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(Actos aprovados ao abrigo dos Tratados CE/Euratom cuja publicagdo ¢ obrigatdria)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (CE) N.° 761/2009 DA COMISSAO
de 23 de Julho de 2009

que altera, tendo em vista a adaptagio ao progresso técnico, o0 Regulamento (CE) n.° 440/2008 que
estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu
e do Conselho relativo ao registo, avaliacio, autorizacio e restrigio de substincias quimicas (REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 18 de Dezembro de 2006, rela-
tivo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restri¢gdo dos produtos
quimicos (REACH), que cria a Agéncia Europeia dos Produtos
Quimicos, que altera a Directiva 1999/45/CE e revoga o Regula-
mento (CEE) n.° 793/93 do Conselho e o Regulamento (CE)
n.° 1488/94 da Comissdo, bem como a Directiva 76/769/CEE do
Conselho e as Directivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE
e 2000/21/CE da Comissdo ('), nomeadamente o n.° 3 do
artigo 13.°,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo (?) esta-
belece os métodos de ensaio a aplicar para os fins do Regu-
lamento (CE) n.° 1907/2006 com vista a determinagao das
propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e da ecotoxici-
dade das substancias.

(2)  E necessdrio actualizar o Regulamento (CE) n.° 440/2008
modificando determinados métodos de ensaio e aditando
vérios métodos novos adoptados pela OCDE. Foram con-
sultadas as partes interessadas sobre a presente proposta.
Estas altera¢des adaptam os métodos em questdo ao pro-
gresso cientifico e técnico.

() JO L 396 de 30.12.2006, p. 1.
() JO L 142 de 31.5.2008, p. 1.

(3)  Ha que rever as disposicdes relativas a pressdo de vapor de
modo a incluir o novo método de efusdo.

4y E necessario aditar um novo método de medicio do dia-
metro geométrico médio, ponderado em funcdo do com-
primento, das fibras.

(5)  Parareduzir o nimero de animais utilizados para fins expe-
rimentais, em conformidade com a Directiva 86/609/CEE
do Conselho, de 24 de Novembro de 1986, relativa a apro-
ximagdo das disposicdes legislativas, regulamentares e
administrativas dos Estados-Membros respeitantes a pro-
tecgdo dos animais utilizados para fins experimentais e
outros fins cientificos (3), é conveniente actualizar o Regu-
lamento (CE) n.° 440/2008 aditando, com cardcter priori-
tario, um novo método de ensaio in vitro de irritacio
cutanea. Embora esse método in vitro ainda esteja a ser dis-
cutido no dmbito da OCDE, neste caso excepcional é con-
veniente aditar o método B.46 ao presente regulamento.
Este método deve ser actualizado o mais rapidamente pos-
sivel, logo que se chegue a um acordo no ambito da OCDE
ou caso surjam novas informacdes que justifiquem a revi-
sdo do método.

(6) E necessério rever as disposicdes relativas ao teste de ini-
bi¢do para algas, de modo a incluir outras espécies e a satis-
fazer os requisitos de avaliagio dos perigos e de
classificacdo dos produtos quimicos.

(7)  E necessario aditar dois novos métodos, um para medir a
mineraliza¢do aerébica das dguas de superficie através de
um ensaio de simulacdo de biodegradagdo e o outro para
determinar a toxicidade para o género Lemna através de um
ensaio de inibigdo de crescimento.

() JOL 358 de 18.12.1986, p. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:PT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:PT:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser alte- b) E aditado o capitulo A.22 constante do anexo II do pre-
rado em conformidade. sente regulamento.
(99 As medidas previstas no presente regulamento estdo em 2. A parte B ¢ alterada do seguinte modo:
conformidade com o parecer do comité instituido pelo ,
artigo 133.° do Regulamento (CE) n.° 1907/2006, E aditado o capitulo B.46 constante do anexo IIl do presente
regulamento.
ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO: 3. A parte C é alterada do seguinte modo:
. a) O capitulo C.3 é substituido pelo capitulo C.3 constante
Artigo 1.° do anexo IV do presente regulamento;
O anexo do Regulamento (CE) n.° 440/2008 ¢ alterado do b) Sdo aditados os capitulos C.25 e C.26 constantes dos
seguinte modo: anexos V e VI do presente regulamento.
1. A parte A € alterada do seguinte modo: Artigo 2.°
a) O capitulo A.4 é substituido pelo capitulo A.4 constante O presente regulamento entra em vigor no terceiro dia seguinte
do anexo I do presente regulamento; ao da sua publicac¢do no Jornal Oficial da Unido Europeia.

O presente regulamento ¢é obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicdvel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 23 de Julho de 2009.

Pela Comissdo
Stavros DIMAS
Membro da Comissdo
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1.1.

1.2

ANEXO 1

A.4. PRESSAO DE VAPOR

METODO

O presente método é equivalente ao método OCDE TG 104 (2004).

INTRODUCAO

A presente versdo revista do Método A.4 (1) inclui um método adicional, o método de efusdo: termogravimetria
isotérmica, concebido para produtos quimicos com pressdes de vapor muito baixas (até 107'° Pa). Tendo em conta
a necessidade de procedimentos, em especial para a determinacio da pressdo de vapor de substancias com uma
pressdo de vapor muito baixa, as gamas de aplicacdo de outros procedimentos deste método foram reavaliadas.

Em equilibrio termodinimico, a pressdo de vapor de uma substancia pura é exclusivamente funcdo da tempera-
tura. Os principios fundamentais sdo descritos noutro local (2) (3).

Nao existe nenhum procedimento tnico de medi¢do que seja aplicvel a toda a gama de pressdes de vapor, desde
menos de 107" Pa até 10° Pa. O presente método inclui oito métodos diferentes de medicdo da pressio de vapor,
que podem ser aplicados em funcdo da gama de pressdes em causa. A aplicagdo ¢ a gama de medicdo dos dife-
rentes métodos sdo comparadas no quadro 1. Estes métodos s6 podem ser aplicados para compostos que nio
sejam degradados nas condigdes de ensaio. Nos casos em que os métodos experimentais ndo sejam aplicaveis por
motivos técnicos, a pressdo de vapor pode também ser estimada, e o anexo apresenta um método recomendado
para essa estimativa.

DEFINICOES E UNIDADES
A pressdo de vapor de uma substancia é a pressdo de saturacdo exercida sobre uma substancia sélida ou liquida.

Deve ser utilizada a unidade SI de pressdo, o Pascal (Pa). Apresentam-se a seguir outras unidades que tém sido uti-
lizadas, com os respectivos factores de conversdo:

1 Torr = 1 mm Hg = 1,333 x 102 Pa

1 atmosfera = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

A unidade SI de temperatura € o Kelvin (K). A conversdo de graus centigrados em graus Kelvin é dada pela férmula:
T=t+273,15

onde T € a temperatura Kelvin ou temperatura termodindmica e t ¢ a temperatura em graus centigrados.

Quadro 1
Método de medicio Substancias Repetibilidade Reproductividade Gama recomendada:
< S6lidas Liquidas estimada estimada ’
Método dinamico Fusdo a Sim Até 25 % Até 25 % 10° Pa
baixa 1a5% 1a5% a2x10°Pa
temperatura 2 x 10° Pa
al0°Pa
Método estético Sim Sim 5a10% 5a10% 10 Paa 10° Pa
1072 Pa
a10°Pa ()
Método do isotenis- Sim Sim 5a210% 5a210% 102Paa 10° Pa
copio
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Substancias o ..
Método de medicao Repet}blh((iiade Reprod}l ct1(\171dade Gama recomendada:
Solidas Liquidas estimada estimada
Método de efusio: Sim Sim 5a20% Até 50 % 10> PaalPa
equilibrio de pressdo
de vapor
Método de efusio: Sim Sim 10a30% — 107'°Paa1Pa
célula de Knudsen
Método de efusdo: Sim Sim 5a30% Até 50 % 107°Paa1Pa
termogravimetria
isotérmica
Método da saturacdo Sim Sim 10a30% Até 50 % 107'° Pa
de gases a10’Pa
Método de rotagdo Sim Sim 10a20% — 107* Paa 0,5 Pa

(") Utilizando um manémetro de capacitancia.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Em geral, a pressdo de vapor é determinada a diferentes temperaturas. Numa gama limitada de temperaturas, o
logaritmo da pressdo de vapor de uma substancia pura ¢é fun¢do linear do inverso da temperatura termodinamica,
de acordo com a equagdo de Clapeyron-Clausius simplificada:

1 AHy

ogp = + constante
&P 2,3RT

onde:

p = pressdo de vapor, em Pascal

AHv = calor de vaporizagdo, em ] mol ™

R = constante universal dos gases perfeitos, 8,314 ] mol ™! K!
T = temperatura, em K

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Nio é necessério utilizar substancias de referéncia. Essas substancias servem fundamentalmente para verificar peri-
odicamente o desempenho de um método, permitindo ainda a comparacdo entre os resultados de diferentes
métodos.

DESCRICAO DO METODO

Método dinimico (método de Cottrell)

Principio

A pressdo de vapor é determinada medindo a temperatura de ebuli¢do da substincia a diferentes pressdes pré-
-estabelecidas, mais ou menos entre 10* a 10° Pascal. Este método é igualmente recomendado para a determina-
¢do da temperatura de ebuli¢do. Para esse efeito, pode ser utilizado até 600 K. As temperaturas de ebuli¢do dos
liquidos sdo aproximadamente 0,1 °C mais elevadas a uma profundidade de 3 a 4 cm do que & superficie, devido
a pressdo hidrostética da coluna de liquido. No caso do método de Cottrell (4), o termdmetro ¢ colocado no vapor,
acima da superficie do liquido, ¢ o liquido em ebuli¢do é bombeado em continuo sobre a ponta do termémetro.
Uma fina camada do liquido, que se encontra em equilibrio com o vapor a pressdo atmosférica, forma-se em torno
da ponta do termémetro. Deste modo, o termdémetro 1é o verdadeiro ponto de ebuli¢do, sem erros devidos ao
sobreaquecimento ou a pressdo hidrostitica. A bomba originalmente utilizada por Cottrell é apresentada na
figura 1. O tubo A contém o liquido em ebuli¢do. O fio de platina B, selado no fundo do tubo, facilita uma ebu-
licao uniforme. O tubo lateral C conduz a um condensador, enquanto que a manga D evita que o condensado frio
atinja o termémetro E. Quando o liquido contido em A entra em ebulicdo, as bolhas e o liquido recolhidos pelo
funil sdo transportados pelos dois bragos da bomba F até a ponta do termémetro.
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Figura 1 Figura 2

N2 source

Bomba de Cottrell (4)

Termopar

Volume tampdo de vicuo
Mandémetro

Vidcuo

Ponto de medicio
Resisténcia, cerca de 150 W

TEHOOE >

Equipamento

A figura 2 mostra um aparelho de alta precisdo que utiliza o principio de Cottrell. O aparelho consiste num tubo
com uma sec¢do inferior para a ebulicio, um condensador na parte intermédia e uma saida com flange na parte
superior. A bomba de Cottrell é colocada na sec¢do de ebuligdo, obtida através de uma resisténcia eléctrica. A tem-
peratura ¢ medida por um termopar coberto ou por um termdmetro de resisténcia, inseridos através da flange, na
parte superior. A saida ¢é ligada a um sistema de regulacdo da pressdo, composto por uma bomba de vdcuo, um
volume tampdo, um manostato de admissdo de azoto para a regulagdo da pressio e um manémetro.

Procedimento

A substancia ¢ colocada na sec¢io de ebulicio. £ possivel que surjam problemas com sélidos ndo pulverizados,
mas esta questdo pode por vezes ser resolvida aquecendo a dgua da manga de arrefecimento. O aparelho ¢é selado
a nivel da flange e a substancia ¢ desgaseificada. Este processo ndo ¢ aplicdvel as substancias que provocam a for-
magdo de espuma.

Estabiliza-se a pressdo ao nivel mais baixo a que se pretende efectuar a leitura e o sistema de aquecimento é posto
a funcionar. Ao mesmo tempo, o sensor de temperatura ¢ ligado a um registador.

O equilfbrio é atingido quando se regista uma temperatura de ebuligio constante a pressio constante. E necessrio
ter o cuidado de evitar que o aparelho seja sacudido durante a ebulicdo. Além disso, deve garantir-se a condensa-
cdo total no sistema de arrefecimento. Para a determinagdo da pressdo de vapor de sélidos com baixo ponto de
fusdo, é necessario tomar precaugdes para evitar o bloqueio do condensador.

Depois de registar este ponto de equilibrio, passa-se para uma pressdo mais elevada. Repete-se este processo até se
atingir a pressdo de 10° Pa (aproximadamente 5 a 10 pontos de medi¢do na totalidade). Para fins de verificagio, os
pontos de equilibrio deverdo ser repetidos para valores decrescentes de pressao.
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Método estdtico

Principio

No método estitico (5), a pressdo de vapor em equilibrio termodindmico € determinada a uma dada temperatura.
Este método ¢ aplicdvel para substancias e para liquidos e s6lidos compostos numa gama de pressdes entre os 107"
e 0s 10° Pa, podendo, com os devidos cuidados, ser também utilizado na gama de 1 a 10 Pa.

Equipamento

O equipamento consiste num banho a temperatura constante (precisio de + 0,2 K), num recipiente para a amos-
tra, ligado a uma linha de vdcuo, num mandémetro e num sistema de regulacio da pressdo. A camara que contém
a amostra (figura 3a) é ligada a linha de vdcuo através de uma vélvula e de um manémetro diferencial (tubo em U
cheio com um fluido manométrico apropriado), que servird de indicador do zero. O manémetro diferencial podera
ser cheio com merctrio, silicones ou ftalatos, dependendo da gama de pressdes e do comportamento quimico da
substancia em estudo. No entanto, a utilizagdo de mercirio deve, sempre que possivel, ser evitada por razdes ambi-
entais. A substancia em estudo ndo deve dissolver-se de forma perceptivel nem reagir com o fluido contido no tubo
em U. Em vez de um tubo em U, pode utilizar-se um manémetro com indicador da pressio (figura 3b). No caso
do manémetro, o merctrio pode ser utilizado para pressdes entre a pressio normal e os 10? Pa, enquanto que os
fluidos de silicone e os ftalatos s3o apropriados para pressdes abaixo dos 102 Pa, até 10 Pa. Existem outros mané-
metros que podem ser utilizados abaixo dos 10% Pa e os manémetros de membrana aquecivel podem mesmo ser
utilizados para valores inferiores a 107! Pa. A temperatura é medida na parede externa do recipiente que contém
a amostra ou no interior do mesmo.

Procedimento

Utilizando o aparelho descrito na figura 3a, enche-se o tubo em U com o liquido escolhido, que deve ser desga-
seificado a temperatura elevada antes de se proceder as leituras. A substincia em estudo é colocada no aparelho e
desgaseificada a baixa temperatura. Caso a amostra seja um composto, a temperatura deverd ser suficientemente
baixa para evitar qualquer alteragdo da composigdo do material. O equilibrio pode ser estabelecido mais rapida-
mente por agitagdo. A amostra pode ser arrefecida com azoto liquido ou com gelo seco, mas deve ter-se o cuidado
de evitar a condensacdo do ar ou do fluido da bomba. Com a vélvula de cima do recipiente da amostra aberta,
aplica-se sucgdo durante vdrios minutos, para remogdo do ar. Se necessdrio, a operagdo de desgasificagdo deve ser
repetida vdrias vezes.

Figura 3a Figura 3b

: Substancia em estudo

: Fase gasosa

: Valvula de alto vacuo 7

: TuboemU
(manémetro auxiliar)

: Indicador de pressao

: Banho aquecido

: Instrumento de
medigdo da
temperatura

8: Para a bomba de vacuo

9: Ventilagao/Azoto

£ P2

w

e ]

Substancia em estudo
Fase gasosa

Valvula de alto vacuo
Manometro

Indicador de pressao
Banho aquecido
Instrumento de medigac
da temperatura

g oo A T W

e

Noonhswh2
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Quando a amostra é aquecida com a vélvula fechada, a pressio de vapor aumenta, o que altera o equilibrio do
fluido no tubo em U. Para compensar este fendmeno, permite-se a entrada de azoto ou de ar no aparelho até que
o indicador de pressdo diferencial marque novamente zero. A pressdo necessdria para que tal ocorra pode ser lida
no mandémetro ou através de um instrumento de maior precisdo. Essa pressdo corresponde a pressdo de vapor da
substancia para essa temperatura de medigdo. Utilizando o aparelho descrito na Figura 3b, a pressdo de vapor pode
ser lida directamente.

A pressdo de vapor é determinada para pequenos intervalos adequados de temperatura (aproximadamente 5 a 10
pontos de medicdo na totalidade), até & temperatura méxima pretendida.

Para fins de verificagdo, as leituras a baixas temperaturas devem ser repetidas. Caso os valores obtidos na repeti¢io
das leituras ndo coincidam com a curva obtida para os valores crescentes de temperatura, isso poderd dever-se as
seguintes razoes:

i)  aamostra ainda contém ar (p.ex.: materiais de elevada viscosidade) ou substincias com um ponto de fusdo
mais baixo, que sdo libertadas durante o aquecimento;

ii) a substincia sofreu uma reac¢do quimica no intervalo de temperatura estudado (p. ex.: decomposicio,
polimerizacdo).

Método do isoteniscopio

Principio

O isoteniscdpio (6) baseia-se no principio do método estdtico. O método implica a colocacio da amostra numa
ampola que é mantida a temperatura constante e que estd ligada a um mandmetro e a uma bomba de vicuo. As
impurezas mais voldteis do que a substancia em estudo sdo eliminadas por desgasificacio a baixa pressdo. A pres-
sdo de vapor da amostra as temperaturas seleccionadas serd equilibrada contra uma pressdo conhecida de um gds
inerte. O isoteniscopio foi desenvolvido para medicdo da pressdo de vapor de determinados hidrocarbonetos liqui-
dos, mas também ¢ aplicdvel para o estudo de sélidos. Normalmente, este método ndo ¢é adequado para sistemas
com miltiplos componentes. Os resultados estardo sujeitos a ligeiros erros, caso as amostras contenham impure-
zas ndo voldteis. A gama recomendada é de 10% a 10° Pa.

Equipamento

A figura 4 mostra um exemplo tipico de dispositivo de medigdo. A descri¢do completa pode ser consultada no
ATSM D 2879-86 (6).

Procedimento

No caso dos liquidos, a propria substancia serve como fluido para o mandémetro diferencial. Coloca-se no isote-
nisc6pio uma quantidade de liquido suficiente para encher a ampola e o segmento mais curto do manémetro. O
isoteniscopio € ligado a um sistema de vacuo e purgado, sendo depois enchido com azoto. Repete-se duas vezes a
evacuagdo e a purga do sistema, para garantir a remogdo do oxigénio residual. Coloca-se o isoteniscopio cheio em
posicdo horizontal, de modo a que a amostra se espalhe numa camada fina sobre a ampola da amostra e 0 mané-
metro. Reduz-se a pressdo do sistema para 133 Pa e aquece-se suavemente a amostra até entrar em ligeira ebulicdo
(remogdo dos gases dissolvidos). O isoteniscopio é depois colocado de forma a que a amostra regresse a ampola e
encha a sec¢do mais curta do manémetro. A pressdo é mantida a 133 Pa. A parte saliente da ampola é aquecida
em chama fraca até que o vapor libertado pela amostra se expanda suficientemente para deslocar parte da amostra
da parte superior da ampola para o interior do mandmetro, criando um espaco cheio de vapor da amostra e livre
de azoto. Coloca-se depois o isoteniscépio num banho a temperatura constante, ajustando a pressdo do azoto até
ser idéntica a da amostra. Em situagdo de equilibrio, a pressdo de azoto ¢ igual a pressdo de vapor da substancia.
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Figura 4

A: Controlo da pressdo

B: Tubo com 8 mm de diametro externo
C: Azoto seco no sistema de pressao
D: Vapor da amostra
E: Parte saliente da ampola
F: Amostra liquida

(Dimensdes em milimetros)

No caso dos s6lidos, em fun¢do das gamas de pressdo e de temperatura, poderéo ser utilizados no manémetro liqui-
dos como os fluidos de silicone ou os ftalatos. O liquido do manémetro, depois de desgaseificado, é utilizado para
encher uma protuberancia existente no segmento mais longo do isoteniscépio. Depois, coloca-se na ampola o
solido em estudo e desgaseifica-se a alta temperatura. O isoteniscopio € entdo inclinado de modo a que o liquido
do mandémetro possa correr para o tubo em U.

Método de efusdo: equilibrio de pressdo de vapor (7)

Principio

Uma amostra da substancia em estudo é aquecida num pequeno forno e colocada numa campanula onde o ar foi
esgotado. O forno é coberto com uma tampa, com pequenos orificios de didmetro conhecido. O vapor libertado
pela substéncia e que se escapa por um dos orificios ¢ dirigido para o prato de uma balanga de precisdo, que tam-
bém se deverd encontrar no interior da mesma campanula. Em certas montagens, o prato da balanca pode estar
rodeado por uma caixa de refrigeragdo que conduza o calor dissipado para o exterior por condugio térmica, sendo
arrefecido por radiagdo de modo a condensar o vapor que se escapa da substancia. O momento gerado pelo jacto
de vapor actua como uma forga sobre o prato da balanga. A pressdo de vapor pode ser deduzida de duas formas:
directamente a partir da forga exercida sobre o prato da balanga ou através da velocidade de evaporagdo, utili-
zando a equagdo de Hertz-Knudsen (2):

onde:

G = velocidade de evaporagio (kg s™' m™?)

M = massa molar (g mol™)

T = temperatura (K)

R = constante universal dos gases perfeitos (] mol™" K™
P = pressio de vapor (Pa)

A gama recomendada é de 107 a 1 Pa.
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1.5.4.2. Equipamento

O principio geral do aparelho ¢é ilustrado na figura 5.

Figura 5

1.5.5. Método de efusio: célula de Knudsen

1.5.5.1. Principio

O método baseia-se na estimativa da massa da substancia em estudo que flui para o exterior a partir de uma célula
de Knudsen em cada unidade de tempo (8) sob a forma de vapor, através de um microorificio, em condi¢des de
ultravdcuo. A massa de vapor efluente pode ser calculada através da determinac¢do da massa perdida pela célula ou
condensando o vapor a baixa temperatura e determinando a quantidade de substincia que se volatilizou, por cro-
matografia. A pressdo de vapor ¢ calculada através da relagdo de Heinz-Knudsen (ver o ponto 1.5.4.1), com apli-
cagdo de factores de correc¢do que dependem dos parametros do aparelho (9). A gama recomendada é de 107 to

1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Equipamento

O principio geral do aparelho ¢é ilustrado na figura 6.

A:  Base plate F:  Refrigeration box and cooling bar

B:  Moving coil instrument G: Evaporator furnace

C: Bell jar H: Dewar flask with liquid nitrogen

D:  Balance with scale pan . Measurement of temperature of sample
E:  Vacuum measuring device J: Test Substance
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Figura 6
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1: Connection to vacuum 7: Threaded lid
2: Wells from platinum resistance thermometer or  8: Butterfly nuts

temperature measurement and control
3: Lid for vacuum tank 9: Bolts
4: O-ring 10: Stainless steel effusion cells
5: Aluminum vacuum tank 11: Heater cartridge
6: Device for installing and removing the effusion

cells

Método de efusdo: termogravimetria isotérmica

Principio

O método baseia-se na determinacdo das velocidades de evaporacdo aceleradas das substancias em estudo a alta
temperatura e a pressdo ambiente, utilizando a termogravimetria (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). As velocidades de
evaporacdo vy sdo calculadas expondo o composto seleccionado a um fluxo atmosférico lento de gés inerte e pro-
cedendo ao seguimento da diminui¢do do seu peso a temperaturas isotérmicas pré-determinadas T, em Kelvin, ao
longo de um periodo adequado. As pressdes de vapor py sdo calculadas a partir dos valores de vy, aplicando a rela-
¢do linear entre o logaritmo da pressdo de vapor e o logaritmo da velocidade de evaporagdo. Se necessdrio, pode
proceder-se a uma extrapolagdo para as temperaturas de 20 e de 25 °C, por andlise da regressdo de log p vs. 1/T.
Este método é adequado para substancias a pressdes de vapor tio baixas quanto 107° Pa (107'% mbar) e com um
grau de pureza tdo préximo quanto possivel de 100 %, de modo a evitar a incorrecta interpretagdo da diminui¢do
de peso constatada.
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Equipamento

O principio geral do aparelho experimental é apresentado na figura 7.

Figura 7
Microbalanca
Nz a | — Q
temperatura
ambiente 1
il
x_- 1 |
Azofo It
|
: Rotametro |
Valvula | __— Forno
ajustavel
—
) } Placa da amostra
Unidade de adsorgao |
|

=

= Vs \

. ajustavel Bomba de aspiragao
Rotametro de fluxo constante com um e ilsta dor pirag
sistema de barreira mdltipla para a luz 9

A placa de suporte com a amostra, pendurada de uma microbalanca no interior de uma cdmara a temperatura con-
trolada, ¢ sujeita a um fluxo de azoto seco, que transporta consigo as moléculas vaporizadas da substancia em
estudo. Depois de sair da cimara, o fluxo de gds é purificado numa unidade de adsorcéo.

Procedimento

A substancia em estudo € aplicada sobre a superficie de uma placa de vidro rugoso, numa camada homogénea. No
caso dos sdlidos, a placa é molhada de forma uniforme numa solucdo da substancia, utilizando um solvente ade-
quado, e seca em atmosfera inerte. Para a medi¢do, a placa revestida é pendurada no analisador termogravimétrico
e a subsequente diminui¢do do seu peso é medida em continuo, em fungdo do tempo.

A velocidade de evaporagdo vy a uma determinada temperatura € calculada a partir da perda de peso Am da placa
com a amostra através da seguinte equagio:

Am

_Am -2, -1
—F.t(gcm h )

Vr

onde F é a drea do revestimento da substancia em estudo, que normalmente corresponde a drea da propria placa,
e t é o tempo ao longo do qual se verificou a perda de peso Am.

A pressdo de vapor py ¢ calculada em funcio da velocidade de evaporacio vy pela seguinte equagdo:
Log pr = C + D log vy

onde C e D sdo constantes especificas do aparelho experimental utilizado, dependentes do didmetro da cdmara de
medicdo e da intensidade do fluxo de gds. Essas constantes tém de ser determinadas uma vez para cada aparelho
experimental, através da medigdo e da regressdo de log p vs. log v para uma série de compostos com pressdo de
vapor conhecida (11)(21)(22).
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1.5.7.2.

A relagdo entre a pressdo de vapor p e a temperatura T, em Kelvin, é dada pela seguinte equagio:
Logpr=A+B 1T

onde A e B sdo as constantes obtidas pela regressio de log py vs. 1/T. Através desta equacdo, a pressdo de vapor
pode ser calculada para qualquer outra temperatura, por extrapolagdo.

Método da saturagio de gases (23)
Principio

Um gés inerte é passado, a temperatura ambiente e com um caudal conhecido e suficientemente lento para garan-
tir a saturacdo, através ou sobre uma amostra da substancia em estudo. E particularmente importante garantir a
saturacdo da fase gasosa. A substancia assim transportada ¢ capturada, normalmente utilizando um adsorvente, e
a sua quantidade é determinada. Em alternativa a captura e posterior andlise do vapor, podem utilizar-se diversas
técnicas analiticas em linha, como por exemplo a cromatografia gasosa, para determinar quantitativamente a quan-
tidade de material transportado. A pressdo de vapor € calculada partindo do pressuposto de que as leis dos gases
ideais sdo aplicaveis e de que a pressdo total de uma mistura de gases ¢ igual a soma das pressdes dos gases com-
ponentes da mistura. A pressdo parcial da substancia em estudo, ou seja, a pressdo de vapor, é calculada a partir do
volume total conhecido dos gases e do peso do material transportado.

O procedimento de saturagdo dos gases ¢ aplicavel a substincias quimicas liquidas ou sélidas. Pode ser utilizado
para pressdes de vapor superiores a 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). O método é mais fidvel para as pressdes de
vapor inferiores a 10° Pa. Acima dos 10° Pa, as pressdes de vapor s3o geralmente sobrestimadas, provavelmente
devido a formagdo de aerossdis. Na medida em que as medigdes da pressdo de vapor sio efectuadas a temperatura
ambiente, ndo ¢ necessario extrapolar dados obtidos a temperaturas mais elevadas, sendo evitado esse passo que
pode frequentemente acarretar erros importantes.

Equipamento

O procedimento exige a utilizacdo de uma camara a temperatura constante. O esquema da figura 8 mostra uma
camara que contém trés placas para amostras solidas e trés cimaras para amostras liquidas, o que permite a andlise
em triplicado de amostras sélidas ou liquidas. A temperatura é controlada com uma precisdo minima de + 0,5 °C.

Figura 8
Cémara isolada
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// Saida de azoto
'?_P Ventoinha\U#/ para o fluxémetro
Entrada de — ——— 1 \/ ol i
| = | | o= |

azoto

000_* T
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sdlidas e adsorvente

=
o

000 1
Placa para amostras >

Ll liquidas e adsorvente

)

® ® ®
sl Y

Permutador de calor ]
de bobina de cobre
— )]
Valvula de I-I
FegiERlo M Valvula de trés bragos \ Saida de azoto
-

Normalmente, o gés inerte utilizado como transportador é o azoto, mas por vezes pode ser necessario utilizar outro
gés (24). O gds transportador tem de ser seco. O fluxo de gds € dividido em 6 partes, controladas por valvulas de
agulha (orificio de aproximadamente 0,79 mm), sendo transportado para a cdmara por tubagens de cobre com
3,8 mm de didmetro interno. Depois de alcancado o equilibrio térmico, o gés flui pela amostra e pelo colector
adsorvente, ap4s o que sai da cAmara.
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As amostras solidas sdo introduzidas em tubos de vidro com didmetro interno de 5 mm, com rolhas de 1 de vidro
nas duas extremidades (ver a figura 9). A figura 10 mostra um sistema para amostras liquidas com colector adsor-
vente. Para a medigdo da pressdo de vapor de liquidos, o método mais reprodutivel passa pelo revestimento de esfe-
ras de vidro ou de um adsorvente inerte, por exemplo silica, com o liquido em estudo e pelo enchimento do
recipiente com essas esferas. Em alternativa, o gds transportador pode ser passado por uma frita grosseira e bor-
bulhado através de uma coluna da substancia liquida em estudo.

Figura 9 Figura 10

Saida de azoto

Saida de azoto

/ = T = Entrada de azoto
Adsorvente ﬁ La de
~al| [ vidro
= Tubo com E:fﬁsé
adsorvente
" 120 mm
Llade (5mm d.i.) 5 0
vidro A
Substancias |
solidas /— i
Lade
vidro
<+— Colector
de liquidos

Entrada de azoto

O sistema adsorvente inclui duas sec¢des, uma das quais funciona como sistema de apoio (backup). Nos casos em
que a pressdo de vapor seja muito baixa, o adsorvente s ird reter quantidades infimas da substancia, pelo que a
adsorcdo sobre a 1 de vidro e sobre a tubagem de vidro entre a amostra e o adsorvente poderd representar um
problema sério.

A utilizagdo de colectores arrefecidos com CO, sdlido € outra forma eficaz de recolha do material vaporizado. Esse
tipo de colectores ndo provoca retornos de pressdo na coluna de saturagdo, facilitando assim a remocéo e quan-
tificagdo do material recolhido.

Procedimento

O caudal do gds transportador a saida ¢ medido a temperatura ambiente. O caudal deve ser verificado frequente-
mente durante a realizagdo da experiéncia, de forma a garantir que se obtém um valor preciso para o volume total
de gés transportador. O ideal ¢ proceder a medi¢do em continuo, utilizando um fluxémetro méssico. A saturagio
da fase gasosa pode exigir um tempo de contacto considerdvel, o que implica a utilizagdo de fluxos bastante
baixos (25).

No final da experiéncia, as duas sec¢des adsorventes (principal e de apoio) sdo analisadas separadamente. O com-
ponente adsorvido em cada sec¢do € retirado por adi¢do de um solvente. As solugdes resultantes sdo sujeitas a and-
lise quantitativa, de forma a determinar o peso total dessorvido em cada seccdo. A escolha do método analitico (tal
como a escolha do adsorvente e do solvente utilizado para a dessor¢do) serd ditada pela natureza do material em
estudo. A eficiéncia da dessorcdo é determinada injectando uma quantidade conhecida de amostra no adsorvente
e procedendo depois 2 sua dessor¢io e 2 anlise da quantidade recuperada. £ importante que a eficiéncia da des-
sorc¢do seja verificada para uma concentragdo idéntica ou semelhante & da amostra, em condi¢des de ensaio.

Para garantir a saturagdo do gds transportador com a substancia em estudo, sdo utilizados trés caudais diferentes
de gés. Se a pressdo de vapor calculada ndo se mostrar dependente do caudal utilizado, presume-se que o gds estd
saturado.
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A pressdo de vapor ¢ calculada pela seguinte equagdo:

W RT
=X —
Y
onde:
p = pressio de vapor (Pa)
W = massa da substancia em estudo evaporada (g)
V= volume de gis saturado (m3)
R = constante universal dos gases perfeitos 8,314 (] mol™ K')
T = temperatura (K)
M = massa molar da substancia em estudo (g mol™")

Os volumes medidos devem ser corrigidos para tomar em conta as diferengas de pressdo e de temperatura entre o
fluxémetro e o saturador.

Método de rotagio
Principio

Este método utiliza uma sonda de viscosidade rotativa, na qual o elemento de medicdo é uma pequena esfera de
ago que ¢ suspensa num campo magnético e forcada a rodar por campos rotativos (26)(27)(28). A velocidade de
rotagdo ¢ medida por bobinas de captagdo. Quando a esfera atinge uma determinada velocidade de rotacdo, nor-
malmente cerca de 400 rotagdes por segundo, interrompe-se o fornecimento de energia e dd-se uma desaceleracio
devida ao atrito com o gés. A diminui¢do da velocidade de rota¢do em funcdo do tempo é medida. A pressdo de
vapor ¢ deduzida a partir da desaceleragdo da esfera de aco, que depende da pressdo. A gama recomendada ¢é de
107 a 0,5 Pa.

Equipamento

A figura 11 representa esquematicamente o aparelho experimental. O sensor de medi¢do é colocado numa camara
a temperatura constante, regulada com uma precisdo minima de 0,1 °C. A célula com a amostra é colocada noutra
camara, com a temperatura igualmente regulada com uma precisio minima de 0,1 °C. As restantes partes do apa-
relho experimental sdo mantidas a uma temperatura superior, para evitar a condensagdo. O aparelho é ligado a
um sistema de alto vdcuo.

Figura 11
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V] A: Sensor de medicéo
0 5 ’4 B: Célula com a amostra
C: Termostato
- | J D: Linha de vacuo (bomba turbo)
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e //// 7
C -
0 7 ;
B
S L e S

DADOS E RELATORIOS

DADOS

Qualquer que seja 0 método escolhido, a pressdo do vapor deve ser determinada pelo menos a duas temperaturas.
£ preferivel proceder a determinagio para trés ou mais valores de temperatura entre 0 e 50 °C, para verificar a line-
aridade da curva de pressdo de vapor. No caso do método de efusdo (célula de Knudsen e termogravimetria iso-
térmica) e do método de saturacdo dos gases, recomenda-se a utilizagdo da gama de temperaturas de 120 a 150 °C,
em vez da gama de 0 a 50 °C.
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RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:

—  método utilizado,

— especificagdo exacta da substancia (identificacdo e impurezas) e passos prévios de purificagdo, se for caso disso,

— sdo necessdrios pelo menos dois — e de preferéncia trés ou mais — valores de pressdo de vapor e de tem-
peratura na gama de 0 a 50 °C (ou de 120 a 150 °C),

— pelo menos uma das temperaturas deverd ser igual ou inferior a 25 °C, se tal for tecnicamente possivel em
uncdo do método de ensaio escolhido,
fi do método d lhid.

— todos os dados originais,
— acurva de log p em funcdo de 1/T,
— uma estimativa da pressdo de vapor a 20 ou a 25 °C.

Caso se observe um fenémeno de transi¢do (mudanga de estado, decomposicio), deverd ser acrescentada a seguinte
informagdo:

— natureza da alteracdo,
— temperatura a qual ocorre a alteragdo, a pressdo atmosférica,

—  pressdo de vapora 10 e a 20 °C abaixo da temperatura de transi¢do, bem como a 10 C e a 20 °C acima dessa
temperatura (excepto no caso de passagem do estado sélido ao estado gasoso).

Devem ser fornecidas todas as informacdes e observacdes de interesse para a interpretacdo dos resultados, nome-
adamente no que se refere as impurezas e ao estado fisico da substancia.
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Apéndice

Método de estimacio

INTRODUCAO
Um valor estimado da pressdo de vapor pode ser utilizado para:
— decidir qual o método experimental mais apropriado,

— apresentar uma estimativa ou um valor limite para os casos em que os métodos experimentais ndo podem ser aplica-
dos por razdes técnicas.

METODO DE ESTIMACAO

A pressdo de vapor de liquidos e de sélidos pode ser estimada utilizando a correlagdo de Watson modificada (a). O tinico
dado experimental necessirio é o ponto de ebuligio normal. O método é aplicdvel na gama de pressdes entre 10> Pa
e 107 Pa.

Para mais informacdes sobre o método, consultar o <Handbook of Chemical Property Estimation Methods» (b). Ver igual-
mente a Environmental Monograph n.° 67 (c) da OCDE.

PROCEDIMENTO DE CALCULO

A pressdo de vapor ¢ calculada do seguinte modo:

m
-]
AH,, Ty
lanp = - -2m|3-2—] In—
AZ,RT, T T, T,
T,
onde:
T = temperatura de interesse
T, = ponto de ebuli¢gdo normal
Pyp = pressdo de vapor a temperatura T
AHy,, = calor de vaporizagdo
AZ, = factor de compressibilidade (estimado em 0,97)
m = factor empirico, dependente do estado fisico a temperatura de interesse
Para além do que,
AH

vb

=K,(8,75+R1InT,)
Tb

onde K. é um factor empirico que permite tomar em consideragdo a polaridade da substincia. Os factores K. estdo listados,
para diferentes tipos de compostos, na referéncia bibliografica (b).

E bastante frequente que existam dados disponiveis que apresentam os pontos de fusdo a pressdes reduzidas. Nesses casos,
a pressdo de vapor ¢ calculada do seguinte modo:

AH,, T\"T, " T
InP_~InP, + 1-3-2—| —-2m[3-2—| In—
» AZ,RT, T T T T,

onde T, é o ponto de ebuli¢do a pressdo reduzida P;.
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RELATORIO

Quando for utilizado o método de estimativa, o respectivo relatério incluird uma documentagio exaustiva do método de
célculo utilizado.

BIBLIOGRAFIA
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(b) Lyman, W.J., Reehl, W.F,, Rosenblatt, D.H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation Methods, McGraw-Hill.

() OCDE Environmental Monograph N.° 67. Application of Structure-Activity Relationships to the Estimation of Proper-
ties Important in Exposure Assessment (1993).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

ANEXO 11

A.22. DIAMETRO MEDIO GEOMETRICO PONDERADO EM FUNCAO DO COMPRIMENTO DE FIBRAS

METODO

INTRODUCAO

O presente método descreve um procedimento para medigdo do didmetro médio geométrico ponderado em fun-
¢do do comprimento (LWGMD) de lotes de fibras minerais artificiais (FMA). Dado que o LWGMD do material
terd uma probabilidade de 95 % de se encontrar no interior dos niveis de confianca a 95 % (LWGMD # dois
desvios-padrdo) da amostra, o valor apresentado (resultado do teste) serd o valor inferior do intervalo de confi-
anga a 95 % da amostra (ou seja, LWGMD — 2 desvios-padrdo). O método baseia-se numa actualizacio (Junho
de 1994) de um projecto de procedimento industrial do HSE (Departamento de Satide e Seguranga Britanico)
adoptado numa reunido entre o ECFIA e o HSE em Chester, em 26/9/93, e desenvolvido para e por um segundo
ensaio interlaboratorial (1, 2). Este método de medigdo pode ser utilizado para caracterizar o didmetro das fibras
em lotes de substancias ou produtos que contenham FMA, nomeadamente fibras ceramicas refractdrias (FCR),
fibras vitricas artificiais (FVA), fibras cristalinas e fibras policristalinas.

A ponderacio em fun¢do do comprimento é uma forma de compensar o efeito de distribuicdo dos didmetros
causada pela quebra das fibras longas durante a amostragem ou manuseamento dos materiais. Na medicdo da
distribui¢do por tamanhos do didmetro das FMA utilizam-se métodos estatisticos geométricos (média geomé-
trica), visto que essa distribui¢do se aproxima geralmente da distribui¢ao logaritmica normal.

A medicio do comprimento em complemento da medi¢do do didmetro é tediosa e demorada, mas se se medi-
rem apenas as fibras que tocam uma linha infinitamente fina em cada campo de visio do miscroscopio electré-
nico, a probabilidade de que uma determinada fibra seja seleccionada é proporcional ao seu comprimento. Na
medida em que esse facto resolve a questdo do comprimento e da sua ponderagdo nos calculos, a inica medi¢do
necessaria é a do diametro, e 0 LWGMD-2SD pode ser calculado como se descreve.

DEFINICOES
Particula: Um objecto em que a relagio do comprimento com a espessura é menor do que 3:1.

Fibra: Um objecto em que a relacdo do comprimento com a espessura (razdo de forma) é igual ou superior a 3:1.

AMBITO E LIMITACOES

O método foi concebido para a andlise da distribuicdo dos didmetros nos casos em que o didmetro médio varia
entre 0,5 pm e 6 pm. Os didmetros superiores podem ser medidos utilizando a microscopia electrénica com
menor ampliagdo, mas o método terd limitagdes cada vez maiores quanto mais finas sejam as fibras, pelo que se
recomenda, quando o didmetro médio for inferior a 0,5 pm, a utilizacdo de um microscépio electrénico de trans-
missdo (MET) para a medigdo do didmetro das fibras.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

Retira-se um determinado niimero de amostras representativas das mantas de fibra ou dos lotes de fibras soltas.
Reduz-se o comprimento das fibras através de um procedimento de esmagamento e dilui-se em dgua uma suba-
mostra representativa. Extraem-se aliquotas que sdo filtradas em filtro de policarbonato com uma dimensio de
poro de 0,2 pm e preparadas para serem examinadas utilizando técnicas de microscopia electronica de varri-
mento (MEV). O didmetro das fibras é medido com uma ampliacdo de 10 000 x ou superior (') utilizando o
método da intersec¢do com uma linha para obten¢do de uma estimativa do didmetro médio ndo afectada de erro
sistematico. O limite inferior do intervalo de confianga a 95 % (com base num teste unicaudal) é calculado para
obter uma estimativa do valor inferior da média geométrica do didmetro das fibras presentes no material.

(') Esta é a ampliagdo indicada para as fibras de 3 pm; no caso das fibras de 6 pm poderd ser mais indicado utilizar uma ampliagdo de 5 000 x.
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1.5.3.2.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Seguranca/precaucdes

A exposigdo fisica as fibras em suspensdo no ar deve ser reduzida ao minimo, pelo que o manuseamento das
fibras secas deve ser feito em camara de fluxo laminar (hotte) ou caixa de luvas. A exposicdo fisica deve ser objecto
de seguimento periédico que permita avaliar a eficdcia dos métodos de controlo. Durante o manuseamento de
FMA, devem ser utilizadas luvas descartdveis, para reduzir a irritagdo da pele e para evitar a contaminagdo
cruzada.

Aparelhos [ equipmento

—  Prensa (capaz de produzir 10 MPa) e cadinhos,

—  Filtros capilares de policarbonato com didmetro de poro de 0,2 pm (25 mm de didmetro),

—  Filtro de membranas em éster de celulose com didmetro de poro de 5 pm, para suporte durante a filtragdo,

—  Aparelho de filtragdo em vidro (ou sistema de filtracdo descartdvel) que aceite filtros de 25 mm de didmetro
(p-ex.: sistema de microandlise em vidro da Millipore, tipo XX10 025 00),

—  Agua recém-destilada filtrada a 0,2 pm para remogio dos microorganismos,
— Aparelho de revestimento a quente com eléctrodo em ouro ou ouro[palddio,
—  Microscépio electrénico de varrimento com capacidade de resolugdo a 10 nm e com ampliagdo de 10 000 x,

— Diversos: espatulas, 1amina de bisturi tipo 24, tesouras, tubos de MEV, cola ou fita adesiva de carbono, prata
coloidal,

— Sonda de ultra-sons ou banho ultra-sénico de bancada,

— Amostrador ou sonda para recolha de amostras cilindricas das mantas de FMA.

Procedimento de ensaio
Amostragem

No caso das mantas e placas, um amostrador ou sonda de 25 mm de diametro ¢é utilizado para a recolha de amos-
tras em toda a sec¢do. Essas amostras devem ser igualmente espagadas por toda a largura nas pegas pequenas ou
retiradas aleatoriamente de diversas dreas quando as pegas sejam longas. O mesmo equipamento pode ser utili-
zado para retirar amostras aleatérias no caso de fibras soltas. Quando possivel, devem ser retiradas seis amos-
tras, por forma a reflectir as variagdes espaciais do material.

Esmaga-se as seis amostras num cadinho de 50 mm de didmetro a 10 MPa. O material é re-homogeneizado com
uma espdtula e prensado uma segunda vez a 10 Mpa, podendo depois ser removido do cadinho e armazenado
num frasco de vidro selado.

Preparagdo das amostras

Se necessdrio, qualquer ligante organico poderd ser removido colocando a fibra numa estufa a 450 °C durante
cerca de uma hora.

Formar um cone e dividir em quatro para obter subamostras (este passo deve ser realizado em cdmara de fluxo
laminar).

Utilizando uma espétula, adicionar uma pequena quantidade (< 0,5 g) de amostra a 100 ml de dgua acabada de
destilar e filtrada através de um filtro de membrana de 0,2 pm (poderdo ser utilizadas fontes alternativas de dgua
ultrapura, desde que se demonstre que a sua qualidade ¢ satisfatoria). Dispersar totalmente utilizando uma sonda
de ultra-sons com uma poténcia de 100 W regulada de forma a produzir cavitagdo. (Se esse tipo de sonda ndo
estiver disponivel, utilizar o seguinte método: agitar e inverter a amostra repetidamente durante 30 segundos;
passar por ultra-sons num banho ultra-sénico de bancada durante cinco minutos; voltar a agitar e inverter repe-
tidamente durante mais 30 segundos).
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1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Imediatamente apds a dispersdo da fibra, remover um determinado niimero de aliquotas (p.ex.: trés aliquotas de
3, 6 ¢ 10 ml) utilizando uma pipeta de boca larga (com uma capacidade de 2 a 5 ml).

Filtrar todas as aliquotas em vdcuo através de um filtro de policarbonato com poro de 0,2 pm, suportado por
um filtro de suporte MEC com poro de 5 pm, utilizando um funil de filtracdo em vidro de 25 mm com um reser-
vatério cilindrico. Colocam-se primeiro cerca de 5 ml da dgua destilada filtrada no funil e a aliquota é depois len-
tamente pipetada para a d4gua com a ponta da pipeta abaixo do menisco. A pipeta e o reservatério devem ser
cuidadosamente lavadas depois de pipetar, dado que as fibras mais finas tém tendéncia para se concentrarem
perto da superficie.

Remover cuidadosamente o filtro e separd-lo do filtro de suporte antes de o colocar num recipiente para secagem.

Cortar uma sec¢do de um quarto ou metade do filtrado com uma lamina de bisturi de tipo 24, fazendo movi-
mentos laterais durante o corte. Colar cuidadosamente a seccio cortada num suporte de SEM utilizando fita ou
cola de carbono. Aplicar prata coloidal em pelo menos trés sitios para melhorar o contacto eléctrico entre a borda
do filtro e o suporte. Quando a cola/prata coloidal estiverem secos, revestir a superficie do depdsito a quente com
aproximadamente 50 nm de ouro ou de ouro/palddio.

Calibragdo e operagio do MEV

Calibracio

A calibragdo do MEV deve ser verificada pelo menos uma vez por semana (idealmente uma vez por dia) utili-
zando uma grelha de calibragdo normalizada. A calibragdo deve ser verificada utilizando uma amostra-padrio, e
se o valor medido (MEV) ndo se encontrar num intervalo de + 2 % do respectivo valor, o MEV deve ser nova-
mente calibrado e o procedimento de verificagdo deve ser repetido.

O MEV deve ter uma resolugdo que permita um didmetro minimo de campo de pelo menos 0,2 pm, utilizando
uma matriz de amostra real, com uma ampliagdo de 2 000 x.

Operacdo

O MEV deve ser operado com uma ampliagdo de 10 000 x (*) em condigdes que permitam uma boa resolucio,
com imagem aceitdvel, a baixas velocidades de varrimento, por exemplo de 5 segundos por imagem. Embora os
pardmetros operacionais de diferentes MEV possam variar, em geral obtém-se a melhor visibilidade e resolugdo,
em materiais de peso atomico relativamente baixo, utilizando voltagens de aceleracio de 5-10 keV e trabalhando
com um pequeno diametro de feixe (spot size) e com uma distancia de trabalho curta. Dado que se vai utilizar a
linha mediana como referéncia, deve utilizar-se uma inclinacdo de 0°, para evitar a necessidade de voltar a focar
ou, no caso de MEV com um moddulo eucéntrico, utilizar a distancia de trabalho eucéntrica. Pode trabalhar-se
com menor ampliacdo desde que o material ndo contenha nenhuma fibra de pequeno diametro e que o diame-
tro das fibras seja grande (> 5 pm).

Medicio do diametro

Exame com baixa ampliagdo para avaliacdo da amostra

A amostra deve ser inicialmente examinada com baixa ampliagdo para verificar se ndo existem aglomerados de
fibras de grandes dimensdes e para avaliar a densidade de fibras na amostra. Caso haja muita aglomeracio,
recomenda-se a preparacio de uma nova amostra.

Para fins de exactiddo estatistica, é necessdrio proceder a medi¢do de um niimero minimo de fibras, pelo que
poderd parecer desejavel dispor de maior densidade de fibras, na medida em que o exame de campos vazios leva
tempo e ndo contribui em nada para a anélise. No entanto, se o filtro estiver sobrecarregado, torna-se dificil medir
o didmetro de todas as fibras e as fibras de menor didmetro podem ser escondidas por outras de maior didmetro.

Uma densidade de fibras superior a 150 fibras por milimetro linear poderd resultar numa sobreestimacdo do
LWGMD. Por outro lado, a baixa concentracdo de fibras aumentard o tempo necessdrio para a andlise, pelo que
frequentemente é mais util preparar uma nova amostra com uma densidade de fibras proxima da ideal do que
persistir nas contagens de filtros em que a concentra¢do de fibras é baixa. A densidade ideal das fibras deverd
resultar, em média, em uma ou duas fibras que podem ser medidas por cada campo de visdo, com uma ampli-
acdo de 5 000 x. A densidade ideal depende, contudo, do didmetro das fibras, pelo que é necessédrio que o ope-
rador utilize a sua experiéncia e discernimento para decidir se a densidade de fibras estd ou ndo préxima do ideal.

(') Para as fibras de 3 pm, ver a nota de pé de pdgina anterior.
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2.1.

Ponderacio do didmetro das fibras em fung¢do do comprimento

S6 devem ser contadas as fibras que toquem (ou interceptem) uma linha (infinitamente) fina tragada no ecrd do
MEV. Para tal, deve ser tracada no centro do ecrd uma linha horizontal (ou vertical).

Em alternativa, pode colocar-se um ponto no centro do ecri e proceder depois a um exame linear continuo ao
longo do filtro numa determinada direc¢do. O didmetro de todas as fibras com uma razao de forma superior a 3:1
que toquem ou interceptem esse ponto deverd ser medido e registado.

Medigdo das fibras

Recomenda-se que sejam medidas pelo menos 300 fibras. Cada fibra deve ser medida uma tnica vez no ponto
de intersec¢do com o ponto ou linha tracados no ecrd (ou perto do ponto de intersec¢do se a parede exterior da
fibra estiver escondida). Caso se encontrem fibras de sec¢do irregular, deve ser feita uma medigdo que represente
o diametro médio da fibra. Os pontos de medicdo na parede exterior da fibra devem ser cuidadosamente defi-
nidos antes da medi¢do da distancia que separa os dois pontos opostos. A medi¢do pode ser efectuada em linha,
no ecrd, ou a posteriori, em imagens armazenadas ou fotografias. Recomenda-se a utilizacdo de sistemas semi-
-automaticos de medicdo em imagens que transferem os dados directamente para uma folha de célculo, na
medida em que permitem poupar tempo, eliminar os erros de transcri¢do e automatizar o processo de célculo.

As extremidades das fibras mais longas devem ser observadas a baixa ampliagdo para verificar se ndo estdo a enca-
racolar de volta para o campo de visdo, por forma a garantir que s6 sejam medidas uma Gnica vez.

DADOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Geralmente, os diametros das fibras ndo apresentam uma distribui¢do normal. No entanto, é possivel obter uma
distribui¢do que se aproxima da normal através de uma transformacdo logaritmica.

Calcular a média aritmética (InD médio) e o desvio-padrdo (SD,,,) dos valores do logaritmo neperiano (InD) dos
n didmetros de fibra (D).

>InD
n (1)

médio InD =

2(InD - médio InD) ?

n-1
O desvio-padrio ¢ dividido pela raiz quadrada do niimero de medi¢des (n) para obter o erro-padrdo (SE;,p).

SD
SEyp = = 3)
Substrair o dobro do erro-padrdo da média e calcular o exponencial desse valor (média menos dois erros-padrio)

para obter a média geométrica menos dois erros-padrdo geométricos.

LWGMD — 2SE = e(médio lnD72SE]nd)
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3. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

RELATORIO DE ENSAIO
O relatério de ensaio deve incluir pelo menos a seguinte informacio:
—  Valor de LWGMD-2SE.

— Todos os desvios, em particular os que possam ter efeitos sobre a precisdo ou a fiabilidade dos resultados,
com a devida justificacdo.
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ANEXO III

B.46. IRRITA(;;\O CUTANEA IN VITRO: ENSAIO EM MODELOS DE EPIDERME HUMANA RECONSTRUIDA

1.1.

1.2

METODO

INTRODUCAO

Entende-se por irritagdo cutanea a produgdo de danos reversiveis na pele por aplicagio de uma substancia em
estudo durante um maximo de quatro horas [definicio que consta do sistema harmonizado a nivel mundial da
ONU para a classificacdo e rotulagem de produtos quimicos (GHS)] (1). O presente método de ensaio descreve
uma técnica in vitro que, consoante as informacdes necessdrias, pode servir para determinar o poder de irritagio
cutdnea de substancias, enquanto ensaio alternativo independente no 4mbito de uma estratégia de ensaio pau-
tada pela suficiéncia de prova (2).

A determinacio da irritagdo cutinea tem normalmente feito uso de animais de laboratdrio (ver o método B.4) (3).
No contexto da preocupacdo com o bem-estar animal, o método B.4 permite determinar a corrosiofirritagio
cutanea por aplicagdo de uma estratégia de ensaio sequencial com base em métodos in vitro e ex vivo validados,
assim se evitando a dor e o sofrimento de animais. Hd trés métodos ou directrizes de ensaio in vitro validados,
B.40,B.40.A e TG 435 (4, 5, 6), com utilidade para a parte de corrosividade da estratégia de ensaio sequencial do
método B.4.

O presente método baseia-se em modelos de epiderme humana reconstruida, cuja concepcdo geral (utilizagdo de
queratindcitos de epiderme humana como fonte celular, tecido representativo e citoarquitectura) permite repro-
duzir com muita fidelidade as propriedades bioquimicas e fisiolgicas das camadas superiores da pele humana,
isto é, da epiderme. A metodologia descrita neste método de ensaio permite identificar substancias irritantes peri-
gosas correspondentes a categoria 2 do sistema GHS da ONU. O método inclui ainda uma série de normas de
desempenho para a avaliagio de métodos de ensaio similares e modificados baseados em modelos de epiderme
humana reconstruida (7).

Foram efectuados estudos de pré-validagdo, optimizagdo e validagdo de dois métodos de ensaio in vitro (8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17) que utilizam modelos de epiderme humana reconstruida, disponiveis no mercado
sob as designagdes EpiSkin™ e EpiDerm™. Estas referéncias basearam-se na frase R38. A referéncia 25 aborda
determinados aspectos de recdlculo para efeitos do sistema GHS. Os métodos com desempenho equivalente ao
do método EpiSkin™ (método de referéncia validado 1) sdo recomendados como métodos de ensaio indepen-
dentes, alternativos ao ensaio in vivo no coelho, para a classificagdo de substancias irritantes na categoria 2 do
sistema GHS. Os métodos com desempenho equivalente ao do método EpiDerm™ (método de referéncia vali-
dado 2) s6 sdo recomendados para a classificagdo de substancias irritantes na categoria 2 do sistema GHS como
métodos de rastreio ou integrados numa estratégia de ensaio sequencial, num contexto de suficiéncia de prova.
Antes de se poder utilizar um ensaio in vitro proposto, baseado num modelo de epiderme humana reconstruida,
para avaliar a irritagdo cutdnea numa perspectiva normativa, hd que determinar a fiabilidade, a relevancia (exac-
tiddo) e as limitagdes do método na utilizagdo proposta, para garantir que o mesmo é comparavel ao método de
referéncia validado 1, em conformidade com as normas de desempenho estabelecidas no apéndice ao presente
método.

Com base nos requisitos do presente método, foram validados dois outros métodos de ensaio in vitro baseados
num modelo de epiderme humana reconstruida, que ddo resultados similares aos do método de referéncia vali-
dado 1 (18). Trata-se do método EpiDerm™ modificado (método de referéncia 2 modificado) e do método Ski-
nEthic RHE™ [método similar (em inglés «me-too» 1)].

DEFINICOES
Para efeitos do presente método, entende-se por:

Exactiddo: o grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui
uma medida do desempenho do método e um dos aspectos da relevancia. Este termo e o termo «concordancia»
sdo muitas vezes utilizados indistintamente para indicar a proporgio de resultados correctos de um método de
ensaio.

Substincia de controlo de lote: uma substancia de afericio a qual o tecido reage com viabilidade celular
intermédia.
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1.3.

Viabilidade celular: um pardmetro que mede a actividade total de uma populagdo celular (por exemplo, em ter-
mos de capacidade das desidrogenases mitocondriais celulares para reduzirem o pigmento vital MTT (brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio, azul de tiazolilo)); consoante o indicador determinado e o tipo
de ensaio realizado, é possivel correlacionar a viabilidade celular com o nimero total de células vivas efou a vita-
lidade dessas células.

TE;: 0 tempo de exposigdo necessario para reduzir a viabilidade celular em 50 %, apds aplicacdo de uma dada
concentragdo fixa de uma substancia marcadora; ver também CIj,.

Taxa de falsos negativos: a propor¢do das substancias positivas que um método de ensaio considera errada-
mente negativas. E um dos indicadores de desempenho dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: a propor¢io das substancias negativas (sem actividade) que um método de ensaio con-
sidera erradamente positivas. E um dos indicadores de desempenho dos métodos de ensaio.

Dose infinita: uma quantidade da substancia em estudo aplicada a pele que excede a quantidade necessdria para
recobrir completa e uniformemente a superficie cutanea.

GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos): um sistema
que propde a classificagdo das substancias e misturas em funcdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisi-
cos, sanitdrios e ambientais e trata ainda dos elementos de comunicacdo correspondentes, como pictogramas,
palavras-sinal, adverténcias de perigo, recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a
transmitir informagdes sobre os efeitos indesejdveis das substancias e misturas, tendo em vista a protecgdo das
pessoas (empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores, pessoal dos servi¢os de emergéncia, etc.)
e do ambiente (1); foi incorporado na legislacdo comunitdria pelo Regulamento (CE) n.° 1272/2008.

CI;,: a concentragdo a qual uma substancia marcadora reduz a viabilidade dos tecidos em 50 %, ap6s um tempo
de exposicdo fixo; ver também TEj,.

Normas de desempenho: normas, associadas a um método de referéncia validado, com base nas quais pode ser
avaliada a comparabilidade de um método de ensaio proposto que seja mecanistica e funcionalmente similar.
Integram essas normas: I) os componentes essenciais do método de ensaio; II) uma lista minima de substancias
de referéncia, seleccionadas entre as substancias utilizadas para demonstrar a aceitabilidade do desempenho do
método de referéncia validado; e III) os niveis de exactiddo e de fiabilidade, compardveis aos obtidos com o
método de referéncia validado, que o método de ensaio proposto deve evidenciar ao ser avaliado utilizando a
lista minima de substancias de referéncia.

Fiabilidade: a medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente
reproduzido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade ¢ avaliada com base nos valores
calculados das reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial.

Sensibilidade: a propor¢do das substancias positivas/activas que sdo correctamente classificadas pelo ensaio.
Constitui uma medida da exactiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam estabelecidos em funcio de
categorias e é um aspecto importante a ter em conta na avaliagio da relevancia de um método de ensaio.

Especificidade: a propor¢io das substincias negativas/sem actividade que sdo correctamente classificadas pelo
ensaio. Constitui uma medida da exactiddo de um método de ensaio cujos resultados sejam apresentados em fun-
¢do de categorias e ¢ um aspecto importante a ter em conta na avaliagdo da relevincia de um método de ensaio.

Irritagdo cutinea: a producio de danos reversiveis na pele por aplicagdo de uma substancia em estudo durante
um méximo de quatro horas. A irrita¢do cutdnea é uma reac¢do local, ndo imunogénica, que surge pouco depois
do estimulo (24). A sua caracteristica principal é a reversibilidade do processo, no qual se produzem reacgdes
inflamatdrias e surge a maior parte dos sinais clinicos caracteristicos das irritagdes associadas a processos infla-
matdrios (eritema, edema, prurido e dor).

AMBITO E LIMITACOES

Os ensaios no quadro do presente método, baseados num modelo de epiderme humana reconstruida, tém como
limitagdo o facto de s6 permitirem atribuir a classificagdo de substancia irritante da pele correspondente a cate-
goria 2 do sistema GHS da ONU. Como ndo permitem classificar substancias na categoria 3 facultativa do sis-
tema GHS, todas as substancias nio classificadas na categoria 2 ficardo por classificar (nenhuma categoria). £ de
prever que o presente método tenha de ser revisto em funcdo das necessidades normativas, da futura inclusio de
novos indicadores, dos aperfeicoamentos que venham a ser efectuados ou de novos ensaios similares que surjam.

O presente método permite identificar produtos irritantes perigosos constituidos por uma tinica substancia (19),
mas ndo fornece informagdes adequadas sobre a corrosdo da pele. O método ndo pode ser aplicado a gases ¢
aerossois; as misturas ainda ndo foram objecto de um estudo de validagdo.
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1.4.

1.5.

1.6.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

A substancia em estudo ¢ aplicada localmente num modelo tridimensional de epiderme humana reconstruida,
constituido por queratindcitos de epiderme humana normais, cultivados de modo a formarem um modelo de
epiderme humana com vérias camadas e altamente diferenciado. O modelo ¢ constituido por uma camada basal,
uma camada espinhosa e uma camada granulosa organizadas e por um stratum corneum em vérias camadas, com
uma estrutura lipidica lamelar intercelular semelhante ao observado in vivo.

O principio dos ensaios em modelos de epiderme humana reconstruida baseia-se na hipétese de que as subs-
tancias irritantes conseguem penetrar o stratum corneum por difusdo, revelando-se citotdxicas para as células das
camadas subjacentes. A viabilidade celular é medida pela conversdo, pela desidrogenase, do corante vital MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, azul de tiazolilo, n.° EINECS 206-069-5, n.° CAS
298-93-1] num sal azul de formazano, que é determinado quantitativamente depois de extraido dos tecidos (20).
As substéncias irritantes sdo identificadas com base na sua capacidade de redugdo da viabilidade celular para valo-
res inferiores a limites definidos (< 50 % no caso das substancias irritantes classificadas na categoria 2 do sistema
GHS da ONU). As substéncias a que estejam associadas viabilidades celulares acima do limite definido ndo sdo
classificadas (ou seja, nenhuma categoria ¢é atribuida para viabilidades celulares superiores a 50 %).

Os sistemas baseados em modelos de epiderme humana reconstruida podem sem aplicados a sélidos, liquidos,
semi-solidos e ceras. Os liquidos podem ser aquosos ou ndo e os sélidos podem ser soltveis ou insolGveis em
dgua. Sempre que possivel, os slidos devem ser ensaiados sob a forma de p6 fino. Dado que, na validacdo dos
sistemas de ensaio baseados em modelos de epiderme humana reconstruida, foram utilizadas 58 substancias cui-
dadosamente seleccionadas, representativas de uma vasta gama de classes quimicas, ¢ de prever que os métodos
sejam genericamente aplicdveis ao universo de classes quimicas (16). A validagdo inclui 13 substancias irritantes
da categoria 2 do sistema GHS. Nao foram incluidos 4cidos, bases, sais e outras substancias inorgnicas ndo cor-
rosivos; algumas classes de substancias organicas reconhecidamente irritantes, como os hidroperéxidos, os fendis
e os tensioactivos, também ndo foram incluidas na validagdo ou foram-no apenas numa escala limitada.

DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA

Antes de um método validado conforme ao presente método de ensaio passar a ser utilizado por rotina, os labo-
ratérios podem optar por comprovar a sua competéncia técnica, utilizando para o efeito as dez substancias reco-
mendadas no quadro 1. No ambito do presente método, a categoria 3 facultativa do sistema GHS da ONU é
considerada <nenhuma categoria». Para que possam utilizar-se, em ensaios normativos, novos métodos de ensaio
similares (me-too) que tenham sido desenvolvidos com base no presente método e que sejam estrutural e funci-
onalmente similares aos métodos de referéncia validados ou para que possa fazer-se uso de modificacdes de
métodos validados, hd que demonstrar previamente, na ptica das normas de desempenho constantes do apén-
dice ao presente método, que a fiabilidade e a exactiddo do novo método de ensaio sdo comparéveis as dos méto-
dos validados.

Quadro 1

Substincias de referéncia, constantes do apéndice, destinadas a comprovagio de competéncia

Substancia Namero CAS Pontuagdo in vivo Estado fisico Categoria GHS
Acido naftalenoacético 86-87-3 0 S Nenhuma
Isopropanol 67-63-0 0,3 L Nenhuma
Estearato de metilo 112-61-8 1 S Nenhuma
Butirato de heptilo 5870-93-9 1,7 L Categoria 3
facultativa
Salicilato de hexilo 6259-76-3 2 L Categoria 3
facultativa
Ciclamenaldeido 103-95-7 2,3 L Categoria 2
1-Bromo-hexano 111-25-1 2,7 L Categoria 2
Metacrilato de butilo 97-88-1 3 L Categoria 2
1-Metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 3,3 S Categoria 2
Heptanal 111-71-7 4 L Categoria 2

DESCRICAO DO METODO

Descreve-se a seguir os componentes e procedimentos de um ensaio baseado num modelo de epiderme humana
reconstruida para a avaliacdo da irritagdo cutanea. O modelo de epiderme humana pode ser construido, prepa-
rado ou obtido comercialmente (EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic RHE™, por exemplo). Os protocolos nor-
malizados do método de ensaio correspondentes aos modelos EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic RHE™ podem
ser obtidos no endereco [http://ecvam.jrc.ec.europa.eu] (21, 22, 23). Os ensaios devem ser efectuados em obser-
vancia do seguinte:
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Componentes dos modelos de epiderme humana reconstruida
Condigbes gerais do modelo

Na construcdo do epitélio devem ser utilizados queratindcitos humanos normais. Devem estar presentes varias
camadas de células epiteliais vidveis (camada basal, camada espinhosa, camada granulosa), sob um stratum cor-
neum funcional. Este deve ter vdrias camadas e possuir o perfil lipidico essencial para estabelecer uma barreira
funcional suficientemente robusta para resistir a uma penetragdo rdpida de substancias marcadoras citotoxicas,
por exemplo dodecilsulfato de sédio (SDS) ou Triton X-100. A fungdo de barreira pode ser avaliada determi-
nando a concentra¢do a qual a substancia marcadora reduz a viabilidade dos tecidos em 50 % (Cls,), ap6s um
tempo de exposicio fixo, ou determinando o tempo de exposicdo necessdrio para reduzir a viabilidade celular
em 50 % (TE;,), apds aplicagdo de uma dada concentragio fixa da substancia marcadora. As propriedades de con-
ten¢do do modelo devem impedir a passagem de matéria para o tecido vidvel por contorno do stratum corneum,
que redundaria numa modelacio deficiente da exposi¢do cutinea. O modelo cutdneo ndo deve estar contami-
nado por bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.

Condigdes funcionais do modelo
Viabilidade

Para quantificar a viabilidade recorre-se, de preferéncia, a0 método do MTT (20). A densidade dptica do corante
extraido (por solubilizagdo) do tecido tratado com a substancia de controlo negativa deve ser pelo menos vinte
vezes maior do que a densidade optica do solvente de extracgdo por si s6. O tecido tratado com a substancia de
controlo negativa deve, comprovadamente, manter-se estivel em cultura (deve permitir obter medigdes de via-
bilidade semelhantes) durante todo o periodo de exposicio do ensaio.

Func¢do de barreira

O stratum corneum e a sua composi¢do lipidica devem ser suficientes para resistir a uma penetracio rapida de subs-
tancias marcadoras citotdxicas (por exemplo, SDS ou Triton X-100), estimada com base na Cls, ou no TEs,,.

Morfologia

Um exame histoldgico da pele/epiderme reconstruida, a efectuar por pessoal devidamente habilitado, deve reve-
lar uma estrutura de pele/epiderme humana (incluindo um stratum corneum com vdrias camadas).

Reprodutibilidade

Os resultados obtidos por aplicagio do método a um dado modelo devem mostrar-se continuadamente repro-
dutiveis, utilizando de preferéncia, para o efeito, uma substancia de controlo de lote (substancia de aferi¢do) ade-
quada (ver o apéndice).

Controlo de qualidade do modelo

Cada lote de modelo de epiderme utilizado deve satisfazer determinados critérios de liberagdo de produgdo, dos
quais os mais importantes sdo o de viabilidade (ponto 1.6.1.2.1) e o de funcdo de barreira (ponto 1.6.1.2.2). O
fornecedor do modelo cutaneo (ou o investigador, quando utilize modelo prdprio) deve definir um intervalo de
aceitabilidade (limites inferior e superior) para a Cls, ou o TEs,. Ao receberem tecidos, os laboratérios devem
verificar as propriedades de barreira dos mesmos. Apenas resultados obtidos com tecidos que possuam as carac-
teristicas exigidas podem ser utilizados com fiabilidade na previsdo de efeitos de irritagdo. A titulo de exemplo,
apresentam-se a seguir os intervalos de aceitabilidade dos métodos de referéncia validados.

Quadro 2

Exemplos de critérios de controlo de qualidade para a liberagio de lotes

Limite inferior de Valor médio do intervalo Limite superior de
aceitabilidade de aceitabilidade aceitabilidade
Método de referéncia Cl5o = 1,0 mg/ml Clso = 2,32 mg/ml Clso = 3,0 mg/ml

validado 1 (18 horas de
tratamento com SDS)

Método de referéncia TEso = 4,8 h TEso = 6,7 h TEso = 8,7 h
validado 2 (Triton X-100 a 1 %)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Aplicagio das substdncias em estudo e de controlo

Deve utilizar-se um ntimero suficiente de replicados de tecido para cada tratamento e para as substancias de con-
trolo (pelo menos trés replicados em cada série de ensaios). Tanto no caso das substancias liquidas como das
substancias solidas deve aplicar-se uma quantidade de substancia em estudo suficiente para cobrir uniforme-
mente a superficie de pele, evitando uma dose infinita (ver o ponto 1.2, «Defini¢des»), ou seja, no minimo
25 pljem? ou 25 mg/cm?. No caso das substancias sélidas, a superficie da epiderme deve ser humidificada, com
dgua desionizada ou destilada, antes da aplicacdo, para garantir um bom contacto com a pele. Sempre que pos-
sivel, os sélidos devem ser ensaiados sob a forma de p6 fino. Apds o periodo de exposigdo, a substancia em
estudo deve ser cuidadosamente removida da superficie da pele, por lavagem com uma solucio-tampao aquosa
ou com uma solugdo a 0,9 % de NaCl. Consoante o modelo de epiderme humana reconstruida que for utilizado,
o periodo de exposi¢do pode variar entre 15 minutos e 60 minutos e a temperatura de incubacdo entre 20 °C
e 37 °C. Para mais pormenores, ver os procedimentos operacionais normalizados dos trés métodos (21, 22, 23).

Deve utilizar-se em cada estudo substancias de controlo negativas e positivas, para demonstrar que a viabilidade
(controlo negativo), a fungdo de barreira e a sensibilidade resultante (controlo positivo) dos tecidos se situam no
intervalo histérico de aceitabilidade definido. Sugere-se a utilizacdo de solu¢do aquosa a 5 % de SDS como subs-
tancia de controlo positiva. Como substancia de controlo negativa, sugere-se a utilizagdo de dgua ou de solucdo-
-tampéo de fosfato (PBS).

Medicdo da viabilidade celular

O elemento mais importante do procedimento de ensaio ¢ que as medigdes de viabilidade ndo sejam efectuadas
imediatamente apds a exposi¢do as substincias em estudo, mas sim apds um periodo suficientemente longo de
incubagdo dos tecidos lavados em meio fresco, depois do tratamento. Esse perfodo permite tanto a recuperacio
de efeitos irritantes fracos como a manifestacdo de efeitos citotoxicos claros. Na fase de optimizagdo do ensaio
(9, 10, 11, 12, 13), verificou-se que a duragdo optima do periodo de incubagio depois do tratamento ¢ de
42 horas, assim se tendo procedido na validagio dos métodos de ensaio de referéncia.

Para medir a viabilidade celular, deve utilizar-se 0 método quantitativo validado de conversio do MTT, que é
compativel com uma arquitectura de tecidos a trés dimensdes. Coloca-se a amostra de pele numa solucdo de MTT
de concentra¢do apropriada (por exemplo, 0,3-1 mg/ml), durante 3 horas. O precipitado azul de formazano é
depois extraido do tecido com um solvente (por exemplo, isopropanol ou isopropanol acidificado), medindo-se
a concentracdo de formazano por determinagdo da densidade 6ptica ao comprimento de onda de 570 nm (gama
de comprimentos de onda: mdximo * 30 nm).

As propriedades Gpticas da substancia em estudo ou a reac¢do quimica desta com o MTT podem interferir no
ensaio, gerando estimativas erréneas de viabilidade (caso a substancia em estudo evite ou reverta a coloragdo ou
produza coloracdo). Isto pode suceder se a substancia em estudo ndo for completamente removida da pele por
lavagem ou se penetrar na epiderme. Se a substancia em estudo agir directamente no MTT, for naturalmente
corada ou adquirir coloracdo durante o tratamento dos tecidos, devem ser utilizadas substancias de controlo
suplementares, que permitam detectar interferéncias da substincia em estudo na técnica de medigdo da viabili-
dade e corrigir esse efeito. Para uma descri¢io pormenorizada do modo como efectuar os ensaios de redugdo
directa do MTT, consultar os protocolos dos métodos de referéncia validados (21, 22, 23). A coloragio inespe-
cifica devida a essas interferéncias ndo deve exceder 30 % do correspondente a substancia de controlo negativa
(para se efectuarem correcgdes). Se a coloragdo inespecifica exceder 30 %, a substancia em estudo é considerada
incompativel com o ensaio.

Critérios de aceitabilidade dos ensaios

Em cada ensaio que utilize lotes validos (ver o ponto 1.6.1.2.5), a densidade 6ptica dos tecidos tratados com a
substancia de controlo negativa deve reflectir a qualidade de tecidos sujeitos a todas as etapas de expedigdo e
recepgdo e a todo o processo do protocolo de irritacdo. A densidade dptica das substancias de controlo ndo deve
ser inferior aos limites inferiores histdricos estabelecidos. Analogamente, os tecidos tratados com a substancia
de controlo positiva — ou seja, com solugdo aquosa a 5 % de SDS — devem manifestar a sensibilidade propria
dos tecidos e a capacidade de reacgdo destes a substancia irritante nas condigdes de cada ensaio (por exemplo,
viabilidade < 40 % no caso do método de referéncia validado 1 e viabilidade < 20 % no caso do método de refe-
réncia validado 2). Devem ainda ser definidas estimativas conexas adequadas da variabilidade dos resultados dos
replicados de tecidos (por exemplo, se se recorrer a desvios-padrdo, ndo devem exceder 18 %).

DADOS

DADOS

Para cada tratamento, devem ser apresentados num quadro os dados (por exemplo, valores de densidade 6ptica
e percentagens de viabilidade celular calculadas para cada substincia em estudo, bem como a classificacdo cor-
respondente) correspondentes a cada replicado de amostra em estudo, incluindo os dados relativos as repeticdes
de ensaios eventualmente efectuadas. Deve igualmente ser indicada para cada ensaio a média * desvio-padrio.
Devem referir-se ainda, em relacio a cada substincia estudada, as interac¢des observadas com o MTT e as subs-
tancias estudadas coradas.
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2.2.

3.1.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os valores de densidade 6ptica obtidos para cada amostra em estudo podem ser utilizados para calcular uma
percentagem de viabilidade em relagdo a amostra de controlo negativa, que ¢ fixada em 100 %. A percentagem
de viabilidade celular que estabelece a diferenciacio entre as substancias em estudo irritantes e ndo classificadas
e o(s) método(s) estatistico(s) utilizado(s) para avaliar os resultados e identificar as substancias irritantes devem
ser claramente definidos e documentados, devendo ainda demonstrar-se que sdo adequados. Indicam-se a seguir
os valores limite de diferenciacdo para a previsdo de efeitos irritantes, associados aos métodos de referéncia
validados.

Considera-se a substancia em estudo irritante da pele da categoria 2 do sistema GHS da ONU:

i) se a viabilidade dos tecidos depois da exposi¢do e da incubagdo subsequente ao tratamento for inferior ou
igual (<) a 50 %;

Considera-se que a substincia em estudo ndo se insere em nenhuma categoria:

ii) se a viabilidade dos tecidos depois da exposi¢do e da incubagdo subsequente ao tratamento for superior (>)
a 50 %.

RELATORIOS

RELATORIO DO ENSAIO
O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Substancias em estudo e de controlo:

— Denominagio ou denominagdes quimicas, como as denominagdes IUPAC ou CAS, e o n.° CAS, se forem
conhecidos,

—  Grau de pureza e composi¢do da substincia (em percentagem ponderal),

—  Propriedades fisico-quimicas (por exemplo, estado fisico, estabilidade e volatilidade, pH, hidrossolubilidade,
se forem conhecidos) relevantes para o estudo,

—  Pré-tratamento das substancias em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por
exemplo),

— Condigdes de armazenagem.

Justificacdo do modelo cutaneo e do protocolo utilizados.
Condi¢des de ensaio:

—  Sistema celular utilizado,

— Informagdes sobre a calibragio do equipamento de medigdo e a gama de comprimentos de onda utilizados
para medir a viabilidade celular (por exemplo, espectrofotémetro),

— Informagdes completas que substanciem o modelo cutineo especifico utilizado, incluindo sobre o desem-
penho do mesmo, por exemplo:

i)  viabilidade;
ii)  funcdo de barreira;
i) morfologia;
iv) reprodutibilidade e previsibilidade;
v)  controlo de qualidade do modelo;
— Pormenores sobre o procedimento de ensaio seguido,

— Doses de ensaio utilizadas, duracdo da exposicdo e do periodo de incubacio depois do tratamento,
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Descrigdo de eventuais modificacdes do procedimento de ensaio,
Referéncia a dados histéricos sobre o modelo, por exemplo:
i)  aceitabilidade dos dados de controlo de qualidade relativamente a dados histéricos de lotes;

ii)  aceitabilidade dos valores obtidos para as substancias de controlo positivas e negativas relativamente
a médias e intervalos correspondentes a tais substancias.

Descrigdo dos critérios de avaliagdo utilizados, incluindo a justificacdo do(s) ponto(s) de diferenciacio selec-
cionado(s) para o modelo preditivo.

Resultados:

Quadro dos resultados correspondentes a cada amostra em estudo,

Descrigdo de outros efeitos eventualmente observados.

Discussdo dos resultados.

Conclusdes.
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Apéndice

Avaliacio das caracteristicas de desempenho de modelos de epiderme humana reconstruida propostos para
ensaios de irritagdo cutinea in vitro

INTRODUCAO

Os procedimentos cuja utilizagdo no dmbito do presente método de ensaio seja proposta devem ser avaliados, com vista a
determinagdo da sua fiabilidade e exactiddo, utilizando substincias representativas de toda a gama da escala de irritacdo de
Draize. Ao serem avaliados utilizando as 20 substancias de referéncia recomendadas (quadro 2), os procedimentos propos-
tos devem exibir valores de fiabilidade e exactiddo compardveis aos do método de referéncia validado 1 (quadro 3) (1).
Indicam-se nos pontos II e III os valores normais de exactiddo e de fiabilidade a obter. Para que a fiabilidade e o desempenho
(sensibilidade, especificidade, taxa de falsos negativos, taxa de falsos positivos e exactiddo) do método de ensaio proposto
possam ser comparados com os do método de referéncia validado 1, incluem-se substancias néo classificadas e substancias
classificadas (categoria 2 do sistema GHS da ONU) representativas de classes quimicas relevantes. Antes de se utilizar o
método para o ensaio de novas substancias, deve determinar-se a sua fiabilidade e a capacidade do mesmo para identificar
correctamente substancias irritantes da categoria 2 do sistema GHS.

NORMAS DE DESEMPENHO

As normas de desempenho compreendem os seguintes elementos: I) Componentes essenciais do método de ensaio; II) Subs-
tancias de referéncia; I1T) Valores definidos de exactiddo e de fiabilidade (2). Estas normas baseiam-se nas normas de desem-
penho estabelecidas depois de concluido o estudo de validacio relativo a irritagdo cutanea efectuado pelo ECVAM (3).

)

Componentes essenciais do método de ensaio

Condigdes gerais do modelo

Na construcdo do epitélio devem ser utilizados queratindcitos humanos normais. Devem estar presentes vérias cama-
das de células epiteliais vidveis (camada basal, camada espinhosa, camada granulosa), sob um stratum corneum funcional.
Este deve ter vdrias camadas e possuir o perfil lipidico essencial para estabelecer uma barreira funcional suficientemente
robusta para resistir a uma penetragdo rapida de substancias marcadoras citotdxicas, por exemplo SDS ou Triton X-100.
A funcio de barreira pode ser avaliada determinando a concentra¢do a qual a substincia marcadora reduz a viabilidade
dos tecidos em 50 % (Cl5,), apds um tempo de exposicdo fixo, ou determinando o tempo de exposi¢do necessario para
reduzir a viabilidade celular em 50 % (TE,), ap6s aplicagdo de uma dada concentragdo fixa da substincia marcadora.
As propriedades de contengdo do modelo devem impedir a passagem de matéria para o tecido vidvel por contorno do
stratum corneum, que redundaria numa modelacdo deficiente da exposi¢do cutdnea. O modelo cutidneo ndo deve estar
contaminado por bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.

Condigdes funcionais do modelo
Viabilidade

Para quantificar a viabilidade recorre-se, de preferéncia, a0 método do MTT (4). A densidade 6ptica do corante extraido
(por solubilizagdo) do tecido tratado com a substancia de controlo negativa deve ser pelo menos vinte vezes maior do
que a densidade ptica do solvente de extracgdo por si s6. O tecido tratado com a substancia de controlo negativa deve,
comprovadamente, manter-se estivel em cultura (deve permitir obter medigdes de viabilidade semelhantes) durante todo
o periodo de exposi¢do do ensaio.

Fungdo de barreira

O stratum corneum e a sua composicao lipidica devem ser suficientes para resistir a uma penetracio rpida de substan-
cias marcadoras citotdxicas (por exemplo, SDS ou Triton X-100), estimada com base na Cls, ou no TEs,.

Morfologia

Um exame histoldgico da pele/epiderme reconstruida, a efectuar por pessoal devidamente habilitado, deve revelar uma
estrutura de pele/epiderme humana (incluindo um stratum corneum com varias camadas).
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Reprodutibilidade

Os resultados obtidos por aplicagdo do método a um dado modelo devem mostrar-se continuadamente reprodutiveis,
utilizando de preferéncia, para o efeito, uma substancia de controlo de lote (substincia de aferi¢do) adequada (ver as
defini¢des no ponto 1.2).

Controlo de qualidade do modelo

Cada lote de modelo de epiderme utilizado deve satisfazer determinados critérios de liberagdo da producdo, dos quais
os mais importantes sdo o de «viabilidade» e o de «fungdo de barreira». O fornecedor do modelo cutaneo (ou o inves-
tigador, quando utilize modelo préprio) deve definir um intervalo de aceitabilidade (limites inferior e superior) para
a Cl5, ou 0 TE,. Ao receberem tecidos, os laboratérios devem verificar as propriedades de barreira dos mesmos. Ape-
nas resultados obtidos com tecidos que possuam as caracteristicas exigidas podem ser utilizados com fiabilidade na pre-
visdo de efeitos de irritagdo. A titulo de exemplo, apresentam-se a seguir os intervalos de aceitabilidade dos métodos de
referéncia validados.

Quadro 1

Exemplos de critérios de controlo de qualidade para a liberacio de lotes

Limite inferior de Valor médio do intervalo Limite superior de
aceitabilidade de aceitabilidade aceitabilidade
Método de referéncia (I = 1,0 mg/ml (Clso = 2,32 mg/ml Cls0 = 3,0 mg/ml
validado 1 (18 horas de
tratamento com SDS)
Método de referéncia TEsp=4,8h TEso=6,7 h TEso=8,7 h
validado 2 (Triton X-100 a 1 %)

Substancias de referéncia

Utilizam-se substancias de referéncia para determinar se a fiabilidade e a exactiddo de um novo método de ensaio in
vitro proposto, baseado num modelo de epiderme humana reconstruida, que comprovadamente seja suficientemente
similar, em termos estruturais e funcionais, aos métodos de referéncia validados ou que constitua uma modificacio
menor de um método de referéncia validado, indiciam um desempenho comparavel ao do método de referéncia vali-
dado 1 (1). As 20 substancias de referéncia indicadas no quadro 2 sdo representativas de vrias classes quimicas com
interesse, estando algumas classificadas na categoria 2 do sistema GHS da ONU. As substéncias constantes da lista com-
preendem 10 da categoria 2 do sistema GHS, 3 da categoria 3 facultativa do mesmo sistema e 7 ndo classificadas em
nenhuma categoria. No ambito do presente método, a categoria 3 facultativa é considerada <nenhuma categoria». Estas
substancias de referéncia constituem o nimero minimo que deve ser utilizado para avaliar a exactiddo e a fiabilidade de
métodos que sejam propostos para ensaios de irritagdo cutanea baseados em modelos de epiderme humana reconstru-
ida. Se alguma das substancias indicadas ndo estiver disponivel, podem utilizar-se outras, para as quais se disponha de
dados de referéncia in vivo adequados. Para avaliar melhor a exactiddo de um método de ensaio proposto, podem
acrescentar-se outras substancias a lista minima de substancias de referéncia, que sejam representativas de outras clas-
ses quimicas e para as quais se disponha de dados de referéncia in vivo adequados.

Quadro 2

Substincias de referéncia para determinacio da exactiddo e da fiabilidade de modelos de epiderme humana
reconstruida destinados a ensaios de irritagdo cutinea

Substéncia () Namero CAS | gt Bsado fiseo | PUNEEY | LSO GHS oo
1-Bromo-4-clorobutano 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Categoria 2 | Nenhuma
Ftalato de dietilo 84-66-2 | 201-550-6 L 0 Nenhuma | Nenhuma
Acido naftalenoacético 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Nenhuma | Nenhuma
Fenoxiacetato de alilo 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 Nenhuma | Nenhuma
Isopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 Nenhuma | Nenhuma
4-(Metiltio)benzaldeido 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Categoria 2 | Nenhuma
Estearato de metilo 112-61-8 | 203-990-4 S 1 Nenhuma | Nenhuma




L 220/34

Jornal Oficial da Unido Europeia

24.8.2009

1)

A i . Ntmero . Pontuacio Categoria Categoria
Substancia () Nimero CAS Einecs R in vivo GHS in vitro GHS in vivo
Butirato de heptilo 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 Nenhuma | Categoria 3
facultativa
Salicilato de hexilo 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 Nenhuma | Categoria 3
facultativa
Fosfato de triisobutilo 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Categoria 2 | Categoria 3
facultativa
1-Decanol 112-30-1 | 203-956-9 L 2,3 Categoria 2 | Categoria 2
Ciclamenaldeido 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Categoria 2 | Categoria 2
1-Bromo-hexano 111-25-1 | 203-850-2 L 2,7 Categoria 2 | Categoria 2
Cloridrato de 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Categoria 2 | Categoria 2
2-clorometil-3,5-dimetil-4-
metoxipiridina
alfa-Terpineol 98-55-5 | 202-680-6 L 2,7 Categoria 2 | Categoria 2
Dissulfureto de di-n-propilo 629-19-6 | 211-079-8 L 3 Nenhuma | Categoria 2
Metacrilato de butilo 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Categoria 2 | Categoria 2
5-(1,1-Dimetiletil)-2- 7340-90-1 438-520-9 L 3,3 Categoria 2 | Categoria 2
metilbenzenotiol
1-Metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Categoria 2 | Categoria 2
Heptanal 111-71-7 | 203-898-4 L 4 Categoria 2 | Categoria 2

") As 20 substncias de referéncia constituem uma selec¢io representativa das 58 que foram utilizadas para validar o método de refe-
G P q p
réncia 1 (EpiSkin™). A referéncia (5) contém uma lista completa das substancias estudadas e indica os critérios que foram utilizados
para as seleccionar.

As substancias indicadas no quadro 2 constituem uma distribuigdo representativa das 58 utilizadas no estudo interna-
cional de validagdo relativo a irritacdo cutdnea efectuado pelo ECVAM (1). Essas substancias foram seleccionadas com
base nos seguintes critérios:

— disponibilidade comercial,

— representatividade no que respeita a toda a gama da escala de irritagdo de Draize (de ndo irritante a fortemente
irritante),

— estrutura quimica bem definida,

— representatividade comparativamente & reprodutibilidade e & capacidade preditiva do método validado, determi-
nadas no estudo de validagdo efectuado pelo ECVAM,

— representatividade ao nivel da funcionalidade quimica utilizada no processo de validagio,

— exclusdo de perfis extremamente toxicos (por exemplo, carcinogenicidade ou toxicidade para o aparelho repro-
dutor) e de custos proibitivos de eliminagdo.

Valores definidos de exactiddo e de fiabilidade

O desempenho (sensibilidade, especificidade, taxa de falsos negativos, taxa de falsos positivos e exactiddo) do método
de ensaio proposto deve ser comparével ao do método de referéncia validado 1 (quadro 3), ou seja, a sensibilidade deve
ser igual ou superior a 80 %, a especificidade deve ser igual ou superior a 70 % e a exactiddo deve ser igual ou superior
a 75 %. O cdlculo do desempenho deve ser efectuado com base em todas as classificagdes obtidas para as 20 substan-
cias nos varios laboratérios participantes. Para se estabelecer a classificacdo da cada substancia em cada laboratério deve
utilizar-se o valor médio de viabilidade correspondente as vérias séries de ensaios efectuadas (no minimo trés séries de
ensaios validas).
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Quadro 3

Desempenho do método de referéncia validado 1 (1)

Métodg de NﬁmeAro -de Sensibilidade Especificidade Taxa de-falsos Taxa d-e- falsos Exactiddo
ensaio substanaas negatlvos pOSlthOS

Método de 58 87,2% () 71,1 % (%) 12,8 % 29,9 % 747 %
referéncia

validado 1 ()

Método de 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referéncia

validado 1 (1)

(') EpiSkin™.
() Com base em 13 substancias irritantes da categoria 2 do sistema GHS.

(%) Com base em 45 substancias irritantes da categoria 3, ou substancias quimicas sem nenhuma categoria de classificacdo, no ambito
do sistema GHS.

A fiabilidade do método de ensaio proposto deve ser compardvel a dos métodos de referéncia validados.

Reprodutibilidade intralaboratorial

Ao determinar-se a variabilidade intralaboratorial num laboratério, a concordancia, nesse laboratdrio, das classifica-
¢des (categoria 2/nenhuma categoria) obtidas em séries de ensaios diferentes e independentes realizadas as 20 substan-
cias de referéncia deve ser igual ou superior a 90 %.

Reprodutibilidade interlaboratorial

Se 0 método de ensaio proposto se destinar a ser utilizado num tnico laboratério, ndo ¢ essencial determinar a repro-
dutibilidade interlaboratorial. No caso dos métodos a transferir para outros laboratdrios, a concordancia entre, de pre-
feréncia, pelo menos trés laboratérios das classificagdes (categoria 2/nenhuma categoria) obtidas em séries de ensaios
diferentes e independentes realizadas as 20 substancias de referéncia deve ser igual ou superior a 80 %.

REFERENCIAS
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Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kanddrovd, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H., Cockshott, A., Gerner,
1., Zuang, V. (2007). The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Report on
the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Integrity Function Test. ATLA 35, 559-601.

OCDE (2005). Guidance Document N.° 34 on the validation and international acceptance of new or updated test
methods for hazard assessment. OCDE, Paris.

ECVAM (2007). Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Acessivel através de
«Download Study Documents» em: http://ecvam.jrc.ec.europa.eu. Consultado em 27.10.2008.

Mosman, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytoto-
xicity assays. Journal of Immunological Methods 65, 55-63.
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tion Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35, 603-619.

(") Indica-se neste quadro o desempenho do método de referéncia validado 1 no que respeita a capacidade do método para identificar cor-

rectamente as substancias irritantes (categoria 2 do sistema GHS da ONU) e as substancias no classificadas (sem nenhuma categoria, inclu-
indo a categoria 3 facultativa), de entre as 58 ou 20 (quadro 2) substancias de referéncia.
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ANEXO IV

C.3. CIANOBACTERIAS E ALGAS DE AGUA DOCE, ENSAIO DE INIBICAO DE CRESCIMENTO

METODO

Este método é equivalente ao OECD TG 201 (Orientagdo de ensaio 201 da OCDE, 2006) (1).

INTRODUCAO

Os métodos de ensaio sdo revistos e actualizados periodicamente a luz dos progressos cientificos. O método de
ensaio C.3 precisava de ser revisto a fim de incluir mais espécies e de garantir o cumprimento das exigéncias em
matéria de avaliagdo de riscos e de classificacdo dos produtos quimicos. A revisdo foi concluida com base na extensa
experiéncia pratica, nos progressos cientificos no dominio dos estudos de toxicidade com algas e na extensa utili-
zagdo no dominio regulamentar desde a adopgdo do método original.

DEFINICOES
Para efeitos do presente método de ensaio, foram utilizadas as seguintes defini¢des e abreviaturas:

Biomassa: peso seco de matéria viva presente numa populacdo, expresso por unidade de volume; ou seja, mg de
algas/litro de solu¢do de ensaio. Normalmente, a «biomassa» é definida como uma massa, mas no presente ensaio
o termo ¢ utilizado em relacdo a massa por unidade de volume. Ainda no presente ensaio, alguns valores alterna-
tivos de biomassa, como as contagens de células, a fluorescéncia, etc., sio normalmente medidos, sendo o termo
«biomassa» utilizado também para essas medigdes alternativas.

Coeficiente de variacio: é uma medida adimensional da variabilidade de um parametro, definida como a relacdo
entre o desvio-padrio e a média. Esta medida pode igualmente ser expressa em termos de percentagem. O coefi-
ciente de variacdo médio da taxa de crescimento especifica média em culturas de controlo replicadas deve ser cal-
culado do seguinte modo:

1. Calcular o CV, em percentagem, da taxa média de crescimento especifico de cada replicado a partir das taxas
de crescimento didrias/em cada sec¢do do ensaio.

2. Calcular o valor médio de todos os valores calculados de acordo com o ponto 1, a fim de obter o coeficiente
de variagdo médio das taxas de crescimento especifico didrias/em cada sec¢do do ensaio dos replicados das
culturas de controlo.

EC,: é a concentracio da substancia em estudo que, dissolvida no meio de ensaio, resulta numa reducio de x % (p.
ex.: 50 %) do crescimento do organismo de ensaio, apds um determinado periodo de exposigdo (que deverd ser
explicitamente mencionado nos casos em que se afaste da duragdo total ou normal do ensaio). A fim de indicar de
forma inequivoca se o valor de EC se refere a taxa de crescimento ou ao rendimento, serdo utilizados, respectiva-
mente, os simbolos «E,C» e «E .

Meio de crescimento: é o meio de cultura sintético completo em que as algas de ensaio sdo cultivadas quando
expostas a substancia em estudo. A substancia em estudo serd normalmente dissolvida no meio de ensaio.

Taxa de crescimento (taxa média de crescimento especifico): é o aumento logaritmico da biomassa durante o
perfodo de exposicdo.

Menor concentracio com efeito observdvel (LOEC): € a concentragdo mais baixa a qual se observa que a subs-
tancia em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (para p < 0,05) de redugdo do crescimento, quando
comparada com o controlo, para um determinado periodo de exposigdo. No entanto, todas as concentragdes de
ensaio superiores @ LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Quando
estas duas condigdes ndo estiverem satisfeitas, devera ser fornecida uma explicacdo pormenorizada sobre a forma
como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Concentracio sem efeitos observiveis (NOEC): ¢ a concentracdo de ensaio imediatamente inferior & LOEC.
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Varidvel de resposta: é uma varidvel de estimagdo da toxicidade, derivada de qualquer dos pardmetros medidos
que descrevem a biomassa nos diferentes métodos de célculo. No caso do presente método, as taxas de crescimento
e os rendimentos sdo varidveis de resposta derivadas da medigdo directa da biomassa ou de qualquer dos métodos
alternativos mencionados.

Taxa de crescimento especifico: é uma varidvel de resposta definida como o quociente da diferenca entre os loga-
ritmos naturais de um pardmetro de observacdo (no presente método, a biomassa) e o respectivo periodo.

Rendimento: € o valor de uma varidvel de medi¢do no final do perfodo de exposicdo menos o valor da varidvel de
medi¢do no inicio do periodo de exposigdo, que exprime o aumento da biomassa durante o ensaio.

APLICABILIDADE DO ENSAIO

O presente método de ensaio serd de aplicagdo mais facil para substancias hidrossoldveis que, nas condigdes de
ensaio, permanecam em solu¢do na dgua. Para o ensaio de substancias voldteis, fortemente adsorventes, coradas,
com baixa hidrossolubilidade ou que possam afectar a disponibilidade de nutrientes ou de minerais no meio de
ensaio, poderd ser necessario proceder a algumas alteracdes do procedimento descrito (p. ex.: utilizagdo de siste-
mas fechados, condicionamento dos recipientes de ensaio). Para mais orientacdes sobre algumas alteragdes ade-
quadas, consultar as referéncias bibliogréficas (2), (3) e (4).

PRINCIPIO DO ENSAIO

O objectivo do presente ensaio é determinar os efeitos de uma substancia sobre o crescimento de cianobactérias
efou algas de dgua doce. Os organismos de ensaio em fase de crescimento exponencial sdo expostos a substancia
em estudo em culturas em meio liquido, normalmente durante 72 horas. Apesar da duracdo relativamente curta
do ensaio, podem avaliar-se os efeitos ao longo de diversas geracdes.

A resposta do sistema consiste na reducdo do crescimento numa série de culturas de algas (unidades de ensaio)
expostas a diferentes concentragdes da substincia em estudo. Essa resposta é avaliada em fung¢do da concentrac¢io
de exposigdo, por comparac¢do com o crescimento médio de culturas de controlo replicadas e ndo expostas a subs-
tancia em estudo. A fim de obter uma caracterizacdo total da resposta do sistema aos efeitos toxicos (optimiza¢do
da sensibilidade), permite-se o crescimento exponencial ndo limitado das culturas, com uma quantidade suficiente
de nutrientes e em condi¢des de iluminagdo constante, durante um perfodo suficiente para que se possa medir a
reducdo da taxa de crescimento especifica.

O crescimento, bem como a respectiva inibicdo, é quantificado através da medi¢do da biomassa das algas ao longo
do tempo. A biomassa das algas ¢ definida como o peso seco por unidade de volume, ou seja, ml de algas/litro de
solucdo de ensaio. A determinacdo do peso seco é, contudo, dificil, pelo que se utilizam pardmetros alternativos.
Entre esses, o mais utilizado é a contagem de células. Outros pardmetros alternativos incluem o volume de células,
a fluorescéncia, a densidade 6ptica, etc. Deve ser conhecido um factor de conversdo entre o pardmetro alternativo
medido e a biomassa.

O ponto final do ensaio ocorre quando se d4 inibi¢do do crescimento, expresso como o aumento logaritmico da
biomassa (taxa média de crescimento especifico) durante o periodo de exposicdo. A partir das taxas médias de cres-
cimento especifico registadas numa série de solugdes de ensaio, a concentragdo que causa uma inibi¢do da taxa de
crescimento de x % (p. ex.: 50 %) é determinada e expressa como E.C, (nesse caso, E,Cs).

Para efeitos da aplicagdo do presente método no ambito do quadro regulamentar da UE, o cdlculo dos resultados
deverd basear-se numa taxa média de crescimento especifico, pelos motivos abaixo expostos, no ponto 2.2. Uma
varidvel de resposta adicional utilizada no presente método de ensaio é o rendimento, que pode ser necessario para
dar cumprimento a exigéncias regulamentares especificas de alguns paises. Essa varidvel é definida como a bio-
massa no final do periodo de exposicio menos a biomassa no inicio do mesmo periodo. A partir do rendimento
registado numa série de solugdes de ensaio, a concentracdo que causa uma inibi¢do do rendimento de x % (p. ex.:
50 %) é determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E,Cs).

Por outro lado, a menor concentracio com efeito observavel (LOEC) e a concentracdo sem efeitos observaveis
(NOEC) podem ser determinadas estatisticamente.

INFORMACAO SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

A informagdo sobre a substincia em estudo que poderd ser ttil para estabelecer as condi¢es do ensaio inclui a sua
formula estrutural, pureza, estabilidade a luz, estabilidade nas condigdes de ensaio, propriedades de absor¢io da
luz, pKa e os resultados dos estudos de transformagdo, incluindo a biodegradabilidade na dgua.
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A hidrossolubilidade, o coeficiente de particdo octanol/dgua (P,,,) e a pressdo de vapor da substincia em estudo
deverido ser conhecidos, devendo estar disponivel um método validado para a quantificagio da substancia nas solu-
¢Oes de ensaio com uma eficiéncia de recuperagio e um limite de detec¢do conhecidos.

SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Para verificacdo do procedimento de ensaio, pode(m) ser ensaiada(s) (uma) substancia(s) de referéncia, como por
exemplo o 3,5-diclorofenol, utilizado na prova internacional do anel (4). O dicromato de potdssio pode também
ser utilizado como substancia de referéncia para as algas verdes. Serd desejavel proceder ao ensaio de uma subs-
tancia de referéncia pelo menos duas vezes por ano.

VALIDADE DO ENSAIO
Um ensaio é considerado valido quando satisfaz os seguintes critérios de desempenho:

— A biomassa das culturas de controlo deve ter aumentado exponencialmente num factor de pelo menos 16
durante as 72 horas do periodo de ensaio. Esse valor corresponde a uma taxa de crescimento especifica de
0,92 dia™'. A taxa de crescimento das espécies mais frequentemente utilizadas é geralmente muito mais ele-
vada (ver o apéndice 1). Este critério ndo poderd ser cumprido quando se utilizarem espécies de crescimento
mais lento do que as espécies que constam do apéndice 1. Nesses casos, o perfodo de ensaio deverd ser alar-
gado para permitir um factor de crescimento minimo de 16 nas culturas de controlo, devendo esse cresci-
mento ser exponencial durante todo o perfodo de ensaio. O periodo de ensaio poderd ser reduzido até ao
minimo de 48 horas, de modo a manter um crescimento exponencial ndo limitado durante todo o perfodo de
ensaio, desde que o factor minimo de multiplicacdo por 16 seja atingido,

— O coeficiente médio de variagdo das taxas de crescimento especifico em cada seccdo do ensaio (dias 0-1, 1-2
e 2-3, no caso dos ensaios de 72 horas) nas culturas de controlo (ver no ponto 1.2 a defini¢do de «coeficiente
de variagdo») ndo deve exceder os 35 %. No que respeita ao calculo das taxas de crescimento especifico em
cada sec¢do do ensaio, ver o segundo pardgrafo do ponto 2.2.1. Este critério ¢ aplicdvel ao valor médio dos
coeficientes de variagdo calculados para os replicados das culturas de controlo,

— O coeficiente de variagdo das taxas médias de crescimento especifico dos replicados das culturas de ensaio,
durante todo o perfodo de ensaio, ndo deve exceder 7 % nos ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata e com
Desmodesmus subspicatus. Em relagdo a outras espécies menos utilizadas, esse valor ndo deve exceder os 10 %.

DESCRICAO DO METODO

Equipamento

Os recipientes de ensaio e outros equipamentos que entrem em contacto com as solugdes de ensaio devem ser total-
mente construidos em vidro ou noutro material quimicamente inerte. Todo o material deve ser cuidadosamente
lavado, de forma a garantir que nenhum contaminante organico ou inorganico possa interferir com o crescimento
das algas ou com a composicdo das solugdes de ensaio.

Os recipientes de ensaio serdo normalmente frascos de vidro dimensionados de forma a permitir a recolha dos volu-
mes de cultura necessarios para as medi¢des ao longo do ensaio e a garantir uma superficie de contacto suficiente
para a permuta de CO, com a atmosfera (ver o segundo pardgrafo do ponto 1.8.9). De notar que o volume de
liquido deve ser suficiente para as necessdrias determinacdes analiticas (ver o quinto pardgrafo do ponto 1.8.11).

Adicionalmente, serd necessario o seguinte equipamento:

—  Aparelho de cultura: recomenda-se a utilizagdo de um armdrio ou cimara onde a temperatura de incubagdo
escolhida possa ser mantida com uma precisdo de * 2 °C,

— Instrumentos de medicdo da luz: é importante notar que o método escolhido para a medicdo da intensidade
luminosa e, em especial, o tipo de receptor (colector) terd influéncia sobre o valor medido. As medigdes deve-
rdo ser feitas, de preferéncia, utilizando um receptor esférico (4 m, que responda a luz directa e a luz reflectida
a partir de todos os dngulos acima e abaixo do plano de medi¢do) ou um receptor 2 m (que responda a luz
proveniente de todos os angulos acima do plano de medigao),

—  Aparelho para determinagdo da biomassa das algas: A contagem de células, que é o pardmetro alternativo mais
frequentemente utilizado para a biomassa das algas, poderd ser feita utilizando um contador electrénico de
particulas, um microscopio com cdmara de contagem ou um citémetro de fluxo. Outros métodos alternati-
VoS possiveis sdo a medigﬁo com um citometro de massa, com um fluorimetro, com um espectrofotémetro
ou com um colorimetro. Serd conveniente calcular um factor de conversdo que relacione a contagem de célu-
las com o peso seco. A fim de conseguir medicdes tteis para as baixas concentracdes de biomassa, quando se
utilize um espectrofotometro poderd ser necessario utilizar células com um percurso éptico minimo de 4 cm.
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Organismos de ensaio

Podem ser utilizadas diversas espécies de cianobactérias e de microalgas de dgua livre. As estirpes que constam da
lista do apéndice 1 mostraram-se apropriadas para utilizagdo no procedimento especificado no presente método
de ensaio.

Se forem utilizadas outras espécies, deverd ser comunicada a respectiva estirpe e/ou origem. E necessario confirmar
que o crescimento exponencial das algas seleccionadas para o ensaio pode ser mantido ao longo de todo o periodo
de ensaio, nas condi¢des vigentes.

Meio de crescimento

Sdo recomendados dois meios de crescimento alternativo, o meio OCDE e o0 meio AAP. As composi¢des desses
meios sdo apresentadas no apéndice 2. De notar que o valor inicial de pH e a capacidade tampdo (regulagio do
aumento do pH) dos dois meios sdo diferentes. Logo, os resultados dos ensaios poderdo ser diferentes em funcio
do meio utilizado, em especial quando estiverem em estudo substancias ionizantes.

Poderd ser necessrio modificar o meio de crescimento para determinados efeitos, como por exemplo quando se
pretender proceder ao ensaio de metais ou de agentes quelantes ou quando se pretender proceder a ensaios a dife-
rentes valores de pH. A utilizagdo de um meio modificado deve ser descrita em pormenor e justificada (3)(4).

Concentracdo inicial de biomassa

A biomassa inicial das culturas de ensaio deve ser a mesma em todas as culturas e suficientemente baixa para per-
mitir um crescimento exponencial ao longo de todo o perfodo de incubagio, sem risco de esgotamento dos nutri-
entes. A biomassa inicial ndo deve ser superior a 0,5 mg/l em peso seco. Sdo recomendadas as seguintes
concentragdes iniciais de células:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10°-10*  células/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x 10° células/ml
Navicula pelliculosa 10* células/ml
Anabaena flos-aquae 10* células/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10%10°  células/ml

Concentracdes da substincia em estudo

A gama de concentra¢des na qual é provavel a ocorréncia de efeitos pode ser determinada com base nos resultados
de ensaios de determinagdo da gama de concentra¢des a utilizar. Para o ensaio final e definitivo, devem ser selec-
cionadas pelo menos cinco concentragdes, organizadas numa série geométrica com um factor que ndo exceda
os 3,2. Para as substancias em estudo que mostrem uma curva de resposta & concentragdo invaridvel, poderd
justificar-se um factor mais elevado. As séries de concentragdes deverdo, de preferéncia, abranger uma gama que
cause uma inibi¢do de 5-75 % da taxa de crescimento das algas.

Replicados e controlos

O ensaio deve ser conduzido com trés replicados de cada concentragdo em estudo. Caso ndo seja necessario deter-
minar o NOEC, o ensaio poderd ser alterado de modo a aumentar o niimero de concentracdes estudadas, redu-
zindo o niimero de replicados por concentragdo. O controlo deve ter, no minimo, trés replicados e o ideal serd
utilizar para o controlo o dobro do niimero de replicados utilizados para cada concentragdo estudada.

Poderd ser preparado um conjunto separado de solugdes de ensaio para as determinagdes analiticas das concen-
tragdes da substancia em estudo (ver o quarto e o sexto pardgrafos do ponto 1.8.11).

Quando for utilizado um solvente para solubiliza¢gdo da substancia em estudo, o ensaio deverd incluir controlos
adicionais que contenham esse solvente a mesma concentra¢do usada nas culturas de ensaio.

Preparacio da cultura de in6culo

Para adaptar as algas as condi¢des de ensaio e garantir que se encontram na fase de crescimento exponencial quando
sdo utilizadas para inocular as solugdes em estudo, prepara-se uma cultura de inéculo, em meio de ensaio, 2-4 dias
antes do inicio do mesmo. A biomassa de algas deve ser ajustada de modo a permitir que o indculo se mantenha
em crescimento exponencial até ao inicio do ensaio. A cultura de inéculo deve ser incubada nas mesmas condi¢des
que as culturas de ensaio. O aumento da biomassa da cultura de indculo serd medido, para garantir que o seu cres-
cimento se encontra dentro dos padrdes normais para a estirpe de ensaio nas condigdes de cultura. Um exemplo
do procedimento a utilizar para a cultura de algas é apresentado no apéndice 3. Para evitar uma situacdo de divi-
soes celulares sincronizadas durante o ensaio, poderd ser necessdrio executar um segundo passo de propagacdo da
cultura de inéculo.
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Preparacio das solucdes em estudo

Todas as solucdes em estudo devem conter a mesma concentragdo de meio de crescimento e a mesma biomassa
inicial de algas de ensaio. As solugdes de ensaio as concentracdes escolhidas sio normalmente preparadas mistu-
rando uma solucdo de reserva da substincia em estudo com meio de crescimento e com a cultura de indculo. As
solucdes de reserva sio normalmente preparadas por dissolugdo da substancia no meio de ensaio.

Nos casos em que se pretenda adicionar ao meio de ensaio substancias pouco hidrossoliveis, poderdo ser utiliza-
dos solventes como a acetona, o dlcool t-butilico ou a dimetilformamida (2)(3). A concentracio de solvente, que
deve ser acrescentado a todas as culturas (incluindo as culturas de controlo) do ensaio a mesma concentragdo, ndo
deve ultrapassar os 100 pl/l.

Incubacio

Tapar os frascos de ensaio com rolhas permedveis ao ar. Os frascos sdo agitados e colocados no aparelho de incu-
bagdo. Durante o ensaio, é necessdrio manter as algas em suspensdo e facilitar as transferéncias de CO,. Para tal,
deve utilizar-se uma agitacdo ou um movimento constante. As culturas devem ser mantidas a uma temperatura
entre os 21 e os 24 °C, controlada com uma precisdo de * 2 °C. Quando forem utilizadas espécies diferentes das
que constam da lista do apéndice 1, por exemplo tropicais, poderdo ser necessério utilizar temperaturas mais ele-
vadas, desde que sejam cumpridos os critérios de validade. Recomenda-se que os frascos sejam colocados na incu-
badora de forma aleatdria e que a respectiva posi¢do seja mudada diariamente.

O pH do meio de controlo ndo deve aumentar mais do que 1,5 unidades durante o ensaio. Para os metais e com-
postos que ionizam parcialmente a um pH préximo do pH do ensaio, podera ser necessdrio limitar a variacdo do
pH, a fim de obter resultados reprodutiveis e bem definidos. Uma variacdo inferior a 0,5 unidades de pH ¢é tecni-
camente realizdvel e pode ser conseguida se se garantir uma taxa de transferéncia mdssica de CO, da atmosfera para
a solugdo de ensaio, por exemplo aumentando a agitagdo. Outra hipétese passa pela reducdo das necessidades de
CO,, reduzindo a biomassa inicial ou a duragdo do ensaio.

A superficie em que as culturas sdo incubadas deve receber uma iluminacdo fluorescente continua e uniforme, do
tipo «branco frio» ou duz do dia». As diferentes estirpes de algas e cianobactérias tém diferentes necessidades em
termos de luz. A intensidade da luz deve, portanto, ser adaptada ao organismo de ensaio utilizado. Para as espécies
recomendadas de algas verdes, a intensidade da luz ao nivel da solucdo de ensaio serd seleccionada na gama dos
60-120 pE'm>s™!, medidos na gama de comprimentos de onda necessaria para a fotossintese, entre 400-700 nm,
utilizando um receptor adequado. Algumas espécies, em especial a Anabaena flos-aquae, crescem bem com menor
intensidade de luz, podendo mesmo ser prejudicadas por uma luz demasiado intensa. Para essas espécies, deve ser
utilizada intensidade luminosa média de 40-60 pE-m 2" (para os instrumentos de medicdo da luz calibrados em
lux, uma gama equivalente a 4 440-8 880 lux para a luz branca corresponde aproximadamente a intensidade lumi-
nosa recomendada de 60-120 pE:m *s7"). A intensidade luminosa ndo deve variar mais de * 15 % em relagdo a
intensidade média sobre a zona de incubagio.

Duragdo do ensaio

A duragdo normal dos ensaios é de 72 horas. No entanto, poderdo ser efectuados ensaios de maior ou menor dura-
¢do, desde que estejam cumpridos todos os critérios de validade referidos no ponto 1.7.

Medicdes e determinacdes analiticas

A biomassa de algas em cada frasco serd determinada pelo menos uma vez por dia, ao longo do periodo de ensaio.
Se as medicdes forem efectuadas em pequenos volumes retirados da solugdo de ensaio por meio de uma pipeta,
esses volumes ndo devem ser repostos.

A medicdo da biomassa é efectuada por contagem manual de células num microscépio ou num contador electré-
nico de particulas (contagem de células e/ou biovolume). Podem ser utilizadas outras técnicas alternativas, como a
citometria de fluxo, a fluorescéncia clorofilica in vitro ou in vivo (6)(7) ou a densidade 6ptica, desde que se possa
demonstrar uma boa correlagio com a biomassa ao longo de toda a gama de concentragdes de biomassa prevista
durante o ensaio.

O pH das solugdes serd medido no inicio e no final do ensaio.

Desde que exista um procedimento analitico para a determinagdo da substancia em estudo na gama de concentra-
¢oes utilizada, as solucdes de ensaio deverdo ser analisadas para verificagdo da concentragdo inicial e da manuten-
¢do da concentracdo de exposicdo ao longo do ensaio.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

A andlise da concentracio da substincia em estudo no inicio e no final do ensaio, para as concentra¢des de ensaio
mais elevadas e mais baixas e para uma concentragdo proxima do ECs,, previsto, poderd ser suficiente quando nio
for esperada uma variagio das concentragdes de exposigdo superior a 20 % em rela¢do ao respectivo valor nominal
ao longo do ensaio. Nos casos em que seja improvdvel que as concentragdes se mantenham no intervalo de
80-120 % da concentragdo nominal, recomenda-se a andlise de todas as concentra¢des de ensaio no inicio e no final
do mesmo. Para as substancias em estudo voldteis, instdveis ou fortemente adsorventes, recomenda-se a realizacio
de amostragens suplementares para andlise a intervalos de 24 horas durante o periodo de exposi¢do, de modo a
caracterizar melhor a diminui¢do da concentracio da substincia em estudo. Para essas substancias, serd necessario
utilizar um nimero maior de replicados. Em qualquer dos casos, a determinagdo das concentragdes da substancia
em estudo s6 é necessdria num dos frascos replicados para cada concentragdo de ensaio (ou no contetido mistu-
rado de todos os frascos replicados).

O meio de ensaio preparado especificamente para a andlise das concentragdes de exposi¢do durante o ensaio deverd
ser tratado da mesma forma que o utilizado no ensaio, ou seja, deve ser inoculado com algas e incubado em con-
digoes idénticas. Se for necessdrio analisar a concentragdo da substancia em estudo dissolvida, as algas poderdo ter
de ser separadas do meio de crescimento. Essa separacdo deverd, de preferéncia, ser feita por centrifugacio a baixa
velocidade, suficiente para garantir a deposicdo das algas.

Se existirem provas de que a concentragdo da substancia de ensaio ndo variou mais de 20 %, durante o ensaio, em
relagdo ao valor da concentra¢io nominal ou da concentragdo inicial medida, a andlise dos resultados poderd
basear-se nos valores nominais ou iniciais medidos. Se a varia¢do em relagdo a concentracdo nominal ou a con-
centracdo inicial medida for superior a £ 20 %, a andlise dos resultados devera basear-se na média geométrica da
concentragdo durante a exposi¢do ou em modelos que descrevam a diminuigdo da concentragio da substancia em
estudo (3)(8).

O ensaio de inibicdo de crescimento de algas representa um sistema de ensaio mais dindmico do que a maior parte
dos outros tipos de ensaio de toxicidade a curto prazo em meio aquético. Logo, as concentragdes reais de exposi-
¢do poderdo ser dificeis de determinar, especialmente para as substincias mais adsorventes e ensaiadas a concen-
tragdes mais baixas. Nesses casos, o desaparecimento da substancia da solugdo, por adsor¢do a cada vez maior
biomassa de algas, ndo significa que a substancia tenha desaparecido do sistema de ensaio. Quando os resultados
do ensaio forem analisados, deve verificar-se se a diminui¢do da concentracdo da substincia em estudo ao longo
do mesmo ¢ ou ndo acompanhada de uma diminuicdo da inibi¢do do crescimento. Se for esse o caso, poderd ser
considerada a possibilidade de utilizagdo de um modelo que descreva a diminuigdo da concentragdo da substincia
em estudo (8). Sendo, o melhor poderd ser basear a andlise dos resultados nas concentra¢des iniciais (nominais
ou medidas).

Outras observagdes

O indculo deverd ser observado ao microscopio para verificar se a cultura apresenta um aspecto normal e sauddvel,
tal como as culturas de ensaio, no final do mesmo, para verificar se se observa algum aspecto anormal das algas
que possa ser causado pela exposi¢do a substancia em estudo.

Ensaio limite

Em determinadas circunstncias, ou seja, quando um ensaio preliminar indicar que a substancia em estudo ndo
apresenta efeitos toxicos em concentracdes até aos 100 mg-1™ ou até ao limite de solubilidade da substancia no
meio de ensaio (conforme a que seja menor), poderd proceder-se a um ensaio limite com comparagio das respos-
tas de um grupo de controlo e de um grupo exposto 2 substancia em estudo (a uma concentracdo de 100 mg-1™* ou
que corresponda ao limite de solubilidade da substincia no meio de ensaio). E fortemente recomendado que se con-
firme a auséncia de toxicidade através da andlise da concentracio de exposigdo. Todas as condigdes de ensaio e cri-
térios de validade anteriormente descritos sdo aplicdveis aos ensaios limite, com excep¢do da necessidade de utilizar,
no minimo, seis replicados dos frascos expostos a substincia. As varidveis de resposta dos grupos de controlo e de
exposi¢do podem ser analisadas através de um ensaio estatistico de comparacio das médias, como por exemplo o
teste t-Student. Caso as variancias dos dois grupos sejam diferentes, devera ser realizado um teste t-Student ajus-
tado para diferencas das varidncias.

Modificagdo para substincias fortemente coradas

Deve ser utilizada uma irradiagdo (intensidade luminosa) na parte superior da gama prevista pelo presente método
de ensaio: 120 uE‘m s ou mais.

O percurso 6ptico deve ser encurtado, reduzindo o volume das solucdes de ensaio (cerca de 5-25 ml).

Deve proceder-se a uma agitagdo suficiente, por exemplo sacudindo ligeiramente, de modo a obter uma frequéncia
elevada de exposi¢do das algas a altos niveis de irradiagdo na superficie da cultura.
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2.2.

APRESENTACAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO

A biomassa dos frascos de ensaio pode ser expressa nas unidades do pardmetro alternativo que tenha sido utilizado
para as medigdes (p. ex.: nimero de células, fluorescéncia).

Criar tabelas com a concentragdo estimada da biomassa das culturas de ensaio e dos controlos, em funcdo das con-
centracdes do material em estudo e do momento da amostragem, arredondado as horas, de modo a produzir gré-
ficos das curvas de crescimento. Numa primeira fase poderd ser dtil utilizar tanto a escala geométrica como a
logaritmica, mas a segunda € obrigatdria e resulta geralmente numa melhor representagdo das varia¢des do padrio
de crescimento durante o periodo de ensaio. De notar que o crescimento exponencial, quando apresentado em
escala logaritmica, resulta numa recta cuja inclina¢do (declive) indica a taxa de crescimento especifico.

Utilizando os gréficos, verificar se as culturas de controlo cresceram exponencialmente a taxa prevista ao longo de
todo o ensaio. Sdo factores criticos a andlise de todos os pontos, do aspecto global dos gréficos e a verificagdo dos
dados brutos e dos procedimentos aplicados, a fim de detectar eventuais erros. Verificar, em particular, qualquer
dos pontos que pareca ser afectado por erros sistematicos. Se se identificarem e/ou forem altamente provaveis erros
de procedimento, o ponto em causa serd identificado como um ponto aberrante e ndo devera ser incluido na and-
lise estatistica subsequente (uma concentragdo de algas igual a zero num dos dois ou trés replicados pode indicar
que o frasco ndo foi correctamente inoculado, ou que ndo estava suficientemente limpo). Os motivos para a rejei-
¢do de um ponto considerado como aberrante devem ser claramente indicados no respectivo relatério de ensaio.
Os motivos aceites sdo exclusivamente os (raros) erros de procedimento e ndo a simples falta de precisdo. Os pro-
cedimentos estatisticos para a identificacdo dos pontos aberrantes apresentam uma utilidade limitada para este tipo
de problemas, ndo substituindo nunca a opinido abalizada de um perito. Os pontos aberrantes (assinalados como
tal) deverdo, de preferéncia, ser conservados entre os dados apresentados posteriormente em qualquer grafico ou
tabela.

VARIAVEIS DE RESPOSTA

O objectivo do ensaio é determinar os efeitos da substancia em estudo sobre o crescimento das algas. O método de
ensaio descreve duas varidveis de resposta, ja que os Estados-Membros tém diferentes preferéncias e necessidades
regulamentares. Para que os resultados dos ensaios possam ser aceitdveis em todos os Estados-Membros, os efeitos
terdo de ser avaliados utilizando ambas as varidveis de resposta, a) e b), a seguir descritas.

a) Taxa média de crescimento especifico: esta varidvel ¢ calculada com base no aumento logaritmico didrio da
biomassa durante o periodo de ensaio.

b) Rendimento: a varidvel de resposta é a biomassa no final do ensaio menos a biomassa no inicio do mesmo.

Para efeitos da aplicacdo do presente método no dmbito do quadro regulamentar da UE, o cdlculo dos resultados
deverd basear-se numa taxa média de crescimento especifico, pelos motivos abaixo expostos. Cabe aqui notar que
os valores de toxicidade calculados através destas duas varidveis de resposta ndo sdo compardveis e que essa dife-
renga tem de ser reconhecida para efeitos da utilizagdo dos resultados do ensaio. Os valores de EC, baseados na
taxa média de crescimento especifico (E,C,) serdo geralmente mais elevados do que os resultados baseados no ren-
dimento (E,C,), se forem seguidas as condigdes de ensaio apresentadas no presente método de ensaio, devido a base
matemdtica das respectivas abordagens. Esse facto ndo deve ser interpretado como uma diferenca de sensibilidade
entre as duas varidveis de resposta, mas simplesmente como uma diferenca matemadtica entre os valores. O con-
ceito de taxa média de crescimento especifico baseia-se no padrio geral de crescimento exponencial das algas em
culturas ndo sujeitas a limitagdes, sendo a toxicidade estimada com base nos efeitos sobre a taxa de crescimento, e
ndo depende do valor absoluto da taxa de crescimento especifico dos controlos, do declive da curva de concentragio-
-resposta ou da duracdo do ensaio. Em contraste, os resultados baseados no rendimento enquanto varidvel de res-
posta sdo dependentes de todas essas varidveis. O valor de E,C, é dependente da taxa de crescimento especifico da
espécie de algas utilizada em cada ensaio e da taxa maxima de crescimento especifico, que pode ser diferente para
as diferentes espécies ou mesmo para as diferentes estirpes de algas. Esta varidvel de resposta ndo deve ser utilizada
para comparar a sensibilidade das diferentes espécies ou mesmo das diferentes estirpes de algas aos produtos toxi-
cos. Embora seja preferivel, do ponto de vista cientifico, utilizar a taxa média de crescimento especifico para a esti-
macdo da toxicidade, as estimativas da toxicidade com base no rendimento foram também incluidas no presente
método de ensaio para satisfazer as actuais exigéncias regulamentares de alguns paises.
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2.2.1.

2.2.2.

Taxa média de crescimento

A taxa média de crescimento especifico para um determinado periodo ¢ calculada como o aumento logaritmico da
biomassa em cada um dos frascos de controlo e de ensaio, a partir da seguinte equagio:

InX.—1InX
=——J 1

t—t
i

Pi-i (dia‘l)

onde:

I € a taxa média de crescimento especifico entre 0 momento i e 0 momento j
¢ a biomassa no momento i

X: ¢ abiomassa no momento j

Para cada um dos grupos de exposicdo e de controlo, calcular um valor médio da taxa de crescimento, associado as
respectivas estimativas da variancia.

Calcular a taxa média de crescimento especifico ao longo de todo o ensaio (normalmente nos dias 0-3), utilizando
o valor nominal da biomassa inoculada como valor inicial, de preferéncia a utilizagdo de um valor medido nesse
momento, jd que dessa forma se consegue geralmente uma precisdo mais elevada. Se o equipamento utilizado para
a medigdo da biomassa permitir uma determinacdo suficientemente precisa dos niveis reduzidos de biomassa pre-
sentes apés a inoculagdo (p. ex.: citémetro de fluxo), poderd utilizar-se o valor medido de concentracdo inicial da
biomassa. Verificar igualmente as taxas de crescimento em cada sec¢do do ensaio, calculadas como as taxas de cres-
cimento especifico em cada dia do ensaio (dias 0-1, 1-2 e 2-3), verificando se a taxa de crescimento dos controlos
se mantém constante (ver os critérios de validade, ponto 1.7). Uma taxa de crescimento especifico significativa-
mente mais baixa no primeiro dia do que a taxa média de crescimento especifico da totalidade do ensaio pode indi-
car uma fase de laténcia. Embora a fase de laténcia possa ser minimizada ou mesmo praticamente eliminada nas
culturas de controlo através de uma propagacio adequada da cultura de arranque, essa fase de laténcia nas culturas
expostas a substancia em estudo pode indicar uma recuperagdo apds a fase inicial de stress por toxicidade ou uma
menor exposi¢do a substincia em estudo devido ao seu desaparecimento (incluindo a eventual adsor¢do a bio-
massa das algas) ap6s a exposi¢do inicial. Logo, a taxa de crescimento em cada sec¢do do ensaio pode ser avaliada
para verificar os efeitos da substancia em estudo durante o periodo de exposi¢do. A existéncia de diferencas subs-
tanciais entre as taxas de crescimento de cada seccdo do ensaio e a taxa média de crescimento indica um desvio em
relagdo a situagdo de crescimento exponencial constante, exigindo portanto uma andlise mais pormenorizada das
curvas de crescimento.

Calcular a percentagem de inibicdo da taxa de crescimento para cada um dos replicados expostos, utilizando a
seguinte equacao:

Be=Hr
Be

%l = %100

onde:

%l percentagem de inibicdo da taxa média de crescimento especifico
B valor médio das taxas médias de crescimento especifico (u) no grupo de controlo

pr taxa média de crescimento especifico dos replicados do grupo exposto

Quando forem utilizados solventes na preparacdo das solugdes de ensaio, devem utilizar-se para o cdlculo da per-
centagem de inibi¢do os controlos com adicdo de solvente, em vez dos controlos apenas do meio de cultura.

Rendimento

O rendimento é calculado como a biomassa no final do ensaio menos a biomassa inicial, em cada um dos frascos
de controlo e de exposi¢do. Para cada uma das concentragdes de ensaio e de controlo, calcular um valor médio de
rendimento, associado as respectivas estimativas da variancia. A percentagem de inibicdo do rendimento (% 1,) pode
ser calculada, para cada replicado exposto, do seguinte modo:

Y -
%Iy=%><100
C

onde:
%1 percentagem de inibi¢io do rendimento

Yo valor médio de rendimento no grupo de controlo

Y:  valor de rendimento para os replicados expostos
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2.3.

2.4,

GRAFICO DA CURVA DE RESPOSTA A CONCENTRACAO

Desenhar o grafico da percentagem de inibi¢do em fung¢io do logaritmo da concentragdo da substancia em estudo
e analisar o grafico cuidadosamente, ndo entrando em consideragdo com os pontos que tenham sido identificados
como aberrantes na primeira fase. Ajustar uma curva aproximada aos pontos experimentais, a vista ou por inter-
polacio informatica, de modo a obter uma primeira impressdo da relagdo de resposta a concentragdo, ap6s o que
se deverd proceder a defini¢do de uma curva mais exacta, de preferéncia utilizando métodos estatisticos computo-
rizados. Dependendo da utilizacdo que se pretenda dar aos dados, a qualidade (precisdo) e a quantidade de dados,
bem como a disponibilidade de ferramentas de analise dos mesmos, poderd decidir-se (por vezes, justificadamente)
nesta fase ndo continuar a andlise dos dados e limitar as leituras a determinacdo dos valores-chave ECs, e EC,, (e/ou
EC,,) a partir da curva ajustada a vista (ver também o ponto seguinte, em relagdo aos efeitos de estimulagdo). Entre
as razdes vdlidas para a ndo utilizagdo de um método estatistico podem referir-se:

—  Os dados ndo permitem obter, a partir de um método computorizado, resultados mais fidveis do que os que
se conseguem obter por opinido abalizada — nessas situagdes, alguns programas informdticos poderdo
mesmo ser incapazes de apresentar qualquer solugdo fidvel (iteragdes divergentes, etc.),

— Os casos em que a respostas ¢ a estimulacdo do crescimento ndo sdo bem descritos pelos programas infor-
maticos disponiveis (ver abaixo).

PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O objectivo é descrever de forma quantitativa, por andlise de regressdo, a relagio concentragdo-resposta. Pode
utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformagdo de lineariza¢do dos dados de res-
posta — por exemplo para unidades probit, logit ou de Weibull (9), mas a técnica preferida € a aplicacdo de proce-
dimentos de regressdo ndo linear, que permitem lidar melhor com as inevitaveis irregularidades dos dados e com
os desvios em relagdo a uma boa distribui¢do. Nas zonas proximas da inibicdo nula ou total, essas irregularidades
podem mesmo ser magnificadas pela transformagdo, o que ird interferir com a andlise (9). Cabe aqui notar que os
métodos padrio de andlise que utilizam os transformados probit, logit ou Weibull se destinam a andlise de dados
quantais (p. ex.: mortalidade e sobrevivéncia), pelo que terdo de ser alterados para lidar com dados de crescimento
ou de biomassa. Alguns métodos para a determinagdo dos valores de EC, a partir de dados continuos podem ser
consultados em (10), (11) e (12). A utilizacdo da andlise de regressdo ndo linear é apresentada com mais pormenor
no apéndice 4.

Para cada uma das varidveis de resposta em estudo, utilizar a relagio concentracio-resposta para estimar os valores
de EC,. Sempre que possivel, devem ser determinados os limites do intervalo de confianca a 95 %. Para cada esti-
mativa, a adequacdo do ajustamento da curva estimada pelo modelo de regressdo aos dados de resposta deve ser
avaliada, graficamente ou por métodos estatisticos. A andlise de regressdo deve ser efectuada utilizando os valores
de cada replicado e ndo o valor médio para cada grupo exposto. No entanto, se o ajustamento de um grafico ndo
linear se revelar dificil ou ndo for possivel devido a grande dispersdo dos dados, o problema poderd ser contornado
pela aplicacdo da regressdo aos valores médios de cada grupo, como forma prética de reduzir a influéncia dos pon-
tos que sejam provavelmente aberrantes. A utilizagdo desse método deve ser referida no relatério de ensaio como
um desvio em relacdo ao procedimento normal, por ndo ter sido possivel ajustar uma curva aos valores individuais
de todos os replicados com bons resultados.

As estimativas do ECs, e os respectivos intervalos de confianca podem também ser obtidos utilizando uma inter-
polagdo linear com bootstrapping (13), quando os modelos/métodos de regressdo disponiveis ndo forem aplicéveis
aos dados existentes.

Para a estimagdo do LOEC e, portanto, do NOEC, bem como dos efeitos da substincia em estudo sobre a taxa de
crescimento, serd necessario analisar as médias dos frascos expostos utilizando técnicas de andlise da variancia
(ANOVA). A média para cada concentragio deve entdo ser comparada com a média observada no controlo, utili-
zando um método apropriado de comparagdo mdltipla ou de andlise das tendéncias. Os testes de Dunnett ou de
Williams (14)(15)(16)(17)(18) poderio ser titeis para esse efeito. E necessario verificar se estd garantida a presuncio
de homogeneidade da variancia das andlises ANOVA. Essa verificagdo poderd ser realizada graficamente ou através
de um teste formal (18). Podem ser utilizados os testes de Levene ou de Bartlett. O problema do ndo cumprimento
da presungdo de homogeneidade das varidncias pode por vezes ser corrigido através da transformacio logaritmica
dos dados. Caso a heterogeneidade das variancias seja extrema e ndo possa ser corrigida por transformagio, deverd
ser considerada a possibilidade de utilizagdo de métodos de anlise das tendéncias como por exemplo o método
degressivo de Jonkheere. Para mais orientacdes sobre a determinagdo do NOEC, consultar a referéncia (12).

Os mais recentes desenvolvimentos cientificos conduziram a recomendacdo de que fosse abandonado o conceito
de NOEC, que deverd ser substituido pela estimagdo de valores de EC, por regressdo. No caso do presente ensaio
com algas, ndo foi definido nenhum valor ideal para o x. A gama entre 10-20 % parece ser apropriada (depen-
dendo da varidvel de resposta escolhida), devendo ser comunicados, de preferéncia, tanto os valores de EC,, como
de EC,y-
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2.5.

2.6.

3.1.

ESTIMULACAO DO CRESCIMENTO

Por vezes, pode observa-se uma estimulagdo do crescimento (inibigdo negativa) a baixas concentragdes. Esse fené-
meno pode resultar tanto de hormese (cestimulagdo por toxicos») como da adigdo de factores estimulantes do cres-
cimento associados ao material em estudo que é adicionado ao meio de reserva. Cabe aqui notar que a adi¢do de
nutrientes inorganicos ndo deverd, em principio, ter qualquer efeito directo sobre o ensaio, na medida em que o
meio de ensaio deve, de qualquer modo, garantir uma situacdo de excedente de nutrientes ao longo de todo o
ensaio. A estimulacdo a baixas concentragdes pode geralmente ser ignorada para efeitos do cdlculo de ECs,, a ndo
nos casos em que ¢ extrema. Nesses casos de estimulacdo extrema, ou quando o valor de x em EC, ¢ muito baixo,
poderd ser necessério utilizar procedimentos especiais. A eliminacdo pura e simples das respostas de estimula¢io
para efeitos da andlise dos dados deve ser evitada sempre que possivel e, nos casos em que os programas de ajus-
tamento de curvas aos dados ndo consigam lidar com as consequéncias da estimulagdo a baixas concentragdes, pode
recorrer-se a interpolagdo linear com bootstrapping. Se a estimulagdo seja extrema, pode considerar-se a possibili-
dade de utilizar um modelo de hormese (19).

INIBICAO NAO TOXICA DO CRESCIMENTO

Os materiais em estudo que absorvam a luz podem ocasionar uma diminuigdo da taxa de crescimento por efeito da
redugdo da quantidade de luz disponivel. Esse efeitos de tipo fisico devem ser calculados de forma independente
dos efeitos toxicos, se necessario alterando as condicdes do ensaio, e apresentados separadamente. Para mais ori-
entagdo sobre esta questdo, ver as referéncias (2) e (3).

RELATORIOS

RELATORIO DE ENSAIO

O relatério do ensaio deve incluir a seguinte informagdo:

Substéancia em estudo:

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas relevantes, incluindo o limite de hidrossolubilidade,
— dados relativos a identificagdo quimica, incluindo a pureza.

Espécie de ensaio:

— estirpe, fornecedor ou fonte do organismo e condic¢des de cultura utilizadas.

Condigdes de ensaio:

— data de inicio do ensaio e respectiva duracdo,

— descri¢do do planeamento do ensaio: recipientes de ensaio, volume das culturas, densidade da biomassa no
inicio do ensaio,

— composi¢do do meio,

— concentragdes de ensaio e replicados (p. ex.: niimero de replicados, niimero de concentracdes ensaiadas e pro-
gressdo geométrica utilizada),

— descrigdo da preparacdo das solugdes de ensaio, incluindo a eventual utilizagdo de solventes, etc.,
— equipamento de incubacio,

— intensidade e qualidade da luz (fonte, homogeneidade),

— temperatura,

—  concentra¢des ensaiadas: concentragdes nominais do ensaio e resultados das andlises para determinacio da
concentragdo da substancia em estudo nos frascos de ensaio. Devem ser comunicados a eficdcia de recupera-
¢do e o limite de quantificagdo do método na matriz de ensaio,

— todos os desvios em relagdo ao presente método de ensaio,
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método de determinacio da biomassa e provas da correlagdo entre o parametro medido e o peso seco.

Resultados:

valores do pH no inicio e no final do ensaio, para todos os frascos expostos,
biomassa em cada frasco e em cada ponto de medicdo, bem como o método utilizado para a sua medigdo,
curvas de crescimento (graficos da biomassa em fung¢do do tempo),

varidveis de resposta calculadas para cada replicado exposto, com os respectivos valores médios, e coeficiente
de variacdo dos replicados,

representa¢do gréfica da relagio concentragdo/efeito,

estimativas da toxicidade para as varidveis de resposta, p. ex.: EC5q, EC;,, EC,, € 0s intervalos de confianca
associados. Quando forem calculados, valores do LOEC e do NOEC e métodos estatisticos utilizados para a
respectiva determinagdo,

caso tenha sido utilizada uma andlise ANOVA, dimensdo do efeito detectado (p. ex.:, diferengas menos
significativas),

ocorréncia de estimulagdo do crescimento que tenha sido verificada em qualquer dos grupos expostos,
qualquer outro efeito observado, como por exemplo a alteragdo da morfologia das algas,

discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia sobre os resultado do ensaio que seja decorrente das
alteragdes efectuadas em relagdo ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1
Estirpes que se revelaram adequadas para o ensaio

Algas verdes

—  Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente designada por Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4,
61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (anteriormente designada por Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatomdceas

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cianobactérias
—  Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A
—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Origem das estirpes

As estirpes recomendadas estdo disponiveis sob a forma de culturas puras nas seguintes colec¢des (por ordem alfabética):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

EUA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

REINO UNIDO

SAG — Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen

Nikloausberger Weg 18

D-37073 Gottingen

ALEMANHA

UTEX Culture Collection of Algae

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

EUA
Aspecto e caracteristicas das espécies recomendadas
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Aspecto Células Células ovais, Bastonetes Cadeias de Bastonetes

isoladas, na sua maioria células ovais

curvadas e isoladas

torcidas
Dimensdes (C x L), em um 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6 x1
Volume celular (um?[célula) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5(3)
Peso seco das células 2-3x 1078 3-4x 1078 3-4x 1078 1-2x 1078 2-3x 1077
(mg/célula)
Taxa de crescimento (%) (dia™") | 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Medido com um contador electrénico de particulas.

(?) Calculado a partir das dimensdes medidas.

(%) Taxa de crescimento mais frequentemente observada em meio OCDE, com incubagio a 21 °C com uma intensidade luminosa de apro-

ximadamente 70 pE-m s,
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Recomendagdes especificas quanto a cultura e a0 manuseamento das espécies de ensaio recomendadas

Pseudokirchneriella subcapitata e Desmodesmus subspicatus

Estas algas verdes sdo geralmente fdceis de conservar em diferentes meios de cultura. Toda a informacio sobre os meios mais
adequados estd disponivel junto das colec¢des de culturas. As células apresentam-se normalmente isoladas e a sua densidade
pode ser facilmente medida utilizando um contador electrénico de particulas ou um microscépio.

Anabaena flos-aquae

Diferentes meios de cultura podem ser utilizados para manter uma cultura de arranque. E particularmente importante evitar
que a cultura em meio liquido vé para além da fase de crescimento exponencial, ja que a recuperagdo se torna dificil para 14
desse ponto.

A Anabaena flos-aquae desenvolve agregados de cadeias de células. A dimensdo desses agregados pode variar em fungdo das
condicdes de cultura. Para se poder proceder a contagem de células com um contador electrénico de particulas ou com um
microscépio, com vista a determinagdo da biomassa, poderd ser necessdrio quebrar esses agregados.

As amostras podem ter de ser divididas em subamostras e tratadas com ultra-sons para quebrar as cadeias e reduzir a vari-
abilidade das contagens. O tratamento com ultra-sons para quebrar as cadeias pode destruir as células se for demasiado pro-
longado. A intensidade e a duragdo do tratamento com ultra-sons devem ser idénticos para todas as amostras tratadas.

Contar as células num ntimero suficiente de campos do hemocitémetro (pelo menos 400 células) para compensar a varia-
bilidade. A fiabilidade das determinacdes através da densidade microscdpica serd assim maior.

O volume total de Anabaena pode ser determinado com um contador electrénico de particulas, depois de quebrar as cadeias
de células através de um tratamento cuidadoso com ultra-sons. A energia dos ultra-sons deve ser ajustada de forma a evitar
provocar danos nas células.

Utilizar um agitador magnético de rotacdo ou outro método semelhante que permita garantir que a suspensdo de algas uti-
lizada para inocular os frascos de ensaio esteja bem misturada e seja homogénea.

Os frascos de ensaio devem ser colocados num agitador orbital ou lateral, a cerca de 150 rotagdes por minuto. Em alterna-
tiva, pode utilizar-se uma agitacdo intermitente para reduzir a tendéncia para a criacdo de agregados da Anabaena. Se houver
agregacdo, deve ter-se o cuidado de retirar amostras representativas para as medigdes de biomassa. Poderd ser necessério agi-
tar vigorosamente os frascos imediatamente antes da mostra, de modo a desfazer os agregados de algas.

Synechococcus leopoliensis

Diferentes meios de cultura podem ser utilizados para manter uma cultura de arranque. Toda a informacio sobre os meios
mais adequados estd disponivel junto das colecgdes de culturas.

A Synechococcus leopoliensis apresenta células isoladas, em forma de bastonete. As células sio muito pequenas, o que com-
plica a utilizagdo das contagens ao microscdpio para a medicdo da biomassa. Poderd utilizar-se um contador electrénico de
particulas equipado para a contagem de particulas com uma dimensdo minima aproximada de 1 pm. Outra possibilidade é
medigdes fluorimétricas in vitro.

Navicula pelliculosa

Podem ser utilizados diferentes meios de cultura para manter uma cultura de arranque. Toda a informagdo sobre os meios
mais adequados estd disponivel junto das colecgdes de culturas. De notar que o meio terd de conter silicatos.

A Navicula pelliculosa pode, em certas condi¢des de cultura, formar agregados. Uma vez que produzem lipidos, as células tém
por vezes tendéncia a acumularem-se na pelicula superficial. Nessas circunstancias, terdo de se adoptar medidas especiais,
aquando da recolha das subamostras para determina¢do da biomassa, de modo a obter amostras representativas. Poderd ser
necessaria uma agitacdo vigorosa, por exemplo com um agitador magnético de rotacdo.
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Apéndice 2

Meio de cultura

Pode utilizar-se um dos dois meios de cultura seguintes:

Meio OCDE: meio original do método OECD TG 201, norma ISO 8692;

Meio US EPA AAP, norma ASTM.

Para a preparagdo destes meios, deve utilizar-se reagentes ¢ produtos quimicos de qualidade analitica e d4gua desionizada.

Composicio do meio AAP (US. EPA) e do meio OECD TG 201

Composto EPA OCDE
mg]l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCl,6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl,-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 | 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 | 0,0000289
CuCl,.2(H,0) 0,000012 | 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

() A relacdo molar do EDTA para o ferro é ligeiramente superior a 1, o que permite evitar a precipitacdo do
ferro e, simultaneamente, minimizar a quelagdo dos ides de metais pesados.

Nos ensaios com a diatomdcea Navicula pelliculosa, ambos os meios devem ser complementados com Na,SiO5-9H,0, na
quantidade necessdria para obter uma concentragio final de 1,4 mg Si/l.

O pH do meio ¢é fun¢do do equilibrio entre o sistema carbonato do meio e a pressdo parcial de CO, no ar atmosférico. A
relacdo aproximada entre o pH a 25 °C e a concentra¢do molar de bicarbonato é dada por:

pHeq = 11,30 + log [HCO,]

Com 15 mg/l de NaHCO;, pH,, = 7,5 (meio U.S. EPA) e com 50 mg/l NaHCO;, pH,,, = 8,1 (meio OCDE).
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Composicio elementar dos meios de ensaio

Elemento EPA OCDE

mg|l mg|l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115

Preparacio do meio OCDE

Nutriente Concentragdo na solugdo de reserva

Solugdo de reserva 1: macronutrientes

NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2gl?
CaCl,2H,0 1,8 gl
MgS0,-7H,0 1,5 gl
KH,PO, 0,16 gI™!

Solugdo de reserva 2: ferro

FeCl;-6H,0 64 mgl-!
Na,EDTA-2H,0 100 mg-!

Solugdo de reserva 3: oligoelementos

H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
CuCl,-2H,0 0,01 mgl™’
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!

Solugdo de reserva 4: bicarbonato

NaHCO, 50 g
Na,S$i0,-9H,0

Esterilizar as solucdes de reserva por filtracdo através de membrana (didmetro de poro de 0,2 um) ou em autoclave (120 °C,
15 min). Armazenar as solugées ao abrigo daluz, a 4 °C.

Nao esterilizar as solucdes 2 e 4 em autoclave, mas sim por filtragdo através de membrana.
Preparar o meio de cultura adicionando um volume apropriado das solucdes de reserva 1-4 a dgua.
Adicionar a 500 ml de dgua esterilizada:

— 10 ml da solugdo de reserva 1

— 1 ml da solugdo de reserva 2

— 1 ml da solugdo de reserva 3

— 1 ml da solugdo de reserva 4
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Completar o volume até 1 000 ml, com dgua esterilizada.

Permitir que decorra um tempo suficiente para que o meio atinja o equilibrio com o CO, atmosférico, se necessario bor-
bulhando com ar estéril filtrado durante algumas horas.

Al.2.1.
A1.2.2.
Al1.2.3.
Al.2.4.
A1.2.5.
Al.2.6.
Al1.2.7.
A1.2.8.

Al.3.

Al.3.1.
Al1.3.2.
Al.3.3.
Al.3.4.
Al.3.5.
Al.3.6.
Al.3.7.
Al1.3.8.

Al1.3.9.

Al.4.
Al.5.

Al.6.

Preparacio do meio AAP

Adicionar 1 ml de cada uma das solugdes de reserva descritas em A1.2.1-A1.2.7 a cerca de 900 ml de dgua desi-
onizada ou destilada, corrigindo depois o volume até 1 1.

As solugdes de reserva de macronutrientes sdo preparadas dissolvendo os seguintes elementos em 500 ml de dgua
desionizada ou destilada. Os reagentes A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 ¢ A1.2.4 podem ser combinados numa tnica solu-
¢do de reserva.

NaNO; - 12,750 g.

Mg(Cl,6H,0 - 6,082 g.

CaCl,2H,0 - 2,205 g.

Solugdo de reserva Micronutrientes (ver o ponto A1.3).
MgSO,-7H,0 - 7,350 g.

K,HPO, - 0,522 g.

NaHCO; - 7,500 g.

Na,Si0;-9H,0 — Ver o ponto Al.1.

Nota A1.1 — Utilizar exclusivamente quando a espécie de ensaio for uma diatomdcea. O composto pode ser acres-
centado directamente (202,4 mg) ou utilizando uma solugdo de reserva que permita obter uma concentragio final
de Si de 20 mg/l no meio

As solugdes de reserva de micronutrientes sdo preparadas dissolvendo os seguintes elementos em 500 ml de dgua
desionizada ou destilada.

H,BO, - 92,760 mg.

MnCl,-4H,0 - 207,690 mg.

ZnCl, — 1,635 mg.

FeCl,-6H,0 — 79,880 mg.

CoCl,"6H,0 — 0,714 mg.

Na,Mo0,,-2H,0 - 3,630 mg.

CuCl,-2H,0 - 0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0 — 150,000 mg.

[(Etilenodinitrilo)tetraacetato de diss6dio].

Na,SeO,-5H,0 - 0,005 mg — Ver o ponto A1.2.

Nota A1.2 — Utilizar exclusivamente no meio para as culturas de arranque de espécies de diatomdceas.
Ajustar o pH a 7,5 £ 0,1 com HCl ou NaOH 0,1 N ou 1,0 N.

Filtrar os meios para um recipiente esterilizado através de um filtro de membrana com um didmetro de poro de
0,22 pm, se se pretender utilizar um contador electrénico de particulas, ou de 0,45 pm, se néo for esse o caso.

Armazenar o meio ao abrigo da luz, a 4 °C, até ao momento da utilizagdo.
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Apéndice 3

Exemplo de um procedimento para a cultura de algas

Observacdes gerais

O objectivo da cultura de acordo com o procedimento a seguir descrito € a preparacdo de culturas de algas para a realiza¢do
de ensaios de toxicidade.

Devem ser utilizados métodos que permitam garantir que as culturas de algas ndo sejam infectadas por bactérias. Mesmo
que se pretendam utilizar culturas puras, devem preparar-se e ser conservadas culturas de cada uma das diferentes espécies
de algas.

Todas as operacdes devem ser realizadas em condigdes de esterilidade, de modo a evitar a contaminagdo por bactérias ou
por outras algas.

Equipamento e material

Ver o ponto «<Método de Ensaio»: Equipamento.

Procedimentos para a obtengdo de culturas de algas

Preparagdo das solugdes nutrientes (meios):

Todos os sais nutrientes do meio sdo preparados como solugdes de reserva concentradas e armazenados ao abrigo da luz e
ao frio. As solucdes sdo esterilizadas por filtracio ou em autoclave.

Os meios sdo preparados misturando a quantidade correcta de solucdo de reserva com dgua destilada esterilizada, tomando
o cuidado de evitar infec¢des. Para os meios sélidos, é acrescentado agar-agar a concentracdo de 0,8 %.

Culturas de arranque:

As culturas de arranque sdo culturas de algas com pequeno volume que sdo regularmente transferidas para meio fresco, de
modo a que possam ser utilizadas como indculo para os ensaios. Se as culturas ndo forem regularmente utilizadas, devem
ser conservadas por inoculagdo em tubos com meio de dgar-dgar inclinado. As culturas serdo transferidas para meio fresco
pelo menos uma vez de dois em dois meses.

As culturas de arranque sdo feitas em frascos conicos (com um volume de cerca de 100 ml), com o meio apropriado. Quando
as algas forem incubadas a 20 °C com iluminacdo continua, serd necessdrio transferi-las a cada semana.

Durante a transferéncia, uma determinada quantidade da cultura «antiga» é transferida com uma pipeta esterilizada para um
frasco com meio fresco, de modo a obter, para as espécies de crescimento rdpido, uma concentracio inicial cerca de 100
vezes inferior a que existia na cultura original.

A taxa de crescimento de uma espécie pode ser determinada a partir da sua curva de crescimento. A partir do momento em
que seja conhecida, é possivel estimar a densidade a que a cultura deve ser transferida para o meio fresco. A transferéncia
deve ser feita antes de a cultura atingir a fase de morte celular.

Pré-cultura:

O objectivo da pré-cultura é obter uma quantidade de algas adequada para a inoculacdo das culturas de ensaio. A pré-cultura
serd incubada em condi¢des de ensaio e utilizada enquanto se encontra na fase exponencial, normalmente apés um perfodo
de incubacdo de 2 a 4 dias. Quando as culturas de algas apresentarem células deformadas ou anormais, devem ser descartadas.
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Apéndice 4

Andlise dos dados por regressio ndo linear

Consideracdes de caricter geral

A resposta dos ensaios com algas e de outros ensaios de crescimento microbiano — o aumento da biomassa é, por natu-
reza, uma varidvel continua ou métrica — terd a forma de uma taxa quando se utilizar a taxa de crescimento ou de um inte-
gral em fung¢do do tempo se se escolher utilizar a quantidade de biomassa. Ambas as varidveis serdo referenciadas em fungdo
da resposta média dos replicados de controlo, ndo expostos, que apresentem uma resposta mais elevada as condigdes vigen-
tes — sendo que a temperatura ¢ a luz sdo os principais factores determinantes nos ensaios com algas. O sistema ¢ distri-
buido ou homogéneo, e a biomassa pode ser vista como um valor continuo, sem tomar em consideragdo as células
individuais. A distribui¢do das varidncias do tipo de resposta estd, nesses sistemas, exclusivamente relacionada com os fac-
tores experimentais (tipicamente descritos pela curva log-normal ou pela distribuicdo normal dos erros). Esta situa¢do con-
trasta com as respostas tipicas dos bioensaios com dados quantais, nos quais a tolerancia (tipicamente distribuida de forma
binomial) de cada organismo é frequentemente assumida como a componente dominante da varidncia. As respostas dos con-
trolos sdo, nesse caso, nulas ou correspondentes a linha de base.

Numa situacdo sem complicagdes, a resposta normalizada ou relativa, r, diminui de forma monoténica entre 1 (inibi¢do nula)
e 0 (inibi¢do a 100 %). De notar que todas as respostas tém um erro associado, pelo que se poderdo constatar inibicdes nega-
tivas apenas por efeito dos erros aleatérios.

Andlise de regressio

Modelos

O objectivo da andlise de regressdo ¢ a descri¢do quantitativa da curva de concentragdo-resposta, sob a forma de uma fun-
¢do matematica de regressio Y = f (C) ou, mais frequentemente, F (Z), onde Z = log C. A utilizacdo da funcdo inversa
C = ! (Y) permite o cdlculo dos valores de EC,, incluindo ECs,, EC;, e EC,,, bem como dos respectivos limites de confi-
anga a 95 %. Diversas funcdes matemadticas simples podem ser utilizadas para uma boa descrigdo da relagdo concentragio-
-resposta obtida em ensaios de inibi¢do de crescimento com algas. Essas fung¢des incluem, por exemplo, a equagio logistica,
a equacdo assimétrica de Weibull e a fungdo de distribuido log normal, todas curvas sigméides que se aproximam da assimp-
tota 1 quando C — 0 e da assimptota 0 quando C — infinito.

A utilizagdo de modelos com uma fungio de limite continuo (p. ex.: 0 modelo Kooijman «para a inibicdo do crescimento da
populagdo», Kooijman et al. 1996) foi recentemente proposta como alternativa aos modelos assimptdticos. Esse modelo
assume que ndo hd qualquer efeito as concentragdes que se encontram abaixo de um determinado limite, ECO+, estimado
por extrapolagio, a partir da relagdo concentragdo-resposta, do ponto de intercep¢do do eixo das concentragdes, aplicando
uma fungdo continua simples que ndo ¢ diferenciada no ponto inicial.

De notar que a andlise em causa poderd ser uma simples minimizagdo da soma dos minimos quadrados (assumindo uma
varidncia constante) ou dos quadrados ponderados, quando for necessdrio compensar para uma varidncia heterogénea.

Procedimento

O procedimento pode ser esquematizado do seguinte modo: seleccionar uma equagdo Y = f (C) apropriada e ajustd-la aos
dados por regressio ndo linear. Usar, de preferéncia, as medigdes de cada frasco, em vez do valor médio dos replicados, de
modo a extrair tanta informacdo quanto possivel dos dados disponiveis. Por outro lado, se a varidncia for elevada, a expe-
riéncia pratica sugere que os valores médios dos replicados podem resultar numa estimativa matematicamente mais robusta
e menos influenciada por erros sistemdticos que possam afectar dados do que acontece quando se utilizam os valores medi-
dos em cada frasco.

Desenhar a curva ajustada e marcar os pontos medidos, verificando se hd um bom ajustamento. A andlise dos minimos qua-
drados pode ser um instrumento particularmente 1til para esse fim. Se a fun¢do escolhida para o ajustamento da curva de
concentragdo-resposta ndo descrever a totalidade da curva ou de alguma das suas partes essenciais, como por exemplo a
resposta a baixas concentragdes, seleccionar outra opgdo de ajustamento da curva — p. ex.: uma curva ndo simétrica, como
a equagdo de Weibull, em vez de uma curva simétrica. A inibi¢do negativa pode, por exemplo no caso da funcio de distri-
bui¢do log-normal, constituir um problema que também poderd tornar necessdria a utilizacio de uma fungdo de regressao
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alternativa. Ndo se recomenda a atribui¢do de um valor zero ou de um valor positivo baixo a esses valores negativos, ja que
esse procedimento iria distorcer a distribuicdo dos erros. Poderd ser indicado proceder a diferentes ajustamentos para cada
parte da curva, por exemplo na parte da baixa inibigdo, para estimativa dos valores de EC, ... Calcular, a partir da equacdo
ajustada (por «estimativa inversa», C = f ! (Y)) as estimativas de alguns pontos EC, caracteristicos, comunicando, no minimo,
o valor de EC5 e o valor estimado de um ou de dois EC , ;.- A experiéncia com ensaios praticos demonstra que a precisdo
dos ensaios com algas permite normalmente uma estimativa razoavelmente correcta do nivel de 10 % de inibigdo, se se dis-
puser de um ntimero suficiente de pontos medidos — a ndo ser nos casos em que haja estimulacdo a baixas concentracdes,
que podera ser factor de confusdo. A precisdo das estimativas de EC,,, é muitas vezes consideravelmente maior do que para
0 EC,,, porque o ponto EC,, se encontra normalmente na parte central, quase linear, da curva de concentragio-resposta.
Por vezes, o valor de EC,, pode ser dificil de estimar, devido a estimulagdo do crescimento a baixas concentragdes. Assim,
embora o EC,, possa normalmente ser obtido com uma precisio suficiente, recomenda-se que seja sempre comunicado tam-
bém o EC,,.

Factores de ponderagdo

Normalmente, a variancia experimental ndo é constante e, na maior parte dos casos, inclui uma componente proporcional,
pelo que hd vantagem em realizar, por rotina, uma regressio ponderada. Geralmente, assume-se que os factores de ponde-
ragdo utilizados nesse tipo de andlise sdo inversamente proporcionais da variancia:

W, = 1/Var(r)

Diversos programas de regressdo permitem a op¢do de uma andlise de regressdo ponderada com factores de conversdo que
sdo apresentados sob a forma de listas. O mais conveniente serd normalizar os factores de ponderacio, isto ¢, multiplicd-los
por n/E w; (em que n é o nimero de pontos experimentais) de modo a que a respectiva soma seja igual a 1.

Respostas de normalizacdo

A normalizac¢do em fungdo da resposta média dos controlos suscita problemas de principio e tem como resultado uma estru-
tura de varidncias que € bastante complicada. Ao dividir as respostas pelo valor médio da resposta dos controlos, para obten-
¢do da percentagem de inibi¢do, é introduzido um erro adicional, causado pelo erro que afecta a média dos controlos. A ndo
ser nos casos em que esse erro ¢ negligencidvel, os factores de ponderagio da regressdo e dos limites de confianca terdo de
ser corrigidos em relagdo a co-varidncia com o controlo (17). Cabe aqui notar que ¢ importante obter estimativas de alta
precisdo do valor médio da resposta dos controlos, de modo a minimizar a varidncia global para a resposta relativa. Essa
varidncia pode ser descrita do seguinte modo:

(0 i em indice faz referéncia ao nivel de concentracdo i, enquanto que o 0 em indice se refere aos controlos)
Y, = Resposta relativa = r;/r, =1 —1=1{(C)
com uma varidncia de:
Var (Y, = Var (t,/ro) = (0Y, | 0 r)>Var(r) + (0 Y/ 0 1o)*Var (r,)
e, tendo em conta que:
@Y0or)=1ltge @Y [0 1o) =rifro
com uma distribui¢do normal e replicados m; e m:
Var(r) = 6°|m;
a varidncia total da resposta relativa, Y;, passa portanto a ser:
Var(Y) = 0%/(ty> m;) + 1;%0%Jro* my

O erro da média dos controlos é inversamente proporcional & raiz quadrada do nimero de replicados do controlo utilizados
para o cdlculo dessa média, podendo por vezes justificar-se a inclusio de dados histdricos para reduzir fortemente o erro.
Outro procedimento alternativo serd ndo normalizar os dados e fazer o ajustamento das respostas absolutas, incluindo os
dados de resposta dos controlos, mas introduzindo como parametro adicional a ajustar por regressdo ndo linear o valor de
resposta dos controlos. No caso das equacdes de regressdo habitualmente utilizadas, com 2 parametros, este método exige
o ajustamento de 3 pardmetros, pelo que necessita de mais pontos do que a regressdo ndo linear de dados que tenham sido
normalizados utilizando uma resposta do controlo pré-definida.
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Intervalos de confianga inversos

O célculo de intervalos de confianca da regressdo ndo linear por estimativa inversa é bastante complexo e ndo é normal-
mente uma opgio disponivel nos pacotes estatisticos informaticos mais comuns. E possivel obter uma aproximagio dos limi-
tes de confianca utilizando programas normais de regressdo ndo linear com reparametrizagdo (Bruce and Versteeg, 1992), o
que implica voltar a escrever a equagdo matematica com os pontos que se pretende estimar, ou seja, EC, e EC5,, como os
pardmetros a determinar. (Partindo da funcdo I = f (o, f, concentracdo), utilizar as relagdes de definicio f
(a, B, ECip) = 0,1 ¢ f (a, B, EC50) = 0,5 para substituir f (o, f, concentragdo) por uma funcdo equivalente g (EC,,, ECs,
concentragdo).

Um célculo mais directo (Andersen et al, 1998) poderd ser efectuado mantendo a equagdo original e utilizando uma expan-
sdo de Taylor em redor dos valores médios de r; e de .

Recentemente, os métodos de «boot strapping» tém vindo a ganhar popularidade. Esses métodos utilizam os dados medidos
e uma reamostragem frequente, determinada por um gerador de nimeros aleatérios, para estimar uma distribui¢do empi-
rica da varidncia.
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1.1.

1.2

ANEXO V

C.25. MINERALIZAC[\O AEROBICA EM AGUAS DE SU?ERFI’CIE — ENSAIO DE SIMULAC[\O
DE BIODEGRADACAO

METODO

Este método ¢é equivalente ao OCDE TG 309 (2004) (1).

INTRODUCAO

O objectivo do presente ensaio é medir a evolucdo da biodegradagdo de uma substincia em estudo, a baixa con-
centragdo, em dguas naturais aerébicas, bem como quantificar as observacdes efectuadas sob a forma de expres-
soes com taxas cinéticas. O presente ensaio de simulagdo ¢é realizado em regime descontinuo (batch), em grupos de
frascos colocados num agitador de laboratério, para determinagdo das taxas de degradacio aerébica de substan-
cias orgdnicas em amostras de dguas de superficie naturais (dgua doce, dgua salobra ou dgua do mar). O ensaio
baseia-se na norma ISO/DIS 14592-1 (2), incluindo ainda elementos dos métodos de ensaio C.23 e C.24 (3)(4). A
titulo facultativo, nos ensaios de longa duragdo, poderd ser utilizado o regime semicontinuo, em vez do regime
descontinuo, para evitar a deterioracdo do organismo de ensaio. O principal objectivo do ensaio de simulagdo é
determinar a mineralizagdo da substincia de ensaio nas dguas superficiais, sendo essa mineralizacdo utilizada como
base para a expressdo da cinética de degradacdo. O ensaio poderd ainda, a titulo facultativo e como objectivo secun-
ddrio, ser utilizado para obter informagdo sobre a degradacio primdria e sobre a formagdo dos principais meta-
bolitos. A identificagdo dos metabolitos e, quando possivel, a quantificagdo das respectivas concentragdes, sio
particularmente importantes para as substdncias que mineralizam de forma muito lenta (p.ex.: com uma meia-
-vida para o '*C residual total superior a 60 dias). Devido as limitacdes analiticas, a identificacdo e quantificacio
dos principais metabolitos exigird normalmente a utilizagdo de concentragdes elevadas da substancia em estudo
(p-ex.: > 100 pg/l).

No contexto do presente ensaio, uma baixa concentracdo significa uma concentra¢io (p.ex.: de menos de 1 ugl
a 100 pg/l) suficientemente baixa para garantir que a cinética de biodegradagdo obtida pelo ensaio reflecte o que
seria de esperar no meio natural. Por comparagdo com a massa total de substratos de carbono biodegradéveis dis-
poniveis na dgua natural utilizada para o ensaio, a substancia em estudo, presente a baixa concentracdo, servird
como substrato secunddrio, pelo que serd de esperar uma cinética de biodegradagdo de primeira ordem (cinética
de «ndo crescimento») com a substincia em estudo a ser degradada por «co-metabolismo». Um cinética de primeira
ordem implica que a taxa de degradagdo (mg/l/dia) é proporcional a concentragdo de substrato, que diminui ao
longo do tempo. Numa verdadeira cinética de primeira ordem, a taxa especifica constante de degradacio, k, é inde-
pendente do tempo e da concentragdo, ou seja, k ndo varia de forma aprecidvel durante o decurso de uma expe-
riéncia e ndo se altera com as concentragdes adicionadas entre as diferentes fases da mesma. Por definicdo, a taxa
especifica constante de degradacdo ¢ igual a alteragdo relativa da concentragio por unidade de tempo:
k = (1/C) - (dC/dt). Embora seja de esperar, nas condigdes descritas, uma cinética de primeira ordem, poderdo exis-
tir circunstancias em que outro tipo de cinética seja mais apropriado. Podem observar-se desvios em relagio a uma
cinética de primeira ordem, por exemplo, no caso em que certos fenémenos de transferéncia de massa como a taxa
de difusdo, e ndo a taxa da reacgdo bioldgica, sdo o factor limitante da biotransformacio No entanto, os dados
quase sempre podem ser descritos por uma cinética de pseudo primeira ordem, com uma taxa constante depen-
dente da concentragio.

A informacdo sobre a biodegradabilidade da substancia em estudo a concentragdes mais elevadas (p.ex.: a partir de
ensaios-padrdo de identifica¢do), bem como sobre a degradabilidade abiética, os metabolitos e as propriedades
fisico-quimicas relevantes, deve estar disponivel antes da realizagdo do ensaio, de modo a permitir a planificacdo
da experiéncia e a interpretacdo dos resultados. O estudo de substancias marcadas com '*C e a determinacio da
distribuicdo do '*C pelas fases no final do ensaio permitem a determinago da biodegradabilidade global. Quando
se utilizam substancias ndo marcadas, a biodegradabilidade global s6 pode ser estimada se se proceder ao ensaio
de concentracdes mais elevadas e se todos os metabolitos forem conhecidos.

DEFINICOES

Biodegradagio primdria: alteracdo estrutural (transformagdo) de uma substancia quimica por microorganismos,
resultando na perda da identidade quimica.

Biodegradagio funcional: alteracdo estrutural (transformagdo) de uma substancia quimica por microorganismos,
resultando na perda de uma determinada propriedade.

Biodegradagdo aerdbica completa: desnaturacdo de uma substancia quimica por microorganismos, na presenga
de oxigénio, de que resulta a formacdo de diéxido de carbono, dgua e sais minerais dos restantes elementos pre-
sente (mineraliza¢do) e a produgdo de biomassa e de produtos organicos de biossintese microbiana.
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Mineralizacio: desnaturacdo de uma substincia quimica ou de matéria organica por microorganismos, na pre-
senga de oxigénio, de que resulta a formagdo de diéxido de carbono, dgua e sais minerais dos restantes elementos
presentes.

Fase de laténcia: periodo que decorre desde o inicio do ensaio até a adaptacdo do microorganismo responsével
pela degradagdo e ao aparecimento de um grau detectdvel de biodegradacio (p.ex.: 10 % da biodegradacio teérica
méxima, ou menos, dependendo da precisdo da técnica de medigdo) de uma substancia quimica ou de matéria
organica.

Nivel mdximo de biodegradacio: nivel de biodegradacio de uma substancia quimica ou matéria organica num
ensaio, registado em percentagem, acima do qual ndo ocorre mais biodegradagdo durante o ensaio.

Substrato primdrio: conjunto de fontes naturais de carbono e de energia que permitem o crescimento e a sobre-
vivéncia da biomassa microbiana.

Substrato secunddrio: componente do substrato presente numa concentragio t3o baixa que a sua degradagio ape-
nas fornece aos microorganismos presentes quantidades insignificantes de carbono e de energia, quando compa-
radas com o carbono e energia fornecidos pela degradacio dos componentes principais do substrato (substratos
primdrios).

Taxa constante de degradacdo: taxa cinética constante de primeira ordem ou de pseudo- primeira ordem, k (d™7),
que indica a taxa dos processos de degradacdo. Numa experiéncia em modo descontinuo, k ¢ estimado a partir da
parte inicial da curva de degradacdo, ap6s o final da fase de laténcia.

Meia-vida, t,), (d): termo utilizado para caracterizar a taxa de uma reacgdo de primeira ordem. E o intervalo de
tempo que corresponde a uma divisio da concentracdo por 2. A meia-vida e a taxa constante de degradagdo sdo
relacionados pela equagdo t,j, = In 2/k.

Tempo de meia degradagdo, DTs, (d): termo utilizado para quantificar o resultado dos ensaios de biodegrada-
¢do. E o periodo, incluindo a fase de laténcia, necessdrio para se atingir um valor de 50 % de degradacdo.

Limite de detecgdo (LOD) e limite de quantificagio (LOQ): o limite de deteccdo (LOD) € a concentracdo de
uma substancia abaixo da qual a identidade da mesma ndo pode ser distinguida da linha de base do aparelho ana-
litico utilizado. O limite de quantificagdo (LOQ) é a concentracdo de uma substancia abaixo da qual a concentra-
¢do ndo pode ser determinada com uma precisdo aceitavel.

Carbono Orginico Dissolvido (COD): é a parte do carbono organico presente numa amostra de dgua que nio
pode ser removida por separacdo de fases, por exemplo por centrifugagio a 40 000 ms? durante 15 minutos ou
por filtracdo através de membrana com um didmetro de poro de 0,2 pm-0,45 pm.

Actividade total '*C organico (TOA): a actividade total do '*C associado ao carbono organico.
Actividade '*C organico dissolvido (DOA): a actividade total do '*C associado ao carbono organico dissolvido.

Actividade '*C organico particulado (POA): a actividade total do '*C associado ao carbono organico
particulado.

APLICABILIDADE DO ENSAIO

O ensaio de simulagdo ¢ aplicdvel a substancias organicas ndo voldteis ou pouco voldteis, ensaiadas a baixas con-
centracdes. Utilizando frascos abertos para a atmosfera (p.ex.: tapados com rolha de 13 de vidro), as substancias
com uma constante de Henry inferior a cerca de 1 Pa-m?/mol (aprox. 10~> atm-m?/mol) podem ser consideradas,
em termos praticos, como ndo volateis. Utilizando frascos fechados, com algum espaco livre na parte superior, é
possivel ensaiar substancias ligeiramente voldteis (com uma constante de Henry < 100 Pa-m’/mol ou
< 107% atm'm’|mol) sem perdas a partir do sistema de ensaio. A perda de substincias marcadas com '*C pode
ocorrer, se ndo se tomarem as devidas precaugdes, durante a purga do CO,. Nessas situagdes, poderd ser necessa-
rio capturar o CO, num absorvente alcalino interno ou utilizar um sistema externo de absorgdo do CO, (deter-
minagio directa do '*CO,; ver o anexo 3). Para a determinagio da cinética de biodegradacdo, a concentragio da
substancia em estudo deve ser inferior a sua hidrossolubilidade maxima. Cabe aqui notar, contudo, que os valores
de hidrossolubilidade existentes na literatura podem ser consideravelmente mais elevados do que a solubilidade da
substancia em estudo em dguas naturais. A titulo facultativo, a solubilidade de substancias em estudo particular-
mente dificeis de dissolver em dgua poderd ser determinada utilizando as dguas naturais em estudo.

O método pode ser utilizado para simular a biodegradacio em dguas de superficie livres de particulas grosseiras
(ensaio peldgico) ou em dguas de superficie turvas, como as que se podem encontrar, por exemplo, junto ao inter-
face dgua/sedimento (ensaio com sedimento em suspensao).
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PRINCIPIO DO ENSAIO

O ensaio € realizado em modo descontinuo, incubando a substancia em estudo apenas com dgua de superficie
(ensaio peldgico) ou com dgua de superficie com sélidos/sedimentos em suspensdo numa concentragdo entre
0,01 e 1 g/l de peso seco (ensaio com sedimento em suspensdo), para simular uma massa de dgua com sélidos em
suspensdo ou com sedimentos re-suspendidos. Uma concentragdo de sélidos/sedimentos na parte inferior do inter-
valo referido é tipica na maior parte das dguas superficiais. Os frascos de ensaio sdo incubados em ambiente escuro,
a temperatura ambiente, em condi¢Oes aerdbicas e com agitacdo. Para a determinacdo da cinética de degradacio,
devem ser utilizadas pelo menos duas concentragdes da substancia em estudo, diferentes entre si num factor de 5
a 10 e que devem corresponder a gama de concentra¢des presentes no ambiente natural. A concentragio mdxima
da substancia em estudo ndo deve ultrapassar os 100 pg/l, mas serd preferivel utilizar concentra¢des maximas
abaixo dos 10 pg/l, de modo a garantir a biodegradagdo de acordo com uma cinética de primeira ordem. A con-
centra¢do mais baixa ndo deverd exceder os 10 pg/l, mas serd preferivel utilizar concentra¢des na gama dos 1-2 ug/l
ou mesmo inferiores a 1 pg/l. Normalmente, é possivel proceder a uma andlise adequada de concentracdes dessa
ordem de grandeza utilizando substancias marcadas com '*C disponiveis no comércio. Devido a limitacdes ana-
liticas, a medicdo da concentracdo da substancia em estudo com a precisdo exigida ¢ muitas vezes impossivel,
quando a concentra¢do utilizada é < 100 pg/l (ver o segundo pardgrafo do ponto 1.7.2). Uma concentragio mais
elevada da substancia em estudo (> 100 pg/l e, por vezes, > 1 mg/l) pode ser utilizada para a identifica¢do e quan-
tificagdo dos principais metabolitos ou para os casos em que ndo existe um método analitico especifico com um
limite de deteccdo suficientemente baixo. Quando se ensaiarem concentragdes elevadas da substancia em estudo,
poderd ndo ser possivel utilizar os resultados para estimar a constante de degradacio de primeira ordem ou a meia-
-vida, jd que a degradagdo ndo se fard provavelmente de acordo com uma cinética de primeira ordem.

A degradacdo serd acompanhada a intervalos apropriados, por medi¢do do '*C residual ou da concentragdo resi-
dual da substancia em estudo, quando se utilizar um método especifico de anilise quimica. A marcacdo com '*C
das partes mais estdveis da molécula em estudo garante a determinagdo da mineralizagdo total, enquanto que a
marcacdo com '*C das partes menos estdveis da mesma molécula, tal como a utilizagio de um método de andlise
especifico, s6 permite avaliar a biodegradacdo primdria. No entanto, a parte mais estdvel ndo inclui necessaria-
mente a frac¢do funcionalmente relevante da molécula (que pode ser relacionada com uma determinada proprie-
dade, como a toxicidade, a bioacumulagdo, etc). Se for esse o caso, poderd ser melhor utilizar no estudo uma
substancia marcada com '*C na sua parte funcional, de modo a poder acompanhar a eliminacdo da propriedade
que lhe esteja associada.

INFORMACAO SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

No presente ensaio, a substancia em estudo utilizada tanto pode ser marcada como ndo marcada. A marcaco, para
a qual se recomenda a técnica do '*C, deve ser normalmente aplicada na(s) parte(s) mais estével(is) da molécula
(ver também o ponto 1.4). No caso das substancias com mais do que um anel aromdtico, deverdo ser marcados, de
preferéncia, um ou mais dtomos de carbono em cada anel. Por outro lado, deverdo igualmente ser marcados, de
preferéncia com '*C, um ou mais 4tomos de carbono em ambos os lados das ligagdes mais facilmente degradd-
veis. A pureza quimica e/ou radioquimica da substancia em estudo deve ser > 95 %. No caso das substancias mar-
cadas com radioisétopos, serd preferivel uma actividade especifica da ordem dos pCijmg (1,85 MBq) ou mais, de
modo a facilitar as medicdes do '*C nos ensaios com baixas concentracdes iniciais. Deve ser fornecida a seguinte
informagdo em relagdo a substancia em estudo:

— hidrossolubilidade [método de ensaio A.6],

— solubilidade em solvente(s) organico(s) (substdncias aplicadas com um solvente ou de baixa

hidrossolubilidade),

— constante de dissociagdo (pKa), nos casos em que a substancia seja propensa a protonizagio ou desprotoni-
zagdo [OCED TG 112] (5),

— pressdo de vapor [método de ensaio A.4] efou constante de Henry,
— estabilidade quimica na dgua e em ambiente escuro (hidrélise) [método C.7].

Quando se proceder ao ensaio de substancias com baixa hidrossolubilidade em dgua do mar, poderd também ser
util conhecer a constante de salinizagdo (ou «constante de Setschenow»), K®, que ¢ definida pela seguinte equacdo:
log (S/S) =K* C,,, onde S e S representam a solubilidade da substancia em dgua doce e salgada, respectivamente,
e C,, € a concentragdo molar de sal.

Se o ensaio for conduzido como um «ensaio com sedimento em suspensdo», deverd igualmente ser fornecida a
seguinte informacdo:

— coeficiente de parti¢io n-octanol/dgua [método de ensaio A.8],

—  coeficiente de adsor¢do [método C.18].
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Outra informacdo que podera ser ttil inclui:

— a concentracdo no ambiente natural, quando for conhecida ou puder ser estimada,

— atoxicidade da substancia em estudo para o microorganismo [método C.11],

— abiodegradabilidade imediata efou inerente [métodos C.4 A-F, C.12, C.9, OCDE TG 302] (5),

— a biodegradabilidade aerébica ou anaerdbica em estudos de transformagio no solo ou em sedimentos/dgua
[métodos C.23 e C.24].

SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Uma substancia, que normalmente deverad ser facilmente degradada em condic¢des aerdbicas (p.ex.: anilina ou ben-
zoato de sddio), deverd ser utilizada como substincia de referéncia. O tempo previsto para a degradagdo da anilina
ou do benzoato de sédio é normalmente inferior a 2 semanas. A substancia de referéncia ¢ utilizada para garantir
que a actividade microbiana da dgua em estudo se encontra dentro de certos limites; ou seja, que a dgua contém
uma populagdo microbiana activa.

CRITERIOS DE QUALIDADE

Recuperacao

Imediatamente ap6s a adi¢do da substincia em estudo, as concentragdes iniciais de ensaio devem ser verificadas
por medicdo da actividade do '*C ou por andlise quimica, no caso das substancias ndo marcadas, em amostras pelo
menos duplicadas. Essa verificagdo permitird obter informagio sobre a aplicabilidade e reproductividade do método
analitico ¢ ainda sobre a homogeneidade da distribui¢do da substincia em estudo. Normalmente, o valor a utilizar
posteriormente na analise dos dados serd o valor inicial medido da actividade do '*C ou da concentracdo da subs-
tancia em estudo, e ndo a concentragdo nominal, o que permite eliminar os eventuais erros devido as perdas por
adsorcdo e a erros de doseamento. No caso de uma substancia marcada com *C, o nivel de recuperacio no final
da experiéncia é dado pelo balango de massas (ver o dltimo pardgrafo do ponto 1.8.9.4). Em termos ideais, o
balanco de massas das substincias marcadas com '*C deve situar-se entre 90 % e 110 %, enquanto que a precisdo
analitica deverd resultar numa recuperagdo inicial de entre 70 % e 110 % para as substancias em estudo ndo mar-
cadas. Estes intervalos devem ser interpretados como um objectivo, ndo devendo ser utilizados como critério de
aceitacdo do ensaio. A titulo facultativo, podera ser determinada a precisdo analitica para concentragdes inferiores
da substancia em estudo e para os principais metabolitos.

Reproductividade e sensibilidade do método analitico

A reproductividade do método analitico (incluindo a eficiéncia da extracgio inicial) em termos da quantificagdo da
substancia em estudo e, se aplicdvel, dos respectivos metabolitos, deverd ser verificada através de cinco andlises
replicadas de extractos da dgua de superficie.

O limite de detecgdo (LOD) do método analitico para a substincia em estudo e para os seus metabolitos deverd
ser, quando possivel, pelo menos 1 % da quantidade inicial aplicada no sistema de ensaio. O limite de quantifica-
¢do (LOQ) deverd ser igual ou menor do que 10 % da concentracdo aplicada. A andlise quimica de muitas subs-
tancia organicas e dos respectivos metabolitos exige frequentemente que a substancia em estudo seja aplicada numa
concentragdo relativamente elevada, ou seja, > 100 pg/l.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO

Equipamento

O ensaio pode ser conduzido em frascos cénicos ou cilindricos de capacidade apropriada (p.ex.: 0,51 ou 1) tapa-
dos com rolhas de silicone ou de borracha, ou ainda em frascos de soro com tampas impermedveis ao CO, (p.ex.:
rolha de borracha butilica). Outra possibilidade serd efectuar o ensaio utilizando diversos frascos para cada con-
centragdo e recolhendo, para cada amostra, um frasco inteiro, pelo menos em duplicado (ver o dltimo pardgrafo
do ponto 1.8.9.1). No caso das substancias ndo voldteis e ndo marcadas com um radiois6topo, ndo serd necessdrio
utilizar rolhas ou tampas impermedveis aos gases, bastando utilizar rolhas de algoddo que evitem a contaminagio
aérea (ver o segundo pardgrafo do ponto 1.8.9.1). As substancias ligeiramente volateis devem ser ensaiadas num
sistema de tipo biométrico, com ligeira agitacdo das dguas de superficie em estudo. A fim de garantir a auséncia de
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contaminagio bacteriana, os frascos poderdo, a titulo facultativo, ser esterilizados por aquecimento ou em auto-
clave, antes do inicio do ensaio. Serd utilizado o seguinte equipamento de laboratério:

— mesa com agita¢do ou agitadores magnéticos, para agitacdo continua dos frascos de ensaio,
— centrifugadora,

— medidor de pH,

— turbidimetro para medi¢des nefelométricas da turbidez,

— forno ou micro-ondas, para as determinacdes do peso seco,

— aparelho de filtragdo por membrana,

— autoclave ou forno para a esterilizagdo por calor do material de vidro,

— instala¢des para o manuseamento de substancias marcadas com 14c,

— equipamento para quantificar a actividade do '*C em amostras das solucdes com o CO, precipitado e, se
necessdrio, de amostras de sedimento,

— equipamento analitico para o doseamento da substancia em estudo (e da substancia de referéncia) através de
andlise quimica especifica (p.ex.: cromatografia de gds, HPLC).

Solucgdes de reserva da substincia em estudo

Utilizando dgua desionizada, preparam-se solu¢des de reserva da substancia em estudo e da substancia de referén-
cia (ver o primeiro pardgrafo do ponto 1.8.7). A dgua desionizada deve estar isenta de qualquer substancia que
possa ser toxica para os microorganismos e ndo deverd ter um teor de carbono orgénico dissolvido (COD) supe-
rior a 1 mg/l (6).

Recolha e transporte da dgua de superficie

O local de amostragem para a recolha da dgua de superficie deve ser seleccionado, independentemente da situa-
¢do, de acordo com o objectivo do ensaio. Para a escolha dos locais de amostragem, deverdo ser tomados em conta
os eventuais efeitos da agricultura, da industria ou das actividades domésticas. Se um determinado ambiente aqu-
dtico tiver comprovadamente sido contaminado com a substancia em estudo ou com outras substancias estrutu-
ralmente analogas durante os quatro anos anteriores, nio devera ser utilizado para a recolha de amostras de dgua,
a ndo ser que o investigador esteja expressamente interessado na investigacio das taxas de degradagdo em locais
previamente expostos a substincia. O pH e a temperatura da dgua devem ser medidos no local de colheita. Devem
igualmente ser registadas a profundidade a que foi feita a amostra e a aparéncia (p.ex.: cor e turbidez) da mesma
(ver o ponto 3). A concentragdo de oxigénio efou o potencial redox da dgua e da camada superficial do sedimento
devem ser medidos de modo a demonstrar a existéncia de condi¢des aerébicas, a ndo ser que essas condi¢des sejam
Obvias a julgar pela aparéncia e pela experiéncia ji adquirida no local. A dgua de superficie deve ser transportada
num recipiente cuidadosamente lavado. Durante o transporte, a temperatura da amostra ndo deve ultrapassar sig-
nificativamente a temperatura que ird ser utilizada no ensaio. Quando a dura¢do do transporte ultrapassar as 2
a 3 horas, recomenda-se o arrefecimento a 4° C. A amostra de dgua ndo deve ser congelada.

Armazenamento e preparagio da dgua de superficie

O ensaio deve, de preferéncia, ser iniciado no prazo de um dia a partir da colheita da amostra. O armazenamento
da dgua, quando necessirio, deve ser reduzido ao minimo possivel e ndo deve, em qualquer caso, ultrapassar um
maximo de 4 semanas. A amostra de égua deve ser conservada a 4° C, com arejamento, até ser utilizada. Antes
disso, devem remover-se as particulas mais grosseiras, por exemplo por filtracdo através de um filtro de nylon com
um poro de cerca de 100 pm, de papel de filtro grosso ou ainda por sedimentacio.

Preparacio da dgua corrigida com o sedimento (facultativo)

Para os ensaios com sedimento em suspensio, o sedimento superficial é acrescentado a frascos contendo dgua natu-
ral (filtrada para remocdo das particulas mais grosseiras, como se descreve no ponto 1.8.4), de modo a obter uma
suspensdo; a concentragdo de sdlidos em suspensdo deve ser de 0,01 a 1 g/l. O sedimento superficial deve ser pro-
veniente do mesmo local de onde foi recolhida a amostra de dgua. Dependendo do tipo de ambiente aquético em
causa, o sedimento superficial poderd ser caracterizado por um teor elevado de carbono organico (2,5-7,6 %) e por
uma textura fina ou por um baixo teor de carbono organico (0,5-2,5 %) e por uma textura mais grosseira (3). O
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sedimento superficial pode ser preparado do seguinte modo: extrair diversas amostras em profundidade do sedi-
mento, utilizando um tubo de pldstico transparente, separando as camadas superiores aerdbicas (desde a superfi-
cie até uma profundidade médxima de 5 cm) imediatamente apds a amostragem e juntando-as numa sé amostra.
Essa amostra do sedimento deve ser transportada num recipiente com muito espago livre, de modo a que o sedi-
mento se mantenha em condi¢des aerdbicas (arrefecer a 4° C se o transporte durar mais do que 2-3 horas). A amos-
tra de sedimento deverd ser suspensa na dgua de ensaio numa razdo de 1:10 e mantida a 4° C, com arejamento, até
ao momento da utilizagdo. O armazenamento do sedimento, quando necessario, deve ser reduzido ao minimo pos-
sivel e ndo deve, em qualquer caso, ultrapassar um maximo de 4 semanas.

Procedimento semicontinuo (facultativo)

Nos casos em que a fase de laténcia, até que seja possivel medir uma degradacio significativa da substincia em
estudo, seja longa poderd ser necessaria uma incubagdo prolongada (diversos meses). Se essa caracteristica jd for
conhecida de anteriores ensaios da substancia, o ensaio poderd ser iniciado utilizando um procedimento semicon-
tinuo, que permite a renovacdo peridica de parte da dgua ou da suspensdo em estudo (ver o anexo 2). Se ndo for
esse 0 caso, o ensaio normal, em modo descontinuo, podera ser transformado num ensaio semicontinuo se nio se
observar nenhuma degrada¢do da substancia em estudo durante aproximadamente 60 dias de ensaio em descon-
tinuo (ver o segundo pardgrafo do ponto 1.8.8.3).

Adigdo da substincia em estudo (ou de referéncia)

Para as substancias altamente hidrossoldveis (> 1 mgfl) e pouco voldteis (constante de Henry < 1 Pa-m*/mol ou
<107 atm'm’/mol), poderd preparar-se uma solucdo de reserva em 4gua ionizada (ver o ponto 1.8.2); essa solu-
¢do deverd ser adicionada aos frascos de ensaio no volume necessdrio para obter a concentragdo pretendida. O
volume de qualquer solucdo de reserva adicionada deverd ser limitado ao minimo que seja pratico (sempre que pos-
sivel, < 10 % do volume final de liquido). Outro procedimento passa pela dissolu¢do da substincia em estudo num
volume maior de dgua de ensaio, que poderd ser utilizada em alternativa a utilizagdo de solventes organicos.

Quando ndo for possivel evitd-lo, as solugdes de reserva de substancias ndo volateis e de fraca hidrossolubilidade
podem ser preparadas com um solvente organico volatil, mas a quantidade adicionada desse solvente ndo deve
exceder 1 % v/v e ndo deve ter qualquer efeito adverso sobre a actividade microbiana. O solvente nido deverd afec-
tar a estabilidade da substancia em estudo em meio aquético. O solvente deverd ser escorrido até que sé reste uma
quantidade extremamente pequena, de maneira a ndo aumentar significativamente o COD da dgua ou da suspen-
sdo em estudo, factor que deverd ser verificado por andlise especifica da substincia em causa ou, se possivel, por
andlise do COD (6). Deve tomar-se o cuidado de limitar a quantidade de solvente transferido ao minimo estrita-
mente necessario, bem como de garantir que a quantidade pretendida da substancia em estudo possa ser dissolvida
no volume final de dgua previsto para o ensaio. Poderdo ser utilizadas outras técnicas para a introducdo da subs-
tancia em estudo nos frascos de ensaio, como se descreve em (7) e (8). Quando se utilizar um solvente organico
para a aplicacdo da substancia em estudo, frascos de controlo do solvente com a dgua de ensaio (sem mais
nenhuma substancia adicionada) e com a dgua de ensaio e a substancia de referéncia deverdo ser tratados da mesma
forma que os frascos de ensaio propriamente ditos, aos quais foi acrescentada a substancia em estudo, dissolvida
num solvente. O objectivo dos controlos do solvente é analisar a possibilidade de ocorréncia de efeitos adversos
causados pelo solvente sobre a populagdo microbiana e que tenham efeitos sobre a degradagdo da substancia de
referéncia.

Condicdes de ensaio

Temperatura de ensaio

A incubagdo deve ser feita em local escuro (de preferéncia) ou com luz difusa e a temperatura controlada (¢ 2 °C),
que poderd ser a temperatura de campo ou uma temperatura normalizada de 20-25° C. A temperatura de campo
pode ser entendida como a temperatura real da amostra no momento da colheita ou como a temperatura média
no local da recolha.

Agitacdo

Os frascos devem ser agitados ou mexidos em continuo, para que as particulas e microorganismos se mantenham
em suspensdo. A agitacdo servird igualmente para facilitar a transferéncia de oxigénio a partir do espago livre acima
do liquido, de modo a que as condicdes aerdbicas sejam mantidas de forma adequada. Colocar os frascos numa
mesa de agitagdo (aproximadamente 100 rpm) ou utilizar agitacdo magnética. A agitagdo deve ser continua, mas
tdo suave quanto possivel, desde que permita manter uma suspensdo homogénea.
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Duragdo do ensaio

A duracdo do ensaio ndo deverd normalmente ultrapassar os 60 dias, a ndo ser que se utilize um regime de ensaio
semicontinuo, com renovagdo peridica da suspensdo de ensaio (ver o ponto 1.8.6 e o anexo 2). O periodo dos
ensaios em descontinuo poderd, no entanto, ser alargado até um mdaximo de 90 dias, se a degradacdo da substan-
cia em estudo se tiver iniciado durante os primeiros 60 dias. A degradacdo serd acompanhada, a intervalos apro-
priados, pela determinagio da actividade residual do '*C ou da evolugdo do '*CO, (ver o ponto 1.8.9.4) efou por
andlise quimica (ver o ponto 1.8.9.5). O periodo de incubagio deve ser suficientemente longo para permitir a ava-
liacdo do processo de degradagdo. A degradacdo deverd, de preferéncia, ultrapassar os 50 %; no caso das substan-
cias de degradagdo lenta, a percentagem de degradacdo deve ser suficiente (normalmente superior a 20 %) para
permitir a estimagdo de uma taxa constante de degradagdo cinética.

O pH ¢ a concentragdo de oxigénio do sistema de ensaio devem ser medidos periodicamente, a ndo ser quando a
experiéncia anterior de ensaios semelhantes com amostras de dgua e de sedimentos recolhidos no mesmo local
faca com que isso ndo seja necessdrio. Em certas condicdes, o metabolismo dos substratos primdrios presentes a
concentragdes muito elevadas na dgua ou nos sedimentos poderd eventualmente resultar numa produgio de CO,
e numa deplecdo do oxigénio suficientes para alterar de forma significativa as condi¢des experimentais durante o
ensaio.

Procedimento
Preparagdo dos frascos para o ensaio peldgico

Transferir um volume adequado de dgua de ensaio para os frascos, enchendo até cerca de um terco do volume total,
pelo menos com 100 ml. Se se utilizarem diversos frascos (de forma a permitir a recolha de um frasco inteiro em
cada amostra), o volume de dgua de ensaio mais indicado serd também de cerca de 100 ml, jd que a utilizagdo de
volumes menores poderd ter influéncia sobre a duracdo da fase de laténcia. A substancia em estudo ¢é adicionada
a partir de uma solugdo de reserva, como se descreve nos pontos 1.8.2 e 1.8.7. Para a determinagdo da cinética de
degradagdo e para o cdlculo da taxa constante de degradacdo cinética, devem ser utilizadas pelo menos duas con-
centracdes diferentes da substancia em estudo, com um factor de concentracio entre 5 e 10. Ambas as concen-
tragdes devem ser inferiores a 100 pg/l e, de preferéncia, estar compreendidas no intervalo entre <1 e 10 pg/l.

Fechar os frascos com rolhas ou tampas impermedveis ao ar e ao CO,. No caso dos ensaios de substancias qui-
micas nio marcadas com '*C e ndo volateis, podem ser utilizadas simples tampas de algoddo que evitem a con-
taminacdo (ver o ponto 1.8.1), desde que se saiba que os principais metabolitos também ndo sdo voldteis e que se
utilize um método indirecto para a determinagdo do CO, (ver o anexo 3).

Incubar os frascos a temperatura escolhida (ver o ponto 1.8.8.1). Retirar amostras para a andlise quimica ou para
a medigdo do '*C no inicio do ensaio (ou seja, antes de comegar a biodegradacio, ver o ponto 1.7.1) e depois a
intervalos adequados durante o ensaio. A amostragem pode ser efectuada retirando subamostras (p.ex.: aliquotas
de 5 ml) de cada replicado ou recolhendo um frasco inteiro em cada momento de amostra. A mineralizacio da
substancia em estudo pode ser determinada de forma directa ou indirecta (ver o anexo 3). Normalmente, uma esti-
mativa fidvel da constante de degradagdo exige, no minimo, 5 pontos de amostragem durante a fase de degradacio
(ou seja, ap6s o final da fase de laténcia), a ndo ser quando se possa provar que trés pontos sdo suficientes para as
substancias de degradagdo rdpida. Quanto as substancias que ndo sdo rapidamente degradadas, a obten¢do de mais
pontos durante a fase de degradagio ndo deve constituir nenhuma dificuldade, pelo que se deverdo utilizar mais
pontos de amostragem para a estimativa de k.. Ndo € possivel indicar nenhum calenddrio fixo de amostragem, dada
a variagdo das taxas de biodegradac¢do; no entanto a recomendacio, nos casos em que a degradacdo seja lenta, ¢
que se efectuem amostras uma vez por semana. Se a substancia em estudo se degradar rapidamente, deve ser feita
uma amostra por dia durante os primeiros trés dias e, depois disso, uma amostra a cada dois ou trés dias. Em deter-
minadas circunstancias, como por exemplo substancias de hidrdlise rdpida, podera ser necessdrio proceder a uma
amostragem de hora a hora. Recomenda-se a realizagdo de um estudo prévio ao ensaio, de modo a determinar o
intervalo de amostragem mais adequado. Se as amostras tiverem de ser conservadas para posterior realizagdo de
andlises especificas, serd aconselhdvel retirar um niimero maior de amostras e depois, no final do estudo, selecci-
onar as que serdo analisadas de trds para a frente, ou seja, analisando primeiro as dltimas amostras (ver o segundo
pardgrafo do ponto 1.8.9.5 para mais orientagdes sobre a estabilidade das amostras durante o armazenamento).

Niimero de frascos e de amostras
Preparar um ntimero suficiente de frascos de ensaio para incluir:

— frascos de ensaio; frascos pelo menos em duplicado (e, de preferéncia, um minimo de trés) para cada con-
centragdo da substancia em estudo ou diversos frascos por concentracdo, quando se recolherem frascos intei-
ros em cada momento de amostragem (representados pelo simbolo Fy),

— frascos de ensaio para o célculo do balanco de massas; frascos pelo menos em duplicado para cada concen-
tragdo em estudo (representados pelo simbolo Fyy),
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— controlos «brancos», sem adicdo da substancia em estudo; pelo menos um frasco de ensaio «branco», con-
tendo apenas dgua de ensaio (representado pelo simbolo Fy),

— controlo de referéncia; frascos em duplicado, com a substancia de referéncia (p.ex.: anilina ou benzoato de
sodio, a 10 pgfl) (representados pelo simbolo F¢). O objectivo do controlo de referéncia é confirmar a exis-
téncia de uma actividade microbiana minima. Quando for conveniente, poderd ser utilizada uma substancia
de referéncia marcada com um isétopo, mesmo nos casos em que a degradacdo da substancia em estudo seja
acompanhada por andlise quimica,

— controlo estéril; um ou dois frascos com dgua de ensaio esterilizada, para analisar a possivel degradagdo abi-
dtica ou outro tipo de eliminagdo ndo-bioldgica da substancia em estudo (representados pelo simbolo Fg); A
actividade bioldgica pode ser interrompida por tratamento em autoclave (121° C; 20 min) da dgua de ensaio,
pela adi¢do de um produto téxico (p.ex.: azoteto de sédio (NaN5) a 10-20 gfl, cloreto de mercirio (HgCl,)
a 100 mg/l ou formalina a 100 mg/l) ou por irradiagdo com raios gama. Se se utilizar HgCl,, deve ser elimi-
nado como residuo téxico. No caso de dguas com grande quantidade de sedimento, nem sempre é ficil con-
seguir obter condi¢des de esterilidade; nesses casos, recomenda-se a repeticdo do tratamento em autoclave
(p-ex.: trés vezes). Deve ter-se em atencdo que as caracteristicas de adsorcdo do sedimento poderdo ser alte-
radas pelo tratamento em autoclave,

— controlos do solvente, contendo dgua de ensaio e dgua de ensaio com a substancia de referéncia; frascos em
duplicado, tratados com a mesma quantidade de solvente e sujeitos a0 mesmo procedimento que os frascos
a que foi adicionada a substancia em estudo. O objectivo ¢ verificar os eventuais efeitos adversos do solvente,
através da determinacdo da degradacio da substancia de referéncia.

Para a defini¢do do método de ensaio, o investigador deverd tomar em considera¢do a importancia relativa do
aumento do ntimero de replicados contra o aumento do niimero de pontos de amostragem. O nimero exacto de
frascos que serdo necessarios dependerd do método utilizado para a medicdo da degradagdo (ver o terceiro pard-
grafo do ponto 1.8.9.1, o ponto 1.8.9.4 e o apéndice 3).

Em cada momento de amostragem, devem ser retiradas de cada frasco de ensaio duas subamostras (p.ex.: aliquotas
de 5 ml). Se se utilizar um regime com amostragem de frascos inteiros em cada momento de amostragem, devem
ser sacrificados dois frascos para cada amostra (ver o primeiro pardgrafo do ponto 1.8.9.1).

Preparagdo dos frascos para o ensaio com sedimento em suspensdo (facultativo)

Acrescentar os volumes necessarios de dgua de ensaio e de sedimento, se for o caso, aos frascos de ensaio (ver o
ponto 1.8.5). A preparagdo dos frascos para o ensaio com sedimento em suspensdo ¢ idéntica a dos frascos para
o ensaio peldgico (ver os pontos 1.8.9.1 e 1.8.9.2). Utilizar, de preferéncia, frascos de soro ou de forma seme-
lhante. Colocar os frascos num agitador, em posicdo horizontal. Como é dbvio, os frascos abertos, utilizados para
as substancias ndo voldteis e nio marcadas com '*C devem ser colocados em posicdo vertical; nesse caso,
recomenda-se a utilizagdo de agitacio magnética, com barras de agitacdo revestidas a vidro. Se necessdrio, arejar
os frascos para manter condi¢des aerdbicas adequadas.

Determinagdes radioquimicas

0 '*CO, resultante da degradagio ¢ medido de forma directa e indirecta (ver o apéndice 3). O '*CO, ¢ determi-
nado indirectamente pela diferenca entre a actividade '“C inicial na 4gua ou suspensdo de ensaio e a actividade
total residual no momento da amostra, medida apds acidificagdo da amostra a pH 2-3 e purga do CO,. Dessa
forma, o carbono inorgénico é removido, pelo que a actividade residual medida provém do material organico. A
determinagdo indirecta do '*CO, ndo deve ser utilizada quando os principais metabolitos da degradagdo da subs-
tancia de ensaio sejam volateis (ver o apéndice 3). Se possivel, a evolucdo do '*CO, dever4 ser medida de forma
directa (ver o apéndice 3), em cada momento de amostragem, em pelo menos um frasco de ensaio; esse procedi-
mento permite, por um lado, obter os balangos mdssicos e, por outro, verificar a evolucdo do processo de degra-
dagdo, mas estd limitado aos ensaios conduzidos com frascos fechados.

Se 0 '*CO, resultante da degradagio for medido directamente durante o ensaio, devem ser previstos, no inicio do
mesmo, um ndmero suficiente de frascos para o efeito. A determinacdo directa do '*CO, é recomendada nos casos
em que os principais metabolitos resultantes da transformagdo da substincia em estudo sejam voldteis. Em cada
ponto de medicdo, os frascos adicionais serdo acidificados até pH de 2-3 e 0 '*CO, serd recolhido num adsorvente
interno ou externo (ver o apéndice 3).

A titulo facultativo, as concentragdes da substancia em estudo marcada com '*C e dos principais metabolitos pode-
rdo ser determinadas por radiocromatografia (p.ex.: cromatografia em camada fina, RAD-TLC) ou por HPLC com
detector de radionuclideos.
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Ainda a titulo facultativo, poderd determinar-se a distribuicdo da radioactividade remanescente pelas diferentes
fases (ver o apéndice 1) e a concentragio residual da substancia em estudo e dos metabolitos.

No final do ensaio, o balango mdssico deverd ser determinado através de medicio directa do '*CO,, utilizando fras-
cos de ensaio diferentes, dos quais ndo tenham sido retiradas amostras durante o ensaio (ver o apéndice 3).

Andlise quimica especifica

Se existir um método analitico especifico com uma sensibilidade suficiente, a biodegradagdo primaria podera ser
avaliada medindo a concentracdo residual total da substincia de ensaio, em vez de utilizar técnicas de radiomar-
cagdo. Se for utilizada uma substancia marcada com um radioisétopo (para medigdo da mineralizacio total), pode-
rdo ser efectuadas em paralelo andlises quimicas especificas, a fim de obter informagéo adicional que possa ser ttil
e de verificar o procedimento utilizado. As andlises quimicas especificas poderdo igualmente ser utilizadas para a
medigdo dos metabolitos formados durante a degradagio da substancia em estudo, sendo recomendadas para as
substancias que mineralizam com uma meia-vida superior a 60 dias. A concentragdo da substancia em estudo e
dos respectivos metabolitos deve ser determinada e comunicada para cada momento de amostragem (sob a forma
de uma concentragio e, quando aplicdvel, de uma percentagem). Em geral, os metabolitos detectados com uma
concentragdo > 10 % da concentracdo aplicada em qualquer momento do ensaio devem ser identificados, a ndo
ser que a sua presenca possa ser razoavelmente justificada por qualquer outro mecanismo que ndo a degradacio
da substancia em estudo. Deverd considerar-se a hipdtese de identificagdo de todos os metabolitos cuja concen-
tragdo aumente continuamente ao longo do ensaio, mesmo que a sua concentracdo nunca ultrapasse o limite acima
indicado, jé que essa caracteristica poderd indicar que se trata de produtos persistentes. A andlise dos metabolitos
nos controlos estéreis deve ser ponderada nos casos em que se considera possivel a ocorréncia de transformacio
bidtica rédpida (hidrélise) da substancia em estudo. A necessidade de quantificacdo e de identificagdo dos metabo-
litos deve ser ponderada numa base casuistica, devendo, quando for realizada, ser justificada no relatério de ensaio.
As técenicas de extracgdo com solventes organicos devem ser aplicadas de acordo com as instrugdes apresentadas
nos respectivos procedimentos analiticos.

As amostras devem ser conservadas hermeticamente fechadas entre 2 e 4 °C, se a andlise for realizada num prazo
de 24 horas (preferivel). Para um armazenamento mais prolongado, as amostras devem ser congeladas abaixo dos
— 18 °C ou conservadas com adigdo de quimicos. A acidificagdo ndo é um método recomendado para a conser-
vagdo das amostras, na medida em que as amostras acidificadas poderdo ser instaveis. Se as amostras nio forem
analisadas num prazo de 24 horas e forem armazenadas por um periodo prolongado, deverd proceder-se a um
estudo de estabilidade durante o armazenamento, a fim de demonstrar a estabilidade das substancias de interesse
em condi¢des de armazenamento a — 18 °C ou com conservantes quimicos. Se o método analitico implicar a
extrac¢do com solventes ou em fase sélida (SPE), essa extracgdo deverd ser efectuada imediatamente apds a amos-
tragem ou depois de conservar a amostra refrigerada por um prazo maximo de 24 horas.

Dependendo da sensibilidade do método analitico, poderd ser necessario recolher volumes superiores aos que sio
indicados no ponto 1.8.1. O ensaio pode ser realizado de forma simples com volumes de ensaio de 1 1, em frascos
com uma capacidade de 2-3 1, o que torna possivel a recolha de amostras de aproximadamente 100 ml.

RESULTADOS E APRESENTACAO DE RELATORIOS

TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Apresentacio dos resultados

Arredondar os momentos de amostragem as horas (a ndo ser nos casos em que a substancia em estudo se degrade
substancialmente numa questdo de minutos ou de horas), mas ndo aos dias. Marcar num grfico as estimativas da
actividade residual da substancia em estudo (para as substancias marcadas com '*C) ou da concentragio residual
(para as substancias ndo marcadas) em fun¢do do tempo, tanto em papel milimétrico como em papel semiloga-
ritmico (ver as figuras 1a, 1b). Se tiver ocorrido degradacdo, comparar os resultados dos frascos F; com os dos
frascos Fq. Se as médias dos resultados dos frascos com a substancia de ensaio (Fy) e dos frascos estéreis (Fg) apre-
sentarem um desvio inferior a 10 %, pode assumir-se que a degradagdo observada se deve principalmente a fac-
tores abidticos. Se a degradacdo for menor nos frascos Fg, os respectivos valores poderdo ser utilizados para corrigir
(por subtraccdo) os valores relativos aos frascos Fy, de modo a poder estimar a dimensdo da biodegradacio.
Quando se efectuarem andlises facultativas dos principais metabolitos, os grificos da sua formacio e destrui¢io
devem ser apresentados, juntamente com um grafico da evolugdo da concentragdo da substancia em estudo.
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Estimar a duragdo da fase de laténcia, t, a partir da curva de degradacido (gréfico semilogaritmico), extrapolando a
sua parte linear até ao ponto de degradacdo zero ou, em alternativa, determinando o tempo necessario para que
ocorra uma degradacdo de cerca de 10 % (ver as figuras 1a e 1b). A partir do grifico semilogaritmico, estimar a
constante de primeira ordem k e o respectivo erro-padrio, por regressio do In (valor residual da actividade '*C ou
da concentragio da substancia) em funcdo do tempo. Em relagio as medigdes do '*C, em particular, utilizar ape-
nas os dados da parte inicial linear da curva, apds o final da fase de laténcia, sendo preferivel que se seleccionem
poucos pontos que sejam significativos do que um niimero maior de pontos afectados de maior incerteza. Os fac-
tores de incerteza incluem, nesse caso, os erros inerentes a medigdo directa da actividade residual do **C, que é
recomendada (ver abaixo). Por vezes, poderd ser relevante calcular duas constantes diferentes, quando a degrada-
¢do apresentar duas fases bem distintas. Para tal, devem ser definidas as duas fases da curva de degradagdo. Os cdl-
culos da taxa constante k e da meia-vida t,, = In2/k devem ser efectuados para cada um dos frascos replicados,
quando forem retiradas subamostras de um mesmo frasco, ou utilizando valores médios, quando se recolherem
frascos inteiros em cada momento de amostragem (ver o tltimo pardgrafo do ponto 1.8.9.2). Quando for utili-
zado o primeiro desses procedimentos, deverdo apresentar-se a taxa constante e a meia-vida para cada um dos fras-
cos replicados e ainda o seu valor médio, com o respectivo desvio padrdo. Se se tiverem usado concentra¢des
elevadas da substancia em estudo, a curva de degradacdo poderd desviar-se consideravelmente de uma linha recta
(grafico semilogaritmico), caso em que ndo serd valida uma cinética de primeira ordem. Logo, a defini¢do a meia-
-vida deixard de fazer sentido. £ possivel, no entanto, que se possa aplicar uma cinética de pseudo primeira ordem
numa gama limitada de concentragdes, o que poderd permitir a definicio do meio-tempo de degradacdo DTs,
(tempo necessdrio para uma degradagdo de 50 %). Contudo, deve tomar-se em consideragdo que o decurso da
degradagdo para 14 da gama de concentragdes seleccionada ndo pode ser previsto utilizando esse DT, que apenas
descreve um conjunto especifico de resultados. Existem diversos instrumentos analiticos que podem facilitar os cdl-
culos estatisticos e o ajustamento das curvas, sendo recomendada a utilizagdo de programas informdticos desse
tipo.

Se forem realizadas andlises quimicas especificas, calcular as taxas constantes e as meia-vida da degradagdo primaé-
ria, como se descreve acima, para o caso da mineralizacdo total. Se a degradagdo primdria constituir o processo
limitante, poderad ser possivel, em certos casos, utilizar pontos de toda a curva de degradagio. Isto acontece porque
a medicdo, ao contrédrio do que acontece com as medigdes da actividade do 14, é directa.

Se forem utilizadas substincias marcadas com '*C, deve ser apresentado, pelo menos em relagdo ao momento final
do ensaio, um balanco de massas expresso em percentagem da concentragdo inicial aplicada.

Actividade residual

Quando a parte de uma substancia organica que estd marcada com '*C é biodegradada, a maior parte do '*C ¢
convertido em '*CO,, enquanto que outra parte ¢ utilizada para a producdo de biomassa efou para a sintese de
metabolitos extracelulares. Logo, a degradacdo completa «final» de uma substincia ndo resulta numa conversio de
100 % do respectivo carbono em '*CO,. O '*C integrado em metabolitos da biosintese ¢ posteriormente liber-
tado, de forma lenta, como '*CO,, num processo de «mineralizagdo secunddria». Por esse motivo, a actividade resi-
dual do '*C organico (medida ap6s purga do CO,) ou do *CO, produzido em fungio do tempo apresenta uma
parte final com um declive muito baixo, apds a conclusdo da degradacio. Esse factor vem complicar a interpreta-
¢do cinética dos dados e, portanto, s6 a parte inicial da curva (a partir do final da fase de laténcia e até a degradagdo
de aproximadamente 50 % da substancia presente) deverd normalmente ser utilizada para a estimagdo de uma taxa
constante de degradagio. Se a substancia em estudo for degradada, a actividade total do '*C organico residual serd
sempre superior a actividade do '*C associada a substancia em estudo que permanece intacta. Se a substancia em
estudo for degradada segundo uma cinética de primeira ordem e se uma fraccdo constante, a, for mineralizada em
CO,, o declive inicial da curva de desaparecimento do '*C (**C organico total em funcio do tempo) serd a vezes
superior ao declive da correspondente curva de concentragdo da substancia em estudo (ou, em termos mais pre-
cisos, da parte da substancia em estudo marcada com '*C). Se se utilizarem as medi¢des ndo corrigidas da activi-
dade total de '*C organico, a taxa constante de degradagdo calculada serd, portanto, subavaliada. A literatura
especializada descreve alguns procedimentos para a estimagdo das concentracdes da substancia em estudo a partir
da actividade radioquimica medida, com base em diversos pressupostos de simplificacdo (2)(9)(10)(11). Esses pro-
cedimentos serdo mais facilmente aplicdveis as substancias de degradagdo répida.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Se se constatar que k ¢ independente da concentra¢do adicionada (ou seja, se o k calculado for aproximadamente
0 mesmo para todas as concentragdes da substincia em estudo), poderd assumir-se que a taxa constante de pri-
meira ordem € representativa das condi¢des de ensaio utilizadas, ou seja, da substancia em estudo, da amostra de
dgua e da temperatura de ensaio. S6 a experiéncia permitird decidir até que ponto os resultados podem ser gene-
ralizados ou extrapolados para outros sistemas. Se se utilizar uma concentragdo elevada da substincia em estudo
e se a degradacdo ndo ocorrer, portanto, segundo uma cinética de primeira ordem, os dados ndo poderdo ser uti-
lizados para a estimagdo directa de uma taxa constante de primeira ordem ou da correspondente meia-vida. No
entanto, os dados recolhidos a partir de um ensaio com elevada concentragdo da substancia em estudo poderdo
ainda ser utilizdveis para a estimacdo do grau de mineralizacdo total e/ou dos limites de detecgdo e de quantifica-
¢ido dos metabolitos.
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Se as taxas de outros processos, diferentes da biodegradacdo, que causam a perda da substancia (p.ex.: hidrdlise
ou volatilizagdo) forem conhecidas, poderdo ser subtraidas da taxa liquida de desaparecimento da substancia obser-
vada ao longo do ensaio, de modo a obter uma estimativa aproximada da taxa de biodegradagdo. Os dados rela-
tivos a hidrélise podem se obtidos, por exemplo, a partir dos frascos de controlo estéreis ou de ensaios paralelos
com uma concentracio mais elevada da substincia em estudo.

A determinacdo, directa e indirecta, do '*CO, (ponto 1.8.9.4 € anexo 3) s6 pode ser utilizada para medir o grau de
mineralizacdo da substancia em estudo em CO,. A radiocromatografia (RAD-TLC) ou o HPLC podem ser utiliza-
dos para analisar as concentragdes da substancia de ensaio marcada com '*C e a formagio dos principais meta-
bolitos (ver o terceiro pardgrafo do ponto 1.8.9.4). A fim de permitir a estimagdo directa da meia-vida, é necessdrio
que ndo esteja presente nenhum dos principais metabolitos (definidos como os metabolitos cuja concentragdo é
> 10 % da quantidade da substincia em estudo utilizada. Se estiverem presentes metabolitos principais, de acordo
com essa definicdo, serd necessdrio proceder a uma andlise pormenorizada dos dados. Essa anélise poderd incluir
a repeti¢do de ensaios efou a identificagdo dos metabolitos (ver o primeiro pardgrafo do ponto 1.8.9.5), a ndo ser
quando o destino dos produtos de transformacio possa ser razoavelmente avaliado com base na experiéncia adqui-
rida (p.ex.: informacdo sobre a sequéncia de reac¢des da degradacio). Na medida em que a propor¢do do carbono
da substancia em estudo que ¢ transformada em CO, varia (dependendo, em grande medida, da concentragdo da
substancia e de outros substratos disponiveis, das condi¢des de ensaio e da populagdo microbiana), este ensaio ndo
permite uma estimacdo simples da biodegradacio final, como acontece com o ensaio de reducio gradual do COD,
mas o seu resultado é semelhante ao obtido no caso dos ensaios respirométricos. O grau de mineraliza¢do serd,
portanto, menor ou igual do que o nivel minimo da degradacdo final. Para conseguir obter uma imagem mais com-
pleta da biodegradagdo final (mineralizagdo e incorporagdo sob a forma de biomassa), deverd ser efectuada, no final
do ensaio, uma andlise da distribuicdo do '*C pelas diferentes fases (ver o apéndice 1). O '*C presente na fase par-
ticulada serd composto pelo '*C incorporado na biomassa bacteriana e pelo '*C adsorvido sobre outras particulas
organicas.

VALIDADE DO ENSAIO

Se a substancia de referéncia ndo for degradada durante o periodo em que isso seria de esperar (no caso da anilina
e do benzoato de sddio, normalmente menos de duas semanas), a validade do ensaio serd duvidosa e deverd ser
verificada de forma mais aprofundada; em alternativa, o ensaio deverd ser repetido com uma nova amostra de dgua.
Durante um ensaio de anel ISO do presente método, com a participagdo de sete laboratdrios de toda a Europa, as
constantes da taxa de degradacio para a anilina variaram entre 0,3 ¢ 1,7 dia™!, com uma média de 0,8 d™! a 20 °C
e um desvio-padrdo de + 0,4 d”" (t,, = 0,9 dias). A fase de laténcia tipicamente observada é de 1 a 7 dias. As dguas
analisadas tinham, de acordo com os relatérios apresentados, uma biomassa bacteriana correspondente a 10%-10*
unidades formadoras de col6nias (CFU) por ml. As taxas de degradagdo medidas nas dguas ricas em nutrientes da
Europa Central foram superiores as das dguas nérdicas, oligotroficas, o que poderd dever-se a uma situagdo trofica
diferente ou a uma exposi¢do anterior a substancias quimicas.

A recuperacio total (balango de massas) no final da experiéncia deverd situar-se entre os 90-110 % para as subs-
tancias marcadas com um radioisétopo, enquanto que a recuperagdo inicial no inicio da experiéncia se devera situar
entre os 70-110 % para as substancias ndo marcadas. No entanto, estes intervalos devem ser interpretados como
um objectivo, ndo devendo ser utilizados como critério de aceitacdo do ensaio.

RELATORIO DE ENSAIO

O relatério deve indicar claramente o tipo de ensaio, ou seja, se se trata de um ensaio peldgico ou com sedimento
em suspensdo, para além da seguinte informagéo:

Substancia em estudo e substancia(s) de referéncia:

— nomes comuns, nomes quimicos (nomes IUPAC efou CAS recomendados), niimeros CAS, férmulas estrutu-
rais (indicando a posi¢do do '*C, quando se utilizarem substancias marcadas) e propriedades fisico-quimicas
relevantes da substincia em estudo e da substancia de referéncia (ver os pontos 1.5 e 1.6),

— nomes quimicos, niimeros CAS, formulas estruturais (indicando a posi¢do do 4c, quando se utilizarem subs-
tancias marcadas) e propriedades fisico-quimicas relevantes das substancias utilizadas como padrdo para a
identificacdo e quantificacdo dos metabolitos,

— pureza (impurezas) da substincia em estudo e das substancias de referéncia,

— pureza radioquimica da substancia marcada e respectiva actividade especifica (se aplicavel).
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Aguas de superficie:
Deve ser fornecida, no minimo, a seguinte informagdo em relagdo a amostra de dgua:

— localizagdo e descri¢do do local de amostragem, incluindo, se possivel, os antecedentes conhecidos em ter-
mos de poluigio,

— data e hora da recolha da amostra,

— nutrientes (N total, aménio, nitritos, nitratos, P total, ortofosfatos dissolvidos),

— profundidade da colheita,

— aspecto da amostra (p.ex.: cor e turbidez),

— COD e COT,

— CBO,

— temperatura e pH no local e momento da amostragem,

— oxigénio ou potencial redox (obrigatério apenas quando as condi¢des aerdbicas ndo sejam 6bvias),
— salinidade e condutividade (no caso da dgua do mar e da dgua salobra),

— s6lidos em suspensdo (caso a amostra se apresente turva),

— eventualmente, outra informagdo relevante acerca do local de amostragem no momento da mesma (p.ex.:
dados actuais ou passados sobre o caudal dos rios ou correntes marinhas, descargas importantes que se encon-
tram préximas e o respectivo tipo, condi¢des meteoroldgicas que precederam a recolha da amostra),

e, facultativamente:

— biomassa microbiana (p.ex.: contagem directa com laranja de acridina ou nimero de unidades formadoras de
coldnias),

— carbono inorganico,
—  concentragdo de clorofila-a, como estimativa especifica da biomassa de algas.

Quando se proceder a um ensaio com sedimentos em suspensdo, deverd também ser fornecida a seguinte infor-
macdo sobre os sedimentos:

— profundidade da colheita de sedimento,
— aparéncia do sedimento (p.ex.: colorido, lamacento, lodoso ou arenoso),
— textura (p.ex.: % de aredo, de areia fina, de lodo e de argilas),

— peso seco dos sdlidos em suspensdo, em gfl, concentracdo do COT ou perda de peso apds combustdo, como
medicdo do contetido em matéria organica,

— pH,
— oxigénio ou potencial redox (obrigatério apenas quando as condi¢des aerdbicas ndo sejam Gbvias).
Condigdes de ensaio:

— periodo decorrido entre a recolha das amostras ¢ a respectiva utilizacdo no ensaio, condi¢des de armazena-
mento e de pré-tratamento das amostras, data de realizagdo dos estudos,

— quantidade da substancia em estudo aplicada, concentra¢des de ensaio e substancia de referéncia,

— método de aplicagdo da substancia em estudo, incluindo a eventual utilizagdo de solventes,
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— volume de dgua de superficie e de sedimentos (se aplicdvel) utilizados, e volume recolhido em cada amostra
para fins de andlise,

— descricdo do sistema de ensaio utilizado.
Se as culturas ndo forem mantidas em ambiente escuro, informagdo sobre as condicdes de uz difusa»:

— informagdo sobre o(s) método(s) utilizado(s) para a preparagdo dos controlos estéreis (p.ex.: temperatura,
duragdo e niimero de tratamentos em autoclave),

— temperatura de incubagio,

— informacdo sobre as técnicas analiticas e sobre o(s) método(s) utilizado(s) para as medi¢des da actividade radi-
oquimica, para a verificagdo dos balancos de massa e para a medicdo da distribuicdo pelas fases (se for
efectuada),

— ndmero de replicados.
Resultados:
—  percentagens de recuperagdo (ver o ponto 1.7.1),

— reproductividade e sensibilidade dos métodos analiticos utilizados, incluindo os respectivos limites de detec-
¢do (LOD) e de quantificagdo (LOQ) (ver o ponto 1.7.2),

— todos os dados medidos (incluindo o momento das amostragens), tabela com os valores calculados e curvas
de degradagdo; para cada concentragio estudada e para cada frasco replicado, apresentar o coeficiente de cor-
relacdo linear correspondente ao declive do gréfico logaritmico, a duragdo estimada da fase de laténcia e (se
possivel) uma taxa constante de primeira ordem ou de pseudo primeira ordem, bem como a correspondente
meia-vida (ou perfodo de meia-vida, ts),

— comunicar os valores relevantes, p.ex.: duragdo da fase de laténcia, taxa constante e meia-vida de degradagdo
(ou ts), sob a forma de uma média dos resultados observados nos diferentes replicados,

— classificar o sistema como adaptado ou ndo-adaptado, a julgar pelo aspecto da curva de degradacio e pela
possivel influéncia da concentracdo de ensaio,

— resultados da verificagdo final dos balancos de massa e das medigdes da distribuicdo pelas diferentes fases (se
efectuadas),

— fracgdo do '*C mineralizada e, caso sejam utilizadas andlises especificas, nivel final da degradagio primdria,

— identificagdo, concentra¢do molar e percentagem da substancia aplicada e dos principais metabolitos (ver o
primeiro pardgrafo do ponto 1.8.9.5), quando aplicével,

— proposta de esquema da sequéncia de reacgdes, quando aplicével,

— discussdo dos resultados.
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Apéndice 1
Distribuicdo do '*C pelas diferentes fases

Para efeitos da verificacio do procedimento, as medicdes rotineiras da actividade residual do '*C organico total (TOA) devem
ser complementadas por medicdes dos balancos de massa, que indicam a determinagio directa do '*CO, produzido apés
captura num adsorvente (ver o anexo 3). A formacdo de '*CO, representa, por si s, uma prova directa de biodegradagio,
por oposicdo a degradacio abidtica ou a outros mecanismos de redugdo da concentra¢do da substancia, como a volatiliza-
¢do ou a adsorcdo. Alguma informacdo (til para a caracterizacdo do comportamento em termos de biodegradabilidade pode
ser obtida medindo a distribui¢do do TOA entre a fase de solugdo (actividade do '*C organico dissolvido, DOA) e a fase par-
ticulada (actividade do '*C organico particulado, POA), ap6s separacio das particulas por filtragio através de membrana ou
por centrifugagdo. A POA consiste na substincia adsorvida sobre a biomassa microbiana e sobre outras particulas, para além
do carbono marcado proveniente da substancia em estudo e que tenha sido utilizado para a sintese de novo material celular,
sendo assim incorporado na fracgio da biomassa particulada. A formacao de material organico dissolvido com '*C pode ser
estimada pela DOA no final da biodegradagdo (parte em que a curva da degradagdo em fungdo do tempo passa a ser paralela
ao eixo dos x).

Estimar a distribuicdo do '*C pelas fases em amostras seleccionadas, por filtragio das amostras através de um filtro de mem-
brana com didmetro de poro de 0,22 pm ou de 0,45 pm, num material que ndo seja significativamente adsorvente em rela-
¢do a substancia em estudo (os filtros de policarbonato poderdo servir). Caso a adsor¢do da substincia em estudo no filtro
seja demasiado importante para que possa ser ignorada (a verificar antes de iniciar a experiéncia) poderd utilizar-se, em vez
da filtracdo, um procedimento de centrifugagdo a alta velocidade (2 000 g, 10 min).

Proceder a filtragdo ou a centrifugagdo de amostras nio filtradas, como se descreve no anexo 3. Dissolver os filtros de mem-
brana num fluido de cintilagdo adequado e proceder a contagem do modo habitual, utilizando apenas o método do racio
externo padrdo para corrigir a atenuagdo, ou utilizar um oxidante das amostras. Se se tiver procedido a centrifugacio, res-
suspender o pellet formado pela frac¢do particulada em 1-2 ml de dgua destilada e transferir para uma célula de cintilémetro.
Lavar duas vezes com 1 ml de dgua destilada e transferir a 4gua da lavagem para a célula. Se necessario, a suspensdo poderd
ser colocada num gel para a contagem por cintilagdo em meio liquido.
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Apéndice 2
Procedimento semicontinuo

Para conseguir chegar a uma degradacio suficiente das substancias mais recalcitrantes, poderd ser necessario incubar as cul-
turas durante periodos que poderdo chegar a vdrios meses. A duracdo do ensaio ndo deverd normalmente ultrapassar 60
dias, a ndo ser quando as caracteristicas da amostra original da dgua possam ser mantidas através da renovacdo da suspen-
sdo de ensaio. O periodo de ensaio poderd, no entanto, ser alargado até um maximo de 90 dias, sem renovacio da suspen-
sdo de ensaio, se a degradacdo da substancia em estudo se tiver iniciado durante os primeiros 60 dias.

Durante a incubagdo por longos periodos, a diversidade da comunidade microbiana podera reduzir-se devido a diferentes
mecanismos de perda e também ao esgotamento de nutrientes essenciais e substratos primdrios de carbono na dgua de
ensaio. Assim, recomenda-se a utilizagdo de um ensaio em semicontinuo, a fim de determinar de forma apropriada a taxa de
degradagdo das substancias em que esse processo ¢ mais lento. O ensaio deve ser iniciado utilizando um procedimento semi-
continuo quando a experiéncia anterior mostrar que serd necessario um periodo de incubacio de trés meses para conseguir
a degradagdo de 20 % da substancia presente. Se ndo for esse o caso, o ensaio normal, em modo descontinuo, poderd ser
transformado num ensaio semicontinuo se ndo se observar nenhuma degradacio da substincia em estudo durante aproxi-
madamente 60 dias de ensaio em descontinuo. Pode interromper-se o procedimento semicontinuo e continuar o ensaio em
descontinuo a partir do momento em que se tenha registado uma degradacdo substancial (p.ex.: > 20 %).

No ensaio semicontinuo, cerca de um ter¢o do volume da suspensdo de ensaio serd substituida, a cada quinze dias, por dgua
acabada de recolher a qual foi adicionada a substancia em estudo a concentragio inicial pretendida. Se o ensaio for realizado
com sedimento em suspensao, o sedimento serd igualmente adicionado a dgua de substituicdo, com a mesma concentragio
inicial do ensaio (entre 0,01 e 1 g/l). Para efeitos da realizacdo de um ensaio com sélidos sedimentares em suspensio, é
importante manter o sistema em suspensdo permanente, mesmo durante a mudanca de dgua, e um tempo de residéncia seja
idéntico para os sélidos e para a dgua, ja que de outra forma a pretendida similaridade com um sistema aquoso homogéneo
sem fases definidas ndo estard garantida. Por essas razdes, quando se utilizar o regime semicontinuo serd preferivel utilizar
uma concentracdo inicial de sélidos em suspensdo na parte inferior do intervalo de concentra¢des sugerido.

A substancia em estudo deve ser adicionada com uma concentragdo que faga com que a concentragio inicial ndo seja ultra-
passada aquando da renovagdo parcial da suspensdo de ensaio, o que permitird evitar os fenémenos de adaptagdo que ocor-
rem frequentemente a altas concentra¢des da substancia em estudo. Na medida em que o procedimento implica tanto uma
reinoculacio como a compensagio dos nutrientes e substratos primdrios entretanto esgotados, a diversidade microbiana ori-
ginal é reposta, pelo que o ensaio poderd, teoricamente, prolongar-se até ao infinito. Quando se utiliza o procedimento semi-
continuo, é importante notar que a concentragio residual da substincia em estudo deve ser corrigida em funcio das
quantidades removidas e adicionadas em cada renovagdo. A concentragio total e a concentragdo em solucdo da substancia
de ensaio podem ser tratadas como equivalentes no caso dos compostos com baixa adsorcdo. A adsor¢do ¢ insignificante
(< 5 %), nas condi¢des de ensaio (0,1-1 g sdlidos/l) para as substancias em que log Kow < 3 (vdlido para compostos lipofi-
licos neutros). Essa caracteristica é ilustrada pelo seguinte exemplo: 0,1 g/l de s6lidos correspondem, mais ou menos, a 10 mg
de carbono por litro (fraccdo carbono, f- = 0,01). Assumindo que:

Log K, (da substincia de ensaio) = 3

K, =042 xK,,

Cocficiente de particdo, Ky = f- x K,

logo, a frac¢do dissolvida da concentragdo total (C-dgua (C,,)/C-total (C,) sera:

Co/Co = 1/(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10 x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Apéndice 3

Determinagio do '*CO,

Determinagdo indirecta do '*CO,

Para as medigdes de rotina, o método indirecto é geralmente o mais rdpido e preciso, quando a substancia de ensaio e os
respectivos metabolitos ndo forem voldteis. Transferir simplesmente amostras ndo filtradas, por exemplo com um volume
de 5 ml, para células de cintiloscopio. A actividade das amostras deverd localizar-se inicialmente entre os 5 000 dpm-
-10 000 dpm (80-170 Bg), sendo a actividade minima inicial, normalmente, da ordem dos 1 000 dpm. O CO, deve ser pur-
gado ap0s acidificacdo das amostras a pH 2-3 com uma ou duas gotas de HCl ou H;PO, concentrado. A purga do CO, pode
ser feita por borbulhamento com ar durante cerca de ¥5-1 hora. Em alternativa, agitar vigorosamente as células (p.ex.: em
agitador orbital) durante 1-2 horas ou, com agitacdo menos vigorosa, de um dia para o outro. A eficiéncia da purga de CO,
deve ser verificada (prolongando o perfodo de arejamento ou de agitacdo). Adicionar depois um liquido de cintilacdo ade-
quado para a contagem de amostras aquosas, homogeneizar a amostra num agitador orbital e determinar a radioactividade
por contagem de cintilagdo do liquido, subtraindo a actividade de base encontrada nos brancos utilizados no ensaio (Fy). A
ndo ser nos casos em que a dgua de ensaio seja muito corada ou contenha uma elevada concentragio de particulas, as amos-
tras devem normalmente apresentar uma atenuacdo uniforme, pelo que serd suficiente proceder a correc¢des da atenuagdo
utilizando um padrio externo. Se a dgua de ensaio se apresentar muito corada, poderd ser necessario proceder a uma cor-
recgdo adicional da atenuagdo utilizando um padrio interno. Se a concentragdo de particulas for elevada poderd ser dificil
obter uma solugdo ou gel homogéneo, ou poderdo ocorrer variagdes de atenuagdo demasiado grandes de amostra para amos-
tra. Nesse caso, poderd ser utilizado o método de contagem descrito abaixo para as lamas. Se o ensaio for realizado com
sedimento em suspensdo, a medicdo do '*CO, podera ser efectuada indirectamente retirando uma amostra homogénea de
10 ml da dgua/suspensdo de ensaio e separando as respectivas fases por centrifuga¢do a uma velocidade apropriada (p.ex.:
40 000 m/s* durante 15 min). A fase aquosa deverd entdo ser tratada como se descreve acima. Para a determinagio da acti-
vidade de '*C da fase particulada (POA), ressuspender o sedimento num pequeno volume de dgua destilada, transferir para
as células de cintiloscopio e adicionar liquido de cintilagdo de modo a formar um gel (existem liquidos de cintilagdo espe-
ciais para esse efeito). Dependendo da natureza das particulas (nomeadamente do respectivo teor de matéria organica),
poderid ser vidvel proceder a digestdo da amostra, de um dia para o outro, numa solugdo que dissolva os tecidos e depois a
respectiva homogeneizagdo em agitador orbital, antes de adicionar o liquido de cintilacdo. Em alternativa, a POA pode ser
determinada por combustdo em presenga de oxigénio excedentdrio, utilizando um oxidador de amostras. Para a contagem,
devem ser sempre incluidos padrdes internos, podendo ser necessario proceder a correcgdes da atenuagio por adigdo de um
padrio interno a cada uma das amostras.

Determinagdo directa do '*CO,

Se o '*CO, produzido for medido directamente, serd necessério prever, no inicio do ensaio, um ntimero suficiente de fras-
cos, que serdo recolhidos em cada momento de amostragem e acidificados a pH 2-3, sendo o '*CO, recolhido num adsor-
vente interno (colocado em cada frasco de ensaio no inicio do mesmo) ou externo. Como agente adsorvente, podem
utilizar-se produtos alcalinos (p.ex.: solu¢do 1 N ou pellets de NaOH), etanolamina ou um adsorvente baseado na etanola-
mina que se encontre disponivel no mercado. Quando as medicdes do '*CO, sejam feitas de forma directa, os frascos de
ensaio devem ser hermeticamente fechados, por exemplo com rolhas de borracha butirica.
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Figura 1a

Exemplo de um gréfico aritmético dos dados (actividade residual em fungio do tempo)
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Figura 1b

Exemplo de um grifico semilogaritmico dos dados (In da actividade residual em funcio do tempo)
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ANEXO VI

C.26. ENSAIO DE INIBIC[\O DE CRESCIMENTO COM LEMNA SPP.

1. METODO

Este método ¢ equivalente ao OECD TG 221 (2006). As autoridades da UE estdo de acordo em afirmar que o
ensaio com Lemna constitui uma alternativa adequada para o ensaio com algas de substancias fortemente
coradas (2)(3).

1.1. INTRODUCAO

O presente método de ensaio foi concebido para avaliar a toxicidade de determinadas substéncias para as plantas
aqudticas do Género Lemna (lentilha-de-dgua). O método ¢ baseado em orientagdes existentes (4)(5)(6)(7)(8)(9),
mas inclui modifica¢des desses métodos para tomar em conta a investigagdo mais recente e as consultas realiza-
das em relacdo a uma série de questdes. O método proposto foi validado por um ensaio de anel internacional (10).

O presente método de ensaio descreve ensaios de toxicidade que utilizam as espécies Lemna gibba e Lemna minor,
que foram extensamente estudadas e sdo objecto das normas acima referidas. A taxonomia das Lemna spp. € difi-
cil, sendo complicada pela existéncia de diversos fendtipos. Embora a resposta das Lemna aos agentes téxicos
possa ser afectada por variabilidade genética, a informacdo actualmente existente sobre essa fonte de variabili-
dade ndo ¢é suficiente para permitir que se recomende um clone especifico para a utilizagdo no presente método
de ensaio. Cabe aqui notar que embora o ensaio ndo seja realizado com culturas puras, sdo tomadas medidas, em
diversas fases, para que a contaminag¢do por outros organismos seja reduzida ao minimo.

Sdo descritos os pormenores do ensaio com renovagdo (semiestdtico e em continuo) e sem renovagio (estatico)
da solucdo de ensaio. Dependendo dos objectivos do ensaio e das exigéncias regulamentares, é recomendado que
se analise a possibilidade de aplicacdo dos métodos semiestdtico e em continuo, nomeadamente para as substan-
cias que desaparecem rapidamente da solugdo por efeito de volatilizacdo, de fotodegradacio, de precipitagdo ou
de biodegradagdo. Para mais orientagdes, consultar a referéncia bibliografica (11).

1.2. DEFINICOES
Para efeitos do presente método de ensaio, foram utilizadas as seguintes defini¢des e abreviaturas:

Biomassa: ¢ o peso seco da matéria viva presente numa populagdo. No presente ensaio sdo utilizadas algumas
formas alternativas de medicdo da biomassa, como o niimero ou a superficie das frondes, sendo o termo «bio-
massa» utilizado também para essas medi¢des alternativas.

Clorose: é o amarelecimento do tecido das frondes.

Clone: é um organismo ou célula obtido a partir de um Gnico individuo por reproducio assexuada. Os indivi-
duos de um mesmo clone sdo, portanto, geneticamente idénticos.

Colénia: é um agregado de frondes (geralmente 2 a 4) progenitoras e descendentes, ligadas entre si. As colénias
sdo por vezes designadas por «planta.

EC,: é a concentracdo da substancia em estudo que, dissolvida no meio de ensaio, resulta numa reducio de x %
(p. ex.: 50 %) do crescimento da Lemna, apés um determinado periodo de exposi¢do (que deverd ser explicita-
mente mencionado nos casos em que se afaste da duracdo total ou normal do ensaio). A fim de indicar de forma
inequivoca se o valor de EC se refere a taxa de crescimento ou ao rendimento, o simbolo «E,C» € utilizado no
primeiro caso e o simbolo «E,C» no segundo, sendo seguidos da designagio da varidvel de medigao utilizada, p.
ex.: E.C (nimero de frondes).

Ensaio em continuo: ¢ um ensaio em que a solucdo em estudo é continuamente substituida.

Fronde: é uma estrutura individual/tinica, em «forma de folha», de uma planta de lentilha-de-dgua. Trata-se da
mais pequena unidade, ou seja, individuo, capaz de reproducio.

Giba: é uma fronde que apresenta um aspecto irregular ou inchado.
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Crescimento: é o aumento da varidvel de medicdo, que pode ser o nimero de frondes, o peso seco, o peso
hiimido ou a superficie das frondes, ao longo do periodo de ensaio.

Taxa de crescimento (taxa média de crescimento especifico): € o aumento logaritmico da biomassa durante
o periodo de exposicio.

Menor concentragio com efeito observavel (LOEC): é a concentra¢do mais baixa & qual se observa que a subs-
tancia em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) de reducdo do crescimento, quando com-
parada com o controlo, para um determinado periodo de exposigdo. No entanto, todas as concentracdes de ensaio
superiores a LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Quando estas
duas condigdes ndo puderem ser satisfeitas, deverd ser fornecida uma explicacio pormenorizada sobre a forma
como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Varidveis de medicio: é qualquer tipo de varidvel que seja medida para permitir a determinagio do ponto final
do ensaio, utilizando uma ou mais do que uma varidveis de resposta. No presente método, o ntimero de frondes,
a superficie das frondes, o peso fresco e o peso seco sdo varidveis de resposta.

Monocultura: ¢ uma cultura com uma tnica espécie de planta.
Necrose: ¢ o tecido da fronde morto (ou seja, branco ou empapado em édgua).
Concentracio sem efeitos observiaveis (NOEC): € a concentragdo de ensaio imediatamente inferior & LOEC.

Fenétipo: sdo as caracteristicas observéveis de um organismo, determinadas pela interac¢do dos seus genes com
o ambiente em que vive.

Varidveis de resposta: sio varidveis de estimacdo da toxicidade, derivadas de qualquer dos parametros medidos
que descrevem a biomassa nos diferentes métodos de célculo. No presente método, as taxas de crescimento e o
rendimento sdo varidveis de resposta derivadas de varidveis de medi¢do como o ntimero de frondes, a superficie
das frondes, o peso fresco ou o peso seco.

Ensaio semiestdtico (com renovagio do meio): é um ensaio em que a solucdo de ensaio € periodicamente subs-
tituida, em determinados momentos do ensaio.

Ensaio estdtico: ¢ um método de ensaio durante o qual ndo hd renovagdo da solugdo de ensaio.

Ponto final do ensaio: descreve, em termos gerais, o factor que serd alterado pela substancia quimica em estudo,
por comparagdo com o controlo, cuja identificagdo ¢ o objectivo do ensaio. No presente método, o ponto final
¢ a inibigdo do crescimento, que pode ser expressa por diferentes varidveis de resposta, baseadas em uma ou mais
varidveis de medigdo.

Meio de ensaio: é o meio sintético completo de crescimento em que as plantas de ensaio sdo cultivadas quando
expostas a substancia em estudo. A substancia em estudo serd normalmente dissolvida no meio de ensaio.

Rendimento: ¢ o valor de uma varidvel de medigdo que exprime a biomassa no final do periodo de exposicdo
menos o valor dessa varidvel de medicdo no inicio do periodo de exposicio.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Utilizando monoculturas de plantas do género Lemna em crescimento exponencial, sdo feitas culturas com dife-
rentes concentragdes da substancia em estudo, durante sete dias. O objectivo do ensaio ¢ quantificar os efeitos da
substincia em estudo sobre o crescimento vegetativo durante esse periodo, com base na avaliacdo de determi-
nadas varidveis de medicdo. O nimero de frondes ¢ a varidvel de medicdo primdria. Pelo menos mais uma vari-
dvel de medigdo (superficie total das frondes, peso seco ou peso fresco) serd também medida, jé que certas
substancias podem afectar outras varidveis de medi¢do de forma muito mais severa do que o ntéimero de frondes.
Para quantificar os efeitos relacionados com a substancia em estudo, o crescimento das culturas de ensaio é com-
parado com o dos controlos, sendo determinada a concentra¢do que causa uma inibi¢do do crescimento de x %
(p. ex.: 50 %), expressa como EC, (p. ex.: ECs).

O ponto final do ensaio ¢ a inibicdo do crescimento, expresso como o aumento logaritmico da varidvel de medi-
¢do (taxa média de crescimento especifico) durante o perfodo de exposi¢do. A partir das taxas médias de cresci-
mento especifico registadas numa série de solugdes de ensaio, a concentragdo que causa uma inibicdo da taxa de
crescimento de x % (p. ex.: 50 %) é determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E,Csq)
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Outra varidvel de resposta utilizada no presente método de ensaio ¢é o rendimento, que pode ser necessdrio para
dar cumprimento a exigéncias regulamentares especificas de alguns paises. O rendimento ¢ definido como o valor
da varidvel de medigdo no final do periodo de exposi¢do menos o valor da varidvel de medi¢ido no inicio do peri-
odo de exposicdo A partir dos rendimentos registados numa série de solugdes de ensaio, a concentragdo que causa
uma inibicdo do rendimento de x % (p. ex.: 50 %) € determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E,Cs).

Por outro lado, a menor concentracio com efeito observdvel (LOEC) e a concentracdo sem efeitos observaveis
(NOEC) podem ser determinadas estatisticamente.

INFORMACAO SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

Deve existir um método analitico que apresente uma sensibilidade adequada para a quantificagdo da substancia
no meio de ensaio.

A informagdo sobre a substincia em estudo que poderd ser til para estabelecer as condigdes do ensaio inclui a
sua férmula estrutural, pureza, hidrossolubilidade, estabilidade a luz e em dgua, pK,, K, pressdo de vapor e bio-
degradabilidade. A hidrossolubilidade e a pressdo de vapor podem ser utilizadas para calcular a constante da Lei
de Henry, o que permitird verificar a probabilidade de perdas significativas da substancia em estudo durante o
periodo de ensaio. Dessa forma, poderd avaliar-se se ¢ necessdrio adoptar medidas especificas para o controlo des-
sas perdas. Nos casos em que a informacdo sobre a solubilidade e a estabilidade da substancia de ensaio for incerta,
recomenda-se que as mesmas sejam avaliadas nas condi¢des de ensaio, ou seja, com o mesmo meio de cresci-
mento, temperatura e regime de iluminacdo que ird ser utilizado no ensaio.

O controlo do pH do meio de ensaio é particularmente importante, nomeadamente no caso dos ensaios de metais
ou de substancias hidroliticamente instdveis, pelo que se recomenda, nesses casos, a adi¢do de um tampao ao meio
de crescimento (ver o primeiro pardgrafo do ponto 1.7.4. Para mais orientacdes sobre o ensaio de substancias
cujas propriedades fisico-quimicas dificultam o ensaio, consultar a referéncia bibliografica (11).

SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Para verificacdo do procedimento de ensaio, pode(m) ser ensaiada(s) (uma) substancia(s) de referéncia, como por
exemplo o 3,5-diclorofenol, utilizado no ensaio de anel internacional (10). Serd desejavel proceder ao ensaio de
uma substéncia de referéncia pelo menos duas vezes por ano ou, quando os ensaios forem realizados com menos
frequéncia, em paralelo com a determinagdo da toxicidade das substancias em estudo.

VALIDADE DO ENSAIO

Para que o ensaio seja vélido, o tempo de duplicagdo do nimero de frondes no controlo deve ser inferior a 2,5
dias (60 horas), o que corresponde aproximadamente a uma multiplicacdo por sete em sete dias e a uma taxa
média de crescimento especifico de 0,275 d". Utilizando os meios e as condigdes de ensaio descritas no presente
método, esse critério pode ser cumprido num regime de ensaio estatico (8). Parte-se igualmente do principio de
que esse critério poderd ser cumprido nos ensaios semiestdticos ou continuos. O cdlculo do tempo de duplicagio
¢ apresentado no ponto 2.1.

DESCRICAO DO METODO
Equipamento

Todos os equipamentos que entrem em contacto com as solugdes de ensaio devem ser totalmente construidos
em vidro ou noutro material quimicamente inerte O material de vidro utilizado para as culturas e ensaios deve
ser limpo de todos os contaminantes quimicos que possam lixiviar para o meio de ensaio e esterilizado. Os fras-
cos de ensaio devem ser suficientemente largos para que as frondes das diferentes colénias dos frascos de con-
trolo possam crescer sem se sobreporem até ao final do ensaio. Nao importa se as raizes tocarem o fundo dos
frascos de ensaio, mas serd aconselhdvel utilizar frascos com uma profundidade minima de 20 mm e com um
volume minimo de 100 ml. A escolha do melhor tipo de frascos ndo ¢ critica, desde que esses requisitos sejam
cumpridos. O ensaio jd foi realizado com sucesso em frascos de vidro, caixas de cristalizagdo ou caixas de Petri de
dimensdes apropriadas. Os frascos de ensaio devem ser cobertos de modo a minimizar a evaporagdo e a conta-
minaco acidental, sem por em causa as necessarias trocas gasosas. Os frascos e, em especial, as tampas mais indi-
cadas ndo provocardo zonas de sombra ou alteracdes das caracteristicas do espectro luminoso.

As culturas e os frascos de ensaio ndo devem ser conservados juntos. Para tal, o melhor serd utilizar cimaras de
crescimento, incubadoras ou mesmo salas separadas. A iluminagdo e a temperatura devem ser controldveis e man-
tidas a um nivel constante (ver o ponto 1.7.8).
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Organismo de ensaio

O presente ensaio pode ser realizado com Lemna gibba ou com Lemna minor. O apéndice 1 apresenta uma breve
descricdo das espécies de lentilha-de-dgua que j foram utilizadas para ensaios de toxicidade. O material vegetal
pode ser obtido junto de uma colecgdo de culturas, de outro laboratério ou no campo. Quando forem recolhidas
no campo, as plantas devem ser mantidas em cultura no mesmo meio que ird ser utilizado para o ensaio durante
pelo menos oito semanas antes do mesmo. Os locais de colheita no campo onde se faz a recolha de culturas de
arranque devem estar isentos de fontes evidentes de polui¢do. Caso sejam obtidas de outro laboratério ou de uma
coleccio de culturas, as plantas devem ser mantidas da mesma forma durante pelo menos trés semanas. A fonte
do material vegetal e da espécie ou clone (se conhecido) utilizado para o ensaio deve ser sempre indicada.

Devem ser utilizadas monoculturas visivelmente isentas de contaminagdo por outros organismos, como algas ou
protozodrios. As plantas sauddveis de L. minor sdo formadas por colonias com duas a cinco frondes, enquanto
que as colénias sauddveis de L. gibba podem apresentar até sete frondes.

A qualidade e a uniformidade das plantas utilizadas para o ensaio terdo uma influéncia significativa sobre o resul-
tado do mesmo, pelo que as plantas devem ser cuidadosamente seleccionadas. Devem ser utilizadas plantas
jovens, de crescimento rdpido e sem lesdes ou descoloracio (clorose) visiveis. Uma cultura de boa qualidade é
caracterizada por uma elevada incidéncia de colénias com pelo menos duas frondes. Um nimero elevado de fron-
des isoladas ¢ indicativo de stress ambiental, nomeadamente por limitacdo de nutrientes, pelo que o material vege-
tal das culturas com essas caracteristicas ndo deverd ser utilizado para os ensaios.

Cultura

Para reduzir a frequéncia das transferéncias para conservagdo da cultura (p. ex.: durante os periodos em que ndo
estejam previstos ensaios com Lemna) as culturas poderdo ser conservadas em ambiente escuro e a baixa tempe-
ratura (4-10 °C). O apéndice 2 apresenta mais informagdo sobre as técnicas de cultura. O surgimento de sinais
evidentes de contaminagdo por algas ou por outros organismos exigird a esterilizagdo superficial de uma suba-
mostra de frondes de Lemna, seguida de transferéncia para meio fresco (ver o apéndice 2). Nesse caso, a parte res-
tante da cultura contaminada devera ser descartada.

Pelo menos sete dias antes do ensaio, um niimero suficiente de coldnias serd transferido em condi¢des assépticas
para meio fresco esterilizado e cultivado durante 7-10 dias nas condi¢des de ensaio.

Meio de ensaio

Existem diversos meios recomendados para as culturas de Lemna minor e Lemna gibba, como se descreve a seguir.
A inclusdo de um tampao de pH no meio de ensaio [MOPS (icido 4-morfolinepropanosulfénico, N.© CAS: 1132-
-61-2; N.° EINECS: 214-478-5) no meio para L. minor ou NaHCO, no meio para L. gibba] deve ser cuidadosa-
mente ponderada nos casos em que possa haver interac¢do com a substincia em estudo que influencie a expressao
da sua toxicidade. O meio de Steinberg (12) também poderd ser utilizado, desde que estejam cumpridos os cri-
térios de validade do ensaio.

Para as culturas e ensaios com L. minor, recomenda-se a utilizacio do meio Swedish Standard (SIS) para Lemna,
modificado. A composigdo desse meio é dada no apéndice 3.

O meio de crescimento 20X — AAP, descrito no apéndice 3, é recomendado para as culturas e ensaios com
L. gibba.

O meio de Steinberg, tal como descrito no apéndice 3, também ¢é indicado para a L. minor, mas pode ser utilizado
para a L. gibba, desde que estejam cumpridos os critérios de validade do ensaio.

Solugdes de ensaio

As solugdes de ensaio sdo geralmente preparadas através da diluicdo de solugdes de reserva. As solugdes de reserva
da substancia em estudo sdo normalmente preparadas por dissolugdo da substincia em meio de crescimento.

A concentragdo mais elevada da substincia em estudo no ensaio ndo deverd normalmente ser superior ao limite
de solubilidade da substancia em dgua, nas condi¢des de ensaio. No entanto, cabe aqui notar que as Lemna spp.
flutuam a superficie, podendo ser expostas a substancias recolhidas na interface dgua-ar (p. ex.: substancias de
baixa hidrossolubilidade, hidr6fobas ou tensioactivas). Nessas circunstancias, terd lugar uma exposi¢do a mate-
riais diferentes dos que se encontram em solucdo e as concentragdes de ensaio podem, dependendo das caracte-
risticas da substincia em estudo, ultrapassar o limite de hidrossolubilidade. Para as substancia com baixa
hidrossolubilidade, poderd ser necessério preparar uma solucdo de reserva concentrada ou dispersar a substancia
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por meio de um dispersante ou solvente organico, de modo a facilitar a adi¢do de quantidades exactas da subs-
tancia em estudo ao meio de ensaio e a respectiva dispersdo e dissolucio. Devem ser desenvolvidos todos os esfor-
cos para evitar utilizar materiais desse tipo. A utilizacdo de dispersantes ou de solventes auxiliares ndo deverd
acarretar qualquer fitotoxicidade. Assim, por exemplo, os solventes mais comuns que ndo causam fitotoxicidade
em concentra¢des até aos 100 ml1™* incluem a acetona e a dimetilformamida. Se for utilizado um dispersante ou
um solvente, a sua concentragio final, tdo baixa quanto possivel (< 100 ml-1""), deve ser comunicada e todos os
frascos de exposicdo e de controlo devem ser expostos a mesma concentracdo. Para mais orientagdes sobre a uti-
lizacdo de dispersantes, consultar a referéncia bibliografica (11).

Grupos de ensaio e de controlo

O conhecimento prévio da toxicidade da substancia em estudo para a Lemna, por exemplo determinada com base
nos resultados de ensaios de determinagdo da gama de concentragdes, permitird uma mais facil escolha das con-
centracdes a utilizar no ensaio. No ensaio de toxicidade definitivo, deverdo normalmente ser estudadas cinco con-
centracdes de ensaio, em progressio geométrica. De preferéncia, o factor de separacdo entre as concentragdes de
ensaio ndo deve ultrapassar os 3,2, mas poderd ser utilizado um valor mais elevado quando a curva de
concentracdo-resposta for pouco pronunciada. Quando se utilizarem menos de cinco concentragdes, deve ser
apresentada uma justificagdo. Devem ser utilizados pelo menos trés replicados de cada concentracdo de ensaio.

Para efeitos da defini¢do da gama de concentragdes (tanto nos ensaios de determinagdo da gama quanto nos
ensaios definitivos de toxicidade) deve tomar-se em consideragdo os seguintes elementos:

—  Para a determinacdo do EC,, as concentragdes de ensaio devem abranger o valor de EC,, de modo a garantir
um nivel de confianca apropriado. Assim, para a determinacdo do ECs,, por exemplo, a concentragio de
ensaio mais elevada deve ser superior ao valor de ECs,. Se o valor de EC5, se encontrar fora da gama de
concentragdes ensaiadas, os intervalos de confianca associados serdo maiores, o que poderd impossibilitar o
ajustamento de um modelo estatistico,

—  Se 0 objectivo for a determina¢do do LOEC/NOEC, a concentragdo mais baixa ensaiada deve ser suficiente-
mente baixa para que o seu crescimento ndo seja significativamente inferior ao dos controlos. Por outro lado,
a concentragio mais elevada a ensaiar deve ser suficientemente alta para que o seu crescimento seja signi-
ficativamente inferior ao do controlo. Se ndo for esse o caso, o ensaio terd de ser repetido com uma gama de
concentragdes diferente (a ndo ser quando a concentragdo maxima ja se encontre perto do limite de solu-
bilidade ou da concentragio maxima pretendida, 100 mg-1™?).

Todos os ensaios devem incluir controlos compostos pelo mesmo meio nutriente, niimero de frondes e de colé-
nias e sujeitos as mesmas condigdes ambientais e procedimentos que os frascos de ensaio, mas sem adi¢do da
substancia em estudo. Se for utilizado um dispersante ou solvente auxiliar, o ensaio devera incluir um controlo
suplementar, com a mesma concentragdo de solvente/dispersante que os frascos com a substancia em estudo. O
namero de frascos com os replicados dos controlos (e de frascos com solvente, se aplicavel) deve ser pelo menos
igual e idealmente o dobro do niimero de frascos utilizados para cada concentragdo de ensaio.

Caso ndo seja necessdrio determinar o NOEC, o ensaio poderd ser alterado de modo a aumentar o niimero de
concentragdes estudadas, reduzindo o niimero de replicados por concentragdo. O niimero de replicados dos con-
trolos deve, no entanto, ser de pelo menos trés.

Exposicido

As coldnias, com 2 a 4 frondes visiveis, sdo transferidas da cultura de indculo e distribuidas de forma aleatéria
pelos frascos de ensaio, em condi¢es assépticas. Cada frasco de ensaio deve ser inoculado com um total de 9
a 12 frondes. O nimero de frondes e de colénias deve ser 0 mesmo em todos os frascos de ensaio. A experiéncia
ja obtida com o presente método e os dados dos ensaios de anel indicam que a utilizagdo de trés replicados de
cada concentra¢do em estudo, com 9 a 12 frondes em cada replicado, sdo suficientes para detectar diferencas de
crescimento da ordem dos 4 a 7 %, para a inibi¢do calculada a partir da taxa de crescimento (e dos 10 a 15 % a
partir do rendimento), entre as diferentes concentragdes (10).

A colocacio aleatéria dos frascos de ensaio na incubadora é necessdria para reduzir ao minimo a influéncia das
diferengas espaciais em termos de intensidade da luz ou de temperatura. E igualmente necessario mudar a posi-
¢do dos frascos, por blocos ou de forma aleatdria, apds as amostragens (ou mais frequentemente).
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Se um ensaio preliminar de estabilidade mostrar que a concentragdo da substincia em estudo ndo pode ser man-
tida (ou seja, se a concentragdo medida diminuir mais de 80 % em relagdo a concentracdo inicial medida) durante
o periodo de ensaio (7 dias), recomenda-se a utilizagdo de um regime de ensaio semiestatico. Nesse caso, as cold-
nias devem ser expostas a solugdes frescas de ensaio e de controlo em pelo menos duas ocasides durante o ensaio
(p- ex.: nos dias 3 e 5). A frequéncia da exposi¢do ao meio fresco dependerd da estabilidade da substancia em
estudo; para manter concentracdes quase constantes de substancias altamente instdveis ou volateis, podera ser
necessria uma frequéncia maior. Em certos casos, poderd ser necessdrio utilizar um procedimento em
continuo (11)(13).

A possibilidade de exposicdo através de aplicagdo foliar (aspersdo) ndo estd prevista no presente método de ensaio,
para esse método ver a referéncia bibliografica (14).

Condicdes de incubacio

Deve ser utilizada uma iluminagdo fluorescente constante com luz branca, quente ou fria, de modo a proporci-
onar as culturas uma intensidade luminosa seleccionada na gama dos 85-135 pE:m s ', medida no compri-
mento de onda da fotossintese (400-700 nm) em pontos que se encontrem a mesma distancia da fonte luminosa
que as frondes de Lemna (intensidade equivalente a 6 500-10 000 lux). As diferencas em relacdo a intensidade
luminosa escolhida ndo devem ultrapassar, em toda a zona de ensaio, £ 15 %. O método de detecgdo e medigdo
da luz e, em particular, o tipo de sensor utilizado, afectardo o valor medido. Os sensores esféricos (que respon-
dem a luz proveniente de todos os angulos acima e abaixo do plano de medigdo) e os sensores «de co-seno» (que
respondem a luz proveniente de todos os angulos acima do plano de medigdo) sdo preferiveis aos sensores uni-
direccionais e dardo leituras mais elevadas para as fontes multiplas de luz do tipo aqui descrito.

A temperatura dos frascos de ensaio deve ser mantida a 24 + 2 °C. O pH do meio de controlo ndo deve aumentar
mais de 1,5 unidades durante o ensaio. No entanto, um desvio superior a 1,5 unidades de pH ndo invalidard o
ensaio quando se possa demonstrar que os critérios de validade sdo cumpridos. Em certos caos, contudo, como
por exemplo nos ensaios de substancias instdveis ou de metais, poderd ser necessario adoptar cuidados adicio-
nais em relacdo & variacdo de pH. Para mais informagdes, consultar a referéncia bibliografica (11).

Duracido

O ensaio terminard 7 dias depois de as plantas terem sido transferidas para os frascos de ensaio.

Medicdes e determinacdes analiticas

No inicio do ensaio, o niimero de frondes em cada frasco de ensaio serd registado, com o cuidado de contar todas
as frondes evidentes e distintamente visiveis. O nimero de frondes que apresentam uma aparéncia normal e anor-
mal deve ser determinado no inicio do ensaio e pelo menos mais uma vez a cada 3 dias durante o periodo de
exposicdo (ou seja, pelo menos duas vezes ao longo dos 7 dias do ensaio) e no final do mesmo. Qualquer alte-
ragdo observada no desenvolvimento das plantas, por exemplo no que respeita & dimensdo e aparéncia das fron-
des, a indicacdes de necrose, clorose ou da formagdo de gibas, a desagregacdo ou perda de flutuabilidade das
coldnias ou a dimensdo e aspecto das raizes, deverd ser registada. As caracteristicas mais significativas do meio de
ensaio (p. ex.: presenga de materiais em suspensdo, crescimento de algas nos frascos de ensaio) devem também
ser registadas.

Para além da determinagdo do niimero de frondes durante o ensaio, devem também ser avaliados os efeitos da
substancia em estudo sobre uma (ou mais) das seguintes varidveis de medicdo:

i)  superficie total das frondes,

ii) peso seco,

i) peso fresco.

A superficie total das frondes, enquanto varidvel, tem a vantagem de poder ser determinada para cada frasco de
ensaio e de controlo no inicio, durante e no final do ensaio. O peso seco ou fresco deverd ser determinado no
inicio do ensaio a partir de uma amostra da cultura de indculo, representativa do inéculo utilizado para lancar o
ensaio, e no final do mesmo, com o material retirado das plantas de cada frasco de ensaio e de controlo. Se a
superficie das frondes ndo for medida, o seguimento do peso seco serd preferivel ao do peso fresco.

A superficie total das frondes, o peso seco e o peso fresco podem ser determinados do seguinte modo:
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i)  Superficie total das frondes: a superficie total das frondes de todas as colonias pode ser determinada por and-
lise visual. Uma silhueta do frasco e das plantas de ensaio pode ser filmada com uma cimara de video (p.
ex.: colocando o frasco numa mesa de luz) e digitalizada. A partir de uma calibracdo utilizando formas pla-
nas com uma superficie conhecida, a superficie total das frondes em cada frasco de ensaio pode ser deter-
minada. Deve ter-se o cuidado de excluir a interferéncia causada pela borda do frasco de ensaio. Uma
abordagem alternativa, mais trabalhosa, serd tirar uma fotografia dos frascos e plantas de ensaio, recortando
depois a silhueta resultante das coldnias e determinando a respectiva superficie utilizando um integrador ou
papel milimétrico. Outras técnicas (p. ex.: a relacdo entre o peso da superficie de papel equivalente a silhueta
das colonias e o peso de uma superficie de papel unitdria) poderdo igualmente revelar-se apropriadas;

ii)  Peso seco: todas as colonias de cada frasco de ensaio sdo recolhidas e lavadas com dgua destilada ou desi-
onizada. Retira-se a d4gua em excesso e seca-se a 60 °C até obter um peso constante. Os fragmentos de raizes
que se encontrem presentes também devem ser incluidos. O peso seco deverd ser expresso com uma pre-
cisio minima de 0,1 mg;

ili) Peso fresco: as colénias sdo transferidas para tubos de pldstico (ou de outro material inerte) de peso conhe-
cido e com pequenos orificios (1 mm) no fundo. Os tubos sdo depois centrifugados a 3 000 rpm durante
10 minutos, a temperatura ambiente. Os tubos com as coldnias, agora secas, voltam a ser pesados e o peso
fresco é calculado por subtraccio do peso dos tubos vazios.

1.7.10.1. Frequéncia das medicdes e determinagdes analiticas

Se se utilizar um método de ensaio estdtico, o pH de cada frasco de ensaio deve ser medido no inicio e no final
do ensaio. No caso dos ensaios semiestéticos, deve ser medido o pH da solugdo de ensaio «fresca», antes da sua
utilizagdo, bem como o pH das correspondentes solucdes «usadas».

A intensidade luminosa deve ser medida, na cAmara de crescimento, incubadora ou sala, em pontos que estejam
a mesma distancia da fonte de luz que as frondes de Lemna. A medigdo deverd ser efectuada pelo menos uma vez
durante o ensaio. Deve ser registada diariamente a temperatura do meio contido num frasco especialmente des-
tinado para esse efeito e mantido nas mesmas condi¢des na camara de crescimento, incubadora ou sala utilizada
para o ensaio.

Durante o ensaio, as concentragdes da substancia em estudo deverdo ser determinadas a intervalos regulares. Nos
ensaios estdticos, a exigéncia minima é que as concentra¢des sejam determinadas no inicio e no final do ensaio.

No caso dos ensaios semiestaticos em que ndo seja de esperar que a concentra¢do da substincia em estudo se
mantenha no intervalo de + 20 % da concentracio nominal, serd necessdrio analisar todas as solugdes de ensaio
no momento em que sejam preparadas e também imediatamente antes da respectiva utilizagdo (ver o terceiro
paragrafo do ponto 1.7.7). No entanto, para os ensaios em que a concentragdo inicial medida da substancia em
estudo ndo se encontra no intervalo de * 20 % do valor nominal, mas em que se possam fornecer provas sufi-
cientes de que as concentragdes iniciais sio reprodutiveis e estdveis (isto ¢, se mantém dentro da gama dos
80-120 % das concentragdes iniciais), as determinacdes quimicas poderdo ser limitadas & maior e a menor con-
centracdo usadas no ensaio. Em qualquer dos casos, a determinacio das concentragdes da substancia em estudo
antes da sua utilizagdo s6 é necessdria num dos frascos replicados para cada concentracio de ensaio (ou no con-
tetido misturado de todos os frascos replicados).

Nos ensaios em continuo, poderd ser utilizado um regime de amostragem semelhante ao descrito para os ensaios
semiestdticos, com andlises no inicio, no meio e no final do ensaio, sem que seja necessario, nesse caso, medir as
concentragdes nas solugdes «usadas». Nesse tipo de ensaios, a taxa de dilui¢do da mistura do diluente ou da solu-
¢do de reserva com a substancia em estudo devera ser verificada diariamente.

Se existirem provas de que a concentragdo da substincia de ensaio ndo variou mais de * 20 %, durante o ensaio,
em relagdo ao valor da concentra¢do nominal ou da concentragio inicial medida, a andlise dos resultados poderd
basear-se nos valores nominais ou iniciais medidos. Se a variacio em relacio a concentragio nominal ou a con-
centragdo inicial medida for superior a + 20 %, a andlise dos resultados deverd basear-se na média geométrica da
concentragdo durante a exposicdo ou em modelos que descrevam a diminuigdo da concentra¢do da substincia
em estudo (11).
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Ensaio limite

Em determinadas circunstncias, ou seja, quando um ensaio preliminar indicar que a substancia em estudo nao
apresenta efeitos toxicos em concentracdes até aos 100 mgl™" ou até ao limite de solubilidade da substancia no
meio de ensaio (conforme a que seja menor), poderd proceder-se a um ensaio limite com comparagdo das res-
postas de um grupo de controlo e de um grupo exposto a substancia em estudo (a uma concentracio de 100 mgl™
ou que corresponda ao limite de solubilidade da substancia no meio de ensaio). E fortemente recomendado que
a auséncia de toxicidade seja confirmada por anélise da concentragdo de exposicdo. Todas as condicdes de ensaio
e critérios de validade anteriormente descritos sdo aplicdveis aos ensaios limite, com excepgdo da necessidade de
utilizar o dobro do nimero de replicados dos frascos expostos a substancia. O crescimento dos grupos de con-
trolo e de exposi¢do pode ser analisado através de um ensaio estatistico de comparacdo das médias, como por
exemplo o teste t-Student.

RESULTADOS E RELATORIO

TEMPO DE DUPLICACAO

Para determinar o tempo de duplica¢do (T4) do nimero de frondes e verificar se o ensaio cumpre o critério de
validade correspondente (ponto 1.6), a seguinte formula devera ser aplicada aos dados obtidos a partir dos fras-
cos de controlo:

Ty=In2/p

onde p ¢ a taxa média de crescimento especifico, determinada de acordo com o primeiro e segundo pardgrafos
do ponto 2.2.1.

VARIAVEIS DE RESPOSTA

O objectivo do ensaio ¢ determinar os efeitos da substancia em estudo sobre o crescimento vegetativo da Lemna.
O método de ensaio descreve duas varidveis de resposta, ja que os Estados-Membros tém diferentes preferéncias
e necessidades regulamentares. Para que os resultados dos ensaios possam ser aceitdveis em todos os Estados-
-Membros, os efeitos terdo de ser avaliados utilizando ambas as varidveis de resposta, a) e b), a seguir descritas:

a)  Taxa média de crescimento especifico: esta varidvel ¢ calculada com base no aumento logaritmico do niimero
de frondes e, adicionalmente, na evolugdo logaritmica de outro pardmetro de medicéo (superficie total das
frondes, peso seco ou peso fresco) em fungio do tempo (por dia), tanto nos frascos de controlo como nos
gtupos tratados com a substancia em estudo. £ por vezes designada por taxa de crescimento relativa (15);

b) Rendimento: esta varidvel de resposta é calculada com base no aumento do niimero de frondes e, adicio-
nalmente, na evolugdo de outro pardmetro de medi¢do (superficie total das frondes, peso seco ou peso
fresco), tanto nos frascos de controlo como nos grupos tratados com a substancia em estudo, até ao final do
ensaio.

Cabe aqui notar que os valores de toxicidade calculados através destas duas varidveis de resposta ndo sio com-
pardveis e que essa diferenga tem de ser reconhecida para efeitos da utilizagdo dos resultados do ensaio. Os valo-
res de EC, baseados na taxa média de crescimento especifico (E,C,) serdo geralmente mais elevados do que os
resultados baseados no rendimento (E,C,), se forem seguidas as condigdes de ensaio apresentadas no presente
método de ensaio, devido a base matematica das respectivas abordagens. Esse facto ndo deve ser interpretado
como uma diferenca de sensibilidade entre as duas varidveis de resposta, mas simplesmente como uma diferenga
matematica entre os valores. O conceito de taxa média de crescimento especifico baseia-se no padrdo geral de
crescimento exponencial da lentilha-de-dgua em culturas ndo sujeitas a limitagdes, sendo a toxicidade estimada
com base nos efeitos sobre a taxa de crescimento, e ndo depende do valor absoluto da taxa de crescimento espe-
cifico dos controlos, do declive da curva de concentragdo-resposta ou da duragdo do ensaio. Em contraste, os
resultados baseados no rendimento enquanto varidvel de resposta sdo dependentes de todas essas varidveis. O
valor de E,C, é dependente da taxa de crescimento especifico da espécie de lentilha-de-dgua utilizada em cada
ensaio e da taxa mdxima de crescimento especifico, que pode ser diferente para as diferentes espécies ou mesmo
para os diferentes clones. Esta varidvel de resposta ndo deve ser utilizada para comparar a sensibilidade das dife-
rentes espécies ou mesmo dos diferentes clones de lentilha-de-dgua aos produtos téxicos. Embora seja preferivel,
do ponto de vista cientifico, utilizar a taxa média de crescimento especifico para a estima¢do da toxicidade, as
estimativas da toxicidade com base no rendimento foram também incluidas no presente método de ensaio para
satisfazer as actuais exigéncias regulamentares de alguns paises.
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As estimativas da toxicidade deverdo ser baseadas no niimero de frondes e numa varidvel de medicio adicional
(superficie total das frondes, peso seco ou peso fresco), ja que certas substancias poderdo afectar outras varidveis
de medi¢do de forma muito mais severa do que o ntimero de frondes. Esse efeito passard despercebido se o cil-
culo se basear exclusivamente no nimero de frondes.

O ntimero de frondes, bem como o valor de qualquer outra varidvel de resposta medida, como a superficie total
das frondes, o peso seco ou o peso fresco, serd registado numa tabela, juntamente com as concentragdes da subs-
tancia em estudo em cada momento de medi¢do. A subsequente andlise dos dados, por exemplo para determi-
nagdo do LOEC, do NOEC ou dos EC,, devera basear-se nos valores obtidos para cada replicado e ndo em médias
calculadas para cada grupo exposto a substincia em estudo.

Taxa média de crescimento especifico

A taxa média de crescimento especifico durante um determinado perfodo € calculada como o aumento logarit-
mico das varidveis de crescimento — ntimero de frondes e outra varidvel de medigdo (superficie total das fron-
des, peso seco ou peso fresco) — aplicando a formula a seguir apresentada aos valores obtidos para cada replicado
dos controlos e dos frascos expostos a substancia em estudo.

In (Nj) - ln(Ni)

P'i.j = t

— Wy taxa média de crescimento especifico entre 0 momento i e 0 momento j
— N;  varidvel de medigdo no frasco de ensaio ou de controlo no momento i
— N varidvel de medigdo no frasco de ensaio ou de controlo no momento j

— t periodo decorrido entre i e j

Para cada um dos grupos de exposi¢do e de controlo, calcular um valor médio da taxa de crescimento, associado
as respectivas estimativas da varidncia.

A taxa média de crescimento especifico deve ser calculada para a totalidade do periodo de ensaio (na férmula
acima, «» ¢ 0 momento inicial e «j» 0 momento final do ensaio). Para cada uma das concentra¢des de ensaio e de
controlo, calcular o valor médio da taxa média de crescimento especifico, associado as respectivas estimativas da
varidncia. Por outro lado, a taxa de crescimento em cada sec¢do do ensaio deve ser avaliada para verificar os efei-
tos da substancia em estudo durante o periodo de exposicdo (p. ex.: através da andlise das curvas de crescimento
ap6s transformacdo logaritmica). A existéncia de diferengas substanciais entre as taxas de crescimento de cada
seccdo do ensaio e a taxa média de crescimento indica um desvio em relagdo a situagdo de crescimento expo-
nencial constante, exigindo portanto uma andlise mais pormenorizada das curvas de crescimento. Nesses casos,
a abordagem mais cautelosa passa pela comparagdo entre as taxas de crescimento especifico das culturas expos-
tas durante o periodo de maxima inibigdo e as taxas observadas nos controlos durante o mesmo periodo.

A percentagem de inibi¢do da taxa de crescimento (I,) poderd entdo ser calculada para cada concentragdo de
ensaio (grupos expostos), de acordo com a seguinte formula:

%Ir:w x 100

He

onde:

— %]I1: percentagem de inibicdo da taxa média de crescimento especifico

— B valor médio de p nos controlos
— pp valor médio de p no grupo exposto
Rendimento

Os efeitos sobre o rendimento sio determinados com base em duas varidveis de medigdo, o ndmero de frondes
e outra varidvel (superficie total das frondes, peso seco ou peso fresco), para cada frasco de ensaio, no inicio e no
final do mesmo. No que respeita ao peso seco e ao peso fresco, a biomassa de partida é determinada com base
numa amostra das frondes retirada da cultura utilizada para inocular os frascos de ensaio (ver o segundo pard-
grafo do ponto 1.7.3). Para cada uma das concentragdes de ensaio e para os controlos, calcular um valor médio
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2.2.3.

2.2.4.

2.3.

de rendimento, associado as respectivas estimativas da variancia. A percentagem média de inibi¢do do rendi-
mento (% ) pode ser calculada, para cada grupo exposto, do seguinte modo:

b.—b
%I:Mxloo
Yy bC

onde:

— %1, percentagem de redugdo do rendimento
— be biomassa final menos biomassa inicial do grupo de controlo

— by biomassa final menos biomassa inicial do grupo exposto

Representagio gréfica da curva de concentracio-resposta

Devem ser representadas as curvas de concentragdo-resposta, que relacionam a percentagem média de inibi¢ao
da varidvel de resposta (I,, ou I, calculadas como se indica no dltimo pardgrafo do ponto 2.2.1 ou no ponto 2.2.2)
com o logaritmo da concentra¢do da substancia em estudo.

Estimacio do EC,

As estimativas do EC, (p. ex.: EC;,) devem ser baseadas tanto na taxa média de crescimento especifico (E,C,) como
no rendimento (E,C,), devendo cada uma dessas medidas ser, por seu lado, baseada no nimero de frondes e numa
varidvel de medicdo adicional (superficie total das frondes, peso seco ou peso fresco), ja que certas substancias
afectam de forma diferente o niimero de frondes e outras varidveis de medicdo. Os pardmetros de toxicidade pre-
tendidos sdo, portanto, quatro valores de EC, para cada um dos niveis de inibi¢do x calculados: E.C, (ndmero de
frondes); E,C, (superficie total das frondes, peso seco ou peso fresco); E,C, (ntimero de frondes); e E,C, (super-
ficie total das frondes, peso seco ou peso fresco).

PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O objectivo ¢ descrever de forma quantitativa, por andlise de regressdo, a relagdo concentragio-resposta. Pode
utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformagdo de linearizacio dos dados de res-
posta — por exemplo para unidades probit, logit ou de Weibull (16) —, mas a técnica preferida ¢ a aplicagdo de
procedimentos de regressdo ndo linear, que permitem lidar melhor com as inevitdveis irregularidades dos dados
e com os desvios em relacdo a uma boa distribuicdo. Nas zonas proximas da inibi¢do nula ou total, essas irregu-
laridades podem mesmo ser aumentadas pela transformacéo, o que ird interferir com a andlise (16). Cabe aqui
notar que os métodos padrdo de andlise que utilizam os transformados probit, logit ou de Weibull se destinam a
andlise de dados quantais (p. ex.: mortalidade ou sobrevivéncia), pelo que terdo de ser alterados para lidar com os
dados relativos a taxa de crescimento ou ao rendimento. Alguns métodos para a determinacio dos valores de EC,
a partir de dados continuos podem ser consultados em (17), (18) e (19).

Para cada uma das varidveis de resposta em andlise, utilizar a relacdo concentracio-resposta para estimar os valo-
res pontuais de EC,. Sempre que possivel, deverdo ser determinados os limites de confianga a 95 % para cada esti-
mativa. A adequagdo do ajustamento da curva estimada pelo modelo de regressdo aos dados de resposta deve ser
avaliada, graficamente ou por métodos estatisticos. A andlise de regressdo deve ser efectuada utilizando os valo-
res de cada replicado e ndo o valor médio para cada grupo exposto.

As estimativas do EC5, e 0s respectivos intervalos de confianca podem também ser obtidos utilizando uma inter-
polagdo linear com bootstrapping (20), quando os métodos/modelos de regressdo disponiveis ndo forem aplicé-
veis aos dados existentes.

Para a estimagdo do LOEC e, portanto, do NOEC, serd necessario comparar as médias dos frascos expostos uti-
lizando técnicas de andlise da varidncia (ANOVA). A média para cada concentracdo deve entdo ser comparada
com a média observada nos controlos, utilizando um método apropriado de comparacio mdiltipla ou de andlise
das tendéncias. Os testes de Dunnett ou de Williams (21)(22)(23)(24) poderdo ser titeis para esse efeito. E neces-
sdrio verificar se o pressuposto de homogeneidade da varidncia das andlises ANOVA é cumprido. Essa verifica-
¢do poderd ser realizada graficamente ou através de um teste formal (25). Para tal, podem utilizar-se os testes de
Levene ou de Bartlett. O problema do ndo cumprimento do pressuposto de homogeneidade das variancias pode
por vezes ser corrigido através da transformagdo logaritmica dos dados. Caso a heterogeneidade das varidncias
seja extrema e ndo possa ser corrigida por transformacdo, deverd ser considerada a possibilidade de utilizagdo de
métodos de andlise das tendéncias como, por exemplo, 0 método degressivo de Jonkheere. Para mais orientagdes
sobre a determinacdo do NOEC, consultar a referéncia (19).
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Os mais recentes desenvolvimentos cientificos conduziram a recomendagio de que fosse abandonado o conceito
de NOEC, que deverd ser substituido pela estimagdo dos valores de EC, por regressdo. No caso do presente ensaio
com Lemna, ndo foi definido nenhum valor ideal para o x. No entanto, a gama entre 10-20 % parece ser apro-
priada (dependendo da varidvel de resposta escolhida), devendo ser comunicados, de preferéncia, tanto os valores
de EC,, como de EC,,,.

RELATORIOS

RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deve incluir a seguinte informacao:

Substancia de ensaio:

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas, incluindo o limite de hidrossolubilidade,
— dados de identificacdo quimica (p. ex.: Niimero CAS), incluindo a respectiva pureza.
Espécie de ensaio:

— nome cientifico, clone (se for conhecido) e fonte.

Condigdes de ensaio:

— procedimento de ensaio utilizado (estdtico, semiestdtico ou continuo),

— data de inicio do ensaio e respectiva duragio,

— meio de ensaio,

—  descricdo do método experimental: frascos e tampas utilizados no ensaio, volumes das solugdes, niimero de
colonias e de frondes em cada frasco de ensaio, no inicio do mesmo,

— concentragdes de ensaio (nominais ou medidas, conforme apropriado) e ndmero de replicados por
concentragao,

— métodos de preparagdo das solugdes de reserva e de ensaio, incluindo a eventual utilizagdo de solventes ou
dispersantes,

— temperatura durante o ensaio,
— fonte luminosa, intensidade e homogeneidade da luz,
— valores de pH dos meios de controlo e de ensaio,

— concentragdes da substancia em estudo e respectivo método de anilise, juntamente com os dados apropri-
ados para a avaliacdo da qualidade do método (estudos de validacio, desvios-padrdo ou limites de confianca
das andlises),

— métodos utilizados para a determinagdo do nimero de frondes ou de outras varidveis de medi¢do, como o
peso seco, o peso fresco ou a superficie das frondes,

— todos os desvios em relacdo ao presente método de ensaio.
Resultados:

— dados brutos: niimero de frondes e outras varidveis de medi¢do em cada frasco de ensaio e de controlo, para
cada momento de amostragem, ¢ momento de realizacdo da andlise,

— médias e desvios-padrdo para cada varidvel de medigdo,

— curvas de crescimento para cada concentracdo (recomenda-se a transformacdo logaritmica da varidvel de
medigdo, ver o segundo pardgrafo do ponto 2.2.1,

— tempo de duplicagio|taxa de crescimento dos controlos, com base no nimero de frondes,
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varidveis de resposta calculadas para cada replicado exposto, com os respectivos valores médios, e coefici-
ente de variacdo dos replicados,

representacdo gréfica da relagdo concentragdo/efeito,

estimativas dos pontos finais de toxicidade para as varidveis de resposta, p. ex.: EC5,, EC; o, EC,, € 0s inter-
valos de confianga associados. Quando forem calculados, valores do LOEC efou do NOEC e métodos esta-
tisticos utilizados para a respectiva determinagio,

caso tenha sido utilizada uma andlise ANOVA, limite de deteccdo do efeito (p. ex.. diferencas menos
significativas),

ocorréncia de estimulagdo do crescimento que tenha sido verificada em qualquer dos grupos expostos,
sinais visuais de fitotoxicidade, bem como quaisquer observagdes em relagdo as solucdes de ensaio,

discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia sobre os resultado do ensaio que seja decorrente das
alteragdes efectuadas em relagdo ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1
Descricio de Lemna spp.

A planta aqudtica que tem o nome comum de lentilha-de-dgua, Lemna spp., pertence a Familia Lemnaceae, composta por qua-
tro Géneros com espécies distribuidas por todo o mundo. As suas diferentes formas e taxonomia ja se encontram descritas
de forma exaustiva (1)(2). A Lemna gibba e a Lemna minor sdo espécies representativas das zonas temperadas, muito utiliza-
das em ensaios de toxicidade. Ambas as espécies apresentam um caule discéide (fronde), flutuante ou submerso, e uma raiz
muito fina que parte do centro da face inferior de cada fronde. As Lemna spp. raramente produzem flores, sendo a repro-
dugdo garantida pela producdo vegetativa de novas frondes (3). Em comparagdo com as plantas mais velhas, as plantas jovens
tendem a ser mais claras, com raizes mais curtas e sio constituidas por duas ou trés frondes de tamanhos diferentes. O
pequeno tamanho, a estrutura simples, a reproducdo assexuada e o tempo de duplicagdo curto das Lemna fazem com que
estas plantas sejam muito utilizadas em ensaios de laboratério (4)(5).

Devido a variagdes de sensibilidade, provavelmente interespecificas, s6 sdo vélidas as comparagdes de sensibilidade para uma
mesma espécie.

Exemplos de espécies de Lemna que ji foram utilizadas em ensaios laboratoriais: referéncias das espécies

Lemna aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoctialis in
aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology, Stockholm University.

Lemna major: Clark, N. A. (1925). The rate of reproduction of Lemna major as a function of intensity and duration of light. .
phys. Chem., 29: 935-941.

Lemna minor: United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., «Public draft». EPA 712-C-96-156. 8 pp.

Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de l'inhibition de la croissance de
Lemna minor. 10 pp.

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor, duckweed.
§§02 82 13. 15 pp. (em sueco).

Lemna gibba: ASTM International. (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test With Lemna gibba G3.
E 1415-91 (Reapproved 1998). pp. 733-742.

United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using Lemna
spp., «Public draft». EPA 712-C-96-156. 8 pp.

Lemna paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water pollution. I. The sensitivity of
Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 10:1959-1969.

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla). Ecotoxi-
col. Environ. Saf., 5:87-96.

Lemna trisulca: Huebert, D. B., Shay, J. M. (1993). Considerations in the assessment of toxicity using duckweeds. Environ.
Toxicol. and Chem., 12:481-483.

Lemna valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating aquatic weeds.
Verh.-Int. Ver. Limnol., 19:2102-2111.

Fontes para obtencio de plantas de Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto

Toronto, Ontario, CANADA, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fax:+1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

EUA

phone 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

SUECIA

Tel: +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)

FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

ALEMANHA

e-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Apéndice 2
Conservacio das culturas de reserva

As culturas de reserva podem ser conservadas a baixa temperatura (4-10 °C) por longos periodos, sem que seja necessario
proceder a sua transferéncia periédica. O meio de crescimento da Lemna pode ser o mesmo que € utilizado para os ensaios,
mas as culturas de reserva também podem ser conservadas noutros meios nutrientes enriquecidos.

Periodicamente, um certo ntimero de plantas jovens, verdes claras, sio removidas e novamente cultivadas, através de uma
técnica asséptica, em frascos com meio fresco. Nas condigdes de baixa temperatura aqui sugeridas, a transferéncia das cul-
turas pode ser realizada a intervalos que poderéo ir até aos trés meses.

Devem utilizar-se frascos de cultura quimicamente limpos (lavados com dcido) e estéreis e técnicas de manuseamento em
condigdes de assepsia. Caso se verifique uma contaminacdo da cultura de reserve, por exemplo por outras algas ou por um
fungo, serd necessario adoptar medidas para eliminar os organismos contaminantes. No caso das algas e da maior parte dos
restantes organismos contaminantes, isso serd possivel por esterilizagdo superficial. Retira-se uma amostra da planta con-
taminada e cortam-se as raizes. O material ¢ depois vigorosamente agitado em dgua limpa, sendo depois mergulhado numa
solucdo a 0,5 % (v/v) de hipoclorito de sédio durante um perfodo de 30 segundos a 5 minutos. O material vegetal ¢ depois
lavado com dgua esterilizada e transferido para uma série de frascos de cultura com meio de crescimento fresco. Muitas fron-
des acabardo por morrer como resultado deste tratamento, principalmente quando os periodos de exposigio utilizados forem
mais longos, mas algumas delas sobreviverdo e ficardo normalmente isentas de qualquer contaminagdo. As frondes sobre-
viventes podem ser utilizadas para reinocular novas culturas.
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Apéndice 3
Meios

Existem diversos meios de crescimento recomendados para L. minor e L. gibba. Para a L. minor, o meio recomendado ¢ o
meio Swedish Standard (SIS) modificado, enquanto que para L. gibba o meio recomendado ¢ o meio 20X AAP. A compo-
sicdo de ambos os meios € apresentada a seguir. Para a preparacdo destes meios, devem utilizar-se reagentes e produtos qui-
micos de qualidade analitica e d4gua desionizada.

Meio de crescimento Swedish Standard (SIS) para Lemna

—  As solugdes de reserva I-V sdo esterilizadas em autoclave (120 °C, 15 minutos) ou por filtracdo através de membrana
(aproximadamente 0,2 pm de didmetro de poro),

— As solugdes VI e (opcionalmente) VII sdo esterilizadas exclusivamente por filtragdo através de membrana; estas solu-
¢des ndo devem ser esterilizadas em autoclave,

—  As solugdes de reserva esterilizadas devem ser armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz. As solucdes -V devem
ser descartadas ao fim de seis meses, enquanto que a solugdo VI (e, opcionalmente, também a VII) tém um periodo de
conservagio de um més,

N da solugio de Concentacioma. | Concenragie Hop
reserva reserva (g-17") rado (g17) Elemento CO?;?;E?)%O

NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14

: KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

11 MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8

111 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8;17,5

v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnC12.4HZO 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,Mo0O,.2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnS0O,.7H,0 0,050 0,050 7n 0,011
CuSO,.5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,),.6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeClE.éHZO 0,17 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

Vil MOPS (tampﬁo) 490 490 — —

—  Para preparar um litro de meio SIS, adicionar os seguintes elementos a 900 ml de dgua desionizada:

— 10 ml da solugdo de reserva I,

— 5 ml da solugdo de reserva II,

— 5 ml da solugdo de reserva III,

— 5 ml da solugdo de reserva IV,

— 1 ml da solucdo de reserva V,

— 5 ml da solugdo de reserva VI,

— 1 ml da solugdo de reserva VII (opcional),

Nota: A solugdo de reserva VII (tampdo MOPS) poderd ser necessaria para o estudo de determinadas substancias (ver o tltimo paré-
grafo do ponto 1.4).

— Ajustar o pHa 6,5 £ 0,2 com HCl ou NaOH 0,1 N ou 1,0 N, completando o volume até 1 1 com dgua desionizada.
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Meio de crescimento 20X-AAP

As solugdes de reserva sdo preparadas com dgua esterilizada ou desionizada.

As solugdes de reserva esterilizadas devem ser armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz. Nessas condi¢des, terdo um
tempo de conservagdo minimo de 6-8 semanas.

Para 0 meio 20X-AAP, prepara-se cinco solugdes de reserva de nutrientes (A1, A2, A3, B e C), utilizando produtos quimicos
de qualidade analitica. Para produzir o meio de crescimento, adicionar 20 ml de cada solucio de reserva de nutrientes a cerca
de 850 ml de dgua desionizada. Ajustar o pHa 7,5 + 0,1 com HCl ou NaOH 0,1 N ou 1,0 N, completando o volume até 11
com dgua desionizada. Filtrar o meio assim obtido por uma membrana com didmetro de poro de (aproximadamente) 0,2 pm
para um recipiente esterilizado.

O meio de crescimento para os ensaios deve ser preparado com 1-2 dias de antecedéncia, de modo a permitir a estabilizagdo
do pH. O pH do meio de crescimento deve ser verificado antes da sua utilizagdo e, se necessdrio, reajustado com HCl ou
NaOH 0,1 N ou 1,0 N, como se descreve acima.

N° da solucio de Concentrac¢do na Concentra¢do no Meio preparado
’ reservz Substancia solugdo de reserva meio preparado Concentragio
@™ @™ Elemento (mg1™) ()

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,.2H,0 4,4 90 Ca 24,04

A2 MgS0,.7H,0 15 290 S 38,22

A3 K,HPO,-3H,0 1,4 30 K; P 9,4;3,7
H;BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,.4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCl;.6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

B
ZnCl, 3,3 mg ™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™!
CoCl,"6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™ Co 7,1 pgl™?
Na,M00,.2H,0 | 7,3 mg 1™ 145 pgl™ Mo 58 pgl™!
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™! 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Excepto nos casos assinalados

Nota: A concentragdo final teoricamente ideal de bicarbonato (que evita qualquer variagdo significativa do pH) é de 15 mg/l e ndo de 300 mg|/l.
No entanto, a utilizacdo habitual do meio 20X-AAP, nomeadamente no ensaio de anel para o presente método, baseia-se numa con-
centragdo de 300 mg/l [I. Sims, P. Whitehouse e R. Lacey. (1999)]. The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-

-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.

Meio de STEINBERG (derivado do método ISO 20079)

Concentragdes e solugdes de reserva

— O meio de Steinberg modificado ¢ utilizado no método ISSO 20079 apenas para a Lemna minor (jd que o método s6
utiliza essa espécie) mas o ensaio mostrou bons resultados também com Lemna gibba.

— Para a preparagdo do meio, deve utilizar-se reagentes e produtos quimicos de qualidade analitica e 4gua desionizada.

—  Preparar o meio nutriente a partir das solu¢des de reserva ou do meio 10 vezes mais concentrado, que é a maxima con-
centracdo que se pode obter sem que ocorra precipitagdo.
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Quadro 1

Meio de Steinberg com pH estabilizado (modificado segundo Altenburger)

Substancia Meio nutriente
Macroelementos peso molecular mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,),.4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO,.7H,0 246,37 100,00 0,41
Microelementos peso molecular g/l pmol/l
H;BO, 61,83 120,00 1,94
ZnS0O,.7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,Mo0,.2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl,.4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl;.6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA disédico bi-hidratado 372,24 1 500,00 4,03
Quadro 2
Solucdes de reserva (Macroelementos)
1. Macroelementos (50 vezes mais concentrados) g/l

Solugdo de reserva 1:

KNO, 17,50

KH,PO, 45

K,HPO, 0,63

Solugdo de reserva 2:

MgS0,.7H,0 5,00

Solugdo de reserva 3:

Ca(NO,),.4H,0 14,75

Quadro 3
Solucgdes de reserva (Microelementos)
2. Microelementos (1 000 vezes mais concentrados) mg|l

Solugdo de reserva 4:

H,BO, 120,0

Solugdo de reserva 5:

ZnS0,.7H,0 180,0

Solugdo de reserva 6:

Na,Mo0O,.2H,0 44,0

Solugdo de reserva 7:

MnCl,.4H,0 180,0

Solugdo de reserva 8:

FeCl,.6H,0 760,00

EDTA dissédico bi-hidratado 1 500,00




L 220/94

Jornal Oficial da Unido Europeia

24.8.2009

— As solugdes de reserva 2 e 3 e, em separado, 4 a 7, podem ser misturadas (tomando em conta as concentracdes
pretendidas).

—  Para aumentar o perfodo de conservagdo, tratar as solu¢des em autoclave a 121 °C durante 20 min ou, em alternativa,
esterilizar por filtracdo através de membrana (0,2 pm). Para a solu¢do de reserva 8, é fortemente recomendada a este-
rilizacdo por filtragdo (0,2 pm).

Preparacio da concentragdo final do meio de STEINBERG (modificado)

— Juntar 20 ml das solugdes de reserva 1, 2 e 3 (ver o quadro 2) a cerca de 900 ml de dgua desionizada, para evitar a
precipitacao.

— Juntar 1,0 ml das solugdes de reserva 4, 5, 6, 7 e 8 (ver o quadro 3).

— O pH deverd ser de 5,5 + 0,2 (ajustar por adi¢do de um volume tdo pequeno quanto possivel de solugio de NaOH ou
de HCI).

— Completar com 4gua até 1 000 ml.

—  Se as solugdes de reserva tiverem sido esterilizadas e se se utilizar uma dgua apropriada, ndo é necessdrio proceder a
mais nenhuma esterilizacdo. Se o meio final for esterilizado, a solucdo de reserva 8 deve ser acrescentada depois do
tratamento em autoclave (a 121 °C durante 20 min).

Preparacio do meio de STEINBERG (modificado) 10 vezes concentrado, para armazenamento temporario
— Juntar 20 ml das solugdes de reserva 1, 2 e 3 (ver o quadro 2) a cerca de 30 ml de dgua para evitar a precipitaco.
— Juntar 1,0 ml das solucdes de reserva 4, 5, 6, 7 e 8 (ver o quadro 3). Completar com dgua até 100 ml.

—  Se as solugdes de reserva tiverem sido esterilizadas e se utilizar uma dgua apropriada, ndo ¢é necessdrio proceder a mais
nenhuma esterilizagdo. Se o meio final for esterilizado, a solucdo de reserva 8 deve ser acrescentada depois do trata-
mento em autoclave (a 121 °C durante 20 min).

— O pH do meio (concentracio final) deverd ser de 5,5 £ 0,2.




