, mudanga de fornecedor, alteracao
da fonte de agua, além dos casos onde os organismos-teste sdo adquiridos de fontes comerciais n&o
destinadas para fins de analises, ou coletados em campo, ver item [2] da Bibliografia.

4.4.3 Como substancia de referéncia, podem ser utilizadas o cloreto de sédio (NaCl), cloreto
de potassio (KCl), sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20) ou dodecil sulfato de sddio (DSS),
dentre outras. A escolha da substancia de referéncia deve ser realizada com critério, levando em conta
potenciais riscos a saude humana e ao ambiente.

4.4.4 O ensaio de sensibilidade deve ser realizado conforme as condi¢cdes do ensaio definitivo
(ver item 5.4.3) e o resultado plotado em uma carta-controle (ver Anexo C) e expresso em CE5g-48h.

4.4.5 O valor obtido no ensaio com a substancia de referéncia deve estar compreendido em um
intervalo de £ 2 desvios-padrdao em relacédo aos valores médios anteriormente obtidos para a mesma
espécie, que corresponde a carta-controle (ver Anexo C).

4.4.6 Caso o resultado ndo esteja dentro dos limites da carta-controle, repetir o ensaio com
a substancia de referéncia e com a amostra, utilizando um novo lote de organismos-teste.

5 Meétodo de ensaio

5.1 Principio

Este método consiste na exposi¢cao de neonatos do género Daphnia a amostra (qualitativo) ou a varias
diluicdes da amostra (quantitativo), durante um periodo de 48 h.

4 © ABNT 2016 - Todos os direitos reservados
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5.2 Equipamentos, materiais e reagentes

Todos os reagentes utilizados na realizagdo do ensaio devem ser de grau analitico P.A., todos
0s materiais utilizados no ensaio devem ser de vidro ou quimicamente inertes.

Os equipamentos e materiais utilizados na realizagdo do ensaio sdo os seguintes:
a) balanga analitica;

b) baldo volumétrico;

c) incubadora ou sala com controlador de fotoperiodo e de temperatura;

d) medidor de condutividade (quando nao acoplado ao equipamento);

e) medidor de oxigénio dissolvido;

f)  medidor de pH,;

g) pipeta graduada;

h) pipeta volumétrica;

i) pipeta ou conta-gotas com didmetro adequado para o manuseio dos organismos-teste;
j)  proveta;

k) recipiente-teste;

[) sais para o preparo de agua reconstituida (quando aplicavel);

m) substéncia de referéncia, por exemplo, cloreto de sddio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), sulfato
de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20), dodecil sulfato de sédio (DSS);

n) termdémetro; e
0) termbmetro de maxima e minima, quando nao acoplado a incubadora.
5.3 Coleta, preparo e preservagao das amostras

A coleta, o preparo e a preservacdo das amostras devem seguir o descrito na ABNT NBR 15469.

NOTA Outros tratamentos especificos da amostra podem seguir as recomendacdes da ISO 5667-16,
ver item [3] da Bibliografia.

5.4 Procedimentos
5.4.1 Solugao-teste

5.4.1.1 Preparar as solugdes-teste em baldes volumétricos no momento da realizagado do ensaio,
utilizando as devidas propor¢gdes de amostra ou solu¢des-estoque e agua de dilui¢ao.

5.4.1.2 As solugbes-teste devem estar na faixa de temperatura do ensaio no momento da transfe-
réncia dos organismos.

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados 5
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5.4.1.3 As Tabelas 2 e 3 apresentam exemplos de preparo de solugcbes-teste.

Tabela 2 — Exemplos de preparo de solugdes-teste para o ensaio com substancias quimicas

Solugao-teste Volume de Volume de Volume de agua | Volume final
mg/L solugao-estoque solucao-estoque de diluigcao mL
10,0 mg/L 1,0 mg/L mL
1,00 10 mL - 90 100
0,50 5 mL - 95 100
0,25 2,5mL - 97,5 100
0,13 1,3 mL - 98,7 100
0,06 - 6 mL 94 100
0,03 — 3 mL 97 100
0,02 - 2mL 98 100
0,01 - 1 mL 99 100

Tabela 3 — Exemplo de preparo de solugoes-teste para o ensaio com efluentes

Solucao-teste | Fator de diluicao | Volume de amostra Volume de agua Volume final
% FD mL de diluicao mL
mL
100 1 100 - 100
50 2 50 50 100
25 4 25 75 100
12,5 8 12,5 87,5 100
6,2 16 6,2 93,8 100
3,1 32 3,1 96,9 100

5.4.2 Ensaio preliminar

5.4.21 Um ensaio preliminar pode ser realizado para estabelecer um intervalo de solugdes-teste
a ser utilizado no ensaio definitivo.

5.4.2.2 Utilizar no minimo cinco organismos-teste por réplica.

5.4.2.3 Ao final do ensaio, é determinada a menor solugéo-teste que causa imobilidade a 100 %
dos organismos e a maior solucéo-teste na qual ndo se observa imobilidade, ou seja, o organismo
€ incapaz de nadar na coluna d’agua apés uma leve agitacdo do recipiente. Também é considerado
organismo imovel aquele flutuante na superficie, mesmo que apresente movimento.

5.4.2.4 No ensaio preliminar, o tempo de exposi¢ao dos organismos pode ser de até 48 h.

5.4.2.5 O ensaio preliminar deve ser conduzido nas mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo
do ensaio definitivo.
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5.4.3 Ensaio definitivo

5.4.3.1 Umresumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade aguda com Daphnia spp é apresentado
na Tabela 4.

5.4.3.2 Utilizando informagdes conhecidas da amostra ou o intervalo de concentracdes estabelecido
no ensaio preliminar, preparar uma série de solugdes-teste intermediarias cuja razao de diluicido esteja
entre 1,2 e 2.

5.4.3.3 Preparar um controle com o0 mesmo numero de réplicas das solucdes-teste, somente com
agua de diluigdo.

5.4.3.4 Medir oxigénio dissolvido e pH no minimo na maior e na menor concentracdes das
solucdes-teste e no controle. Este procedimento deve ser realizado no inicio e ao final do ensaio.

5.4.3.5 Para cada diluicdo e controle, devem ser adicionados no minimo 20 organismos, distribuidos
em pelo menos duas réplicas.

5.4.3.6 No caso da determinacgéo da CEsg, utilizar no minimo cinco solu¢des-teste, além do controle.

5.4.3.7 Para amostra na qual se pretende obter o resultado qualitativo (ver item 6.4), ndo sao
necessarias diluicdes, mas devem ser utilizadas no minimo quatro réplicas.

5.4.3.8 Com o auxilio de uma pipeta ou conta-gotas, transferir os organismos de forma aleatéria para
as solucdes-teste, evitando a alteragao da concentracao final. Exige-se tomar o cuidado de liberar
0 organismo o mais proximo possivel da superficie da solugdo, sem toca-la. Evitar a entrada de ar sob
sua carapaca e sua consequente flutuagao.

5.4.3.9 Os recipientes-teste devem ser cobertos. O ensaio deve ser mantido entre 18 °C e 22 °C
durante 48 h, em ambiente escuro ou com fotoperiodo de 12 h a 16 h de luz difusa, sem alimentagao.

5.4.3.10 Apds 48 h, contar o numero de moveis e iméveis. Registrar o numero de organismos iméveis.

5.4.3.11 Algumas caracteristicas da amostra, como, por exemplo, oxigénio dissolvido, pH e material
particulado, podem interferir no resultado do ensaio. Caso seja necessario evidenciar a influéncia
destas caracteristicas, um ensaio em paralelo deve ser realizado, com modificagcbes ou ajustes
efetuados na amostra.

NOTA Valores de oxigénio dissolvido inferiores a 1,0 mg/L e pH fora da faixa entre 5,0 e 9,0 podem
interferir no resultado do ensaio.

Tabela 4 - Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade aguda com Daphnia spp

Requisitos Espécie
Organismo-teste Daphnia similis | Daphnia magna
Idade dos neonatos 6ha24h 2ha26h
Ensaio Estatico
Periodo de exposicao 48 h
Agua de diluicdo Agua natural ou reconstituida
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Tabela 4 (continuagao)

Requisitos Espécie
Volume minimo da solugao-teste/recipiente 10 mL (2 mL/organismo)
Numero minimo de solugbes-teste? Cinco, mais controle
Numero minimo de réplicas por solugao-teste Duas
Numero minimg de organismos por 20
recipiente-teste
Temperatura 18°Ca22°C
Fotoperiodo Escuroou 12 ha 16 h de luz
Alimentacao Nenhuma
Efeito observado Imobilidade
Expresséao dos resultados CEsp, FT ou téxico e nao toxico

@ Na&o aplicavel para resultados qualitativos e em FT.

5.5 Validacao do ensaio

Os resultados sao considerados validos se, no término do periodo de ensaio, a porcentagem
dos organismos iméveis no controle for inferior ou igual a 10 %.

6 Expressao dos resultados

O resultado pode ser expresso em CEsgg (real ou nominal), em fator de toxicidade (FT) ou de forma
qualitativa (téxico ou nao téxico), referenciando o periodo de exposi¢cao do ensaio.

6.1 Analise dos dados
6.1.1 Para cada réplica, determinar o percentual de organismos imoveis.

6.1.2 Para andlise dos dados, recomenda-se o uso de método estatistico que permita avaliar
os efeitos da amostra em relagdo ao controle, na imobilidade dos organismos, como teste de hipéteses,
interpolacao gréfica, prova exata de Fisher, Probitas e Trimmed Spearman-Karber; veritens [4] e [51da Bibliografia.

NOTA Além dos métodos estatisticos propostos, outros podem ser utilizados, se preenchidos os
requisitos necessarios para a sua aplicacdo. Algumas analises estatisticas sdo recomendadas e descritas
em USEPA (2002), ver item [6] da Bibliografia.

6.2 Determinagao da CE5g

6.2.1 A CEsp obtida estatisticamente é expressa em porcentagem (%) para efluentes liquidos
e em unidade de concentracao para substancia quimica.

6.2.2 Para o ensaio com substancias quimicas, quando a quantificacdo analitica nas solu¢des-teste,

realizada no inicio e no término do ensaio, diferirem em mais de 20 %, os resultados devem ser
expressos como CE(l)sp.
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6.2.3 Para substancias ndo quantificadas analiticamente, por exemplo, efluentes, o resultado deve
ser expresso em CE(l)50.

6.3 Determinacgao do fator de toxicidade (FT)

6.3.1 O fator de toxicidade (FT) & determinado quando o ensaio for realizado com uma série
de diluicbes da amostra.

6.3.2 O valor de FT nao é calculavel e deve ser expresso pelo valor de FD correspondente a maior
concentracao da amostra na qual ndo se observa imobilidade superior a 10 % dos organismos-teste.

EXEMPLO Se a maior concentracdo da amostra na qual se observa imobilidade inferior ou igual a 10 %
dos organismos-teste corresponder a 25 % da fragcdo do volume, o FT é igual a 4, que corresponde ao FD.

6.4 Determinacgao qualitativa
Para amostra sem diluicdo, se ndo houver diferenca estatisticamente significativa entre o niamero

de organismos imoveis em relacdo ao controle, o resultado deve ser expresso como nao téxico.
Se houver diferenga significativa, o resultado deve ser expresso como toxico.

7 Relatério

O laudo ou relatdrio de ensaio deve incluir as seguintes informacgdes:

a) referéncia do método;

b) nome e localizagdo do laboratério de ensaio;

c) identificagdo das pessoas responsaveis pelos resultados da analise;

d) dados necessarios para identificacdo da amostra e sua origem;

e) data e hora da coleta da amostra e condi¢cdes de preservacao e armazenamento;
f) data do inicio e término do ensaio;

g) identificacdo da espécie e origem dos organismos-teste;

h) data de coleta do organismo-teste e tempo de aclimatagao, quando se aplica;
i) dados fisicos e quimicos referentes ao ensaio;

j)  resultado do ensaio, com intervalo de confiangca em nivel de 95 %, quando apropriado, e método
estatistico utilizado ou expresso de forma qualitativa;

k) modificagdes introduzidas e eventuais ocorréncias durante a realizagéo do ensaio; e

[) dados da carta-controle (média, e limites superior e inferior) e valor da sensibilidade referente ao ensaio.
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Anexo A
(informativo)

Cultivo de Daphnia similis

A.1 Descricao da espécie

Daphnia similis Claus, 1876 (Crustacea, Cladocera) (ver FigurasA.1 e A.2), € um microcrustaceo planctdnico,
com comprimento maximo de 3,5 mm, que atua como consumidor primario na cadeia alimentar aquatica
e se alimenta por filtragado de material organico particulado em suspensao. Os organismos deste género
sao vulgarmente conhecidos como pulga d’agua e tém larga distribuicdo no hemisfério norte.

Figura A.2 — Exemplar de Daphnia similis com 14 a 21 dias de idade
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A.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no cultivo devem ser de grau analitico P.A.:

acido borico (H3BO3);

acido citrico monohidratado (CgHgO7.H20);
agar-agar;

bicarbonato de sédio (NaHCO3);

brometo de sodio (NaBr);

cianocobalamina (vitamina B12);

citrato de ferro pentahidratado (CgHsFeO7.5H50);
cloreto de calcio di-hidratado (CaClo.2H50);
cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl2.6H20);
cloreto de cobre di-hidratado (CuCly 2H20);
cloreto de estréncio hexahidratado (SrCl>.6H20);
cloreto de litio (LiCl);

cloreto de manganés tetrahidratado (MnCly 4H50);
cloreto de potassio (KCI);

cloreto de rubidio (RbCl);

cloreto de zinco (ZnCly);

cloreto férrico hexahidratado (FeCl3.6H20);
didxido de selénio (SeO»);

EDTA (acido etilenodiaminotetracético sal dissddico);
fosfato de potassio bibasico (KoHPO,);

fosfato monobasico de potassio (KHoPOy);
hidroxido de sodio (NaOH);

iodeto de potassio (Kl);

metavanadato de aménio (NH4VO3);

molibdato de aménia tetrahidratado ((NH4)gMo7024.4H20);

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados
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— molibdato de sddio di-hidratado (NaoMo0O4.2H20);

— nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H20);

— nitrato de manganés tetrahidratado (Mn(NO3)2.4H50);
— nitrato de potassio (KNO3);

— nitrato de sédio (NaNO3);

— silicato de sédio (NaSiO3);

— sulfato de calcio di-hidratado (CaS04.2H50);

— sulfato de cobre pentahidratado (CuSQO4.5H50);

— sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20);
— sulfato de zinco heptahidratado (ZnSQO4.7H20);

— sulfato ferroso heptahidratado (FeS0O4.7H20).

A.3 Agua de cultivo e de diluigio

A.3.1 A agua utilizada para cultivo e diluigdo pode ser reconstituida ou natural (de superficie
ou subterranea), desde que propicie a sobrevivéncia e a reproducao dos organismos-teste durante
o periodo de cultivo, conforme os requisitos da Tabela A.1.

Tabela A.1 — Requisitos da agua de cultivo de D. similis

Caracteristica Daphnia similis
Dureza total
40 a 48
mg CaCOs/L
pH 70a7,6

A.3.2 Antes de utilizar a agua, registrar os valores de oxigénio dissolvido, pH e dureza total.

NOTA A qualidade da agua de cultivo e diluigdo pode ser avaliada indiretamente pelos resultados
registrados na carta-controle de sensibilidade.

A.3.3 A agua reconstituida de cultivo e de diluicdo pode ser preparada conforme A.3.5, a partir
das solugdes descritas na Tabela A.2.
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Tabela A.2 — Solugdes para preparo da agua reconstituida de cultivo e de diluicao

Solugao Reagente Quantidade Preparo
g

Dissolver e adicionar

1 CaS04.2H0 1,5 agua processada para
completar 1 000 mL

KCl 0.2 Dissolver e adicionar

2 NaHCO3 4.8 agua processada para
MgSO4.7H50 6.1 completar 1 000 mL

A.3.4 As solugdes da Tabela A.2 devem ser preparadas em baldes volumétricos e estocadas ao
abrigo da luz.

A.3.5 Preparar a agua de cultivo adicionando 20 mL da solugdo 1 e 10 mL da solugcédo 2
em 970 mL de agua processada.

A.3.6 Caso a dureza da agua seja inferior a 40 mg CaCOg3/L, calcular o volume da solugéo 1
e dasolugado 2 aseradicionado. Para cada miligrama de dureza a seraumentado, deve seracrescentado
0,5 mL da solucéo 1 e 0,25 mL da solucéo 2. Avolumar para 1 000 mL.

EXEMPLO

Dureza da agua: 4 mg CaCO3/L.
Dureza desejada: 40 mg CaCO3/L.
Volume da solugéo 1: 18 mL.
Volume da solucgéo 2: 9 mL.

A.3.7 Outra opgao de agua de cultivo e de diluigdo € o Meio MS que pode ser preparado conforme
a Tabela A .4, a partir das solugbes descritas na Tabela A.3.

Tabela A.3 — Solugdes para preparo do Meio MS

Solugao Reagente Quantidade Preparo Armazenamento
g
NaNO3 10,0
Na,SiO3 1718 3 ’Dissolver e adicionar
1 agua processada para
KH2PO4 18125 completar 1 000 mL
KoHPO4 2,0 Até trés meses em
KCI 2,0 Dissolver e adicionar temperatura ambiente
2 agua processada para e ao abrigo da luz
MgS04.7H20 51455 completar 1 000 mL
Dissolver e adicionar
3 CaCl.2H20 24,476 9 agua processada para
completar 500 mL

© ABNT 2016 - Todos os direitos reservados
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Tabela A.3 (continuacao)

Solugao Reagente Quantidade Preparo Armazenamento
g
EDTA 2,5
H3BO3 2,8
FeCl3.6H20 0,966
MnCl2 4H>0 0,36
LiCl 0,303 5 .
Dissolver e
RbCl 0,071 adicionar agua Até um més ao
4a SrClp.6H20 Ol Sile=fz processada para | abrigo da luz, sob
NaBr 0,032 1 completar 2 000 refrigeragéo
NazMoO4.2H,0 0,063 mL
CuClz 2H20 0,033 6
ZnCly 0,026
CoCl 6H20 0,010 1
Kl 0,003 3
Dissolver e
adicionar agua Até um més. sob
5 SeO» 0,001 4 processada para refricera éo
completar 1 000 gerag
mL
Dissolver e
fUicigr agua Até seis meses
6 NH4VO3 0,001 1 processada para sob refrigera éc;
completar 1 000 gerag
mL
Dissolver e
adicionar agua o
7 Vitamina B 12 0,001 0 processada para MaX|mo oo e
dias, congelada
completar 1 000
mL

a8  Asolugdo 4 por conter EDTA ndo pode ser exposta a luz solar ou radiagao ultravioleta, pois é fotodegradavel.

Tabela A.4 — Volumes das solugdes e agua para preparo de 1 L de Meio MS

Solugio | 1 2 3 4 5 6 7 ACIE
processada
Volume
50 5,0 1,0 4,0 1,0 1,0 1,0 982,0
mL
A.3.8 A agua deve ser aerada para solubilizagao total dos sais, saturacao do oxigénio dissolvido

e estabilizacdo do pH durante pelo menos 12 h apds o preparo.

A.3.9 Apds a estabilizacdo dos sais, caso a dureza da agua seja superior a 48 mg CaCOas/L,
recomenda-se descartar e repetir o processo de preparo.
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A.3.10 Caso o pH da agua nao esteja entre 7,0 e 7,6, ajustar com solugéo de acido cloridrico (HCI)
ou hidréxido de sédio (NaOH).

A.3.11 A agua natural (superficial ou subterrdnea), quando utilizada, deve ser filtrada para remogéo
de material particulado e organismos.

NOTA Para filtracdo pode ser utilizada rede de zooplancton.

A.3.12 A qualidade da agua natural pode ser verificada por meio da realizagdo de um ensaio
de viabilidade, ou seja, exposi¢cao de no minimo 20 organismos-teste distribuidos em pelo menos duas
réplicas. O lote de agua é aceitavel para uso se a porcentagem de imobilidade for inferior ou igual
a 10 % em 48 h de exposicéo.

A.4 Condigoes de cultivo dos organismos

A.4A1 Manter as matrizes com até 25 organismos por litro, sendo adequados recipientes
de 1 000 mL a 2 000 mL, com luminosidade difusa, fotoperiodo de 12 h a 16 h de luz e temperatura
entre 18 °C e 22 °C.

A.4.2 Trocar totalmente a agua de cultivo no minimo uma vez por semana, evitando-se diferengas
de temperatura maiores que 2 °C.

A.4.3 No manuseio do organismo, utilizar pipeta de didmetro adequado ao seu tamanho,
com borda arredondada.

A.4.4 Para garantir a disponibilidade continua de organismos-teste para o ensaio, manter matrizes
de diferentes faixas etarias. Recomenda-se iniciar novas matrizes de cultivo uma vez por semana.

A.4.5 Caso ocorra mortalidade superior a 20 % dos organismos adultos no intervalo de uma
semana, nao utilizar no ensaio os neonatos produzidos neste lote.

A.4.6 Condicoes ambientais desfavoraveis, incluindo superpopulacdo e falta ou excesso
de alimento, influenciam o cultivo de Daphnia similis, podendo originar organismo macho. Neste caso,
pode ocorrer efipio.

A.4.7 Se dois ou mais efipios surgirem em uma matriz, ndo utilizar no ensaio os organismos
neonatos produzidos neste lote e reavaliar o procedimento de cultivo.

A.4.8 Recomenda-se o descarte das matrizes com idade superior a 28 dias. Considerando que

a espécie nao €& autoctone, organismos vivos ou efipios ndo podem ser descartados ou langados
diretamente no ambiente.

A.5 Alimentacao dos organismos

A.5.1 Condigoes gerais
A.5.1.1 Varias espécies de algas verdes unicelulares podem ser utilizados para alimentagao

de Daphnia similis, como, por exemplo, Pseudokirchneriella subcaptata. As algas podem ser cultivadas
por qualquer método que seja adequado ao seu crescimento, como o descrito em A.5.2.
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A.5.1.2 Recomenda-se o fornecimento diario de alimento, evitando deixar os organismos por mais
de dois dias consecutivos sem alimentacdo. Quando utilizada a alga Pseudokirchneriella subcaptata,
a quantidade fornecida pode ser de 1 a 5 x 108 células por organismo.

A.5.1.3 Pode serfornecido aos organismos um complemento alimentar a base de racao fermentada
ou outros meios nutritivos.

A.5.2 Cultivo de algas verdes unicelulares

A cultivo-estoque de algas verdes que serve como indculo deve ser mantida entre 4 °C e 10 °C,
em meio liquido ou sélido, de forma que se obtenham células viaveis para semeadura.

A.5.2.1 Preparo do meio de cultura para algas verdes unicelulares

A.5.21.1 O meio de cultura pode ser preparado a partir das solugbes da Tabela A.5, utilizando
os volumes apresentados na Tabela A.6.

Tabela A.5 — Solugdes para preparo do meio de cultura

Quantidade
g

Solugao Reagente Preparo

Dissolver e adicionar
1 Ca(NO3)2.4H>0 4.0 agua processada para
completar 100 mL

Dissolver e adicionar
2 KNO3 10,0 agua processada para
completar 100 mL

Dissolver e adicionar
3 MgS0O4.7H,0 3,0 agua processada para
completar 100 mL

Dissolver e adicionar
4 KoHPO4 4,0 agua processada para
completar 100 mL

CuS04.5H,0 0,030
(NH4)eM07024.4H20 0,060
ZnS04.7H0 0,060 Dissolver e adicionar
5 CoCl2.6H20 0,060 agua processada para
Mn(NO3)2.4H20 0,060 completar 1 000 mL
CgHgO7.H2O 0,060
H3BO3 0,060
CgHsFe07.5H,0 1,625 Dissolver e adicionar
6 FeCl3.6H>0 0,625 agua processada para
FeS04.7H,0 0,625 completar 1 000 mL
Dissolver e adicionar
7 NaHCO3 15,0 agua processada para

completar 1 000 mL

A.5.2.1.2 As solugbes da Tabela A.5 devem ser estocadas entre 4 °C e 10 °C no maximo durante
seis meses.
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A.5.2.1.3 Para preparar o meio de cultura, colocar 500 mL de agua processada em um bal&o
volumétrico de 1 000 mL e adicionar as solugdes na ordem descrita na Tabela A.6.

A.5.21.4 Completar para 1 000 mL com agua processada e ajustar o pH do meio entre 6,0 e 8,0
com acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH).

A.5.2.1.5 Agitar no minimo durante 1 h e autoclavar durante 15 min a 121 °C. Deixar esfriar antes
da utilizacao.

Tabela A.6 — Volume das solugdes para preparo de 1 L do meio de cultura

Solugéo | 1 2 3 4 5 6 7

Volume
mL

10/10(10(10]05|05| 1,0

A.5.2.2 Preparo do cultivo-estoque em meio liquido

A.5.2.2.1 Ainoculacao das algas deve ser realizada em meio asséptico, de modo que se obtenha
aproximadamente 1 x 107 células por mililitro em um periodo de trés a sete dias.

A.5.2.2.2 Para o crescimento algaceo necessario, € recomendado que a relagcao entre superficie
e volume de liquido no frasco de cultivo ndo ultrapasse os 3/4 do seu volume. Os cultivos podem
ser mantidas entre 20 °C e 30 °C, sob iluminagao constante e aeracdo. Planejar a producao de algas,
de modo a se obterem cultivos em fase de crescimento.

A.5.2.2.3 Antes de determinar a concentra¢ao da alga, que pode ser realizada por meio de cAmara
de contagem ou por meio de leitura em espectrofotdmetro, recomenda-se centrifugar a suspensao
algacea para retirar o excesso do meio de cultivo algaceo. Apds a centrifugacao, deve-se descartar
o sobrenadante e ressuspender o material sedimentado com a agua utilizada para o cultivo de Daphnia
similis. Este procedimento evita a introdugéao de nutrientes que podem ser toxicos aos organismos.

A.5.2.3 Preparo do cultivo-estoque em meio sélido

A.5.2.3.1 Preparar o meio solido adicionando no minimo 30 g de agar-agar por litro de meio
de cultura. Hidratar o agar previamente neste meio. Apos o preparo, distribuir o meio em recipiente
adequado, como por exemplo, frascos de Erlenmeyer, tubo de ensaio etc. Autoclavar durante 15 min
a 121 °C e deixar esfriar de forma inclinada para aumentar a superficie de contato.

NOTA A adicéo do agar-agar depende do meio de cultura utilizado.

A.5.2.3.2 Inocular a alga de modo asséptico, deixando os frascos sob iluminacao constante
(luz fria) até o completo estabelecimento do cultivo, e estocar entre 4 °C e 10 °C pelo tempo que
se mantiver viavel. Nao ultrapassar seis meses.

NOTA Quando utilizar as placas de Petri manté-las invertidas para evitar a contaminagdo do meio,
decorrente da agua de condensacgao.

A.5.3 Preparo do alimento complementar

A.5.3.1 O alimento complementar deve ser preparado misturando-se partes iguais das seguintes
solucoes:

a) ragao para peixe: colocar 5 g de ragdo em 1 000 mL de agua processada, sob aeragdo, de forma que
a racao fiqgue em suspensao. Manter durante uma semana nestas condi¢bes, com reposicéo da agua
perdida por evaporagéo. No final deste periodo, deixar decantar durante 2 h e filtrar em rede de zooplancton;
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b) levedura: colocar 0,5 g de fermento biolégico seco em 100 mL de agua processada. Deixar
em agitacdo até a dissolugao total.

A.5.3.2 Alternativamente, preparar o alimento com 10 g de ragéo para peixe em 1 000 mL de agua
processada, sob aeragao, de forma que a racéo figue em suspensao, durante 1 h. Deixar decantar
durante 1 h e filtrar em rede de zooplancton.

A.5.3.3 O alimento complementar deve apresentar um teor de solidos totais entre 2,5 g/L e 3,1 g/L.
Nestas condigdes, é suficiente a adicdo de 0,02 mL de alimento por organismo.

A.5.3.4 Este alimento complementar pode ser utilizado durante uma semana, se conservado entre

4 °C e 10 °C. Alternativamente, pode ser congelado durante um periodo maximo de um més, desde
que nao seja adicionado o extrato de levedura.
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Anexo B
(informativo)

Cultivo de Daphnia magna

B.1 Descricdo da espécie

Daphnia magna Straus, 1820 (Crustacea, Cladocera) (ver Figura B.1 e Figura B.2), € um microcrustaceo
plancténico, de 5 mm a 6 mm de comprimento, que atua como consumidor primario na cadeia alimentar
aquatica e se alimenta por filtragdo de material organico particulado em suspensdo. Os organismos deste
género sao vulgarmente conhecidos como pulga d’agua e tém larga distribuicdo no hemisfério norte.

Figura B.1 — Exemplar de Daphnia magna jovem

Figura B.2 — Exemplar de Daphnia magna adulta
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B.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no cultivo devem ser de grau analitico P.A.:

20

acido boérico (H3BO3);

acido cloridrico (HCI);

agar-agar;

bicarbonato de sédio (NaHCO3);

brometo de sddio (NaBr);

cianocabalamina (vitamina B12);

cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H50);
cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl.6H20);
cloreto de cobre di-hidratado (CuCly.2H20);
cloreto de estroncio hexahidratado (SrCl2.6H20);
cloreto de litio (LiCl);

cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl.4H20);
cloreto de potassio (KCI);

cloreto de rubidio (RbCl);

cloreto de sodio (NaCl);

cloreto de zinco (ZnCly);

D (+) Biotina;

EDTA dissddico heptahidratado (NasEDTA.7H20);
fosfato de potassio bibasico (KoHPOg);

fosfato de potassio monobasico (KHoPOy);
hidrocloreto de tiamina;

hidréxido de sodio (NaOH);

hidroxido de potassio (KOH);

iodeto de potassio (Kl);

molibdato de sddio di-hidratado (NasMo0O4.2H20);
nitrato de sédio (NaNO3);

nitrato de cobalto hexahidratado (Co(NO3)2.6H20);
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— selenito de sédio (NazSeO3);

— sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20);

— sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQO4.7H20);
— sulfato de zinco heptahidratado (ZnSQO4.7H20);

— sulfato ferroso heptahidratado (FeS0O4.7H20);

— silicato de sédio (NasSiO3);

— metavanadato de aménio (NH4VO3);

— EDTA dissddico di-hidratado (C1gH14N2Na20g.2H20);

— Oxido de molibdénio (MoO3).

B.3 Agua de cultivo e de diluigdo

B.3.1 A agua utilizada para cultivo e diluicdo pode ser reconstituida ou natural (de superficie
ou subterranea), desde que propicie a sobrevivéncia e a reproducao dos organismos-teste durante
o periodo de cultivo, conforme os requisitos da Tabela B.1.

Tabela B.1 — Requisitos da agua de cultivo e de diluicdo de D. magna

Caracteristica Daphnia magna
Dureza total
175 a 225
mg CaCOs/L
pH 7,6a8,0

B.3.2  Antes de utilizar a agua, registrar os valores de oxigénio dissolvido, pH e dureza total.

NOTA A qualidade da agua de cultivo e diluicdo pode ser avaliada indiretamente pelos resultados
registrados na carta-controle de sensibilidade.

B.3.3 A agua reconstituida para cultivo e diluicdo pode ser preparada conforme B.4 e B.5,
a partir das solugdes descritas para o Meio M4 na Tabela B.2, ver item [7] da Bibliografia.

Tabela B.2 — Solug6es para preparo da agua reconstituida para cultivo e diluicao — Meio M4

Solugao Reagente Quantidade Preparo
g

Dissolver e adicionar agua processada para
L CEAZAO 8 completar 1 000 mL

Dissolver e adicionar agua processada para
2 A0 IASE completar 1 000 mL
3 KCl 58 Dissolver e adicionar agua processada para

completar 1 000 mL

Dissolver e adicionar agua processada para
4 NaHCOs 64.8 completar 1 000 mL
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Tabela B.2 (continuacéo)

Solugao Reagente Quantidade Preparo
9
MnCl2.4H>0O 7,21
LiCl 6,12
REC 142 Dissolver e adicionar agua processada para
< SO AERAS St completar 1 000 mL P i
CuCL9.2Ho0O @ 0,335
ZnClp @ 0,260
CoCl.6Ho0O @ 0,200
NaNO3 0,548
H3BO3 5,719
Ny DA Dissolver e adicionar agua processada para
E NaghMo@afHal P& completar 1 000 mL P i
NH4VO3 0,0011 5
Kl 0,006 5
NasSeO3 0,004 38
Dissolver e adicionar agua processada para
7 NasSiO3 21,465 completar 1 000 mL, deixando em agitacao até
o clareamento da solugéo
NasEDTA.7H>0 0500 Preparar as solucoes separadamente,_ cada
s b B B o oo e
9 KH2PO4 0,286 Dissolver e adicionar dgua processada para
KoHPO4 0,368 completar 1 000 mL
et Rl
Dissolver e adicionar agua processada para
10 Ciapocgbalamina 0.010 completar 1 000 mL. Congelar em volume
(vitamina B12) ’ adequado no maximo até 30 dias
D (+) Biotina 0,007 5
Pesar em vidro ou filme plastico. Nao usar papel-aluminio.
b O EDTA é fotodegradavel.

B.3.4

As solucdes da Tabela B.2 devem ser preparadas em baldes volumétricos e estocadas

ao abrigo da luz entre 4 °C e 10 °C de temperatura.

NOTA

B.4 Preparo da agua de cultivo

B.4.1

Recomenda-se manter estas solugdes estocadas no maximo durante seis meses.

Para preparar 1 L de agua de cultivo do Meio M4, utilizar os volumes apresentados

na Tabela B.3 a partir das solugdes da Tabela B.2 e completar com agua processada.
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Tabela B.3 — Volume das solugdes para o preparo da agua reconstituida para cultivo — Meio M4

Solugédo | 1 2 3|14 |5 6 7 8 9 10

Volume
mL

@ Descongelar e adicionar imediatamente.

32|08|08|08|01(0502|50[05]|0,12

B.4.2 A agua deve ser aerada para solubilizacao total dos sais, saturacado do oxigénio dissolvido
e estabilizagdo do pH durante pelo menos 12 h apds o preparo.

B.4.3 Caso o pH da agua nao esteja entre 7,6 e 8,0, ajustar com solugéo de acido cloridrico (HCI)
ou hidréxido de sédio (NaOH).

B.5 Preparo da agua de diluigao

B.5.1 Para preparar 1 L de agua de diluicéo, utilizar os volumes apresentados na Tabela B.4 a partir
das solugdes da Tabela B.2 e completar com agua processada.

Tabela B.4 — Volume das solugoes para preparo da agua de diluicao

Solugao 1 2 3 4

Volume
mL

S | QS | 0,8

B.5.2 A agua deve ser aerada para solubilizacao total dos sais, saturagcao do oxigénio dissolvido
e estabilizacdo do pH durante pelo menos 12 h, antes da sua utilizagao.

B.5.3 Caso o pH da agua néo esteja entre 7,6 e 8,0, ajustar com solugdes de acido cloridrico (HCI)
ou hidroxido de sédio (NaOH).

B.6 Condigdes de cultivo dos organismos

B.6.1 Manter as matrizes com até 25 organismos por litro, sendo adequados recipientes
de 2 000 mL a 3 000 mL, com luminosidade difusa, fotoperiodo de 12 h a 16 h de luz e temperatura
entre 18 °C e 22 °C.

B.6.2  Trocar totalmente a agua de cultivo no minimo uma vez por semana, evitando-se diferencas
de temperatura maiores que 2 °C.

B.6.3 No manuseio do organismo, utilizar pipeta de didmetro adequado ao seu tamanho,
com borda arredondada ou peneira com malha de didmetro que retenha os organismos maiores.

B.6.4 Para garantir a disponibilidade continua de organismos-teste para o ensaio, manter matrizes
de diferentes faixas etérias. Recomenda-se iniciar novas matrizes de cultivo uma vez por semana.

B.6.5 Caso ocorra mortalidade superior a 20 % dos organismos adultos no intervalo de uma
semana, ndo utilizar no ensaio os neonatos produzidos neste lote.

B.6.6 Condicoes ambientais desfavoraveis, incluindo superpopulacdo e falta ou excesso

de alimento, influenciam o cultivo de Daphnia magna, podendo originar organismo macho. Neste
caso, pode ocorrer efipio.
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B.6.7 Se dois ou mais efipios surgirem em uma matriz, ndo utilizar no ensaio os organismos
neonatos produzidos neste lote e reavaliar o procedimento de cultivo.

B.6.8 Recomenda-se o descarte das matrizes com idade superior a 60 dias. Considerando que

a espécie nao é autoctone, organismos vivos ou efipios ndo podem ser descartados ou langados
diretamente no ambiente.

B.7 Alimentacao dos organismos

B.7.1 Condigoes gerais

B.7.1.1  Varios tipos de algas verdes unicelulares podem ser utilizados para alimentagao de Daphnia
magna, como, por exemplo, Scenedesmus subspicatus, atualmente chamada de Desmodesmus
subspicatus. As algas podem ser cultivadas por qualquer método que seja adequado ao seu
crescimento, como descrito em B.7.2.

B.7.1.2 Recomenda-se o fornecimento diario de alimento, evitando deixar os organismos por mais

de dois dias consecutivos sem alimentacao. Quando utilizada a alga Desmodesmus subspicatus,
a quantidade fornecida pode ser de aproximadamente 106 células por mililitro por organismo.

B.7.2 Cultivo de algas verdes unicelulares

Manter o cultivo-estoque de algas verdes que serve como indculo entre 4 °C e 10 °C, em meio liquido
ou sélido, de forma a obter células viaveis para semeadura.

B.7.3 Preparo do meio de cultura

B.7.3.1 O meio de cultura pode ser preparado a partir das solugdes da Tabela B.5, utilizando
os volumes da Tabela B.6.

Tabela B.5 — Solugées para preparo do meio de cultura

Solugao Reagente Quantidade Preparo
g
1 NaNO3 25.0 c[:);snfgll;gr? gg(i)Cinirljar agua processada para
2 CaCl».2H,0 25 E;Sr:;:;gr? gg(i)Ci;Ear agua processada para
3 MgS04.7H20 75 Eoisrrsl;:\e/’?arr? gg(i)cirﬁrliar agua processada para
4 KoHPO, 75 E;srﬁgll;farr? gg(i)cin?lrljar agua processada para
5 KHoPO, 17.5 (E)gsr:gllgte;r? gg(i)cirﬁzar agua processada para
6 NaCl 25 Eoisrrsl;:;’?arr? gg(i)cirﬁrljar agua processada para
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Tabela B.5 (continuacéo)

Solucao Reagente Quantidade Preparo
g
7 C10H14N2Na20g.2H20 50,0 Dissolver e adicionar agua processada para
completar 1 000 mL
KOH 31,0
Dissolver e adicionar agua processada para
8 FeS04.7H20 4,98 completar 1 000 mL. Acidificar a solugdo com
1 mL de HCI 1N
Dissolver e adicionar agua processada para
2 H3BO3 LLd? completar 1 000 mL
ZnS04.7H20 0,008 82
MnCl2.4H20 0,001 44
10 MoO3 0,000 71 Dissolver e adicionar agua processada para
completar 1 000 mL
CuS04.5H,0 0,001 57
Co(NO3).6H20 0,000 49
B.7.3.2 Para preparar 1 L do meio de cultura, adicionar as solu¢des conforme a Tabela B.6, misturar

e completar para 1 000 mL com agua processada.

B.7.3.3

Ajustar o pH do meio entre 7,0 e 7,2, com acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH).

B.7.3.4 Autoclavar durante 15 min a 121 °C. Deixar esfriar antes da utilizacao.

Tabela B.6 — Volume das solugdes para preparo de 1 L do meio de cultura

Solugao 1a6 7a10
Volume 10 1
mL
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Anexo C
(normativo)

Carta-controle

C.1 A carta-controle inicial pode ser elaborada com no minimo cinco resultados de ensaios
ecotoxicolégicos com uma substancia de referéncia, utilizando diferentes lotes de organismos.
Com estes resultados, calcular os valores provisérios para média (x ) da CEsg, o desvio-padrao (o)
e o coeficiente de variagdo (CV < 30 %) (ver item ['] da Bibliografia) até que se completem 20 resultados
e se obtenha os valores definitivos.

C.2  Calcular dois desvios-padrao (2c), superior e inferior a média obtida. Plotar no grafico
da carta-controle o valor médio e os limites, superior e inferior com linhas perpendiculares ao eixo
que apresenta os resultados dos ensaios.

C.3 A cada 20 resultados, recalcular os valores para estabelecer uma nova carta-controle.

C.4  Para os calculos mencionados em C.2, nao utilizar os resultados de ensaio que ultrapassarem
os limites da carta-controle (£ 2c¢) ao longo do tempo.

C.5 Todos os procedimentos relacionados ao ensaio devem ser reavaliados quando:
a) dois resultados consecutivos estiverem além dos limites definidos na carta-controle; ou
b) sete resultados consecutivos estiverem de um mesmo lado da linha de tendéncia central.

C.6 Durante o periodo de reavaliagdo dos procedimentos, n&o realizar ensaios com amostras
até que se obtenha um resultado dentro dos limites da carta-controle.
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