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II

(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) 2016/266 DA COMISSAO
de 7 de dezembro de 2015

que altera, tendo em vista a adaptacio ao progresso técnico, o 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 restricio dos produtos
quimicos (REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,
Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.> 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro
de 2006, relativo ao registo, avaliagio, autorizagio e restrigio dos produtos quimicos (REACH), que cria a Agéncia
Europeia dos Produtos Quimicos, que altera a Diretiva 1999/45/CE e revoga o Regulamento (CEE) n. 793/93 do
Conselho e o Regulamento (CE) n.° 1488/94 da Comissio, bem como a Diretiva 76/769/CEE do Conselho e as
Diretivas 91/155/CEE, 93/67|CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE da Comissdo ('), nomeadamente o artigo 13.2, n.c 2,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo (%) estabelece os métodos de ensaio a aplicar para os fins do
Regulamento (CE) n.c 1907/2006 com vista a determinacdo das propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e da
ecotoxicidade dos produtos quimicos.

(2) A fim de ter em conta o progresso técnico e de reduzir o niimero de animais utilizados para fins experimentais,
em conformidade com a Diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho (%), é necessario atualizar o
Regulamento (CE) n.° 440/2008 de modo a nele incluir determinados métodos de ensaio atualizados e novos,
adotados recentemente pela OCDE. Consultaram-se as partes interessadas sobre este projeto.

(3) A presente adaptagio compreende vinte métodos de ensaio: um método novo para determinacio de uma
propriedade fisico-quimica, onze métodos novos e trés métodos atualizados para avaliagdo da ecotoxicidade e
cinco métodos novos para avaliagdo do comportamento e do destino final no ambiente.

(4) O Regulamento (CE) n.c 440/2008 deve, portanto, ser alterado em conformidade.

(5)  As medidas previstas no presente regulamento estdo em conformidade com o parecer do comité instituido pelo
artigo 133.° do Regulamento (CE) n.c 1907/2006,

() JOL 396 de 30.12.2006, p. 1.

(*) Regulamento (CE) n.c 440/2008 da Comissdo, de 30 de maio de 2008, que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE)
n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restri¢io dos produtos quimicos
(REACH) (JO L 142 de 31.5.2008, p. 1).

(*) Diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecdo dos animais utilizados para
fins cientificos (JOL 276 de 20.10.2010, p. 33).
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ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

O anexo do Regulamento (CE) n.c 440/2008 ¢ alterado em conformidade com o anexo do presente regulamento.

Artigo 2.°

O presente regulamento entra em vigor no terceiro dia seguinte ao da sua publicagdo no Jornal Oficial da Unido Europeia.

O presente regulamento ¢ obrigatério em todos os seus elementos e diretamente aplicivel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 7 de dezembro de 2015.

Pela Comissdo
O Presidente
Jean-Claude JUNCKER



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/3

ANEXO

O anexo do Regulamento (CE) n.© 440/2008 ¢ alterado do seguinte modo:

(1) No inicio do anexo, antes da parte A, ¢ aditada uma nota com a seguinte redagio:

«Nota:

Antes de utilizar um dos seguintes métodos de ensaio para testar uma substancia multicomponentes (SMC), uma
substancia de composicio desconhecida ou varidvel, produto de reacio complexo ou matéria biol6gica (DVCB) ou
uma mistura, caso o método de ensaio em causa ndo especifique a sua aplicabilidade ao ensaio de SMC, DVCB ou
misturas, deve ponderar-se se 0 mesmo ¢é adequado a finalidade regulamentar pretendida.

Se o método de ensaio for utilizado para testar uma SMC, DVCB ou mistura, devem fornecer-se dados suficientes
sobre a composicdo desta, nomeadamente a identidade quimica dos seus componentes, a ocorréncia quantitativa
destes e as principais propriedades dos componentes.»

(2) E aditado o seguinte capitulo A.24:

«A.24. COEFICIENTE DE PARTICAO (N—OCTANOL/AGU{;): METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

INTRODUCAO

Este método € equivalente ao Test Guideline TG 117 (2004) da OCDE.

1. O coeficiente de particdo (P) define-se como a razdo entre as concentra¢des de equilibrio de uma substancia
dissolvida num sistema de duas fases constituido por dois solventes claramente imisciveis. No caso do n-
-octanol e da dgua,

C, — octanol
Pow =

C dgua

o coeficiente de parti¢do é o quociente entre duas concentragdes, adimensional e apresentado vulgarmente na
forma do seu logaritmo de base 10.

2. P ¢é um pardmetro fundamental nos estudos do destino dos produtos quimicos no ambiente. Estd
comprovada a existéncia de uma relagdo muito significativa entre o P, da forma ndo ionizada das substancias
e a bioacumulagdo dessas substincias nos peixes. Foi igualmente demonstrado que o P, ¢ um pardmetro ttil
na previsdo da adsor¢do no solo e nos sedimentos e no estabelecimento de relagdes quantitativas estrutura-
-atividade para uma vasta gama de efeitos bioldgicos.

3. A proposta original do presente método de ensaio baseou-se num artigo da autoria de C.V. Eadsforth e P.
Moser (1). O desenvolvimento do método de ensaio e a realizacdo de um ensaio comparativo interlaboratorial
organizado pela OCDE foram coordenados pelo Umweltbundesamt da Republica Federal da Alemanha em 1986

).
CONSIDERACOES INICIAIS

4. Os valores de log P, na gama de — 2 a 4 (ocasionalmente, 5 e mais) (') podem ser determinados experimen-
talmente pelo método do frasco agitado (capitulo A.8 do presente anexo, Test Guideline TG 107 da OCDE). O
método de HPLC abrange valores de log P, na gama de 0 a 6 (1) (2) (3) (4) (5). Pode exigir uma estimativa do
P, para o estabelecimento de substincias de referéncia adequadas e o apoio de quaisquer conclusdes
decorrentes dos dados produzidos no ensaio. Os métodos de cdlculo sdo discutidos de forma sucinta no
apéndice. A HPLC ¢ executada em modo isocratico.

5. Os valores de P dependem das condi¢des operacionais (temperatura, pH, forga idnica, etc.), condi¢des essas
que devem estar bem definidas, com vista a interpretacdo correta dos dados de P . No respeitante as
substancias ionizaveis, pode tornar-se disponivel outro método (por exemplo, projeto de orienta¢des da OCDE
para a determinagio do pH de substincias ionizadas (6)), passivel de utilizacio como método alternativo.
Embora o presente projeto de orientacdes da OCDE possa ser adequado a determinacio dos P, dessas
substincias ionizédveis, em alguns casos é mais adequado utilizar o0 método de HPLC com um pH pertinente do
ponto de vista ambiental (ver ponto 9).

() O limite méximo deve-se & necessidade de garantir a completa separagio das fases apds o ajustamento do equilibrio de particdo e antes da
colheita das amostras para as determinagdes analiticas. Se forem tomados os devidos cuidados, o limite méximo pode ser alargado a
valores mais elevados de P, .
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PRINCIPIO DO METODO

6. A HPLC de fase reversa € aplicada em colunas analiticas com uma fase sélida comercialmente disponivel que
contenha hidrocarbonetos de cadeia longa (por exemplo, C8, C18) quimicamente ligados a silica.

7. Os produtos quimicos injetados em colunas desse tipo repartem-se entre a fase mével do solvente e a fase
estaciondria de hidrocarbonetos, a medida que sdo arrastados pela fase moével ao longo da coluna. As
substancias sdo retidas proporcionalmente ao seu coeficiente de particdo hidrocarbonetos-dgua, sendo as
substincias hidréfilas eluidas primeiro e as substincias lipdfilas eluidas em dltimo lugar. O tempo de retengio é
descrito pelo fator de capacidade k, dado pela expressido:

k:tk_to
to

em que t, representa o tempo de retencio do produto quimico em estudo e t, 0 tempo morto, ou seja, o
tempo médio de que uma molécula de solvente necessita para atravessar a coluna. Ndo sdo necessdrios
métodos analiticos quantitativos, sendo apenas necessdria a determinagio dos tempos de retengdo.

8. O coeficiente de particdo octanol/dgua de um produto quimico em estudo pode ser calculado através da
determinagdo experimental do seu fator de capacidade k, introduzido de seguida na seguinte equagio:

logP,, =a+b xlogk
em que
a,b = coeficientes de regressdo linear.

A equacdo anterior pode ser obtida por regressdo linear dos logaritmos dos coeficientes de parti¢do octanol/
Jagua de substancias de referéncia em funcio dos logaritmos dos fatores de capacidade das mesmas.

9. O método de HPLC de fase reversa permite estimar coeficientes de particio na gama de log P, compreendida
entre 0 e 6, que, em casos excecionais, pode ser alargada a gama de log P, compreendida entre 6 e 10. Para
tal, pode ser necessdrio alterar a fase moével (3). O método ndo é aplicavel a dcidos e bases fortes, a complexos
de metais, a substancias que reajam com o eluente ou a agentes tensioativos. Podem ser efetuadas determi-
nagdes com substancias ionizdveis na forma nio ionizada (dcido livre ou base livre), apenas por recurso a um
tampdo adequado com pH inferior ao pK, do 4cido livre ou superior ao pK, da base livre. Em alternativa,
poderd disponibilizar-se o método de medicio do pH para o ensaio de substancias ionizdveis (6), para
utilizagdo como método alternativo (6). Se a determinacio do valor de log P tiver por objetivo a classificagdo
em matéria de perigos para o ambiente ou a avaliacdo dos riscos para o ambiente, o ensaio deve ser executado
no intervalo de pH pertinente para o meio natural, ou seja, na gama 5,0 - 9.

10. Em alguns casos, a presenga de impurezas pode dificultar a interpretacdo dos resultados devido a incerteza na
atribuicdo dos picos. No caso de misturas que produzam bandas nio resolvidas, devem comunicar-se os limites
inferiores de log P, e a percentagem da drea correspondente a cada pico de log P . No caso de misturas
constituidas por um grupo de compostos homélogos, deve também ser referida a média ponderada do log P,

(7), calculada com base nos diversos valores de P_ e nos correspondentes valores percentuais de drea (8). Para

o cdlculo (9) devem ser tomados em conta todos os picos que contribuam para uma drea igual ou superior a

5 % da drea total dos picos:

2, (log Pi) (% drea) 3~ (log P,,;)(%; érea)
% drea total dos picos Z‘, % drea

média ponderada log P,, =

A média ponderada do log P, é vélida apenas para substincias ou misturas (por exemplo, tall oils) constituidas
por séries homologas (por exemplo, séries de alcanos). As medi¢des de misturas podem produzir resultados
significativos, desde que o detetor tenha a mesma sensibilidade relativamente a todos os componentes da
mistura e que estes possam ser resolvidos de forma adequada.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

11. Antes da utilizacio do método, devem conhecer-se a férmula estrutural, a constante de dissociagio e a
solubilidade na fase mdvel. Além disso, sio também {iteis informagdes sobre a eventual hidrdlise.
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CRITERIOS DE QUALIDADE

12. Com vista a aumentar a confianca da medigdo, devem ser efetuadas determinagdes em duplicado.

— Repetibilidade: Os valores de log P, decorrentes de medi¢des repetidas realizadas em condigdes idénticas e
com o mesmo conjunto de substincias de referéncia devem situar-se num intervalo de + 0,1 unidades
logaritmicas.

— Reprodutibilidade: Se as medi¢des forem repetidas com um conjunto diferente de substincias de referéncia,
os resultados podem divergir. O coeficiente de correlagdo, R, entre log k e log P, para um conjunto de
substincias em estudo, é geralmente da ordem de 0,9, o que corresponde a um coeficiente de parti¢do
octanol/dgua de log P, * 0,5 unidades logaritmicas.

13. O ensaio comparativo interlaboratorial demonstrou que, quando se utiliza 0 método por HPLC, podem obter-
-se valores de log P, numa gama de * 0,5 unidades relativamente aos obtidos pelo método do frasco agitado
(2). As referéncias bibliograficas (4) (5) (10) (11) (12) apresentam outras compara¢des. Os gréificos de
correlagdo baseados em substancias de referéncia estruturalmente afins fornecem os resultados mais precisos
(13).

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

14. Para estabelecer uma correlagdo entre o fator k de capacidade de uma substincia e o seu P, é necessdrio tracar
uma curva de calibragdo com, pelo menos, seis pontos (ver ponto 24). A selecdo das substincias de referéncia
adequadas ¢é deixada ao critério do utilizador. As substancias de referéncia devem, em geral, apresentar valores
de log P, que abranjam o log P, da substincia em estudo, ou seja, pelo menos uma substincia de referéncia
deve apresentar um P superior ao da substincia em estudo, e outra um P__ inferior. A extrapolagio s6 deve
ser utilizada em casos excecionais. E recomendavel que as substancias de referéncia sejam estruturalmente
relacionadas com a substincia em estudo. Os valores de log P, das substincias de referéncia utilizadas para a
calibragio devem basear-se em dados experimentais fidveis. Contudo, no caso de substincias com log P

elevado (geralmente mais de 4), podem utilizar-se os valores calculados, salvo se existirem dados experimentais

fidveis. Se forem utilizados valores extrapolados, é necessdrio definir um valor-limite.

15. Existem listagens extensivas de valores de log P para muitos grupos de compostos quimicos (14) (15). Caso
os dados sobre os coeficientes de parti¢do das substancias estruturalmente afins ndo se encontrem disponiveis,
é possivel recorrer a uma calibragdo mais geral por recurso a outras substincias de referéncia. As substancias
de referéncia recomendadas, juntamente com os respetivos valores de P, constam do quadro 1. Quanto as
substancias ionizdveis, os valores indicados dizem respeito a forma nio ionizada. Foi efetuada uma verificagdo
da plausibilidade e da qualidade dos valores no contexto do ensaio de comparagio interlaboratorial.

Quadro 1

Substancias de referéncia recomendadas

Nimero CAS Substancia de referéncia log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanona 0,3
(metiletilcetona)

2 1122-54-9 4-Acetilpiridina 0,5

3 62-53-3 Anilina 0,9

4 103-84-4 Acetanilida 1,0

5 100-51-6 Alcool benzilico 1,1

6 150-76-5 4-Metoxifenol 1,3 pKa =10,26
7 122-59-8 Acido fenoxiacético 1,4 pKa = 3,12
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Ntimero CAS Substancia de referéncia log P, pKa
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitrilo 1,6
11 140-29-4 Fenilacetonitrilo 1,6
12 589-18-4 Alcool 4-metilbenzilico 1,6
13 98-86-2 Acetofenona 1,7
14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 Acido 3-nitrobenzéico 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Cloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenzeno 1,9
18 104-54-1 Alcool cinamilico 1,9
(alcool cindmico)
19 65-85-0 Acido benzéico 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-Cresol 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Acido cinamico 2,1 pKa = 3,89 (cis)
(trans) 4,4 (trans)
22 100-66-3 Anisole 2,1
23 93-58-3 Benzoato de metilo 2,1
24 71-43-2 Benzeno 2,1
25 99-04-7 Acido metilbenzéico 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Clorofenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Tricloroetileno 2,4
28 1912-24-9 Atrazina 2,6
29 93-89-0 Benzoato de etilo 2,6
30 1194-65-6 2,6-Diclorobenzonitrilo 2,6
31 535-80-8 Acido 3-clorobenzédico 2,7 pKa = 3,82
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Ntimero CAS Substancia de referéncia log P, pKa
32 108-88-3 Tolueno 2,7
33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dicloroanilina 2,8
35 108-90-7 Clorobenzeno 2,8
36 1746-13-0 Eter alilfenilico 2,9
37 108-86-1 Bromobenzeno 3,0
38 100-41-4 Etilbenzeno 3,2
39 119-61-9 Benzofenona 3,2
40 92-69-3 4-Fenilfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timol 3,3
42 106-46-7 1,4-Diclorobenzeno 3,4
43 122-39-4 Difenilamina 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 Naftaleno 3,6
45 93-99-2 Benzoato de fenilo 3,6
46 98-82-8 Isopropilbenzeno 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Triclorofenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenilo 4,0
49 120-51-4 Benzoato de benzilo 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sec-butilfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Triclorobenzeno 42
52 143-07-7 Acido dodecanéico 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Eter difenilico 4,2
54 85-01-8 Fenantreno 4,5
55 104-51-8 n-Butilbenzeno 4,6
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Numero CAS Substancia de referéncia log P, pKa
56 103-29-7 Dibenzilo 4,8
57 3558-69-8 2,6-Difenilpiridina 4,9
58 206-44-0 Fluoranteno 51
59 603-34-9 Trifenilamina 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

DESCRICAO DO METODO
Estimativa preliminar do coeficiente de particio

16. Se necessdrio, o coeficiente de particio da substincia de ensaio pode ser estimado, preferencialmente por
recurso a um método de célculo (ver apéndice), ou, se for caso disso, com base na razdo entre a solubilidade da
substancia de ensaio nos solventes puros.

Material e aparelhagem

17. E necessdrio um cromatdgrafo de fase liquida equipado com uma bomba de pulsagio baixa e um sistema de
detecdo adequado. Podem ser utilizados com uma grande variedade de grupos quimicos um detetor de UV que
utilize um comprimento de onda de 210 nm ou um detetor de IR. A presenca de grupos polares na fase
estaciondria pode prejudicar gravemente os resultados da coluna de HPLC. Consequentemente, as fases estacio-
ndrias devem possuir uma percentagem minima de grupos polares (16). Podem-se utilizar enchimentos de fase
reversa de microparticulas disponiveis comercialmente ou colunas pré-enchidas. Pode-se interpor uma coluna
de protecdo entre o sistema de injegdo e a coluna analitica.

Fase mével

18. Para a preparacdo do solvente de eluigdo, que é desgaseificado antes da utilizagdo, utilizam-se metanol para
HPLC e dgua destilada ou desionizada. A elui¢do deve ser isocratica. Devem utilizar-se razdes metanol/agua
com um teor minimo de dgua de 25 %. Normalmente, uma proporgio de 3:1 (v/v) na mistura metanol/dgua é
satisfatoria para a eluicdo de substancias de log P igual a 6 ao fim de uma hora, com um caudal de 1 ml/
/minuto. No caso de substincias com log P superior a 6, pode ser necessdrio reduzir o tempo de eluicdo
(inclusive dos compostos de referéncia), diminuindo a polaridade da fase mével ou o comprimento da coluna.

19. A substancia em estudo e as substincias de referéncia devem ser soldveis na fase mével em concentragdes
suficientes para permitir as suas detecdes. Apenas em casos excecionais podem ser utilizados aditivos com a
mistura de metanol/dgua, uma vez que modificam as propriedades da coluna. Nesses casos, importa confirmar
que os tempos de reten¢do das substincias em estudo e de referéncia ndo sdo influenciados. Se a mistura
metanol/dgua ndo for adequada, podem utilizar-se outras misturas de solventes organicos com dgua, como, por
exemplo, etanol-dgua, acetonitrilo-dgua ou dlcool isopropilico (2-propanol)-dgua.

20. O pH do eluente constitui um pardmetro critico para as substincias ionizdveis. Deve estar compreendido na
gama de pH de funcionamento da coluna, normalmente entre 2 e 8. Recomenda-se a utilizagio de uma
mistura-tampao. E necessdrio tomar precaugdes para evitar a precipitagio de sais e a deterioragdo da coluna,
cuja ocorréncia é possivel com algumas misturas fase orginica/tampdo. Em geral, nio sdo aconselhdveis
determinagdes por HPLC com fases estaciondrias a base de silica para valores de pH superiores a 8, dado que a
utilizagdo de uma fase moével alcalina pode causar uma deterioracdo rapida do desempenho da coluna.

Solutos

21. As substincias de ensaio e de referéncia devem ser suficientemente puras para permitir a atribui¢do dos picos
dos cromatogramas as respetivas substancias. As substancias a utilizar para efeitos de ensaio ou calibragdo sdo
dissolvidas na fase mdvel, se possivel. Se, para dissolver as substincias de ensaio e de referéncia, se recorrer a
um solvente que ndo seja a fase mével, esta deve ser utilizada para a diluigdo final antes da injecio.
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Condigdes de realizacdo dos ensaios

22. Durante as medi¢des, a temperatura ndo deve variar mais de = 1 °C.

Determinacio do tempo morto (t,)

23. O tempo morto (t,) pode ser determinado por recurso a substincias organicas ndo retidas (por exemplo,
tioureia ou formamida). E possivel obter um tempo morto mais preciso a partir dos tempos de retengio
medidos ou de um conjunto de cerca de sete membros de uma série homoéloga (por exemplo, n-alquilmetil-
cetonas) (17). Os tempos de retencdo t, (n. + 1) sdo representados em fungido de t; (n.), sendo n. o ndmero de
dtomos de carbono. Obtém-se uma linha reta, t; (n. + 1) = A t; (n) + (1 — A)t,; o pardmetro A, que representa
k(n. + 1)/k(n.), é constante. O tempo morto, t,, obtém-se a partir da ordenada na origem (1 — A)t, e do declive
A

Equacio de regressio

24. A etapa seguinte consiste em tracar uma curva de correlagio de log k em fungio de log P para substincias de
referéncia apropriadas com valores de log P préximos do valor esperado para o produto quimico em estudo.
Na prética, sdo injetadas em simultdneo 6 a 10 substancias de referéncia. Determinam-se os tempos de
retengdo, utilizando preferencialmente um integrador de registo ligado ao sistema de detegdo. Os logaritmos
correspondentes dos fatores de capacidade, log k, sdo representados graficamente em fungdo de log P. A
equagdo de regressdo ¢é aplicada a intervalos regulares, pelo menos uma vez por dia, de forma a poder ter em
conta possiveis variagdes no desempenho da coluna.

DETERMINAGCAO DO P, DO PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

25. O produto quimico em estudo ¢é injetado na menor quantidade detetdvel. Determina-se o tempo de retengdo
em duplicado. O coeficiente de parti¢do do produto é obtido por interpolacdo do fator de capacidade calculado
na curva de calibragdo. Para coeficientes de particio muito baixos ou muito elevados, é necessiria uma
extrapolagdo. Nestes casos, em particular, deve prestar-se especial atengdo aos intervalos de confianca da curva
de regressdo. Se o tempo de retencdo da amostra estiver fora da gama de tempos de retengdo obtidos para as
substincias de referéncia, ¢ necessario definir um valor-limite.

DADOS E RELATORIOS
Relatério do ensaio

26. O relatério deve obrigatoriamente incluir os seguintes elementos:

— valores estimados e método utilizado, caso tenha sido efetuada a estimativa preliminar do coeficiente de
parti¢do; se foi utilizado um método de célculo, apresentar a respetiva descri¢gdo completa, incluindo a
identificacdo da base de dados e informacdes pormenorizadas sobre a escolha dos fragmentos;

— substéncia em estudo e substancias de referéncia: grau de pureza, férmula de estrutura e nimero CAS;

— descrigdo do equipamento e das condi¢des de funcionamento: coluna analitica, coluna de protegdo;

— fase movel, meios de deteciio, gama de temperaturas, pH;

— pertis de elui¢do (cromatogramas);

— tempo morto e respetivo método de medigdo;

— dados de retencdo e valores de log P encontrados nas referéncias bibliograficas para as substincias de
referéncia utilizadas na calibracio;

— pormenores sobre a curva de regressio ajustada (log k em funcio de log P, ) e o coeficiente de correlacio
da mesma, incluindo intervalos de confianca;

— dados de retengdo média e valor de log P interpolado para o produto quimico em estudo;

— no caso de misturas: cromatograma com o perfil de elui¢do, indicando a suspensdo desta;
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— valores de log P,

ow

relativos a percentagem da drea do pico correspondente a log P,

QW;
— célculo por recurso a curva de regressio;

— média ponderada dos valores de log P, calculados, se pertinente.
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Apéndice

Métodos de cdlculo de Py,

INTRODUCAO

1. O presente apéndice apresenta uma breve introdugdo ao cdlculo do P_,. Para mais informagdes, remete-se o
leitor para as obras de referéncia (1) (2).

2. Os valores calculados de P_ sdo utilizados para os seguintes fins:

— decidir qual o método experimental a utilizar: método do frasco agitado, para valores de log P,
compreendidos entre -2 e 4, e método por HPLC, para valores de log P, compreendidos entre 0 e 6;

— selecionar as condi¢des de execu¢do da HPLC (substincias de referéncia, propor¢io metanol/dgua);
— averiguar a plausibilidade dos valores obtidos por métodos experimentais;

— obter uma estimativa quando ndo puderem ser aplicados métodos experimentais.

Principio dos métodos de célculo

3. Todos os métodos de cdlculo sugeridos se baseiam na fragmentagdo tedrica da molécula em substruturas
adequadas relativamente as quais sejam conhecidos valores fidveis dos incrementos de log P_. O log P, ¢
obtido através da soma dos valores correspondentes aos fragmentos com os termos de correcdo para ter em
conta as intera¢des intramoleculares. Existem listas de constantes de fragmentos e de termos de correcio (1) (2)
(3) (4) (5) (6). Algumas sdo atualizadas regularmente (3).

Fiabilidade dos valores calculados

4. Em geral, a fiabilidade dos métodos de cdlculo diminui a medida que a complexidade da substancia em estudo
aumenta. No caso de moléculas simples com baixo peso molecular e um ou dois grupos funcionais, é
admissivel um desvio de 0,1 a 0,3 unidades de log P, entre os resultados obtidos com os diversos métodos de
fragmentacio e os valores medidos. A margem de erro depende da fiabilidade das constantes dos fragmentos
utilizadas, da capacidade para identificar interagdes intramoleculares (por exemplo, ligagdes de hidrogénio) e da
utilizagdo correta dos termos de corregdo. No caso de substincias ionizantes, devem ser tidos em conta a carga
e o grau de ionizagdo (10).

Método n de Fujita-Hansch
5. A constante do substituinte hidréfobo (n), introduzida por Fujita et al. (7), define-se do seguinte modo:
"X =log P, (PhX) — log P_ (PhH)

em que PhX é um derivado aromatico e PhH a substincia parental.

por exemplo,  "Cl = log Pow (C,H,Cl) —log P, (C,H,)
=2,84—213
=0,71

O método m tem especial interesse no caso de substancias aromdticas. Encontram-se disponiveis valores n para
um grande niimero de substituintes (4) (5).

Método de Rekker

6. No método de Rekker (8), o valor de log P, é calculado do seguinte modo:

LogP,, = Z afi + Z (termos de interacio)
j

i
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em que a, representa o numero de vezes que um dado fragmento ocorre na molécula e f; o incremento de log
P do fragmento. Os termos de interagio podem ser expressos na forma de um integral multiplo de uma
tnica constante C_ (designada por “constante mdgica”). As constantes dos fragmentos f, e C_ foram
determinadas a partir de uma listagem de 1 054 valores experimentais de P, (correspondentes a 825
substancias), utilizando andlise de regressio mdltipla (6) (8). A determinagio dos termos de interacdo efetua-se
de acordo com regras definidas (6) (8) (9).

Método de Hansch-Leo

7. No método de Hansch e Leo (4), o valor de log P, é calculado do seguinte modo:

Log Py, = Z af, + Z bF,
j

i

em que f; € uma constante de fragmento, F, um termo (fator) de corregio, a; e b; a frequéncia de ocorréncia
correspondente. As listagens de valores fragmentais correspondentes a dtomos ou grupos F, foram obtidas por
“tentativa e erro” a partir dos valores experimentais de P_. Os termos de corregdo foram divididos em diversas
classes diferentes (1) (4). Foram desenvolvidos conjuntos de sofware para ter em conta todas as regras e termos
de correcdo (3).

METODO COMBINADO

8. O célculo dos valores log P, de moléculas complexas pode ser consideravelmente aperfeicoado se a molécula
for cindida em substruturas para as quais se encontrem disponiveis valores fidveis de log P_, tanto a partir de
tabelas (3) (4) como de medicdes. Esses fragmentos (por exemplo, heterociclos, antraquinona, azobenzeno)
podem posteriormente ser combinados com os valores n de Hansch ou com as constantes dos fragmentos de
Rekker ou Leo.

Observagoes

i) Os métodos de cdlculo apenas sdo aplicdveis a substancias parcial ou totalmente ionizadas se forem tidos em
conta os fatores de correcio necessarios.

ii) Caso se presuma a existéncia de ligagdes intramoleculares entre dtomos de hidrogénio, é necessério adicionar os
termos de correcio correspondentes (aproximadamente +0,6 a +1,0 unidades de log P, ) (1). Podem obter-se
indicagBes da presenga dessas ligagBes a partir de modelos espaciais ou de dados espetroscdpicos.

i) Se forem possiveis diversas formas tautoméricas, deve utilizar-se a forma mais provavel como base de célculo;

(iv) As revisdes das listagens de constantes de fragmentos devem ser seguidas de perto.
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(3) O capitulo C.3 passa a ter a seguinte redac¢do:
«C.3. ALGAS E CIANOBACTERIAS DE AGUA DOCE — ENSAIO DE INIBICAO DO CRESCIMENTO
INTRODUCAO

1. O presente método é equivalente ao Test Guideline TG 201 (2006, anexo corrigido em 2011) da OCDE.
Verificou-se a necessidade de alargar o método de ensaio, a fim de incluir mais espécies, e de o atualizar de
forma a satisfazer os requisitos de avaliacdo dos perigos e de classificacdo dos produtos quimicos. A revisdo foi
concluida com base numa extensa experiéncia pratica, nos progressos cientificos no dominio dos estudos de
toxicidade com algas e na extensa utilizagio no dominio regulamentar desde a ado¢do do método original.

2. Os conceitos utilizados sdo definidos no apéndice.

PRINCIPIO DO METODO

3. O objetivo do presente ensaio consiste em determinar os efeitos de um produto quimico no crescimento de
cianobactérias efou algas de dgua doce. Os organismos de ensaio em fase de crescimento exponencial sio
expostos ao produto quimico em estudo em culturas em meio liquido, normalmente durante 72 horas. Apesar
da duragdo relativamente curta do ensaio, podem avaliar-se os efeitos ao longo de vérias geragdes.

4. A resposta do sistema consiste na redu¢do do crescimento numa série de culturas de algas (unidades de ensaio)
expostas a diferentes concentra¢des do produto quimico em estudo. Essa resposta é avaliada em funcio da
concentragio de exposigdo, por comparagio com o crescimento médio de culturas de controlo replicadas ndo
expostas ao produto quimico em estudo. A fim de obter uma caracterizagdo total da resposta do sistema aos
efeitos toxicos (otimiza¢do da sensibilidade), permite-se o crescimento exponencial nio limitado das culturas,
com uma quantidade suficiente de nutrientes e em condi¢des de iluminagdo constante, durante um periodo
suficiente para que se possa medir a reducio da taxa de crescimento especifica.

5. O crescimento, bem como a sua inibi¢do, é quantificado através da medicio da biomassa das algas ao longo do
tempo. A biomassa das algas é definida como o peso seco por unidade de volume: por exemplo, mg de algas/
[litro de solucdo de ensaio. A determinacio do peso seco é, contudo, dificil, pelo que se utilizam pardmetros
alternativos, o mais utilizado dos quais é a contagem de células. Outros pardmetros alternativos incluem o
volume de células, a fluorescéncia, a densidade tica, etc. Deve ser conhecido um fator de conversio entre o
pardmetro alternativo medido e a biomassa.

6. O ponto final do ensaio ocorre quando se dé inibicio do crescimento, expresso como o aumento logaritmico
da biomassa (taxa média de crescimento especifico) durante o periodo de exposi¢do. A partir das taxas médias
de crescimento especifico registadas numa série de solugdes de ensaio, a concentracdo que causa uma inibicdo
da taxa de crescimento de x % (por exemplo: 50 %) é determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E C;).

7. Uma varidvel de resposta adicional utilizada no presente método de ensaio é o rendimento, que pode ser
necessdrio para dar cumprimento a exigéncias regulamentares especificas de alguns paises. Esta varidvel é
definida como a diferenca entre a biomassa no final e no inicio do periodo de exposi¢do. A partir dos
rendimentos registados numa série de solucdes de ensaio, a concentragio que causa uma inibicio do
rendimento de x % (por exemplo: 50 %) é determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E Cs,).



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/15

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

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

9.  As informagdes sobre o produto quimico em estudo que podem ser dteis para estabelecer as condigdes do
ensaio incluem a féormula estrutural, a pureza, a estabilidade a luz, a estabilidade nas condi¢des de ensaio, as
propriedades de absor¢do da luz, o pKa e os resultados dos estudos de transformacgio, incluindo a biodegrada-
bilidade na dgua.

10. A hidrossolubilidade, o coeficiente de parti¢do octanol/dgua (P ) e a pressdo de vapor do produto quimico em
estudo devem ser conhecidos, devendo estar disponivel um método validado para a quantificacio do produto
quimico nas solugdes de ensaio com uma eficiéncia de recuperacio e um limite de dete¢do conhecidos.

VALIDADE DOS ENSAIOS

11. Um ensaio é considerado vélido quando satisfaz os seguintes critérios de desempenho:

— A biomassa das culturas de controlo deve ter aumentado exponencialmente num fator de, pelo menos, 16
durante as 72 horas do periodo de ensaio. Este valor corresponde a uma taxa de crescimento especifica de
0,92 dia'. Em geral, a taxa de crescimento das espécies mais frequentemente utilizadas é muito mais
elevada (ver apéndice 2). Este critério ndo poderd ser cumprido quando se utilizarem espécies de
crescimento mais lento do que as espécies que constam do apéndice 2. Nesses casos, o periodo de ensaio
deve ser alargado para permitir um fator de crescimento minimo de 16 nas culturas de controlo, devendo
esse crescimento ser exponencial durante todo o perfodo de ensaio. O periodo de ensaio pode ser reduzido
até ao minimo de 48 horas, de modo a manter um crescimento exponencial nio limitado durante todo o
periodo de ensaio, desde que o fator minimo de multiplica¢do por 16 seja atingido.

— O coeficiente médio de variagio 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 apéndice 1 a definicio de
“coeficiente de variagdo”) ndo deve exceder 35 %. No que respeita ao cdlculo das taxas de crescimento
especifico em cada secgio do ensaio, ver ponto 49. Este critério é aplicavel 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 periodo de ensaio, ndo deve exceder 7 % nos ensaios com Pseudokirchneriella subcapitata e
com Desmodesmus subspicatus. No caso de outras espécies menos utilizadas, ndo deve exceder 10 %.

PRODUTOS QUIMICOS DE REFERENCIA

12. Para verificacdo do procedimento de ensaio, podem ser ensaiados um ou mais produtos quimicos de referéncia,
como, por exemplo, o 3,5-diclorofenol, que ¢ utilizado no estudo interlaboratorial comparativo (1). O
dicromato de potassio pode também ser utilizado como produto quimico de referéncia para as algas verdes. E
desejavel proceder ao ensaio de um produto quimico de referéncia pelo menos duas vezes por ano.

APLICABILIDADE DO ENSAIO

13. O presente método de ensaio é de aplicagdo mais ficil para produtos quimicos hidrossoliveis que, nas
condigdes de ensaio, permanegam dissolvidos na dgua. Para o ensaio de produtos quimicos voldteis, fortemente
adsorventes, corados, com baixa hidrossolubilidade ou que possam afetar a disponibilidade de nutrientes ou de
minerais no meio de ensaio, poderdo ser necessirias alteracdes do procedimento descrito (por exemplo:
utilizagdo de sistemas fechados, condicionamento dos recipientes de ensaio). Para mais orienta¢des sobre
algumas altera¢des adequadas, consultar as referéncias bibliograficas (2) (3) (4).

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Material e aparelhagem

14. Os recipientes de ensaio e outros aparelhos que entrem em contacto com as solugdes de ensaio devem ser,
exclusivamente, de vidro ou de outro material quimicamente inerte. Todo o material deve ser cuidadosamente
lavado, de forma a garantir que nenhum contaminante orgdnico ou inorgdnico possa interferir com o
crescimento das algas ou com a composicio das solugdes de ensaio.
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15. Os recipientes de ensaio serdo normalmente frascos de vidro dimensionados de forma a permitir a recolha dos
volumes de cultura necessdrios 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 ponto 30). De notar que o volume de liquido deve ser
suficiente para as determinag¢des analiticas necessarias (ver ponto 37).

16. Adicionalmente, serdo necessdrios, total ou parcialmente, os seguintes equipamentos:

— Aparelho de cultura: recomenda-se a utilizagdo de um armério ou cadmara onde a temperatura de incubacio
escolhida possa ser mantida com uma precisio de * 2 °C.

— Instrumentos de medicio da luz: é importante notar que o método escolhido para a medi¢do da
intensidade luminosa e, em especial, o tipo de recetor (coletor) poderd influenciar o valor medido. As
medi¢des devem ser feitas, de preferéncia, utilizando um recetor esférico (4m, que responda a luz direta e a
luz refletida a partir de todos os 4ngulos acima e abaixo do plano de medigdo) ou um recetor 2n (que
responda a luz proveniente de todos os dngulos acima do plano de medigdo).

— Aparelho para determinagdo da biomassa das algas: a contagem de células, que é o pardmetro alternativo
mais frequentemente utilizado para a biomassa das algas, pode ser feita utilizando um contador eletrénico
de particulas, um microscépio com cdmara de contagem ou um citdmetro de fluxo. Outros métodos
alternativos possiveis sdo a medi¢do com um citémetro de massa, com um fluorimetro, com um espetrofo-
témetro ou com um colorimetro. £ conveniente calcular um fator de conversio que relacione a contagem
de células com o peso seco. A fim de conseguir medi¢Bes Uteis para as baixas concentragdes de biomassa,
quando se recorre a um espetrofotémetro pode ser necessdrio utilizar células com um percurso 6tico
minimo de 4 cm.

Organismos sujeitos aos ensaios

17. Podem ser utilizadas diversas espécies de cianobactérias e de microalgas de dgua livre. Comprovou-se que as
estirpes constantes da lista do apéndice 2 s3o apropriadas para utilizacio no procedimento especificado no
presente método de ensaio.

18. Se forem utilizadas outras espécies, deve ser comunicada a respetiva estirpe e/ou origem. Importa confirmar
que o crescimento exponencial das algas selecionadas para o ensaio pode ser mantido ao longo de todo o
periodo de ensaio, nas condi¢des vigentes.

Meio de cultura

19. Sdo recomendados dois meios de cultura alternativos — o meio OCDE e o meio AAP, cujas composi¢des sdo
apresentadas no apéndice 3. De notar que o valor inicial de pH e a capacidade tampio (regulacio do aumento
do pH) dos dois meios sdo diferentes. Assim, os resultados dos ensaios poderdo ser diferentes em fun¢do do
meio utilizado, em especial quando estiverem em estudo produtos quimicos ionizantes.

20. Pode ser necessdrio modificar o meio de cultura para determinados efeitos, como, por exemplo, quando se
pretender proceder ao ensaio de metais ou de agentes quelantes ou a ensaios a diferentes valores de pH. A
utilizagdo de um meio modificado deve ser descrita em pormenor e justificada (3) (4).

Concentragdo inicial de biomassa

21. A biomassa inicial das culturas de ensaio deve ser a mesma em todas as culturas e suficientemente baixa para
permitir um crescimento exponencial ao longo de todo o periodo de incubagdo, sem risco de esgotamento dos
nutrientes. A biomassa inicial ndo deve ser superior a 0,5 mg/l (peso seco). Recomendam-se as seguintes
concentragdes iniciais de células:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10> — 10* células/ml
Desmodesmus subspicatus ~ 2-5 x 10> células/ml
Navicula pelliculosa 104 células/ml

Anabaena flos-aquae 104 células/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* — 10° células/ml
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Concentra¢des do produto quimico em estudo

22. A gama de concentragdes na qual é provdvel a ocorréncia de efeitos pode ser determinada com base nos
resultados de ensaios de determinagio da gama de concentracdes a utilizar. Para o ensaio final e definitivo,
devem ser selecionadas pelo menos cinco concentra¢des, organizadas numa progressio geométrica com um
fator que ndo exceda 3,2. No caso de produtos quimicos em estudo que exibam uma curva invaridvel de
resposta a concentragio, poderd justificar-se um fator mais elevado. As séries de concentragdes devem, de
preferéncia, abranger uma gama que cause uma inibicdo de 5-75 % da taxa de crescimento das algas.

Replicados e controlos

23. O ensaio deve ser executado com trés replicados de cada concentracio em estudo. Caso ndo seja necessario
determinar a NOEC, o ensaio pode ser alterado de modo a aumentar o niimero de concentragdes estudadas,
reduzindo o nimero 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.

24. Pode preparar-se um conjunto separado de solugdes de ensaio para as determinagdes analiticas das concen-
tragdes do produto quimico em estudo (ver pontos 36 e 38).

25. Se se utilizar um solvente para solubilizar o produto quimico em estudo, o ensaio deve incluir controlos
adicionais que contenham esse solvente 3 mesma concentra¢do usada nas culturas de ensaio.

Preparacio da cultura de inéculo

26. 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 indéculo, em meio de
ensaio, 2 a 4 dias antes do inicio do ensaio. A biomassa de algas deve ser ajustada de modo a permitir que o
inéculo se mantenha em crescimento exponencial até ao inicio do ensaio. Incubar a cultura do inéculo nas
mesmas condi¢des que as culturas de ensaio. Determinar o aumento da biomassa da cultura de inéculo, para
garantir que o seu crescimento se encontra dentro dos padrdes normais para a estirpe de ensaio, nas condigdes
de cultura. O apéndice 4 apresenta um exemplo do procedimento a utilizar para a cultura de algas. Para evitar
divisdes celulares sincronizadas durante o ensaio, poderd ser necessirio executar um segundo passo de
propagagdo da cultura de indculo.

Preparacio das solucdes de ensaio

27. Todas as solugdes de ensaio devem conter a mesma concentragdo de meio de cultura e a mesma biomassa
inicial de algas de ensaio. As solucdes de ensaio as concentragdes escolhidas sio normalmente preparadas
misturando uma solugdo de reserva do produto quimico em estudo com o meio de cultura e com a cultura de
indculo. As solucdes de reserva sio normalmente preparadas por dissolu¢do do produto quimico no meio de
ensaio.

28. Nos casos em que se pretenda adicionar ao meio de ensaio produtos quimicos pouco hidrossoliveis, podem
ser utilizados solventes como a acetona, o dlcool t-butilico ou a dimetilformamida (2) (3). A concentragio de
solvente, que deve ser acrescentado a todas as culturas do ensaio (incluindo as de controlo) a mesma
concentragio, ndo deve exceder 100 pl/l.

Incubacio

29. Tapar os frascos de ensaio com rolhas permedveis ao ar. Os frascos sdo agitados e colocados no aparelho de
incubagdo. Durante o ensaio, é necessario manter as algas em suspensdo e facilitar as transferéncias de CO,.
Para tal, deve utilizar-se uma agitagdo ou um movimento constante. As culturas devem ser mantidas a uma
temperatura compreendida entre 21 e 24 °C, controlada a = 2 °C. Se forem utilizadas espécies diferentes das
que constam da lista do apéndice 2 (por exemplo, espécies tropicais), poderd ser necessdrio utilizar
temperaturas mais elevadas, desde que se verifiquem os critérios de validade. Recomenda-se colocar os frascos
na incubadora de forma aleatéria e mudar diariamente a sua posicdo.

30. O pH do meio de controlo ndo deve aumentar mais de 1,5 unidades durante o ensaio. No caso dos metais e de
produtos quimicos que se ionizam parcialmente a um pH préximo do pH do ensaio, poderd ser necessdrio
limitar a variagdo do pH, a fim de obter resultados reprodutiveis e bem definidos. Uma variagdo inferior a 0,5
unidades de pH ¢ tecnicamente realizdvel e pode ser conseguida se se garantir uma taxa de transferéncia
méssica de CO, da atmosfera para a solugdo de ensaio (por exemplo, aumentando a agitagdo). Outra possibi-
lidade passa pela reducio das necessidades de CO,, diminuindo a biomassa inicial ou a duracio do ensaio.
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31. A superficie em que as culturas sdo incubadas deve receber uma iluminagdo fluorescente continua e uniforme,
do tipo “branco-frio” ou “luz do dia”. As diferentes estirpes de algas e cianobactérias tém necessidades
diferentes em termos de luz. A intensidade da luz deve, portanto, ser adaptada ao organismo utilizado no
ensaio. Para as espécies recomendadas de algas verdes, selecionar a intensidade da luz ao nivel da solucio de
ensaio na gama dos 60-120 pE'm? s!, medidos na gama de comprimentos de onda necessdria para a
fotossintese, entre 400 e 700 nm, utilizando um recetor adequado. Algumas espécies, em especial a Anabaena
flos-aquae, exibem bom crescimento com menor intensidade luminosa, podendo mesmo ser prejudicadas por
uma luz demasiado intensa. Para essas espécies, deve ser utilizada uma intensidade luminosa média na gama
40-60 pEm?s! (no caso dos instrumentos de medi¢do da luz calibrados em lux, uma gama equivalente a
4 440-8 880 lux para a luz branca corresponde aproximadamente a intensidade luminosa recomendada de 60
- 120 pE'm? - ). Manter a intensidade luminosa num intervalo de +15 % em relacdo a intensidade média
sobre a zona de incubacio.

Duragio do ensaio

32. A duragio normal dos ensaios é de 72 horas. No entanto, podem ser efetuados ensaios de maior ou menor
duragio, desde que se verifiquem todos os critérios de validade referidos no ponto 11.

Medicdes e determinagdes analiticas

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

34. A medi¢do da biomassa é efetuada por contagem manual de células num microscépio ou num contador
eletronico de particulas (contagem de células efou biovolume). Podem ser utilizadas técnicas alternativas, como
a citometria de fluxo, a fluorescéncia clorofilica in vitro ou in vivo (5) (6) ou a densidade Otica, desde que se
possa demonstrar uma boa correlagdo com a biomassa ao longo de toda a gama de concentragdes de biomassa
prevista durante o ensaio.

35. O pH das solucdes é medido no inicio e no final do ensaio.

36. Desde que exista um procedimento analitico para a determinagdo do produto quimico em estudo na gama de
concentragdes utilizada, as solucdes de ensaio devem ser analisadas para verificar a concentracio inicial e a
manutencio da concentragdo de exposi¢ido ao longo do ensaio.

37. A andlise da concentra¢do do produto quimico em estudo no inicio e no final do ensaio, para as concentra¢des
de ensaio mais elevadas e mais baixas e para uma concentragio préxima da ECs, previsto, podera ser suficiente
se ndo se esperar uma variagdo das concentragdes de exposicdo superior a 20 % em relagdo ao respetivo valor
nominal ao longo do ensaio. Nos casos em que seja improvavel 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 ensaio. No caso de produtos quimicos volateis, instdveis ou fortemente adsorventes,
recomenda-se a realizagio de amostragens suplementares para andlise a intervalos de 24 horas durante o
periodo de exposi¢do, de modo a caracterizar melhor a redu¢do da concentragio do produto quimico em
estudo. Para esses produtos quimicos, pode ser necessdrio utilizar um niéimero maior de replicados. Em
qualquer dos casos, a determinac¢do das concentragdes do produto quimico em estudo s6 é necessiria num dos
frascos replicados para cada concentragio de ensaio (ou no contetdo misturado de todos os frascos replicados).

38. O meio de ensaio preparado especificamente para a andlise das concentragdes de exposi¢do durante o ensaio
deve ser tratado da mesma forma que o utilizado no ensaio, ou seja, deve ser inoculado com algas e incubado
em condi¢des idénticas. Se for necessdrio analisar a concentragio do produto quimico dissolvido, as algas
poderido ter de ser separadas do meio de cultura. Essa separagdo deve, de preferéncia, ser feita por centrifugacio
a baixa velocidade, suficiente para garantir a deposicdo das algas.

39. Se houver provas de que, durante o ensaio, a concentra¢do do produto quimico em estudo ndo variou mais de
20 % em relacido ao valor da concentragio nominal ou da concentragio inicial medida, a andlise dos resultados
pode basear-se nos valores nominais ou iniciais medidos. Se a variacdo em relagdo a concentra¢do nominal ou
a concentracdo inicial medida nido se situar na gama de * 20 %, a andlise dos resultados deve basear-se na
média geométrica da concentragdo durante a exposicio ou em modelos que descrevam a diminuicdo da
concentragio do produto quimico em estudo (3) (7).

40. O ensaio de inibi¢do 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. Por isso, as concentracdes reais
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de exposicdo poderdo ser dificeis de determinar, especialmente para os produtos quimicos mais adsorventes e
ensaiados a concentracdes mais baixas. Nesses casos, o desaparecimento do produto quimico da solu¢do, por
adsor¢do a cada vez maior biomassa de algas, ndo significa que o produto tenha desaparecido do sistema de
ensaio. Quando os resultados do ensaio forem analisados, deve verificar-se se a diminui¢do da concentracdo do
produto quimico ao longo do ensaio é ou ndo acompanhada de uma quebra da inibi¢do do crescimento. Se tal
suceder, poderd ponderar-se a possibilidade de utilizar um modelo que descreva a diminuicio da concentracio
do produto quimico em estudo (7). No caso contririo, o melhor poderd ser basear a andlise dos resultados nas
concentrag¢des iniciais (nominais ou medidas).

Outras observacdes

41. O in6culo deve ser observado ao microscopio, para verificar se a cultura apresenta um aspeto normal e
sauddvel e para verificar se o aspeto das algas exibe alguma anormalidade que possa ser causada pela exposi¢do
ao produto quimico em estudo, no final do ensaio.

Ensaio do limite

42. Em determinadas circunstincias (por exemplo, se um ensaio preliminar indicar que o produto quimico em
estudo ndo apresenta efeitos toxicos em concentra¢des até 100 mg/l ou até ao seu limite de solubilidade no
meio de ensaio, conforme o que seja menor), pode proceder-se a um ensaio do limite, com comparagio das
respostas de um grupo de controlo e de um grupo exposto ao produto quimico em estudo (a uma
concentragdo de 100 mg/l ou que corresponda ao limite de solubilidade). Recomenda-se vivamente que a
auséncia de toxicidade seja confirmada por andlise da concentracio de exposicdo. Todas as condicdes de ensaio
e critérios de validade anteriormente descritos sdo aplicdveis aos ensaios do limite, com exce¢do da necessidade
de utilizar, no minimo, seis replicados dos frascos expostos ao produto quimico. As varidveis de resposta dos
grupos de controlo e de exposicio podem ser analisadas através de um ensaio estatistico de comparagio das
médias, como, por exemplo, o teste t de Student. Caso as varidncias dos dois grupos sejam diferentes, deve ser
realizado um teste t de Student ajustado para diferengas das variancias.

DADOS E RELATORIOS
Tracado das curvas de crescimento

43. A biomassa dos frascos de ensaio pode ser expressa nas unidades do pardmetro alternativo utilizado para as
medi¢des (por exemplo: ndmero de células, fluorescéncia).

44, Criar tabelas com a concentragdo estimada da biomassa das culturas de ensaio e dos controlos, em fungio das
concentragdes do material em estudo e do momento da amostragem, arredondado as horas, de modo a
produzir graficamente as curvas de crescimento. Numa primeira fase poderd ser atil utilizar tanto a escala
geométrica como a logaritmica, mas a segunda é obrigatéria e resulta geralmente numa melhor representacio
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 reta cuja inclinagio (declive) indica a taxa de
crescimento especifico.

45. Utilizando os graficos, verificar se as culturas de controlo cresceram exponencialmente a taxa prevista ao longo
de todo o ensaio. Fazer uma andlise critica de todos os pontos e do aspeto global dos gréficos e verificar os
dados brutos e os procedimentos aplicados, a fim de detetar eventuais erros. Verificar, em particular, qualquer
ponto que parega afetado por erros sistematicos. Se a identificagdo dos erros de procedimento for dbvia efou a
probabilidade de ocorréncia desses erros for elevada, os dados especificos em causa sdo considerados
aberrantes e ndo se incluem na andlise estatistica subsequente (uma concentracio de algas igual a zero num em
cada dois ou trés replicados pode indicar que o recipiente ndo foi corretamente inoculado ou devidamente
limpo). Os motivos para a rejeicio de um ponto considerado aberrante devem ser claramente indicados no
relatério de ensaio. Os motivos aceites sdo exclusivamente os (raros) erros de procedimento e ndo a simples
falta de precisdo. Os procedimentos estatisticos para a identificacdo dos pontos aberrantes apresentam uma
utilidade limitada para este tipo de problemas, ndo substituindo a opinido avalizada de um perito. Os pontos
aberrantes (assinalados como tal) devem, de preferéncia, ser conservados para eventual apresentagdo posterior
em grafico ou tabela.

Varidveis de resposta:

46. O objetivo do ensaio consiste em determinar os efeitos do produto quimico em estudo no crescimento das
algas. O presente método de ensaio descreve duas varidveis de resposta, ja que as vdrias jurisdi¢des tém
diferentes preferéncias e necessidades regulamentares. Para que os resultados dos ensaios possam ser aceitdveis
em todas as jurisdigdes, os efeitos tém de ser avaliados por recurso a ambas as varidveis de resposta, a) e b), a
seguir descritas:

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

b) Rendimento: esta varidvel de resposta é a diferenca entre a biomassa no final e no inicio do ensaio.
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47. Cabe aqui notar que os valores de toxicidade calculados através destas duas varidveis de resposta ndo sdo
compardveis e que essa diferenga 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,) sdo 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 matemdtica das respetivas abordagens. Este facto ndo deve ser interpretado
como uma diferenca de sensibilidade entre as duas varidveis de resposta, mas simplesmente como uma
diferenca matemdtica entre os valores. O conceito 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 contra-
partida, os resultados baseados no rendimento enquanto varidvel de resposta dependem de todas essas
varidveis. O valor de E.C, depende da taxa de crescimento especifico da espécie de algas utilizada em cada
ensaio e da taxa mdxima 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 toxicos. Embora,
do ponto de vista cientifico, seja preferivel utilizar a taxa média de crescimento especifico para a estimagio da
toxicidade, as estimativas da toxicidade com base no rendimento foram também incluidas no presente método
de ensaio para satisfazer as atuais exigéncias regulamentares de alguns paises.

Taxa média de crescimento

48. A taxa média de crescimento especifico num determinado periodo é calculada como o aumento logaritmico da
biomassa em cada um dos frascos de controlo e de ensaio, a partir da seguinte equagdo [1]:

lnX"_lnX{

= ia™!
H") tj_ti (dla ) [1]’

em que:

j,; representa a taxa média de crescimento especifico entre 0 momento i e 0 momento j;

X, representa a biomassa no momento i;

i

X; representa a biomassa no momento j.

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

49. 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, ji que assim se consegue geralmente uma precisdo mais elevada. Se o equipamento
utilizado para a medigdo da biomassa permitir uma determinagio suficientemente precisa dos niveis reduzidos
de biomassa presentes apds a inoculagdo (por exemplo: citometro de fluxo), pode utilizar-se o valor medido de
concentragio inicial da biomassa. Verificar igualmente as taxas de crescimento em cada sec¢do do ensaio,
calculadas como as taxas de crescimento especifico em cada dia do ensaio (dias 0-1, 1-2 e 2-3), averiguando se
a taxa de crescimento dos controlos se mantém constante (ver critérios de validade, ponto 11). Uma taxa de
crescimento especifico que, no primeiro dia, seja significativamente inferior a taxa média de crescimento
especifico da totalidade do ensaio pode indicar 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 ao produto quimico em estudo pode indicar
uma recuperagdo apds a fase inicial de stress por toxicidade ou uma menor exposigio ao produto quimico em
estudo devido ao seu desaparecimento (incluindo a eventual adsorgdo a biomassa das algas) apds a exposigdo
inicial. Assim, pode avaliar-se a taxa de crescimento em cada sec¢do do ensaio para verificar os efeitos do
produto quimico em estudo durante o periodo de exposicdo. A existéncia de diferencas substanciais entre as
taxas de crescimento de cada secgio do ensaio e a taxa média de crescimento indica um desvio relativamente a
situagdo de crescimento exponencial constante, exigindo portanto uma anélise mais pormenorizada das curvas
de crescimento.

50. Calcula-se a inibi¢do percentual da taxa de crescimento para cada um dos replicados expostos utilizando a
seguinte equacdo [2]:

%1, =L 100 2],

W
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em que:
%I = inibicdo percentual da taxa média de crescimento especifico;
pe = valor médio das taxas médias de crescimento especifico (j1) no grupo de controlo;

Br taxa média de crescimento especifico dos replicados do grupo exposto.

51. Se forem utilizados solventes na preparagio das solugdes de ensaio, devem utilizar-se para o célculo da inibicdo
percentual os controlos com adi¢do de solvente, em vez dos controlos apenas do meio de cultura.

Rendimento

52. O rendimento é calculado como a diferenga entre a biomassa no final do ensaio e a biomassa inicial, em cada
um dos frascos de controlo e de exposi¢do. Para cada concentragdo de ensaio e cada controlo, calcular um
valor médio de rendimento, associado as respetivas estimativas da varidncia. Para cada replicado exposto, a
inibicdo percentual do rendimento ( %I) pode ser calculada do seguinte modo:

%I, = (Y;iYT) x 100  [3]

c

em que:
%1, = inibicdo percentual do rendimento;

Y. = valor médio do rendimento no grupo de controlo;
Y, = valor do rendimento para os replicados expostos.

Tracado da curva de resposta a concentragio

53. Tragar o grifico da inibicdo percentual em funcdo do logaritmo da concentracdo do produto quimico em
estudo e analisar o grafico cuidadosamente, ndo tomando em conta os pontos identificados como aberrantes
na primeira fase. Ajustar uma curva aproximada aos pontos experimentais, a vista ou por interpolagio
computorizada, de modo a obter uma primeira impressdo da relacio de resposta & concentragdo, apds o que se
deverd proceder ao tragado de uma curva mais exata, de preferéncia utilizando métodos estatisticos computo-
rizados. Consoante a utilizagdo que se pretenda dar aos dados, a qualidade (precisdo) e a quantidade de dados,
bem como a disponibilidade de ferramentas de andlise dos mesmos, poderd decidir-se (por vezes, justifica-
damente) ndo prosseguir a andlise dos dados nesta fase e limitar as leituras & determinagdo dos valores-chave
EC,, ¢ EC,, (efou EC,;) a partir da curva ajustada a vista (ver também o ponto seguinte, no respeitante aos
efeitos de estimulacdo). Entre as razdes vélidas para ndo utilizar um método estatistico podem referir-se as
seguintes:

— Os dados ndo permitem obter, por um método computorizado, resultados mais fidveis do que por opinido
avalizada — nessas situagdes, alguns programas informdticos podem mesmo ser incapazes de apresentar
qualquer solugdo fidvel (iteragdes divergentes, etc.);

— As respostas a estimulagio do crescimento ndo sdo bem descritas pelos programas informadticos disponiveis
(ver abaixo).

Processo estatistico

54. O objetivo consiste em descrever de forma quantitativa, por andlise de regressdo, a relagdo concentragio-
-resposta. Pode utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformagio de linearizagio
dos dados de resposta — por exemplo, para unidades probit, logit ou de Weibull (8) — mas a técnica preferida
é o recurso a procedimentos de regressio ndo linear, que permitem lidar melhor com as inevitdveis irregula-
ridades dos dados e com os desvios relativamente a uma boa distribuicio. Nas zonas préximas da inibi¢do nula
ou total, essas irregularidades podem mesmo ser refor¢adas pela transformagio, o que ird interferir com a
andlise (8). Cabe aqui notar que os métodos-padrdo de andlise que utilizam os transformados probit, logit ou
Weibull se destinam a andlise de dados quantais (por exemplo: mortalidade e sobrevivéncia), pelo que tém de
ser alterados para adaptagdo a dados de crescimento ou de biomassa. Podem consultar-se em (9) (10) (11)
alguns métodos para a determinacio dos valores de EC, a partir de dados continuos. A utilizagdo da andlise de
regressdo ndo linear ¢ apresentada com mais pormenor no apéndice 5.
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55. Para cada uma das varidveis de resposta em andlise, utilizar a relagdo concentragdo-resposta para estimar os
valores pontuais de EC,. Sempre que possivel, devem determinar-se os limites de confianca a 95 % para cada
estimativa. 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 utilizar os valores de
cada replicado e ndo o valor médio para cada grupo exposto. No entanto, se o ajustamento de um gréfico ndo
linear se revelar dificil ou ndo for possivel devido a grande dispersio dos dados, o problema poderd ser
contornado pela aplicagdo da regressdo aos valores médios de cada grupo, como forma prética de reduzir a
influéncia dos pontos que sejam, provavelmente, aberrantes. A utilizagdo desse método deve ser referida no
relatério de ensaio como desvio em relagdo ao procedimento normal, por ndo ter sido possivel ajustar uma
curva aos valores individuais de todos os replicados com bons resultados.

56. Se os modelos/métodos de regressdo disponiveis ndo forem aplicaveis aos dados existentes, as estimativas da
EC,, e os respetivos intervalos de confianca podem também ser obtidos utilizando uma interpolago linear
com bootstrapping (13).

57. Para a estimativa da LOEC e, consequentemente, da NOEC, bem como dos efeitos do produto quimico em
estudo na taxa de crescimento, é necessdrio 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 nos controlos, utilizando um método adequado de comparacio mdltipla ou de andlise de tendéncias.
Os testes de Dunnett ou de Williams (12) (14) (15) (16) (17) podem ser dteis para este efeito. E necessario
verificar se se cumpre o pressuposto de homogeneidade da varidncia das andlises ANOVA. Essa verificacdo
pode ser realizada graficamente ou por um teste formal (17). Os testes de Levene ou de Bartlett sio adequados
neste contexto. O problema colocado pelo incumprimento do pressuposto de homogeneidade das varidncias
pode, por vezes, ser corrigido através da transformagdo logaritmica dos dados. Caso a heterogeneidade das
varidncias seja extrema e ndo possa ser corrigida por transformagio, deve ponderar-se a possibilidade de
utilizar métodos de andlise das tendéncias como, por exemplo, o método degressivo de Jonkheere. Para mais
orienta¢des sobre a determinacdo da NOEC, consultar a referéncia (11).

58. Os dados cientificos mais recentes recomendam o abandono do conceito de NOEC, que deve ser substituido
pela estimativa dos valores de EC, por regressio. No caso do presente ensaio com algas, ndo foi definido
nenhum valor x ideal. A gama de 10 % a 20 % afigura-se adequada (em fungdo da varidvel de resposta
escolhida), devendo ser comunicados, de preferéncia, tanto os valores de EC,, como de EC,,.

Estimulacio do crescimento

59. Por vezes, pode observar-se uma estimulacdo do crescimento (inibi¢do negativa) a baixas concentra¢des. Este
fenémeno pode resultar tanto de hormese (“estimulagdo por substancias toxicas”) como da adicio de fatores
estimulantes do crescimento associados ao material em estudo adicionado ao meio de reserva. Cabe aqui notar
que a adi¢do de nutrientes inorgdnicos ndo deverd, em principio, ter qualquer efeito direto no ensaio, uma vez
que o respetivo meio deve proporcionar um excedente de nutrientes ao longo de todo o ensaio. A estimulagdo
a baixas concentrac¢des pode geralmente ser ignorada para efeitos do cdlculo de EC,,, exceto nos casos em que
é extrema. Nesses casos de estimulagdo extrema, ou quando o valor de x em EC, é muito baixo, pode ser
necessario utilizar procedimentos especiais. A eliminagdo pura e simples das respostas de estimulagio para
efeitos da andlise dos dados deve ser evitada sempre que possivel e, nos casos em que os programas de
ajustamento de curvas aos dados ndo consigam lidar com as consequéncias da estimulacdo a baixas concen-
tragdes, pode recorrer-se a interpolagdo linear com bootstrapping. Se a estimulagdo for extrema, pode
considerar-se a possibilidade de utilizar um modelo de hormese (18).

Inibicdo ndo téxica do crescimento

60. Os materiais em estudo que absorvam a luz podem ocasionar uma diminui¢do da taxa de crescimento por
efeito da reducdo da quantidade de luz disponivel. Esses efeitos de tipo fisico devem ser ponderados de forma
independente dos efeitos téxicos, se necessario alterando as condi¢des do ensaio, e apresentados separadamente.
Para orientagdes sobre esta questdo, ver as referéncias (2) (3).

RELATORIO DO ENSAIO

61. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:
— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas relevantes, incluindo o limite de hidrossolubilidade;

— dados de identificacio quimica (por exemplo: nimero CAS) e grau de pureza (eventual presenca de
impurezas).

Espécies sujeitas a ensaio:

— estirpe, fornecedor ou proveniéncia do organismo e condi¢des de cultura utilizadas.
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Condigdes de realizacdo dos ensaios:
— data de inicio do ensaio e respetiva duracdo;

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

— composi¢io do meio;

— concentragdes de ensaio e replicados (por exemplo: nimero de replicados, niimero de concentragdes
ensaiadas e progressdo geométrica utilizada);

— descri¢do da preparagdo das solucdes de ensaio, incluindo a eventual utilizacdo de solventes, etc.

— equipamento de incubagdo;

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

— temperatura,

— concentragdes ensaiadas: concentragdes nominais de ensaio e resultados das andlises para determinacio da
concentracdo do produto quimico em estudo nos frascos de ensaio. Devem ser comunicados a eficicia de
recuperacdo e o limite de quantificagdo do método na matriz de ensaio;

— todos os desvios em relagdo ao presente método de ensaio;

— método de determinacio da biomassa e provas da correlagdo entre o pardmetro medido e o peso a seco.

Resultados:

— valores do pH no inicio e no final do ensaio, para todos os frascos expostos ao produto;

— biomassa em cada frasco e em cada ponto de medigdo, bem como o método utilizado para a sua medicdo;

— curvas de crescimento (graficos da biomassa em fungio do tempo);

— varidveis de resposta calculadas para cada replicado exposto, com os respetivos valores médios, e
coeficiente de variagdo dos replicados;

— representagdo grafica da relacdo concentracio/efeito;
— estimativas da toxicidade para as varidveis de resposta, por exemplo: ECy,, EC,, EC,, e os intervalos de
confianga associados. Quando forem calculados, valores da LOEC e da NOEC e métodos estatisticos

utilizados para a respetiva determinagio;

— caso tenha sido efetuada uma andlise ANOVA, dimensdo do efeito detetado (por exemplo, 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 alteragio da morfologia das algas;

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia sobre os resultado do ensaio que decorra das
alteragdes efetuadas ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1

Definicdes

Para efeitos do presente método de ensaio, utilizam-se as seguintes defini¢des e abreviaturas:

Biomassa: peso seco de matéria viva presente numa populagdo, expresso por unidade de volume; por exemplo, mg
de algas/litro de solugdo de ensaio. Normalmente, a biomassa é definida como uma massa, mas no presente ensaio o
termo ¢é utilizado na acegdo de massa por unidade de volume. Ainda no presente ensaio, sio normalmente medidos
alguns valores alternativos de biomassa, como as contagens de células, a fluorescéncia, etc., sendo o termo
“biomassa” utilizado também para essas medi¢es alternativas.

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Coeficiente de variacio: medida adimensional da variabilidade de um pardmetro, definida como a relagdo entre o
desvio-padrdo e a média. Esta medida pode igualmente ser expressa em termos de percentagem. No respeitante ao
coeficiente de variacio médio da taxa de crescimento especifica média em culturas de controlo replicadas:

1. Calcular o CV, em percentagem, da taxa média de crescimento especifico de cada replicado a partir das taxas de
crescimento didriasfem 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,: concentragio do produto quimico em estudo que, dissolvida no meio de ensaio, resulta numa redugdo de x %
(por exemplo: 50 %) do crescimento do organismo de ensaio, ap6s um determinado periodo de exposi¢do (que
devera 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, o simbolo “E,C” ¢
utilizado no primeiro caso e o simbolo “E C” no segundo.

Meio de cultura: meio de cultura sintético completo em que as algas de ensaio sdo cultivadas quando expostas ao
produto quimico em estudo. Em geral, o produto quimico em estudo é dissolvido no meio de ensaio.

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

Menor concentracio com efeito observivel (LOEC): concentragdo mais baixa & qual se observa que o produto
quimico em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) de redu¢do do crescimento, quando
comparada com o controlo, para um determinado perfodo de exposi¢do. No entanto, todas as concentracdes de
ensaio superiores a LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Se estas duas
condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, deve fornecer-se uma explicagdo circunstanciada sobre a forma como se
determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): concentragio de ensaio imediatamente inferior 8 LOEC.

Varidvel de resposta: varidvel de estimagdo da toxicidade, derivada de qualquer dos pardmetros medidos que
descrevem a biomassa por diferentes métodos de cdlculo. No caso do presente método de ensaio, as taxas de
crescimento e os rendimentos sdo varidveis de resposta derivadas da medicdo direta da biomassa ou de qualquer dos
métodos alternativos mencionados.

Taxa de crescimento especifico: varidvel de resposta definida como o quociente da diferenca entre os logaritmos
naturais de um paradmetro de observagdo (no presente método, a biomassa) e o respetivo periodo.

Produto quimico em estudo: qualquer substncia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Rendimento: valor de uma varidvel de medigdo no final do periodo de exposi¢do menos o valor da varidvel de
medi¢do no inicio do periodo de exposi¢do, que exprime o aumento da biomassa durante o ensaio.
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Apéndice 2

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 estio disponiveis sob a forma de culturas puras nas seguintes colecdes (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: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

University of Gottingen
Nicholausberger Weg 18

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
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Aspeto e caracteristicas das espécies recomendadas

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Células isoladas, | Células ovais, .
A d . Barras ou Cadeias de Barras ou
speto curvadas e na sua maioria ) .
torcidas isoladas varetas células ovais varetas
Dimensdes (C x L), em pm 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()
Peso seco das células (mgfcé-| 2-3x108 | 3-4x108 | 3-4x108 | 1-2x10% | 2-3x10°?°
lula)
Taxa de crescimento (%) (dia=?!) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Medido com contador eletrénico de particulas.

(3 Calculado a partir das dimensdes.

(}) Taxa de crescimento mais frequentemente observada em meio OCDE com uma intensidade luminosa de aproximadamente 70
pEm-2s1a21°C.

Recomendacdes especificas quanto a cultura e a0 manuseamento das espécies de ensaio recomendadas
Pseudokirchneriella subcapitata e Desmodesmus subspicatus

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

Anabaena flos-aquae

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

A Anabaena flos-aquae desenvolve agregados de cadeias de células. A dimensdo desses agregados pode variar em
funcio das condicdes de cultura. Para se poder proceder a contagem de células com um contador eletrénico de
particulas ou com um microsc6pio, com vista a determina¢do da biomassa, poderd ser necessirio quebrar os
agregados.

As amostras podem ter de ser divididas em subamostras e ultrassonorizadas para quebrar as cadeias e reduzir a
variabilidade das contagens. Se for demasiado prolongada, a ultrassonorizagio para quebrar as cadeias pode destruir
as células. A intensidade e a duragdo da ultrassonoriza¢do devem ser idénticas para todas as amostras tratadas.

Contar as células num nimero suficiente de campos do hemocitémetro (pelo menos 400 células) para compensar a
variabilidade. A fiabilidade das determinagdes através da densidade microscépica serd assim maior.

O volume total de Anabaena pode ser determinado com um contador eletrénico de particulas, depois de quebrar as
cadeias de células através de uma ultrassonorizagio cuidadosa. A energia dos ultrassons deve ser ajustada de forma a
evitar provocar danos nas células.

Utilizar um agitador magnético de rotagdo ou outro método semelhante que permita garantir que a suspensdo de
algas utilizada 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
alternativa, pode utilizar-se uma agitacdo intermitente para reduzir a tendéncia para a criagio de agregados de
Anabaena. Se houver agregagio, deve ter-se o cuidado de retirar amostras representativas para as medigdes de
biomassa. Poderd ser necessdrio agitar vigorosamente os frascos imediatamente antes da mostra, de modo a desfazer
os agregados de algas.
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Synechococcus leopoliensis

Podem ser utilizados diferentes meios de cultura para manter uma cultura de arranque. As colecdes de culturas
disponibilizam informagdes sobre os meios mais adequados.

A Synechococcus leopoliensis apresenta células isoladas, em forma de bastonete. As células sio muito pequenas, o que
complica a utilizagio das contagens ao microscopio para a medi¢do da biomassa. Pode utilizar-se um contador
eletrénico de particulas equipado para a contagem de particulas com uma dimensdo minima aproximada de 1 pm.
Outra possibilidade consiste na realizagdo de medi¢des fluorimétricas in vitro.

Navicula pelliculosa

Podem ser utilizados diferentes meios de cultura para manter uma cultura de arranque. As cole¢des de culturas
disponibilizam informagdes sobre os meios mais adequados. De notar que o meio tem de conter silicatos.

Em certas condi¢des de cultura, a Navicula pelliculosa pode formar agregados. Uma vez que produzem lipidos, as
células tém por vezes tendéncia a acumular-se na pelicula superficial. Nessas circunstincias, tém de se adotar
medidas especiais aquando da recolha das subamostras para determinagdo da biomassa, de modo a obter amostras
representativas. Poderd ser necessiria uma agitagdo vigorosa (por exemplo, com um agitador magnético de rotacdo).
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Apéndice 3

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 preparacdo destes meios, devem utilizar-se reagentes e produtos quimicos de qualidade analitica e dgua
desionizada.

Composigio do meio AAP (US EPA) e do meio OECD TG 201

Componente AAP 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
Mgdl, -6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO,: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
Mn(l,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 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
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A razdo molar EDTA/ferro € ligeiramente superior a uma unidade, o que permite evitar a precipitacdo do ferro e, em
simultdneo, minimizar a quelagdo dos ides de metais pesados.

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

O pH do meio ¢ fungio do equilibrio entre o sistema carbonato do meio e a pressio parcial de CO, no ar
atmosférico. A relagdo aproximada entre o pH a 25 °C e a concentragdo molar de bicarbonato é dada por:

pH,, = 11,30 + log[HCO;,]

Com 15 mg NaHCO,/l, pH,, = 7,5 (meio US EPA) e com 50 mg NaHCO,/l, pH,, = 8,1 (meio OCDE).

Composicio elementar dos meios de ensaio

Elemento AAP OCDE
mgl 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

Nutrientes Concentragdo na solucdo de reserva

Solu¢do de reserva 1:

macronutrientes

NH,Cl 1,5 g/l

Mgdl, - 6H,0 1,2 g/l

CaCl, - 2H,0 1,8 g/l

MgSO, - 7H,0 1,5 g/l

KH,PO, 0,16 g/l

Solugdo de reserva 2:

ferro:

FeCl, - 6H,0 64 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l




1.3.2016

L 54/31

Jornal Oficial da Unido Europeia
Nutrientes Concentracio na solucio de reserva

Soluc¢do de reserva 3:
oligoelementos
H,BO, 185 mg|l
MgCl, - 6H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
Cudl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg|l
Solugdo de reserva 4:
bicarbonato
NaHCO, 50 g/l
Na,SiO, - 9H,0

Esterilizar as soluc¢des de reserva por filtracdo através de membrana (didmetro dos poros 0,2 pm) ou em autoclave
(120 °C, 15 min). Armazenar as solugdes ao abrigo da luz, a 4 °C.

Nio esterilizar as solu¢des 2 e 4 em autoclave, mas sim por filtra¢do através de membrana.

Preparar o meio de cultura adicionando a dgua um volume apropriado das solugdes de reserva 1-4.

Adicionar a 500 ml de dgua esterilizada:

10 ml da solugdo de reserva 1

1 ml da solucdo de reserva 2

1 ml da solugdo de reserva 3

1 ml da solu¢do de reserva 4

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
borbulhando com ar estéril filtrado durante algumas horas.

Preparacio do meio US EPA

1. Adicionar 1 ml de cada uma das solu¢bes de reserva descritas em 2.1-2.7 a cerca de 900 ml de dgua
desionizada ou destilada, completando depois o volume até 1 litro.

2. As solugdes de reserva de macronutrientes sio preparadas dissolvendo os seguintes elementos em 500 ml de
dgua desionizada ou destilada. Os reagentes 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4 podem ser combinados numa tinica solucio de

reserva.

2,1 NaNoO,
2,2 MgCl,-6H,0

12,750 g
6,082 ¢
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2,3 CaCl,2H,0 2,205 g
2,4 Solu¢io de reserva de micronutrientes (ver 3)
2,5 MgSO,7H,0 7,350 g
2,6 K,HPO, 0,522 g.
2,7 NaHCO, 7,500 g
2,8 Na,SiO;9H,0 ver nota 1.

3,1
3,2
3,3
3,4
3,5
3,6
3,7
3,8

3,9

Nota 1: Utilizar exclusivamente se a espécie de ensaio for uma diatomédcea. O composto pode ser acrescentado
diretamente (202,4 mg) ou utilizando uma solucio de reserva que permita obter uma concentracio 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
gua 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

Na2MoO,2H,0 3,630 mg

CuCl,-2H,0 0,006 mg

Na,EDTA-2H,0 150,000 mg [(etilenodinitrilo) tetracetato diss6dico]
Na,SeO,'5H,0 0,005 mg; ver nota 2.

Nota 2: Utilizar exclusivamente no meio para as culturas de arranque de espécies de diatomaceas.

Ajustar o pHa 7,5 £ 0,1 com solugdo 0,1 N ou 1,0 N de NaOH ou de HCL

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

caso.

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

Exemplo de um procedimento para a cultura de algas

Observacdes gerais

O objetivo de proceder a uma cultura com base no procedimento a seguir descrito consiste em proporcionar
culturas de algas para ensaios de toxicidade.

Devem utilizar-se métodos que permitam garantir que as culturas de algas ndo sdo infetadas por bactérias. Mesmo
que se pretendam utilizar culturas puras, devem preparar-se e conservar-se culturas de cada uma das diferentes
espécies de algas.

Todas as operagdes devem ser realizadas em condi¢des de esterilidade, de modo a evitar a contaminac¢do por
bactérias ou por outras algas.

Equipamento e material

No ponto “Método de Ensaio”, ver: “Equipamento”.

Procedimentos para a obtengdo de culturas de algas
Preparagdo das solugdes de nutrientes (meios de cultura):

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

O meio é preparado misturando a quantidade correta de solugdo de reserva com dgua destilada esterilizada,
tomando o cuidado de evitar infe¢des. No caso dos meios sélidos, é acrescentado dgar-dgar a concentragio de 0,8 %.

Cultura de reserva:

As culturas de reserva sio 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, sdo conservadas em tubos de dgar-dgar inclinados. Sdo transferidas para um meio fresco pelo menos de
dois em dois meses.

As culturas de reserva sdo feitas em frascos conicos (com um volume de cerca de 100 ml), com o meio apropriado.
Quando as algas sdo incubadas a temperatura de 20 °C com iluminagdo continua, é necessdrio fazer uma transfe-
réncia semanal.

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 concentrago inicial
cerca de 100 vezes inferior & 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 esta 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 objetivo da pré-cultura é obter uma quantidade de algas adequada para a inoculagdo das culturas de ensaio. A pré-
-cultura € incubada em condigdes de ensaio e utilizada enquanto se encontra na fase exponencial, normalmente apds
um periodo de incubacio de 2 a 4 dias. Quando as culturas de algas apresentam células deformadas ou anormais,
devem ser descartadas.
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Apéndice 5

Andilise dos dados por regressio nio linear

Consideracoes gerais

A resposta dos ensaios com algas e de outros ensaios de crescimento microbiano — o aumento da biomassa é, por
natureza, uma varidvel continua ou métrica — terd a forma de uma taxa quando se utilizar a taxa de crescimento ou
de um integral em funcio do tempo se se escolher utilizar a quantidade de biomassa. Ambas as varidveis sdo referen-
ciadas em fung¢do da resposta média dos replicados de controlo, ndo expostos, que apresentem uma resposta mais
elevada as condigdes vigentes — sendo que a temperatura e a luz sdo os principais fatores determinantes nos ensaios
com algas. O sistema ¢ distribuido ou homogéneo, e a biomassa pode ser vista como um valor continuo, sem tomar
em consideragdo as células individuais. A distribuicio das varidncias do tipo de resposta estd, nesses sistemas,
exclusivamente relacionada com os fatores experimentais (tipicamente descritos pela curva log normal ou pela
distribui¢do normal dos erros). Esta situagdo contrasta com as respostas tipicas dos bioensaios com dados quantais,
nos quais a tolerdncia (tipicamente distribuida de forma binomial) de cada organismo é frequentemente assumida
como a componente dominante da varidncia. As respostas dos controlos s3o, nesse caso, nulas ou correspondentes a

linha de base.

Numa situacdo sem complicagBes, a resposta normalizada ou relativa, r, diminui de forma monotdnica entre 1
(inibicdo nula) e 0 (inibicio a 100 %). De notar que todas as respostas tém um erro associado, pelo que se podem
constatar inibi¢des negativas apenas por efeito dos erros aleatérios.

Andlise de regressio
Modelos

O objetivo da andlise de regressdo ¢é a descri¢do quantitativa da curva de concentracio-resposta, sob a forma de uma
funcdo matemdtica de regressio Y = f (C) ou, mais frequentemente, F(Z), onde Z = log C. A utilizagdo da fungdo
inversa C = f(Y) permite o célculo dos valores de EC,, incluindo a EC,,, EC,, e EC,,, bem como dos respetivos
limites de confianca a 95 %. Podem utilizar-se diversas fungdes matemdticas simples para uma boa descricio da
relagdo concentragdo-resposta obtida em ensaios de inibi¢do de crescimento com algas. Essas fun¢des incluem, por
exemplo, a equagdo logistica, a equagdo assimétrica de Weibull e a fungdo de distribui¢do log normal, todas curvas
sigmoides que se aproximam da assintota 0 quando C — 0 e da assintota 1 quando C — infinito.

Foi recentemente proposta como alternativa aos modelos assintdticos a utilizagdo de modelos com uma fungio de
limite continuo, como, por exemplo, o modelo de Kooijman para a inibicdo do crescimento populacional —
Kooijman et al., 1996. Esse modelo assume que ndo hd qualquer efeito as concentra¢des que se encontram abaixo de
um determinado limite, EC,+, estimado por extrapolacdo, a partir da relagdo concentragio-resposta, do ponto de
intercecdo do eixo das concentragdes, aplicando uma fungdo continua simples ndo diferenciada no ponto inicial.

De notar que a andlise em causa pode ser uma simples minimiza¢io da soma dos minimos quadrados (assumindo
uma varidncia constante) ou dos quadrados ponderados, quando for necessirio compensar para uma varidncia
heterogénea.

Procedimento de ensaio

O procedimento pode ser esquematizado do seguinte modo: selecionar uma equagio Y = f(C) apropriada e ajustd-la
aos dados por regressdo ndo linear. Usar, de preferéncia, as medi¢des de cada frasco, em vez do valor médio dos
replicados, de modo a extrair tanta informacio quanto possivel dos dados disponiveis. Por outro lado, se a variancia
for elevada, a experiéncia sugere que os valores médios dos replicados podem resultar numa estimativa matemati-
camente mais robusta e menos influenciada por erros sistemdticos que possam afetar dados do que quando se
utilizam os valores medidos em cada frasco.

Desenhar a curva ajustada e marcar os pontos medidos, verificando se hd um bom ajustamento. A andlise dos
minimos quadrados pode ser um instrumento particularmente dtil para este 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, selecionar outra opc¢io de ajustamento da curva
— por exemplo: uma curva assimétrica, como a equacio de Weibull, em vez de uma curva simétrica. A inibicdo
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negativa pode (por exemplo, no caso da fungdo de distribui¢do log-normal) constituir um problema que também
poderd tornar necesséria a utilizagdo de uma funcio de regressio alternativa. Ndo se recomenda a atribui¢do de um
valor zero ou de um valor positivo baixo a esses valores negativos, jd que tal procedimento distorceria a distribuicdo
dos erros. Pode ser adequado proceder a diferentes ajustamentos para cada parte da curva (por exemplo, na parte da
baixa inibi¢do), para estimar os valores de EC, ,,. . Calcular, a partir da equagdo ajustada [por “estimativa inversa”,
C = f(Y)], as estimativas de alguns pontos EC, caracteristicos, comunicando, no minimo, o valor de EC,, e o valor
estimado de um ou de dois EC, ... A experiéncia com ensaios praticos demonstra que a precisio dos ensaios com
algas permite em geral uma estimativa razoavelmente correta do nivel de 10 % de inibigdo, se se dispuser de um
numero suficiente de pontos medidos — exceto nos casos em que haja estimulagio a baixas concentragdes, o que
poderd ser fator de confusdo. A precisdo das estimativas de EC,, é muitas vezes consideravelmente maior do que
para a EC,,, porque o ponto EC,, se encontra normalmente na parte central, quase linear, da curva de concentragio-
-resposta. Por vezes, o valor da EC,, pode ser dificil de estimar, devido a promogdo do crescimento a baixas concen-
tragdes. Assim, embora a EC,, possa normalmente ser obtida com uma precisdo suficiente, recomenda-se que seja
sempre comunicado também a EC,,.

Fatores de ponderagdo

Normalmente, a varidncia 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 fatores de ponderagdo utilizados nesse tipo de anélise sdo inversamente proporcionais a varidncia:

W, = 1/Var(r)

Diversos programas de regressdo permitem, como op¢do, uma andlise de regressio ponderada com fatores de
conversdo apresentados sob a forma de listas. O mais conveniente é normalizar os fatores de ponderagio, isto ¢,
multiplica-los por n/Z w, (em que n é o niimero de pontos experimentais) de modo a que a respetiva soma seja igual
al.

Respostas de normalizacdo

A normalizagdo em fungdo da resposta média dos controlos suscita problemas de principio e tem como resultado
uma estrutura de varidncias bastante complexa. Ao dividir as respostas pelo valor médio da resposta dos controlos,
para obter a inibi¢do percentual, introduz-se um erro adicional decorrente do erro na média dos controlos. Exceto
nos casos em que esse erro é negligencidvel, os fatores de ponderagdo da regressdo e dos limites de confianca tém de
ser corrigidos em relagdo a covaridncia com o controlo (Draper e Smith, 1981). Cabe aqui notar que é importante
obter estimativas de alta precisdo do valor médio da resposta dos controlos, de modo a minimizar a variancia global
para a resposta relativa. Essa varidncia pode ser descrita do seguinte modo:

(0 i em indice faz referéncia ao nivel de concentragdo i, enquanto que o 0 em indice se refere aos controlos)
Yi = Resposta relativa = r;/r, = 1 — I = f(C)

sendo a varidncia Var(Y ) = Var (r,/r)) = (OYi [ O r)? - Var(r) + (O Y, O r,)? - Var(r,)

e, tendo em conta que: (O Y,/ dr) =1fr,e (O Y, I ) =11,

com uma distribui¢do normal e replicados m, e m: Var(r, ) = 02/m,

i

a variancia total da resposta relativa, Y, passa portanto a ser:
Var(Y) = 0?/(r,2 'm) + 1.2 - 0%[r,* 'm,

O erro da média dos controlos é inversamente proporcional a raiz quadrada do nimero de replicados do controlo
utilizados para o cédlculo dessa média, podendo por vezes justificar-se a inclusdo de dados histéricos para reduzir
fortemente o erro. H4 um procedimento alternativo que consiste em ndo normalizar os dados e fazer o ajustamento
das respostas absolutas, incluindo os dados de resposta dos controlos, mas introduzindo como pardmetro adicional
a ajustar por regressio ndo linear o valor de resposta dos controlos. No caso das equagdes de regressdo habitua-
Imente utilizadas, com 2 pardmetros, este método exige o ajustamento de 3 pardmetros, pelo que necessita de mais
pontos do que a regressio ndo linear de dados que tenham sido normalizados utilizando uma resposta do controlo
pré-definida.
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Intervalos de confianga inversos

O cdlculo de intervalos de confianca da regressdo ndo linear por estimativa inversa é bastante complexo e nido
constitui normalmente uma opcio disponivel nos pacotes estatisticos informdticos mais comuns. E possivel obter
uma aproximagdo dos limites de confianca utilizando programas normais de regressdo ndo linear com reparame-
trizagdo (Bruce e Versteeg, 1992), o que implica voltar a escrever a equagdo matemdtica com os pontos que se
pretende estimar: por exemplo, EC,, e ECy,, como os pardmetros a determinar. (Partindo da fungdo I = f (a, ,
concentragdo), utilizar as relagdes de defini¢do f (a, B, EC,;) = 0,1 e f (a, B, EC5, ) = 0,5 para substituir { (a, f,
concentragdo) por uma fungio equivalente g (EC,,, ECy,, concentracio).

Pode efetuar-se um calculo mais direto (Andersen et al, 1998) mantendo a equagdo original e utilizando uma
expansio de Taylor em redor dos valores médios de r; e de r,.

Recentemente, tém vindo a ganhar popularidade os métodos de “boot strapping”, que utilizam os dados medidos e
uma reamostragem frequente, determinada por um gerador de niimeros aleatdrios, para estimar uma distribuicdo
empirica da variancia.
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(4) O capitulo C.11 passa a ter a seguinte redagdo:

«C.11. LAMAS ATIVADAS — ENSAIO DE INIBICAO DA RESPIRACAO (OXIDACAO DO CARBONO E
DO AMONIO)

INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 209 (2010) da OCDE. Visa determinar os efeitos de um produto
quimico sobre microrganismos de lamas ativadas (principalmente bactérias), medindo a taxa respiratoria
(oxidacdo de carbono efou aménio) em determinadas condigdes, com diferentes concentragdes do produto
quimico em estudo. O método baseia-se no ensaio da ETAD (Ecological and Toxicological Association of the
Dyestuffs Manufacturing Industry) (1) (2), no anterior Test Guideline TG 209 da OCDE (3) e na norma revista ISO
8192 (4). O objetivo do ensaio consiste em proporcionar um processo rdpido de avaliacdo dos efeitos dos
produtos quimicos nos microrganismos das lamas ativadas do estdgio bioldgico (aerébio) das estagdes de
tratamento de dguas residuais. Os resultados do ensaio podem também servir de indicadores das concentragdes
adequadas sem inibi¢do dos produtos quimicos em estudo a utilizar nos ensaios de biodegradacio (por
exemplo, capitulos C.4 A-F, C.9, C.10, C.12 e C.29 do presente anexo; OCDE TG 302C). Neste caso, o ensaio
pode ser executado como ensaio de pesquisa preliminar, & maneira de um ensaio de determinagdo da gama de
concentragdes ou de um ensaio do limite (ver ponto 39), visando apenas a respiracdo em geral. Esses dados
devem, contudo, ser ponderados com cuidado no caso dos ensaios de biodegradabilidade imediata (capitulos
C.4 A-F e C. 29 do presente anexo), em que a concentra¢do do in6culo € significativamente mais baixa do que
a utilizada no presente método de ensaio. Com efeito, a auséncia de inibi¢do respiratéria no presente ensaio
ndo pressupde automaticamente a existéncia de condi¢bes de ndo-inibicio no ensaio de biodegradabilidade
répida descrito nos capitulos C.4, A-F, ou C.29 do presente anexo.
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2. De um modo geral, os ensaios de inibi¢do da respiragio parecem ter sido aplicados com éxito desde que foram
descritos pela primeira vez, embora, em certos casos, tenham sido comunicados resultados esptirios — ver, por
exemplo, (2) (4) (5). Por vezes, as curvas respiracdo versus concentragdo sio bifdsicas, as curvas dose-resposta
distorcidas e os valores de EC, anormalmente baixos (5). De acordo com as pesquisas efetuadas, esses
resultados sdo obtidos quando as lamas ativadas utilizadas no ensaio exibem uma nitrificagdo significativa e o
produto quimico em estudo tem maior efeito na oxidacdo do aménio do que na oxidagio heterotréfica em
geral. Por conseguinte, tais resultados espirios podem ser corrigidos através da realizagdo de ensaios comple-
mentares com recurso a um inibidor especifico da nitrificacio. Medindo as taxas de consumo de oxigénio na
presenca e na auséncia de um inibidor, como, por exemplo, a N-aliltioureia (ATU), é possivel calcular separa-
damente as taxas de absorcio de oxigénio total, heterotréfica e de nitrificacio (4) (7) (8). Podem assim
determinar-se os efeitos inibidores do produto quimico em estudo em ambos os processos, sendo os valores de
EC,,, tanto para a oxidac¢do do carbono organico (heterotrofica) como do aménio (nitrificagdo), calculados da
forma habitual. De notar que, em alguns casos raros, o efeito inibidor da N-aliltioureia pode ser parcial ou
totalmente suprimido por complexacdo da mesma com produtos quimicos ou suplementos do meio, como,
por exemplo, ides Cu™ (6). Os ides Cu** sdo essenciais para as Nitrosomonas, embora sejam toxicos em concen-
tracdes mais elevadas.

3. A necessidade de nitrificacdo no tratamento aerdbio de dguas residuais, que se considera um passo necessario
no processo de eliminacdo do azoto proveniente das mesmas por desnitrificacio de forma a obter produtos
gasosos, tornou-se particularmente urgente nos paises europeus; a UE dispde agora de limites mais baixos de
concentracio de azoto nos efluentes descarregados para dguas recetoras (').

4. Na maioria dos casos, 0 método para avaliar o efeito nos processos de oxida¢io do carbono organico é, por si
s0, suficiente. Contudo, para a interpretacdo dos resultados e a compreensdo dos efeitos, é necessdrio, em
alguns casos, um exame do efeito apenas na nitrificacio ou, separadamente, nesta e na oxidagdo do carbono
organico.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

5. As taxas de respiracdo de amostras de lamas ativadas alimentadas com dguas residuais sintéticas sdo medidas,
com um elétrodo de oxigénio, em células fechadas, apds um tempo de contacto de 3 horas. Num cendrio de
exposicdo realista, podem justificar-se periodos de contacto mais longos. Se o produto quimico em estudo for
rapidamente degradado (por exemplo, por hidrélise abidtica) ou for voldtil e a concentracdo ndo puder ser
mantida de forma adequada, pode recorrer-se a um periodo de exposi¢io suplementar mais curto: por
exemplo, de 30 minutos. No dia da exposicdo, a sensibilidade de cada lote de lamas ativadas deve ser verificada
com um produto quimico de referéncia adequado. O ensaio é geralmente utilizado para determinar o
parametro EC, (por exemplo, EC,;) efou a concentracdo sem efeitos observaveis (NOEC) do produto quimico
em estudo.

6. A inibicio do consumo de oxigénio pelos microrganismos que oxidam carbono orginico pode ser expressa
separadamente da inibi¢do por microrganismos que oxidam aménio, medindo as taxas de absorcdo de oxigénio
na auséncia e na presenca de N-aliltioureia, inibidor da oxida¢do de amoénio a nitrito pelas bactérias nitrifi-
cantes, numa primeira fase. Neste caso, a inibi¢do percentual da taxa de consumo de oxigénio é calculada por
comparagdo entre a taxa de consumo de oxigénio na presenca de um produto quimico e a taxa média de
consumo de oxigénio dos controlos correspondentes sem o produto quimico em estudo, na presenga e na
auséncia do inibidor especifico (N-aliltioureia).

7. O eventual consumo de oxigénio decorrente de processos abidticos pode ser detetado por determinagdo da
taxa de consumo em misturas do produto quimico em estudo com meio residual sintético e dgua (suprimindo
as lamas ativadas).

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

8. A fim de permitir uma interpretagio correta dos resultados, devem ser conhecidas a identidade (de preferéncia,
o nimero CAS), o nome (de acordo com as regras da IUPAC), a pureza, a hidrossolubilidade, a pressio de
vapor, a volatilidade e as caracteristicas de adsor¢do do produto quimico em estudo. Em geral, o ensaio ndo
pode ser aplicado com razoabilidade a produtos quimicos volateis, salvo se se tomarem precaugdes especiais
(ver ponto 21).

() Diretiva 91/271/CEE do Conselho, de 21 de maio de 1991, relativa ao tratamento de dguas residuais urbanas (JO L 135 de 30.5.1991,
p. 40).
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APLICABILIDADE DO METODO DE ENSAIO

9. O método de ensaio é aplicavel a produtos quimicos soltveis e pouco soliveis em dgua, bem como a produtos
quimicos voldteis. Contudo, nem sempre serd possivel obter valores de ECy, no caso de produtos quimicos
com solubilidade reduzida; por outro lado, s6 serd possivel obter resultados validos com produtos quimicos
volateis se a maior parte (por exemplo, > 80 %) do produto em causa permanecer na mistura reacional no
termo do(s) periodo(s) de exposicdo. Se houver incerteza sobre a estabilidade ou a volatilidade do produto
quimico em estudo, é necessdrio fornecer dados analiticos suplementares que permitam estabelecer a
concentragio correspondente a EC,.

PRODUTOS QUfMICOS DE REFERENCIA

10. Os produtos quimicos de referéncia devem ser ensaiados periodicamente, de forma a garantir a fiabilidade do
método e das condi¢des de ensaio e a verificar a sensibilidade de cada lote de lamas ativadas utilizadas como
inéculo microbiano no dia da exposicio. Recomenda-se a utilizagdio de 3,5-diclorofenol (3,5-DCP) como
substancia inibidora de referéncia, dado que é um conhecido inibidor da respiracdo e é utilizado em vérios
tipos de ensaios de inibi¢do/toxicidade (4). O sulfato de cobre (I) penta-hidratado pode também ser utilizado
como substincia de referéncia para a inibi¢do da respiragdo total (9). A N-metilanilina pode ser utilizada como
inibidor de referéncia especifico da nitrificacdo (4).

CRITERIOS DE VALIDADE E DE REPRODUTIBILIDADE

11. Nos ensaios em branco (sem o produto quimico em estudo nem o produto quimico de referéncia), a taxa de
consumo de oxigénio por hora ndo deve ser inferior a 20 mg de oxigénio por 1 grama de lama ativada (peso
seco dos sélidos em suspensdo). Se a taxa for inferior, deve repetir-se o ensaio com lamas ativadas lavadas ou
com lamas de outra proveniéncia. O coeficiente de variacdo da absorcio de oxigénio nos replicados de
controlo ndo deve ser superior a 30 %, no final do ensaio definitivo.

12. Em 2004, num estudo interlaboratorial comparativo organizado pela ISO (4), que utilizou lamas ativadas
provenientes de efluentes domésticos, verificou-se que a EC,, do 3,5-DCP se situa na gama de 2 mg/l a 25 mg/l
no caso da respiragdo total, 5 mg/l a 40 mg/l no caso da respiracdo heterotréfica e 0,1 mg/l a 10 mg/l no caso
da respiracdo com nitrificagdo. Se a EC,, do 3,5-DCP ndo se situar no intervalo previsto, o ensaio deve ser
repetido com lamas ativadas de outra proveniéncia. A EC;, do sulfato de cobre (II) penta-hidratado deve situar-
-se na gama de 53-155 mg/l no caso da respiracdo total (9).

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Recipientes e aparelhos

13. Deve utilizar-se material corrente de laboratério, nomeadamente o seguinte:

a) Recipientes de ensaio — por exemplo, frascos de 1 000 ml contendo 500 ml de mistura de reagdo (ver
elemento 5 da figura 1);

b) Célula e dispositivos afins para medir a concentragdo de oxigénio dissolvido; elétrodo de oxigénio adequado;
célula para inserir a amostra sem espago livre, munida de um registador (por exemplo, elementos 7, 8 e 9
da figura 1, no apéndice 2); em alternativa, pode utilizar-se uma garrafa de CBO com um adaptador de
manga adequado para fixar o elétrodo de oxigénio no gargalo (ver figura 2, no apéndice 3). Para evitar
perdas de liquido com a inser¢do do elétrodo de oxigénio, é conveniente comegar por inserir na manga um
funil ou tubo de vidro ou utilizar recipientes munidos de mangas com rebordo. Em ambos os casos, deve
utilizar-se um agitador magnético ou um método de agitacio alternativo, como, por exemplo, uma sonda
autoagitadora;

c) Agitador e barras magnéticas revestidas de um material inerte, para utilizagdo na cdmara de medigdo efou
nos recipientes de ensaio;

d) Dispositivo de arejamento: Se necessdrio, o ar comprimido deve passar por um filtro adequado a remogdo
de poeiras e 6leos, bem como por frascos de lavagem com dgua, para a humidificacio do ar. O contetido
dos recipientes deve ser arejado com pipetas de Pasteur ou outros dispositivos de arejamento que nido
adsorvam produtos quimicos. No caso de produtos quimicos que produzam espumas em excesso e de
produtos quimicos voldteis (que, por conseguinte, se perdem) ou sejam dificeis de dispersar no ar de
aspersdo, pode utilizar-se um agitador orbital com velocidades da ordem de 150 a 250 rota¢des/minuto e
baldes de, por exemplo, 2 000 ml de capacidade, para suprir o consumo de oxigénio das lamas e
ultrapassar eventuais dificuldades. Em geral, o sistema de ensaio é constituido por vérios recipientes
arejados em permanéncia, dispostos de forma sequencial (por exemplo, com intervalos de cerca de 10 a
15 minutos), sujeitos a andlise sequencial. Em misturas, podem também utilizar-se instrumentos validados
que permitam, de forma simultinea, o arejamento e a medigdo da taxa de consumo de oxigénio;



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/39

e) Medidor de pH;
f) Centrifugadora (em geral, centrifugadora de bancada para lamas, para funcionamento a 10 000 m/s?).
Reagentes

14. Devem utilizar-se reagentes de qualidade analitica em todo o processo.

’

Agua

15. Deve utilizar-se dgua destilada ou desionizada com menos de 1 mg/l de COD, exceto se as especificacdes
estipularem o uso de dgua da torneira isenta de cloro.

Aguas residuais sintéticas

16. O meio deve ser preparado de forma a conter os seguintes componentes, nas quantidades referidas:

— Peptona 16g
— Extrato de carne ou extrato vegetal comparavel 11¢g
— Ureia 3g
— Cloreto de s6dio (NaCl) 0,7¢
— Cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,, 2H,0) 04¢
— Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— Mono-hidrogenofosfato de potdssio anidro (K,HPO,) 2,8¢

— Agua destilada ou desionizada para 1 litro

17. O pH desta solugdo deve ser de 7,5 + 0,5. Se 0 meio que se preparou ndo for utilizado imediatamente, deve
ser guardado em condi¢des de obscuridade, a temperatura de 0 °C a 4 °C, por um periodo maximo de uma
semana ou em condi¢des em que ndo se verifique qualquer alteracio da sua composigdo. De notar que esta
dgua residual sintética é 100 vezes mais concentrada do que a descrita no relatdrio técnico da OCDE “Método
proposto para a determinacdo da biodegradagio dos agentes tensioativos utilizados nos detergentes sintéticos”,
de 11 de junho de 1976, com a adigdo de hidrogenofosfato de dipotassio.

18. Em alternativa, os componentes do meio de cultura podem ser esterilizados individualmente antes da
armazenagem, podendo também adicionar-se a peptona e o extrato de carne pouco antes de iniciar o ensaio.
Antes da utilizacdo, o meio deve ser homogeneizado e o pH ajustado, se necessdrio, para 7,5 £ 0,5.

Produto quimico em estudo

19. No caso de produtos quimicos facilmente soliveis em dgua, a solucdo de reserva deve ser preparada em
concentragdes que ndo excedam o limite de solubilidade na dgua (ndo é admissivel a formagdo de precipitados).
Os produtos fracamente soliiveis em dgua, as misturas de componentes com solubilidades em dgua diversas e
os produtos que sofram adsor¢do devem ser pesados e transferidos diretamente para os recipientes de ensaio.
Nestes casos, a utilizagdo de solugdes de reserva pode ser uma alternativa se as concentracdes dos produtos
quimicos em estudo dissolvidos forem determinadas analiticamente nos recipientes de ensaio antes da adi¢do
das lamas ativadas. Se se recorrer ao método WAF (Water Accommodated Fractions), é também essencial proceder
a uma determinacdo analitica das concentragdes dos produtos quimicos em estudo dissolvidos, nos recipientes
de ensaio. Deve evitar-se o recurso a solventes organicos, dispersantes ou emulsionantes para melhorar a
solubilidade. As solugdes de reserva e suspensdes que ainda ndo tenham sofrido agitagio podem ser ultrassono-
rizadas (por exemplo, de um dia para o outro), se existirem dados adequados que confirmem a estabilidade do
produto quimico em estudo nessas condigdes.

20. O produto quimico em estudo pode afetar adversamente o pH no sistema de ensaio. O pH das misturas com o
produto quimico em estudo deve ser determinado antes da montagem do ensaio, num ensaio preliminar, a fim
de apurar se serd necessirio um ajustamento do pH antes do ensaio principal, e, novamente, no dia da
realizagdo do ensaio propriamente dito. Se necessédrio, as solu¢des ou suspensdes do produto quimico em dgua
devem ser neutralizadas antes da adi¢do do inéculo. Contudo, uma vez que a neutralizagio pode alterar as
propriedades quimicas do produto, podem realizar-se, consoante a finalidade do estudo, ensaios comple-
mentares para avaliar o efeito do produto quimico em estudo nas lamas, sem ajustamento do pH.
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21. Os efeitos toxicos dos produtos quimicos voldteis, especialmente nos ensaios em que se faz borbulhar ar no
sistema, podem exibir uma grande variabilidade devido a perdas da substancia durante o periodo de exposigdo.
Hé que tomar os devidos cuidados com essas substincias, realizando determinacdes analiticas das mesmas nas
misturas de controlo que as contenham e alterando o regime de arejamento.

Produto quimico de referéncia

22. Se for utilizado como produto quimico de referéncia o 3,5-diclorofenol, deve preparar-se uma solugdo de
1,00 g deste em 1 000 ml de dgua (15). Deve recorrer-se a dgua quente efou a dispersdo ultrassbnica para
acelerar a dissolugdo e completar o volume ap6s o arrefecimento a temperatura ambiente. No entanto, é
preciso garantir que o produto quimico de referéncia ndo sofre modifica¢des estruturais. O pH da soluc¢do deve
ser controlado e, se necessdrio, ajustado para 7-8, com NaOH ou H,SO,.

23. Caso se utilize sulfato de cobre (I) penta-hidratado como produto quimico de referéncia, devem preparar-se
concentragdes de 58 mgfl, 100 mg/l e 180 mg/l (fator de 1,8). O produto é pesado diretamente para os
recipientes de ensaio (29-50-90 mg para 500 ml de volume total). Dissolve-se, entdo, em 234 ml de dgua da
torneira esterilizada em autoclave. O sulfato de cobre () penta-hidratado é facilmente soldvel. Ao iniciar o
ensaio, adicionam-se 16 ml de dguas residuais sintéticas e 250 ml de lamas ativadas.

Inibidor especifico da nitrificacio

24. Preparar uma solugdo de reserva de 2,32 g/l de N-aliltioureia (ATU). A adigdo de 2,5 ml desta solu¢do a uma
mistura de incubagdo de volume final 500 ml conduz a uma concentragdo final de 11,6 mg ATU/l (10 mol/l),
que se sabe (4) ser suficiente para causar 100 % de inibi¢do da nitrificagio em lamas ativadas com 1,5 g/l de
solidos em suspensdo.

Controlo abidtico

25. Em certas condi¢des excecionais, os produtos quimicos em estudo com propriedades fortemente redutoras
podem causar um consumo mensuravel de oxigénio abidtico. Nesses casos, sdo necessarios controlos abidticos
para que o consumo abidtico de oxigénio pelo produto quimico em estudo possa ser distinguido do consumo
devido a respiragdo microbiana. Os controlos abidticos sdo preparados omitindo o inéculo nas misturas para
ensaio. Podem também realizar-se controlos abidticos sem indculo em apoio de determinagdes analiticas
destinadas a determinar a concentracdo atingida durante a fase de exposi¢do do ensaio (por exemplo, quando
se utilizam solugdes de reserva de produtos quimicos fracamente solveis em dgua cujos componentes tenham
solubilidades diferentes na dgua). Em certos casos especificos, poderd ser necessirio preparar um controlo
abiético com inoculo esterilizado (por exemplo, por esterilizagdo em autoclave ou adicdo de substincias toxicas
esterilizantes). Alguns produtos quimicos podem produzir ou consumir oxigénio apenas se a drea da superficie
for suficiente para que ocorra a reagdo, mesmo que, em geral, necessitem de uma temperatura ou pressio
muito mais elevada para tal. Neste contexto, importa dar especial atengdo aos perdxidos. Um indculo
esterilizado proporciona uma grande superficie.

Inéculo

26. As lamas ativadas para utilizagio geral devem ser recolhidas a saida, ou junto da saida, do tanque de
arejamento de uma estacdo de tratamento de dguas residuais com funcionamento adequado que processe
predominantemente esgotos domésticos. Consoante a finalidade do ensaio, podem utilizar-se outros tipos de
fontes de lamas ativadas, como, por exemplo, lamas cultivadas em laboratério, com concentra¢des adequadas
de sélidos em suspensdo (2 g/l a 4 gfl). Contudo, lamas provenientes de instalagdes de tratamento de dguas
residuais diferentes podem apresentar caracteristicas e sensibilidades diversas.

27. As lamas podem ser utilizadas na forma em que sdo recolhidas, mas as particulas grosseiras devem ser
removidas por sedimentacio durante um curto periodo (por exemplo, de 5 a 15 minutos), seguida de
decantacdo do sobrenadante — que contém os sélidos mais finos — ou de peneiracdo (por exemplo, com
poros de 1 mm? ). Em alternativa, as lamas podem ser homogeneizadas num misturador durante cerca de
15 segundos ou por um periodo mais longo, mas deve ter-se em conta a forca transversal e a variagdo de
temperatura que podem registar-se no caso de periodos de mistura longos.
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28. A lavagem das lamas é frequentemente necesséria (por exemplo, se a taxa de respiragio enddgena for baixa). As
lamas devem comecar por ser centrifugadas por um certo periodo, até produzirem um sobrenadante claro e
um aglomerado de sélidos (por exemplo, 10 minutos a cerca de 10 000 m/s?). O liquido sobrenadante é entdo
rejeitado e as lamas repostas em suspensdo em 4gua da torneira isenta de cloro, com agitacio, removendo-se
de seguida a dgua de lavagem por recentrifugacio e rejeitando-se de novo o sobrenadante. O processo de
lavagem e centrifugagdo deve ser repetido, se necessirio. Determina-se a massa seca de um determinado
volume de lama ressuspensa e concentra-se a lama por remogio da fase liquida ou diluigdo com dgua da
torneira isenta de cloro até se obter a concentragdo pretendida de sélidos nas lamas (3 gfl). As lamas ativadas
devem ser arejadas continuamente (por exemplo, a 2 [/minuto) a temperatura de ensaio e, se possivel, utilizadas
no dia da recolha. Se tal ndo for possivel, as lamas devem ser alimentadas com 4dguas residuais sintéticas (50 ml
de dgua residual sintética por litro de lamas ativadas) durante dois dias suplementares. As lamas sio entio
utilizadas no ensaio e os resultados aceites como vilidos, desde que nio tenha ocorrido nenhuma alteragio
significativa da atividade avaliada com base nas taxas de respiracdo endbgena heterotréfica e de nitrificagdo.

29. Podem surgir dificuldades se ocorrer formacio de espuma durante a incubagdo, dado que a espuma e os
solidos das lamas que esta arrasta sdo expelidos dos recipientes de arejamento. A formagio de espuma pode
simplesmente resultar da presenca das dguas residuais sintéticas, mas é previsivel se o produto quimico em
estudo for, ou contiver, um tensioativo. A perda de lamas sélidas nas misturas de ensaio resultard numa
redugdo artificial das taxas de respiragdo, que pode ser erroneamente interpretada como decorrente de uma
inibicdo. Além disso, o arejamento da solucdo de tensioativo concentra-o na camada de espuma; a perda de
espuma do sistema de ensaio reduz as concentracdes de exposicdo. A formagdo de espuma pode ser controlada
por métodos puramente mecanicos (por exemplo, agitacgdio manual ocasional com uma vareta de vidro) ou
adicionando um agente emulsionante antiespuma de silicone, isento de tensioativos, efou recorrendo ao
método de arejamento por agitacdo do frasco. Se o problema decorrer da presenga de dguas residuais sintéticas,
a composicdo destas deve ser modificada por adicio de um reagente antiespuma (por exemplo, 50 plfl). Se a
formagdo de espuma for atribuivel ao produto quimico em estudo, a quantidade necessdria para a reduzir deve
ser determinada a concentracio maxima de ensaio e todos os frascos com arejamento devem ser tratados do
mesmo modo (inclusive aqueles em que ndo se observa espuma, como os controlos em branco e os frascos de
referéncia). Se forem utilizados agentes antiespuma, ndo deve haver interagio com o inoculo efou o produto
quimico em estudo.

METODO DE ENSAIO

30. E possivel determinar a inibicio de trés tipos diferentes de consumo de oxigénio (total, heterotréfico e devido a
nitrificagdo). Em geral, é adequada a medi¢do da inibi¢gdo do consumo total de oxigénio. Os efeitos no
consumo heterotréfico de oxigénio decorrentes da oxidagdo do carbono organico presente e da oxidagio de
amoénio devem ser conhecidos, caso exista um requisito especifico para estes dois parametros no que respeita a
um determinado produto quimico ou (opcionalmente) para explicar curvas dose-resposta atipicas de inibigdo
do consumo total de oxigénio.

Condigdes de realizacio do ensaio

31. O ensaio deve ser realizado a uma temperatura situada na gama 20 + 2 °C.

Misturas de ensaio

32. Preparam-se misturas de ensaio (F, como no quadro 1) constituidas por dgua, dgua residual sintética e o
produto quimico em estudo, de forma a obter diversas concentragdes nominais do produto quimico em estudo
(para exemplos dos volumes de componentes, ver quadro 1). Se necessirio, o pH deve ser ajustado para
7,5 + 0,5; as misturas devem ser diluidas com dgua, adicionando-se o inéculo de forma a que os volumes
finais nos recipientes sejam iguais, iniciando-se entdo o arejamento.

Misturas de referéncia

33. As misturas de referéncia (F;) devem ser preparadas da mesma forma que as misturas para ensaio, utilizando o
produto quimico de referéncia (por exemplo, 3,5-diclorofenol) em vez do produto quimico em estudo.
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Controlos em branco

34. Os controlos em branco (Fy) devem ser preparados no inicio e no final do periodo de exposigdo, sendo os
recipientes de ensaio processados a intervalos sequenciais. Nos ensaios efetuados com recurso a equipamentos
que permitem a medi¢do simultinea de consumo de oxigénio, cada lote de andlises simultineas deve incluir,
pelo menos, dois ensaios em branco. Os ensaios em branco contém volumes iguais de lamas ativadas e meio
sintético mas ndo o produto quimico em estudo ou de referéncia. Deve efetuar-se a diluigdo com adgua para o
mesmo volume que no caso das misturas de ensaio e de referéncia.

Controlo abiético

35. Caso seja necessdrio (por exemplo, se se souber ou suspeitar que o produto quimico em estudo tem
propriedades fortemente redutoras), deve preparar-se uma mistura F, para medir o consumo de oxigénio
abidtico. A mistura deve conter as mesmas quantidades de produto quimico em estudo e de dgua residual
sintética e o mesmo volume que as misturas de ensaio, mas sem lamas ativadas.

Procedimento geral de ensaio e medicdes

36. As misturas de ensaio e de referéncia, bem como para os ensaios em branco e o controlo abidtico, sio
incubadas a temperatura de ensaio em condicdes de arejamento for¢ado (0,5 a 1 1/min), a fim de manter a
concentragdo de oxigénio dissolvido acima de 60-70 % da concentracio de saturagdo e os flocos das lamas em
suspensio. E também necessario agitar as culturas para manter os flocos das lamas em suspensio. Considera-se
que a incubagdo tem inicio com o contacto inicial do inéculo de lamas ativadas com os outros componentes
da mistura final. No final da incubagdo, decorridos os tempos de exposi¢do especificados, geralmente de
3 horas, retiram-se as amostras para medir a taxa de decréscimo da concentragio de oxigénio dissolvido na
célula concebida para o efeito (figura 2, no apéndice 3) ou numa garrafa de CBO completamente cheia. As
condi¢des em que se inicia a incubagdo dependem também da capacidade de medigdo das taxas de consumo de
oxigénio do equipamento utilizado. Por exemplo, se este for constituido por uma tnica sonda de oxigénio, as
medi¢des efetuam-se individualmente. Neste caso, preparam-se as varias misturas necessdrias para o ensaio com
dguas residuais sintéticas, mas remove-se o inéculo e introduzem-se em cada recipiente da série as por¢des
necessdrias de lamas. As incubagBes sucessivas devem iniciar-se com intervalos convenientemente espacados,
de, por exemplo, 10 a 15 minutos. Em alternativa, o sistema de medigdo pode compreender vérias sondas que
facilitem a realizacdo de vérias medicbes em simultineo; neste caso, o inoculo pode ser adicionado ao mesmo
tempo a grupos adequados de recipientes.

37. A concentragdo nominal das lamas ativadas em todas as misturas de ensaio, incluindo os ensaios de referéncia
e em branco (mas ndo o controlo abidtico) é de 1,5 g/l de sélidos suspensos. O consumo de oxigénio deve ser
medido apds 3 horas de exposicdo. Nos casos em que tal se justifica, previamente descritos no ponto 5, devem
efetuar-se medi¢des ap6s um periodo de exposi¢do suplementar de 30 minutos.

Potencial de nitrificagdo das lamas

38. A fim de decidir se as lamas se nitrificam e, em caso afirmativo, a que taxa, devem preparar-se misturas (F;) tal
como no ensaio em branco e misturas de “controlo” adicionais (F), que contenham também 11,6 mg/l de N-
-aliltioureia. Estas misturas devem ser arejadas e incubadas a 20 . £ 2 °C durante 3 horas. Em seguida, medem-
-se as taxas de consumo de oxigénio e calcula-se a taxa de consumo de oxigénio devido a nitrificacdo.

Planeamento do ensaio
Ensaio exploratdrio da gama de concentragdes

39. Quando necessdrio, efetua-se um ensaio preliminar de estimativa da gama de concentragdes do produto
quimico em estudo num ensaio definitivo para a determinagio da inibi¢do do consumo de oxigénio. Em
alternativa, a auséncia de inibi¢do do consumo de oxigénio pelo produto quimico em estudo num ensaio
preliminar pode demonstrar que é desnecessdrio realizar o ensaio definitivo, devendo, contudo, efetuar-se um
ensaio em triplicado com a maior das concentracdes testadas no ensaio preliminar (dependente dos dados que
se pretende obter, mas, em geral, de 1 000 mg|l).
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Quadro 1

Exemplos de misturas para o ensaio preliminar

Reagente Concentracdo inicial
Solugdo de reserva do produto quimico em 10 g/l
estudo
Solucdo de reserva de meio sintético Ver ponto 16
Suspensdo de reserva de lamas ativadas 3 g/l de solidos suspensos
Dosagem para os recipientes de ensaio (%)
Componentes das misturas

FTI FTZ FT3-5 FB]-Z FA
Solugdo de reserva do produto quimico em 0,5 5 50 0 50
estudo (ml)
(pontos 19 a 21)
Solugdo de reserva de dguas residuais sintéti- 16 16 16 16 16
cas (ml)
(ponto 16)
Suspensdo de lamas ativadas (ml) 250 250 250 250 0
(pontos 26 a 29)
Agua 233,5 229 184 234 434
(ponto 15)
Volume total das misturas (ml) 500 500 500 500 500

Concentra¢des na mistura

Suspensdo de ensaio (mg/l) 10 10 1 000 0 1 000
Lamas ativadas
(s6lidos em suspensdo) (mg/l) 1 500 1 500 1 500 1 500 0

() Deve adotar-se 0 mesmo procedimento com o produto quimico de referéncia no que respeita aos frascos Fy, ,

40. O ensaio deve ser realizado por recurso a, pelo menos, trés concentragdes do produto quimico em estudo (por
exemplo, 10 mg/l, 100 mg/l e 1 000 mg/l), com um controlo em branco e, se necessdrio, pelo menos trés
controlos abibticos com a concentragio mais elevada do produto quimico em estudo (ver exemplos no
quadro 1). Idealmente, a concentragdo mais baixa ndo deve ter qualquer efeito no consumo de oxigénio.
Devem calcular-se as taxas de consumo de oxigénio e a taxa de nitrificacdo, se pertinente; calcula-se, em
seguida, a inibi¢do percentual. Consoante a finalidade do ensaio, é também possivel determinar simplesmente a
toxicidade de uma concentragio-limite (por exemplo, 1 000 mg/l). Se ndo se verificar qualquer efeito toxico
estatisticamente significativo a essa concentragdo, ndo ¢é necessdrio prosseguir o ensaio com concentra¢des
superiores ou inferiores. De notar que as substancias fracamente soltiveis em dgua, as misturas de componentes
com solubilidades em dgua diversas e as substincias que sofram adsor¢do devem ser pesadas e transferidas
diretamente para os recipientes de ensaio. Nesse caso, o volume reservado para a solucdo de reserva da
substancia em estudo deve ser substituido por dgua de diluicdo.

Ensaio definitivo
Inibi¢do do consumo de oxigénio total

41. O ensaio deve ser efetuado com uma gama de concentragdes definidas a partir do ensaio preliminar. Para obter
simultaneamente uma NOEC e um valor de EC_ (por exemplo, EC,,), recomendam-se, na maioria dos casos,
seis concentragdes de controlo e cinco concentragdes de tratamento, em progressio geométrica, com cinco
replicados. O controlo abidtico ndo necessita de ser repetido se ndo se observar consumo de oxigénio no
ensaio preliminar, mas, se ocorrer uma absor¢do significativa, devem efetuar-se controlos abidticos para cada
concentragdo do produto quimico em estudo. A sensibilidade das lamas deve ser verificada por recurso a
substancia de referéncia (3,5-diclorofenol). Deve verificar-se a sensibilidade das lamas para cada série de
ensaios, uma vez que é passivel de flutuar. Em todos os casos, as amostras sdo retiradas dos recipientes de
ensaio ap6s 3 horas (com 30 minutos suplementares, se necessdrio), para a medigdo da taxa de consumo de
oxigénio na célula com o elétrodo. As taxas de respiragio especificas das misturas de controlo e de ensaio sdo
calculadas a partir dos dados recolhidos; a inibi¢do percentual é calculada de acordo com a equacio 7.
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Distingdo entre a inibi¢do da respiracdo heterotréfica e a nitrificacido

42. A utilizagdo do inibidor especifico da nitrificagio (ATU) permite avaliar diretamente os efeitos inibidores dos
produtos quimicos em estudo na oxidagdo heterotréfica; subtraindo a taxa de consumo de oxigénio na
presenca de ATU da taxa de absor¢do total (sem ATU), pode calcular-se o efeito na taxa de nitrificagdo.
Preparam-se duas séries de misturas de reacdo de acordo com os planos de ensaio para a EC_ ou a NOEC
descritos no ponto 41; adiciona-se também ATU a cada mistura de cada série, numa concentragdo final de
11,6 mg/l, que se verificou inibir totalmente a nitrificagdo em lamas com concentrac¢des de sdlidos suspensos
até 3 000 mg/l (4). As taxas de consumo de oxigénio sdo medidas apds o periodo de exposigdo; estes valores
diretos traduzem apenas a respiracio heterotrdfica; as diferengas entre eles e as correspondentes taxas de
respiragdo total traduzem a nitrificagdo. Podem, entdo, calcular-se os diversos graus de inibicdo.

Medicdes

43. Apds o periodo ou os periodos de exposigdo, transfere-se uma amostra do primeiro recipiente de arejamento
para a célula com o elétrodo de oxigénio (figura 1, no apéndice 2) e mede-se de imediato a concentragio de
oxigénio dissolvido. Se estiver instalado um sistema multielétrodos, as medi¢Ges podem ser feitas em
simultaneo. E fundamental que a agitacio (por meio de uma barra magnética) se efetue 2 mesma velocidade do
que aquando da calibragdo do elétrodo, para assegurar um tempo de resposta minimo da sonda a evolugio das
concentragdes de oxigénio, bem como para permitir efetuar medi¢des regulares e reprodutiveis de oxigénio no
recipiente de medida. Em geral, é adequado o sistema de sonda com autoagitacdo de alguns elétrodos de
oxigénio. Entre as medicdes, a célula deve ser enxaguada com dgua. Em alternativa, a amostra pode ser
introduzida numa garrafa de CBO (figura 2, no apéndice 3) equipada com agitagdo magnética. Insere-se uma
sonda de oxigénio com um adaptador de manga no gargalo da garrafa e aciona-se o agitador magnético. Em
ambos os casos, a concentracio de oxigénio dissolvido deve ser medida em continuo e registada num
determinado periodo, geralmente de 5 a 10 minutos ou até a concentra¢do de oxigénio ser inferior a 2 mg/l.
Remove-se o elétrodo, repde-se a mistura no recipiente de arejamento e prossegue-se O arejamento com
agitacdo, caso seja necessdrio efetuar medi¢des apds um periodo de exposicdo mais longo.

Verificacdo da concentracio do produto quimico em estudo

44, Para algumas finalidades, pode ser necessirio medir a concentracio do produto quimico em estudo nos
recipientes de ensaio. Importa salientar que, se forem utilizadas solugdes de reserva de:

— substancias fracamente soldveis em dgua,
— misturas com componentes que apresentem solubilidades diferentes na dgua, ou

— substancias com boa solubilidade em dgua e em que a concentragio da solucdo de reserva é proxima da
solubilidade méxima na 4gua,

a fracdo dissolvida é desconhecida, 0 mesmo sucedendo com a concentracio real do produto quimico em
estudo transferida para os recipientes de ensaio. Para caracterizar a exposi¢do, é necessiria uma estimativa
analitica das concentragdes do produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio. Por motivos de simpli-
ficacdo, a estimativa analitica deve ser efetuada antes da adi¢do do indculo. Dado que apenas sdo transferidas
para os recipientes de ensaio as fra¢des dissolvidas, as concentracdes medidas podem ser muito baixas.

45. A fim de evitar processos analiticos morosos e dispendiosos, recomenda-se proceder simplesmente a pesagem
direta do produto quimico em estudo para os recipientes de ensaio e, nos cédlculos posteriores, efetuar uma
remissdo para a concentragdo nominal correspondente a essa pesagem. Ndo é necessdrio diferenciar as fragdes
dissolvida, ndo dissolvida ou adsorvida do produto quimico em estudo porque, em condi¢des reais, todas estas
fracbes ocorrem nas estagdes de tratamento, variando consoante a composigdo das dguas residuais. O objetivo
do método consiste em efetuar uma estimativa realista de uma concentragdo nio-inibitéria; 0 método nio é,
pois, adequado para investigar em pormenor as fragdes que contribuem para a inibicdio dos organismos
presentes nas lamas ativadas. Por dltimo, as substincias adsorviveis devem ser também pesadas diretamente
para os recipientes de ensaio, devendo estes ser untados com silicone, a fim de minimizar as perdas por
adsorcio.
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DADOS E RELATORIOS
Cilculo das taxas de consumo de oxigénio

46. As taxas de consumo de oxigénio sdo calculadas a partir da média dos valores medidos: por exemplo, a partir
da porcdo linear dos graficos da concentragdo de oxigénio em fun¢do do tempo; os calculos devem restringir-se
as concentragdes de oxigénio compreendidas entre 2,0 mg(l e 7,0 mg/l, uma vez que as concentragdes mais
elevadas e mais baixas podem, por si préprias, influenciar as taxas de consumo. Por vezes, ¢ inevitdvel e
necessdrio passar para gamas de concentragio inferiores ou superiores a estes valores: por exemplo, se a
respiragdo for fortemente inibida e, por conseguinte, se revelar muito lenta, ou se, com uma determinada lama
ativada, se observar uma respiragdo muito rdpida. Tal é aceitdvel se os respetivos trogos do gréfico de absorgio
forem retilineos e os gradientes ndo se alterarem para além dos limites de 2,0 mg/l ou 7,0 mg/l de O,. A
ocorréncia de secgdes curvas no grafico indica uma estabilizacdo do sistema de medi¢do ou uma alteracdo da
taxa de absorcdo, ndo devendo essas seccdes ser utilizadas para o cdlculo das taxas de respiracdo. A taxa de
absorcdo de oxigénio deve ser expressa em miligramas por litro e hora (mgflh) ou miligramas por grama de
lama seca e hora (mg/gh). A taxa de consumo de oxigénio, R, em mg/lh, pode ser calculada ou estimada por
interpolagdo a partir da parte linear do gréfico de redugdo do oxigénio, de acordo com a equagdo 1:

R=Q,—Q)Ax60 (1)
em que:

Q, representa a concentracdo de oxigénio no inicio da secgdo selecionada da fase linear (mg/l);
Q, representa a concentracido de oxigénio no final da sec¢do selecionada da fase linear (mg/l);

A, representa o intervalo de tempo, em minutos, entre as duas medi¢des.

47. A taxa de respiragdo especifica (R) é expressa como a quantidade de oxigénio consumido por grama de peso
seco de lamas por hora (mg/gh), de acordo com a equagdo 2:

em que SS representa a concentracio de sélidos em suspensdo na mistura de ensaio (g/l).
48. Os diversos indices de R que podem ser combinados sdo os seguintes:

S taxa especifica

T taxa de respiragdo total

N taxa devida a respiracdo por nitrificacdo
H taxa devida a respiracdo heterotréfica

A taxa devida a processos abidticos

B taxa (média) baseada nos ensaios em branco

Cilculo da taxa de consumo de oxigénio por nitrificagio

49. A relagio entre a respiracdo total (R,), a respiracdo por nitrificagdo (Ry) e a respiracdo heterotréfica (R,) é
expressa pela equagdo 3:

Ry =R —Ry 3)
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em que:

R, representa a taxa de consumo de oxigénio por nitrificacdo (mg/lh);
R, representa a taxa medida de consumo de oxigénio no ensaio em branco (sem ATU; F) (mg/lh);

R, representa a taxa medida de consumo de oxigénio no ensaio em branco com adigdo de ATU (F,) (mg/lh).

50. Esta relagdo ¢ vdlida para os ensaios em branco (Ry, Ry Ry,), 0s controlos abidticos (Ry,, Ry Ry, € 0s
ensaios com produtos quimicos (Rys Ry, Ry (mg/gh). As taxas de respiragdo especificas sio calculadas do
seguinte modo:

51. Se, num ensaio preliminar, o valor Ry ndo for significativo (por exemplo, < 5 % do R; no caso de um ensaio
em branco), pode presumir-se que o consumo de oxigénio heterotréfico é igual ao consumo total e que ndo
ocorre nitrificacio. Se os ensaios abrangerem os efeitos nos microrganismos heterotréficos e nitrificantes, é
necessdria uma fonte alternativa de lamas ativadas. Realiza-se um ensaio definitivo se existirem provas da
supressdo do consumo de oxigénio com diferentes concentracdes do produto quimico em estudo.

Cilculo da inibigdo percentual

52. A inibicdo percentual, I, do consumo de oxigénio total para cada concentragio do produto quimico em estudo
¢ dada pela equagdo 7:

I, =[1-R;—R )R] x 100 % (7)

53. Do mesmo modo, a inibi¢do percentual, I;, do consumo de oxigénio heterotrdfico para cada concentragio do
produto quimico em estudo é dada pela equacio 8:

IH = [1 - (RH - RHA)/RHB] x 100 % (8)

54. Por dltimo, a inibi¢do do consumo de oxigénio devida a nitrificacdo, I, para cada concentragdo do produto
quimico em estudo é dada pela equacdo 9:

I, = [1 - R;— Ry)/Ry; — Ryp)] x 100 % 9)

55. Representa-se graficamente a inibi¢do percentual do consumo de oxigénio em fungio do logaritmo da
concentragdo do produto quimico em estudo (curva de inibigdo, ver figura 3, no apéndice 4). Sdo tracadas
curvas de inibicdo para cada periodo de arejamento de 3 h, eventualmente com 30 minutos adicionais. A
concentragio de produto quimico em estudo que inibe em 50 % a absor¢do de oxigénio (EC;,) é calculada ou
estimada por interpolacdo, a partir do gréfico. Se existirem dados adequados, podem calcular-se ou estimar-se
por interpolagdo os limites de confianga a 95 % do valor de ECy, o declive da curva e os parimetros
adequados que assinalam o inicio da inibigdo (por exemplo, EC,, ou EC,) e o termo da gama de inibi¢do (por
exemplo, ECy, ou EC,).

56. Importa salientar que, dada a frequente variabilidade dos resultados, em muitos casos pode bastar exprimi-los
por ordem de grandeza. Por exemplo:

EC,, <1 mgfl
EC,, 1 mg/la10 mg/l
EC,, 10 mg/l to 100 mg/l

EC,, > 100 mg/l
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Interpretagio dos resultados

EC

X

57. Os valores de EC,, assim como os correspondentes limites de confianca a 95 % deste parametro, sdo calculados
por recurso a métodos estatisticos adequados [andlise da func¢do probit, funcio logistica ou de Weibull, método
abreviado de Spearman-Karber ou simples interpolagio (11)]. Determina-se a EC_ inserindo o valor corres-
pondente a x % da média do grupo de controlo na equagdo obtida. Para calcular a ECy, ou qualquer outra EC,,
procede-se a uma andlise de regressdo da média das séries (x).

Estimativa da NOEC

58. Caso se pretenda determinar a NOEC por andlise estatistica, é necessdrio dispor de dados estatisticos por
recipiente (sendo cada recipiente considerado um replicado). Devem utilizar-se métodos estatisticos adequados,
de acordo com o documento da OCDE intitulado Current approaches in the statistical analysis of ecotoxicity data: a
guidance to application (11). Em geral, investigam-se os efeitos nocivos do produto quimico em estudo, compara-
tivamente ao grupo de controlo, testando a hipétese unilateral (mais reduzida) para p < 0,05.

Relatério do ensaio

59. Elementos a constar do relatério do ensaio:
Produto quimico em estudo
— Nome comum, denominagdo quimica, niimero CAS, grau de pureza;

— Propriedades fisico-quimicas (por exemplo, log K, hidrossolubilidade, pressio de vapor, constante de
Henry (H) e eventuais informacdes sobre o destino do produto quimico em estudo (por exemplo, absorgio
pelas lamas ativadas);

Sistema de ensaio

— Origem, condigdes de funcionamento da estacdo de tratamento de dguas residuais e afluentes que recebe,
concentracdo, pré-tratamento e conservagio das lamas ativadas;

Condigbes de realizagio do ensaio

— Temperatura de ensaio, pH durante o ensaio e duracio da fase ou das fases de exposicio;
Resultados

— Consumo de oxigénio dos controlos especificos (mg O,/(g lamas x h);

— Todos os dados determinados, curva(s) de inibi¢do e método de célculo da EC,;

— EC,, e, se possivel, limites de confianca a 95 %; eventualmente, EC,,, ECy; eventualmente, NOEC e métodos
estatisticos utilizados, caso a ECy, ndo possa ser determinada;

— Resultados para a inibicdo total e, se for caso disso, para a inibicio devida a respiragdo heterotréfica e a
nitrificago;

— Consumo de oxigénio abidtico no controlo fisico-quimico (se utilizado);
— Nome do produto quimico de referéncia e resultados obtidos com o mesmo;

— Quaisquer observagdes e desvios ao presente método de ensaio que possam influenciar os resultados.
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Apéndice 1

Definicdes

Para efeitos do presente método, entende-se por:

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

EC, (concentracio com x % de efeitos): concentracdo que causa efeitos em x % dos organismos ensaiados num
determinado perfodo de exposi¢io, comparativamente ao grupo de controlo. Por exemplo, a ECy, é a concentracio
que se estima que, num ponto final do ensaio, terd efeito em 50 % da populagio exposta, num periodo de exposigdo
definido.

NOEC (concentracio sem efeitos observaveis): concentracio do produto quimico em estudo a qual ndo se
observa nenhum efeito do mesmo. Neste ensaio, a concentragdio NOEC ndo tem nenhum efeito com significancia
estatistica (p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2
Figura 1: Exemplos de unidade de medicio
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Legenda:

1 Lamas ativadas

2 Meio sintético

3 Produto quimico em estudo
4 Ar

5 Recipiente de mistura

6 Agitador magnético

7 Célula de medigdo do oxigénio

8 Elétrodo de oxigénio

9 Instrumento de medigdo do oxigénio

10 Registador
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Apéndice 3

Figura 2: Exemplo de unidade de medicio por recurso a uma garrafa de CBO
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Legenda:

1 Recipiente de ensaio
2 Elétrodo de oxigénio

3 Instrumento de medigdo do oxigénio
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Apéndice 4

Figura 3: Exemplo de curvas de inibicio
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Legenda:

X  Concentragdo de 3,5-diclorofenol (mg/l)
Y Inibicdo ( %)
m Inibigdo da respiragdo heterotréfica por recurso a lamas nitrificantes

® Inibigdo da nitrificagdo por recurso a lamas nitrificantes»
(5) O capitulo C.26 passa a ter a seguinte redagdo:
«C.26 ESPECIES DO GENERO LEMNA — ENSAIO DE INIBICAO DE CRESCIMENTO
INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 221 (2006) da OCDE. Foi concebido para avaliar a toxicidade de
determinados produtos quimicos para as plantas aqudticas do género Lemna (lentilha-d’dgua). Baseia-se nos
métodos existentes (1) (2) (3) (4) (5) (6), mas inclui modificacdes destes de forma a ter em conta a investigagio
mais recente e as consultas realizadas sobre uma série de questdes. O método foi validado por um estudo
interlaboratorial comparativo (7).
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2. O presente método de ensaio descreve ensaios de toxicidade com as espécies Lemna gibba e Lemna minor, que
foram extensamente estudadas e sio objeto das normas acima referidas. A taxonomia das Lemna spp. é
complexa, devido a existéncia de diversos fendtipos. Embora a resposta das Lemna aos agentes toxicos possa ser
afetada pela variabilidade genética, a informacio atual sobre essa fonte de variabilidade n3o permite
recomendar um clone especifico para a utilizacdo no presente método de ensaio. Cabe aqui notar que, embora
o ensaio ndo seja realizado com culturas puras, sio tomadas medidas, em diversas fases, para reduzir ao
minimo a contamina¢do por outros organismos.

3. Sdo descritos os pormenores do ensaio com renovagio (semiestatico e em continuo) e sem renovacio (estético)
da solucdo de ensaio. Consoante os objetivos do ensaio e as exigéncias regulamentares, recomenda-se ponderar
a possibilidade de aplicagdo dos métodos semiestatico e em continuo: por exemplo, para os produtos quimicos
que desaparecem rapidamente da solucio por efeito de volatilizagdo, fotodegradagdo, precipitacio ou
biodegradagdo. Para mais orientagdes, consultar a referéncia bibliografica (8).

4. Os conceitos utilizados sdo definidos no apéndice 1.

PRINCIPIO DO ENSAIO

5. Fazem-se culturas de plantas do género Lemna em crescimento exponencial, com diferentes concentragdes do
produto quimico em estudo, durante sete dias. O objetivo do ensaio consiste em quantificar os efeitos do
produto quimico em estudo sobre o crescimento vegetativo durante aquele periodo, com base na avaliagio de
determinadas varidveis de medico. O ntimero de frondes ¢ a varidvel de medigio primaria. E também medida,
pelo menos, uma outra varidvel de medicdo (drea total, peso seco ou peso fresco das frondes), j4 que certos
produtos quimicos podem afetar outras variaveis de medicdo de forma muito mais marcada do que o nimero
de frondes. Para quantificar os efeitos relacionados com o produto quimico em estudo, compara-se o
crescimento nas solugdes de ensaio com o dos controlos e determina-se a concentragdo que causa uma
inibi¢do de x % no crescimento (por exemplo, 50 %), expressa como EC, (nesse caso, EC;).

6. O ponto final do ensaio ¢ a inibi¢do do crescimento, expressa como o aumento logaritmico da varidvel de
medigdo (taxa média de crescimento especifico) durante o periodo de exposicdo. A partir das taxas médias de
crescimento especifico registadas numa série de solucdes de ensaio, a concentragdo que causa uma inibi¢do de
x % na taxa de crescimento (por exemplo, 50 %) é determinada e expressa como E.C_ (nesse caso, EC;).

7. Uma outra varidvel de resposta utilizada no presente método de ensaio é o rendimento, que pode ser
necessario para cumprir determinadas exigéncias regulamentares especificas de alguns paises. Define-se como a
diferenca entre a biomassa no final e a biomassa no inicio do periodo de exposi¢do. A partir dos rendimentos
registados numa série de solu¢des de ensaio, a concentragdo que causa uma inibicio de x % no rendimento
(por exemplo, 50 %) é determinada e expressa como E,C, (nesse caso, E C;).

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

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

9.  Deve utilizar-se um método analitico com sensibilidade adequada para a quantificagdo do produto quimico no
meio de ensaio.

10. As informacdes sobre o produto quimico em estudo que poderdo ser fteis para estabelecer as condigdes do
ensaio sdo, entre outras, as seguintes: formula estrutural, pureza, hidrossolubilidade, estabilidade a luz e em
agua, pK, K, pressio de vapor e biodegradabilidade. A hidrossolubilidade e a pressio de vapor podem ser
utilizadas para calcular a constante da Lei de Henry, que permitird verificar a probabilidade de perdas signifi-
cativas do produto quimico em estudo durante o periodo de ensaio. Desta forma, poderd avaliar-se a
necessidade de adotar medidas especificas para o controlo das referidas perdas. Nos casos em que as
informagdes sobre a solubilidade e a estabilidade do produto quimico em estudo forem imprecisas, recomenda-
-se que estes pardmetros sejam avaliados nas condicdes do ensaio, ou seja, com os mesmos meio de cultura,
temperatura e regime de iluminagio que se utilizardo no ensaio.
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11. Quando o controlo do pH do meio de ensaio é particularmente importante (por exemplo, no caso de ensaios
com metais ou produtos quimicos hidroliticamente instdveis), recomenda-se a adi¢do de um tampdo ao meio
de cultura (ver ponto 21). Para mais orientacdes sobre o ensaio de produtos quimicos cujas propriedades
fisico-quimicas dificultam o ensaio, consultar a referéncia bibliografica (8).

VALIDADE DO ENSAIO

12. Para que o ensaio seja valido, o tempo de duplicagdo do niimero de frondes no controlo deve ser inferior a 2,5
dias (60 horas), o que corresponde aproximadamente a uma multiplicagdo por 7 ao cabo de sete dias e a uma
taxa média de crescimento especifico de 0,275 d!. Utilizando os meios e as condi¢des de ensaio descritas no
presente método, este critério pode ser cumprido por meio de um regime de ensaio estdtico (5). Parte-se
igualmente do principio de que o critério poderd ser cumprido no caso de ensaios semiestdticos ou continuos.
O célculo do tempo de duplicagdo figura no ponto 49.

PRODUTO QUIMICO DE REFERENCIA

13. Para verificacdo do procedimento de ensaio, podem ser ensaiados um ou mais produtos quimicos de referéncia,
como o 3,5-diclorofenol, que se utiliza na prova internacional do anel (7). E aconselhdvel submeter ao ensaio
um produto quimico de referéncia pelo menos duas vezes por ano ou, se os ensaios forem realizados com
menor frequéncia, em paralelo com a determinacio da toxicidade do produto quimico em estudo.

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem

14. Todos os equipamentos que entram em contacto com os meios de ensaio devem ser de vidro ou de outro
material quimicamente inerte. O material de vidro utilizado para culturas e ensaios deve ser limpo de quaisquer
contaminantes quimicos que possam passar para o meio de ensaio e deve ser esterilizado. Os recipientes de
ensaio devem ser suficientemente largos para que as frondes das diversas colénias dos recipientes de controlo
possam crescer sem se sobreporem, até ao final do ensaio. O facto de as raizes tocarem o fundo dos recipientes
de ensaio ndo tem importancia, mas sdo aconselhdveis recipientes com a profundidade minima de 20 mm e o
volume minimo de 100 ml. A escolha dos recipientes de ensaio ndo constitui um ponto critico, desde que se
verifiquem os requisitos atrds referidos. O ensaio jd foi realizado com sucesso em frascos de vidro, placas de
cristalizagdo ou placas de Petri de dimensdes apropriadas. Os recipientes de ensaio devem ser cobertos, de
modo a minimizar a evaporagio e a contaminac¢io acidental, sem por em causa as necessdrias trocas de ar. Os
recipientes de ensaio mais indicados (e, em especial, as respetivas coberturas) ndo devem induzir zonas de
sombra ou alteracdes das caracteristicas do espetro luminoso.

15. As culturas e os recipientes de ensaio ndo devem ser conservados juntos. Para tal, o melhor serd utilizar
camaras de crescimento, incubadoras ou mesmo salas, separadas. A iluminagio e a temperatura devem ser
controldveis e mantidas a um nivel constante (ver pontos 35 e 36).

Organismo de ensaio

16. O presente ensaio pode ser realizado com Lemna gibba ou com Lemna minor. O apéndice 2 apresenta uma
breve descricio das espécies de lentilha-d’dgua que ja foram utilizadas em ensaios de toxicidade. O material
vegetal pode ser obtido junto de uma cole¢do de culturas, de outro laboratério ou no campo. Se forem
colhidas no campo, as plantas devem ser mantidas em cultura, durante pelo menos oito semanas, no mesmo
meio que ird ser utilizado para o ensaio. Os locais onde, no campo, se faz a colheita de culturas de arranque
devem estar isentos de fontes evidentes de poluicio. Caso sejam obtidas de outro laboratério ou de uma
colecdo de culturas, as plantas devem ser mantidas da mesma forma durante, pelo menos, trés semanas. Deve
ser sempre indicada a origem do material vegetal e da espécie ou clone (se conhecido) utilizado para o ensaio.

17. Devem utilizar-se monoculturas visivelmente isentas de contamina¢do por outros organismos, como algas ou
protozodrios. As plantas sauddveis de L. minor sio formadas por colonias com duas a cinco frondes, enquanto
as colonias sauddveis de L. gibba podem apresentar até sete frondes.

18. A qualidade e a uniformidade das plantas utilizadas para o ensaio terdo influéncia significativa no resultado,
pelo que as plantas devem ser selecionadas cuidadosamente. Devem utilizar-se plantas jovens, de crescimento
répido 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 niimero elevado de frondes isoladas é
indicativo de stress ambiental, nomeadamente por limitacio de nutrientes, pelo que o material vegetal das
culturas com essas caracteristicas ndo deve ser utilizado para os ensaios.
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Cultura

19. Para reduzir a frequéncia da manutengdo das culturas (por exemplo, durante os periodos em que ndo se
prevejam ensaios com Lemna), as culturas podem ser conservadas em ambiente escuro e a baixa temperatura
(4-10 °C). O apéndice 3 apresenta mais informagdes sobre as técnicas de cultura. O surgimento de sinais
evidentes de contaminagdo por algas ou por outros organismos pode exigir a esterilizagdo superficial de uma
subamostra de frondes de Lemna, seguida de transferéncia para meio fresco (ver apéndice 3). Nesse caso, deve
descartar-se a parte restante da cultura contaminada.

20. Pelo menos sete dias antes do ensaio, transfere-se um nimero suficiente de coldnias, em condi¢des asséticas,
para meio fresco esterilizado, cultivado durante 7-10 dias nas condi¢des do ensaio.

Meio de ensaio

21. Haé virios meios recomendados para as culturas de Lemna minor e Lemna gibba, como se descreve a seguir. A
inclusio de um tampido de pH no meio de ensaio [MOPS (icido 4-morfolinopropanossulfénico, N.o CAS:
1132-61-2) no meio de ensaio de L. minor ou NaHCO, no meio de ensaio de L. gibba] deve ser cuidadosamente
ponderada nos casos em que esse tampdo possa interagir com o produto quimico em estudo e influenciar a
expressdo da sua toxicidade. Também se pode utilizar o meio de Steinberg (9), desde que se verifiquem os
critérios de validade do ensaio.

22. Para as culturas e ensaios com L. minor, recomenda-se o meio de cultura, modificado, da norma sueca (SIS)
para Lemna. A composi¢io desse meio é dada no apéndice 4.

23. Para as culturas e ensaios com L. gibba, recomenda-se o meio de cultura 20X — AAP, descrito no apéndice 4.

24. O meio de Steinberg, descrito no apéndice 4, também € indicado para L. minor, mas pode ser utilizado para L.
gibba, desde que se verifiquem os critérios de validade do ensaio.

Solucdes utilizadas nos ensaios

25. As solugdes de ensaio sdo geralmente preparadas por diluicdo de solugdes de reserva. As solucgdes de reserva
do produto quimico em estudo sdo normalmente preparadas por dissolugdo do produto em meio de cultura.

26. A concentracdo mais elevada do produto quimico em estudo no ensaio ndo deve normalmente ser superior ao
limite de hidrossolubilidade do produto, nas condi¢des de ensaio. No entanto, cabe aqui notar que as Lemna
spp. flutuam & superficie, podendo ser expostas a produtos quimicos recolhidos na interface dgua-ar (por
exemplo, produtos quimicos de baixa hidrossolubilidade, hidréfobos ou tensioativos). Nessas circunstancias,
ocorre uma exposi¢do a materiais diferentes dos que se encontram em solugdo e, consoante as caracteristicas
do produto quimico em estudo, as concentragdes de ensaio podem exceder o limite de hidrossolubilidade. No
caso de produtos quimicos com baixa hidrossolubilidade, poderd ser necessrio preparar uma solugio de
reserva concentrada ou dispersar o produto por meio de um dispersante ou solvente organico, de modo a
facilitar a adicdo de quantidades exatas do produto quimico ao meio de ensaio e as suas dispersio e dissolucio.
Devem ser feitos todos os esforcos para evitar utilizar materiais desse tipo. A utilizagdo de dispersantes ou
solventes auxiliares ndo pode acarretar qualquer fitotoxicidade. A acetona e a dimetilformamida, por exemplo,
incluem-se entre os solventes mais comuns que ndo causam fitotoxicidade em concentra¢des até 100 pl/l. Se se
utilizar um dispersante ou um solvente, deve especificar-se a sua concentragdo final, tdo baixa quanto possivel
(= 100 pl/l), e todos os recipientes de exposicdo e de controlo devem ser expostos a mesma concentragio de
dispersante ou solvente. Para mais orientagdes sobre a utilizacdo de dispersantes, consultar a referéncia biblio-
grafica (8).

Grupos de ensaio e de controlo

27. O conhecimento prévio da toxicidade do produto quimico em estudo para as Lemna (por exemplo,
determinada com base nos resultados de ensaios de determinagdo da gama de concentragdes) permite uma
mais fdcil escolha das concentracdes a utilizar no ensaio. No ensaio de toxicidade definitivo, devem,
geralmente, estudar-se cinco concentragdes, em progressio geométrica. De preferéncia, o fator de separacio
entre as concentragdes de ensaio ndo deve ultrapassar 3,2, mas pode utilizar-se um valor mais elevado se a
curva de concentracdo-resposta for pouco pronunciada. Deve apresentar-se uma justificacdo se se utilizarem
menos de cinco concentracdes. Devem utilizar-se, pelo menos, trés replicados de cada concentragdo de ensaio.
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28. Para efeitos da definicdo da gama de concentragdes (tanto nos ensaios de determinagdo da gama como nos
ensaios definitivos de toxicidade), deve ser tido em conta o seguinte:

— Para a determinagdo de uma EC,, as concentra¢des de ensaio devem abranger o valor da EC,, de modo a
garantir um nivel de confianga apropriado. Por exemplo, para a determinagdo da EC;,, a concentragio de
ensaio mais elevada deve ser superior ao valor de EC,,. Se o valor de EC,, se situar fora da gama de concen-
tracdes ensaiadas, os intervalos de confianga associados serdo maiores, o que poderd impossibilitar o
ajustamento de um modelo estatistico.

— Se o objetivo for a determinacdo da LOEC ou da NOEC, a concentragio mais baixa ensaiada deve ser
suficientemente baixa para que o crescimento ndo seja significativamente inferior ao dos controlos. Por
outro lado, a concentracdo mais elevada a ensaiar deve ser suficientemente alta para que o crescimento seja
significativamente inferior ao do controlo. De outro modo, o ensaio terd de ser repetido com uma gama de
concentracdes diferente (exceto se a concentragio médxima jd se encontrar perto do limite de solubilidade
ou da concentragdo médxima pretendida: por exemplo, 100 mg/l).

29. Todos os ensaios devem incluir controlos que contenham o mesmo meio nutriente € 0 mesmo nimero de
frondes e colonias e que estejam sujeitos as mesmas condi¢des ambientais e procedimentos que os recipientes
de ensaio, mas sem adi¢do do produto quimico em estudo. Se se utilizar um dispersante ou solvente auxiliar, o
ensaio deve incluir um controlo suplementar, com a mesma concentracio de solvente/dispersante que os
recipientes com o produto quimico em estudo. O nimero de recipientes com os replicados dos controlos (e de
recipientes com solvente, se for caso disso) deve ser pelo menos igual ao nimero de recipientes utilizados para
cada concentragio de ensaio e, idealmente, o dobro deste niimero.

30. Caso ndo seja necessdrio determinar a NOEC, o ensaio pode ser alterado de modo a aumentar o niimero de
concentragdes estudadas e a reduzir o nimero de replicados por concentragio. Contudo, o nimero de
replicados dos controlos ndo deve ser inferior a trés.

Exposicio

31. As coldnias, com 2 a 4 frondes visiveis, sdo transferidas da cultura de indculo e distribuidas de forma aleatdria
pelos recipientes de ensaio, em condigdes asséticas. Cada recipiente de ensaio deve ser inoculado com um total
de 9 a 12 frondes. O ndmero de frondes e de colénias deve ser o mesmo em todos os recipientes de ensaio. A
experiéncia ja obtida com o presente método e os dados dos estudos interlaboratoriais comparativos indicam
que a utilizagdo de trés replicados de cada concentracido em estudo, inicialmente com 9 a 12 frondes em cada
replicado, ¢é suficiente para detetar diferengas de crescimento da ordem de 4 a 7 %, para a inibigdo calculada a
partir da taxa de crescimento (10 a 15 % a partir do rendimento), entre as diferentes concentragdes (7).

32. E necessirio colocar os recipientes de ensaio na incubadora de forma aleatéria, para reduzir ao minimo a
influéncia das diferencas espaciais em termos de intensidade da luz ou de temperatura. E igualmente necessario
mudar a posicdo dos recipientes, por blocos ou de forma aleatdria, apds as amostragens (ou mais frequen-
temente).

33. Se um ensaio preliminar de estabilidade mostrar que, no periodo de ensaio (7 dias), a concentragdo do produto
quimico em estudo ndo pode ser mantida (ou seja, se a concentragio medida diminuir mais de 80 % em
relagdo a concentracdo inicial medida), recomenda-se a utilizagio de um regime de ensaio semiestatico. Nesse
caso, as colonias devem ser expostas a solugdes frescas de ensaio e de controlo em, pelo menos, duas ocasides
durante o ensaio (por exemplo, nos dias 3 e 5). A frequéncia da exposi¢io ao meio fresco dependerd da
estabilidade do produto quimico em estudo; poderd ser necessdria uma frequéncia maior para manter quase
constantes as concentracdes de substdncias altamente instdveis ou voldteis. Em certos casos, poderd ser
necessario utilizar um procedimento em continuo (8) (10).

34. A possibilidade de exposicdo através de aplicacdo foliar (aspersdo) ndo estd prevista no presente método de
ensaio; para essa alternativa, ver a referéncia bibliografica (11).

Condicdes de incubacio

35. Deve utilizar-se uma iluminagdo fluorescente constante com luz branca, quente ou fria, de modo a
proporcionar as culturas uma intensidade luminosa selecionada na gama 85-135 pE - ms!, medida num
comprimento 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 relagdo a
intensidade luminosa escolhida ndo devem ultrapassar, em toda a zona de ensaio, + 15 %. O método de
detecio e medigdo da luz e, em particular, o tipo de sensor utilizado afetardo o valor medido. Os sensores
esféricos (que respondem a luz proveniente de todos os 4ngulos acima e abaixo do plano de medigdo) e os
sensores “de cosseno” (que respondem a luz proveniente de todos os angulos acima do plano de medicio) sdo
preferiveis aos sensores unidirecionais e ddo leituras mais elevadas para as fontes maltiplas de luz do tipo aqui
descrito.
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36. A temperatura dos recipientes de ensaio deve ser mantida a 24 + 2 °C. O pH do meio de controlo nio deve
aumentar mais de 1,5 unidades durante o ensaio. No entanto, um desvio superior a 1,5 unidades de pH nio
invalida o ensaio quando se possa demonstrar que os critérios de validade sio cumpridos. Em certos casos,
como, por exemplo, nos ensaios com produtos quimicos instdveis ou metais, poderd ser necessdrio adotar
cuidados suplementares quanto a variagdo de pH. Para mais informagdes, consultar a referéncia bibliografica

(8).

Duragdo

37. O ensaio termina 7 dias depois de as plantas terem sido transferidas para os recipientes de ensaio.

Medicdes e determinagdes analiticas

38. No inicio do ensaio, regista-se o nimero de frondes em cada recipiente, tendo o cuidado de contar as frondes
proeminentes e distintamente visiveis. O nimero de frondes que apresentam aparéncia normal e anormal deve
ser determinado no inicio do ensaio e, pelo menos, mais uma vez a cada 3 dias durante o periodo de
exposigdo (ou seja, pelo menos duas vezes ao longo dos 7 dias do ensaio), bem como no final do ensaio. Deve
registar-se qualquer alteracio no desenvolvimento das plantas: por exemplo, no que respeita a dimensdo e
aparéncia das frondes, indicagdes de necrose, clorose ou formacio de gibas, desagregacio ou perda de flutuabi-
lidade das colénias ou dimensdo e aspeto das raizes. As caracteristicas mais significativas do meio de ensaio
(por exemplo, presenga de materiais em suspensdo, crescimento de algas nos recipientes de ensaio) devem
também ser registadas.

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

i) superficie total das frondes,
ii) peso seco,
iii) peso fresco.

40. A superficie total das frondes, enquanto varidvel, tem a vantagem de poder ser determinada para cada
recipiente de ensaio e de controlo no inicio, durante e no final do ensaio. O peso seco ou fresco deve ser
determinado no inicio do ensaio a partir de uma amostra da cultura de inéculo, representativa do in6culo
utilizado para lancar o ensaio, e no final do mesmo, com o material retirado das plantas de cada recipiente de
ensaio e de controlo. Se a superficie das frondes ndo for medida, o seguimento do peso seco é preferivel ao do
peso fresco.

41. A dérea total das frondes, o peso seco e o peso fresco podem ser determinados do seguinte modo:

i) Superficie total das frondes: a superficie total das frondes de todas as colénias pode ser determinada por
andlise visual. Filma-se uma silhueta do recipiente e das plantas de ensaio com uma cidmara de video
(colocando o recipiente numa mesa de luz) e digitaliza-se a imagem obtida. A partir de uma calibra¢io que
utilize formas planas com superficie conhecida, pode ser determinada a superficie total das frondes em
cada recipiente de ensaio. Deve ter-se o cuidado de excluir a interferéncia causada pela borda do recipiente
de ensaio. Uma abordagem alternativa, mais trabalhosa, consiste em fotografar os recipientes e plantas de
ensaio, recortando depois a resultante silhueta das colénias e determinando a drea da respetiva superficie
por meio de um integrador ou de papel milimétrico. Podem também revelar-se apropriadas outras técnicas
(por exemplo, a relagdo entre o peso da superficie de papel equivalente a silhueta das coldnias e o peso de
uma superficie de papel unitaria).

ii) Peso seco: Recolhem-se as coldnias de cada recipiente de ensaio e lavam-se com dgua destilada ou
desionizada. Retira-se-lhes a dgua em excesso e secam-se a 60 °C até obter um peso constante. Os
fragmentos de rafzes que se encontrem presentes também devem ser incluidos. O peso seco deve ser
expresso com uma precisio minima de 0,1 mg.

iii) Peso fresco: Transferem-se as col6nias para tubos de poliestireno (ou de outro material inerte) de peso
conhecido e com pequenos orificios (de 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,
sendo o peso fresco calculado por subtragio do peso dos tubos vazios.

Frequéncia das medigdes e determinacdes analiticas

42. Se se utilizar um método de ensaio estdtico, deve medir-se o pH de cada recipiente no inicio e no final do
ensaio. No caso dos ensaios semiestiticos, deve medir-se o pH da solugdo de ensaio “fresca” antes da sua
utilizagdo, bem como o pH das correspondentes solucdes “usadas”.
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43. A intensidade luminosa deve ser medida, na cdmara de crescimento, incubadora ou sala, em pontos que
estejam a mesma distncia da fonte de luz que as frondes de Lemna. A medi¢do deve ser efetuada pelo menos
uma vez durante o ensaio. Deve registar-se diariamente a temperatura do meio contido num recipiente
especialmente destinado a esse efeito e mantido nas mesmas condigdes na cidmara de crescimento, incubadora
ou sala utilizada para o ensaio.

44. Durante o ensaio, as concentracdes do produto quimico em estudo devem ser determinadas a intervalos
adequados. Nos ensaios estaticos, a exigéncia minima é que as concentra¢des sejam determinadas no inicio e
no final do ensaio.

45. Nos ensaios semiestdticos em que ndo seja de esperar que a concentracdo do produto quimico em estudo se
mantenha no intervalo de +20 % da concentragdo nominal, é necessirio analisar todas as solu¢des de ensaio
no momento em que forem preparadas e também imediatamente antes da respetiva utilizagdo (ver ponto 33).
No entanto, para os ensaios em que a concentracdo inicial medida do produto quimico em estudo ndo se
encontra no intervalo de +20 % do valor nominal, mas em que se possam fornecer provas suficientes de que as
concentragdes iniciais sio reprodutiveis e estdveis (isto é, se mantém dentro da gama 80-120 % das concen-
tragdes iniciais), as determinac¢des quimicas podem ser limitadas as concentragdes maior e menor usadas no
ensaio. Em qualquer dos casos, a determinacdo das concentragdes do produto quimico em estudo antes da sua
utilizagdo s6 € necessdria num dos recipientes replicados para cada concentragio de ensaio (ou no contetido
misturado de todos os recipientes replicados).

46. Nos ensaios em continuo, pode ser utilizado um regime de amostragem semelhante ao descrito para os ensaios
semiestdticos, com anélises no inicio, no meio e no final do ensaio, mas, neste caso, ndo é adequado medir as
solugdes “usadas”. Neste tipo de ensaio, deve verificar-se diariamente a taxa de dilui¢gdo da mistura do diluente
ou da solugdo de reserva com o produto quimico em estudo.

47. Se existirem provas de que, durante o ensaio, a concentragdo do produto quimico em estudo ndo variou mais
de * 20 % relativamente ao valor da concentracio nominal ou da concentragdo inicial medida, a anélise dos
resultados pode basear-se nos valores nominais ou iniciais medidos. Se a variacdo relativamente a concentragio
nominal ou a concentracdo inicial medida for superior a + 20 %, a andlise dos resultados deve basear-se na
média geométrica da concentragdo durante a exposicio ou em modelos que descrevam a diminuicdo da
concentragio do produto quimico em estudo (8).

Ensaio do limite

48. Em determinadas circunstancias (por exemplo, se um ensaio preliminar indicar que o produto quimico em
estudo ndo apresenta efeitos téxicos em concentragdes até 100 mg/l ou até ao seu limite de solubilidade no
meio de ensaio, conforme o que seja menor), pode proceder-se a um ensaio do limite, com comparagio das
respostas de um grupo de controlo e de um grupo exposto ao produto quimico em estudo (a uma
concentragdo de 100 mg/l ou que corresponda ao limite de solubilidade). Recomenda-se vivamente que a
auséncia de toxicidade seja confirmada por andlise da concentracdo de exposicdo. Todas as condigdes de ensaio
e critérios de validade anteriormente descritos se aplicam aos ensaios do limite, exceto o facto de ser necessario
utilizar o dobro do niimero de replicados. O crescimento dos grupos de controlo e de exposi¢do pode ser
analisado por meio de um ensaio estatistico de comparacdo das médias: por exemplo, o teste t de Student.

DADOS E RELATORIOS

Tempo de duplicacio

49. Para determinar o tempo de duplicagdo (T,) do niimero de frondes e verificar se o ensaio cumpre o critério de
validade correspondente (ponto 12), deve aplicar-se a seguinte formula aos dados obtidos a partir dos
recipientes de controlo:

T,=1n2/pn

onde p ¢ a taxa média de crescimento especifico, determinada de acordo com os pontos 54 € 55.
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Varidveis de resposta

50. O objetivo do ensaio consiste em determinar os efeitos do produto quimico sobre o crescimento vegetativo de
espécies Lemna. O presente método de ensaio descreve duas varidveis de resposta, jd que as vdrias jurisdi¢cdes
tém preferéncias e necessidades regulamentares diversas. Para que os resultados dos ensaios possam ser
aceitdveis em todas as jurisdigdes, os efeitos tém de ser avaliados por recurso a ambas as varidveis de resposta,
a) e b), a seguir descritas:

a) Taxa média de crescimento especifico: esta varidvel de resposta é calculada com base no aumento logaritmico do
ntmero de frondes e, adicionalmente, na evolugdo logaritmica de outro pardmetro de medigdo (drea total,
peso seco ou peso fresco das frondes) em fungdo do tempo (por dia), tanto nos recipientes de controlo
como nos grupos tratados com o produto quimico em estudo. E por vezes designada taxa de crescimento
relativa (12).

b) Rendimento: esta varidvel de resposta é calculada com base no aumento do nimero de frondes e, adicio-
nalmente, na evolugdo de outro pardmetro de medigdo (drea total das frondes, peso seco ou peso fresco),
tanto nos recipientes de controlo como nos grupos tratados com o produto quimico em estudo, até ao final
do ensaio.

51. Cabe aqui notar que os valores de toxicidade calculados através destas duas varidveis de resposta nio sio
compardveis e que a diferenca tem de ser reconhecida para efeitos da utilizagdo dos resultados do ensaio. Se se
seguirem as condi¢des de ensaio apresentadas no presente método, os valores de EC_ baseados na taxa média
de crescimento especifico (E,C)) sio geralmente mais elevados do que os resultados baseados no rendimento
(E,C), devido a base matemdtica das respetivas abordagens. Este facto ndo deve ser interpretado como
diferenca de sensibilidade entre as duas varidveis de resposta, mas simplesmente como diferenca matematica
entre os valores. O conceito de taxa média de crescimento especifico baseia-se no padrdo geral de crescimento
exponencial da lentilha-d’dgua em culturas néo sujeitas a limitagdes, sendo a toxicidade estimada com base nos
efeitos sobre a taxa de crescimento independentemente do valor absoluto da taxa de crescimento especifico dos
controlos, do declive da curva de concentracio-resposta ou da duracio do ensaio. Em contrapartida, os
resultados baseados no rendimento enquanto varidvel de resposta dependem de todas essas varidveis. O valor
de E,C, depende da taxa de crescimento especifico da espécie de lentilha-d’dgua utilizada em cada ensaio e da
taxa mdxima de crescimento especifico, que pode variar consoante as espécies ou mesmo os clones. Esta
varidvel de resposta ndo deve ser utilizada para comparar a sensibilidade das espécies ou mesmo dos clones de
lentilha-d’dgua aos produtos téxicos. Embora, do ponto de vista cientifico, seja preferivel utilizar a taxa média
de crescimento especifico para estimar a toxicidade, as estimativas da toxicidade com base no rendimento
foram também incluidas no presente método de ensaio para satisfazer as atuais exigéncias regulamentares de
algumas jurisdigdes.

52. As estimativas da toxicidade devem basear-se no niimero de frondes e numa varidvel de medicio adicional
(drea total, peso seco ou peso fresco das frondes), ja que certos produtos quimicos podem afetar outras
varidveis de medi¢do de forma muito mais severa do que o numero de frondes. Esse efeito passard
despercebido se o cilculo se basear exclusivamente no niimero de frondes.

53. O ndmero de frondes e o valor de qualquer outra varidvel de resposta medida, como a drea total, o peso seco
ou o peso fresco das frondes, sdo registados numa tabela, juntamente com as concentragdes do produto
quimico em estudo em cada momento de medicdo. A subsequente andlise dos dados (por exemplo, para
determinar a LOEC, a NOEC ou as EC,) deve basear-se nos valores obtidos para cada replicado e nio em
médias calculadas para cada grupo exposto ao produto quimico em estudo.

Taxa média de crescimento especifico

54. A taxa média de crescimento especifico num determinado perfodo é calculada como o aumento logaritmico
das varidveis de crescimento — ntimero de frondes e outra varidvel de medigdo (drea total, peso seco ou peso
fresco das frondes) — aplicando a férmula que se segue aos valores obtidos para cada replicado dos controlos
e dos recipientes expostos ao produto em estudo:

In (N;) - In (N,)
B =77

em que:

— I taxa média de crescimento especifico entre 0 momento i € 0 momento j

— N; varidvel de medicio no recipiente de ensaio ou de controlo no momento i
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— N;: varidvel de medigao no recipiente 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 respetivas estimativas da varidncia.

55. A taxa média de crescimento especifico deve ser calculada para a totalidade do periodo de ensaio (na férmula
acima, “{” é o momento inicial e “” o momento final do ensaio). Para cada uma das concentragdes de ensaio e
de controlo, calcular o valor médio da taxa média de crescimento especifico, juntamente com as estimativas da
varidncia. Deve também avaliar-se a taxa de crescimento em cada sec¢do do ensaio para verificar os efeitos do
produto quimico durante o periodo de exposigdo (por exemplo, pela andlise das curvas de crescimento apds
transformagdo logaritmica). A existéncia de diferencas substanciais entre as taxas de crescimento de cada seccio
do ensaio e a taxa média de crescimento indica um desvio relativamente a situacdo de crescimento exponencial
constante, exigindo portanto uma andlise mais pormenorizada das curvas de crescimento. Nestes casos, a
abordagem mais cautelosa passa pela comparagio entre as taxas de crescimento especifico das culturas
expostas durante o perfodo de mdxima inibigdo e as taxas observadas nos controlos durante o mesmo periodo.

56. A inibicdo percentual da taxa de crescimento (I) pode entdo ser calculada para cada concentragio de ensaio
(grupos expostos), de acordo com a seguinte férmula:

T
%1 — HCHD 100

em que:

— % I: inibi¢do percentual da taxa média de crescimento especifico
— e valor médio de p no controlo

— pp valor médio de p no grupo exposto

Rendimento

57. Os efeitos no rendimento sdo determinados com base em duas varidveis de medi¢do, o ntimero de frondes e
outra varidvel (drea total, peso seco ou peso fresco das frondes), para cada recipiente de ensaio, no inicio e no
final do ensaio. No que respeita ao peso seco ou ao peso fresco, a biomassa de partida é determinada com base
numa amostra das frondes retirada da cultura utilizada para inocular os recipientes de ensaio (ver ponto 20).
Para cada concentracdo de ensaio e cada controlo, calcular um valor médio de rendimento, associado as
respetivas estimativas da varidncia. Para cada grupo exposto, a percentagem média de inibi¢io do rendimento
(%L) pode ser calculada do seguinte modo:

(bc _ bT)

x 100
b,

%1, =

em que:

— % 1,2 redugdo percentual do rendimento
— be  biomassa final menos biomassa inicial do grupo de controlo

— b, biomassa final menos biomassa inicial do grupo exposto

Representacio grifica da curva de concentragio-resposta

58. Devem representar-se as curvas de concentragdo-resposta, que relacionam a percentagem média de inibicdo da
varidvel de resposta (I, ou I, calculadas como se indica nos pontos 56 ou 57) com o logaritmo da
concentragdo do produto quimico em estudo.
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Estimativa da EC,

59. As estimativas da EC, (por exemplo, EC;;) devem basear-se tanto na taxa média de crescimento especifico (E.C,)
como no rendimento (Eny), devendo cada uma destas medidas, por seu turno, basear-se no niimero de frondes
e numa varidvel de medi¢do adicional (drea total, peso seco ou peso fresco das frondes), ja que certos produtos
quimicos afetam de forma diferente o ntimero de frondes e outras varidveis de medi¢do. Os parametros de
toxicidade pretendidos sdo, portanto, quatro valores de EC_ para cada um dos niveis de inibigdo x calculados:
E,C, (nimero de frondes); E,C, (drea total, peso seco ou peso fresco das frondes); E,C, (nimero de frondes); e
E,C, (drea total, peso seco ou peso fresco das frondes).

Processo estatistico

60. O objetivo consiste em descrever de forma quantitativa, por andlise de regressdo, a relagio concentracio-
-resposta. Pode utilizar-se uma regressdo linear ponderada, antecedida de uma transformagio de linearizagdo
dos dados de resposta — por exemplo, para unidades probit, logit ou de Weibull (13) — mas a técnica
preferida é o recurso a procedimentos de regressdo nio linear, que permitem lidar melhor com as inevitdveis
irregularidades dos dados e com os desvios relativamente a uma boa distribui¢do. Nas zonas préximas da
inibi¢do nula ou total, essas irregularidades podem mesmo ser reforcadas pela transformacio, interferindo com
a andlise (13). Cabe aqui notar que os métodos-padrio de andlise que utilizam os transformados probit, logit
ou de Weibull se destinam a andlise de dados quantais (por exemplo, mortalidade ou sobrevivéncia), pelo que
tém de ser alterados em funcio dos dados relativos a taxa de crescimento ou ao rendimento. Em (14) (15) (16)
podem consultar-se procedimentos especificos para a determinagdo dos valores de EC_ a partir de dados
continuos.

61. Para cada uma das varidveis de resposta em andlise, utilizar a relagdo concentracdo-resposta para estimar os
valores pontuais de EC,. Sempre que possivel, devem determinar-se os limites de confianga a 95 % para cada
estimativa. 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 regressio deve utilizar os valores de
cada replicado e ndo o valor médio para cada grupo exposto.

62. Se os modelos/métodos de regressio disponiveis ndo forem aplicdveis aos dados existentes, as estimativas da
EC,, e os respetivos intervalos de confianca podem também obter-se utilizando uma interpolagdo linear com
bootstrapping (17).

63. Para a estimativa da LOEC e, portanto, da NOEC, ¢é necessario comparar as médias dos recipientes expostos
utilizando técnicas de andlise da varidncia (ANOVA). A média para cada concentragio deve entdo ser
comparada com a média observada nos controlos, utilizando um método adequado de comparagio mdltipla
ou de andlise de tendéncias. Os testes de Dunnett ou de Williams (18) (19) (20) (21) podem ser tteis para o
efeito. E necessario verificar se se cumpre o pressuposto de homogeneidade da variancia das anilises ANOVA.
Essa verificagdo pode ser realizada graficamente ou por um teste formal (22). Os testes de Levene ou de Bartlett
sdo adequados neste contexto. O problema colocado pelo incumprimento do pressuposto de homogeneidade
das variancias pode, por vezes, ser corrigido através da transformacio logaritmica dos dados. Caso a heteroge-
neidade das varidncias seja extrema e ndo possa ser corrigida por transformacdo, deve ser considerada a
possibilidade de utilizar métodos de andlise das tendéncias como, por exemplo, o método degressivo de
Jonkheere. Para mais orientacdes sobre a determinacio da NOEC, consultar a referéncia (16).

64. Os dados cientificos mais recentes recomendam o abandono do conceito de NOEC, que deve ser substituido
pela estimativa dos valores de EC, por regressdo. Em relagdo ao presente ensaio com Lemna, ndo foi definido
nenhum valor ideal para o x. Contudo, a gama de 10 % a 20 % afigura-se adequada (em fungdo da varidvel de
resposta escolhida), devendo ser comunicados, de preferéncia, tanto os valores de EC,, como de EC,,,.

Relatério

65. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:
— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas, incluindo o limite de hidrossolubilidade;

— dados de identificacio quimica (por exemplo, nimero CAS) e grau de pureza (eventual presenca de
impurezas).
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Espécies sujeitas a ensaio:

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

Condigbes de realizagio dos ensaios:

— procedimento de ensaio utilizado (estatico, semiestatico ou continuo);
— data de inicio do ensaio e respetiva duracio;

— meio de ensaio;

— descricio do método experimental: recipientes e coberturas utilizados no ensaio, volumes das solugdes,
nimero de colénias e de frondes em cada recipiente de ensaio, no inicio do mesmo;

— concentragdes de ensaio (nominais ou medidas, conforme o caso) e niimero de replicados por
concentragao;

— métodos de preparagdo das solugdes de reserva e de ensaio, incluindo a eventual utilizacdo 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 do produto quimico em estudo e respetivo método de andlise, juntamente com os dados
adequados a avaliagio da qualidade do método (estudos de validagdo, desvios-padrio ou limites de

confianca das andlises);

— métodos utilizados para a determina¢do do nimero de frondes ou de outras varidveis de medigdo, 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: ntimero de frondes e outras varidveis de medi¢io em cada recipiente de ensaio e de controlo,
para cada momento de amostragem, e momento de realizagdo da andlise;

— médias e desvios-padrdo para cada varidvel de medigio;

— curvas de crescimento para cada concentracdo (recomenda-se a transformacio logaritmica da varidvel de
medigdo — ver ponto 55);

— tempo de duplicacdo/ taxa de crescimento dos controlos, com base no niimero de frondes;

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

— representagdo grafica da relacdo concentracio/efeito;
— estimativas de pardmetros de toxicidade para as varidveis de resposta (por exemplo, ECy,, EC,,, EC,,) € 0s
intervalos de confianca associados. Se forem calculados, valores da LOEC efou da NOEC e métodos

estatisticos utilizados para a respetiva determinagio;

— caso tenha sido efetuada uma andlise ANOVA, dimensdo do efeito detetado (por exemplo, diferengas menos
significativas);

— estimulacdo do crescimento eventualmente verificada em qualquer dos grupos expostos;
— sinais visuais de fitotoxicidade, bem como quaisquer observagdes em relacdo as solugdes de ensaio;

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia nos resultados do ensaio decorrente de alteragdes
do presente método de ensaio.
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Apéndice 1

Definicdes
Para efeitos do presente método de ensaio, utilizam-se as seguintes definicGes e abreviaturas:

Biomassa: peso seco da matéria viva presente numa populacdo. No presente ensaio, utilizam-se algumas formas
alternativas de medicio da biomassa, como o nimero ou a drea das frondes, sendo o termo “biomassa” utilizado
também para essas medicdes alternativas.

Produto quimico: substincia ou mistura.
Clorose: amarelecimento do tecido das frondes.

Clone: organismo ou célula obtido a partir de um tnico individuo por reproducio assexuada. Os individuos de um
mesmo clone sdo, portanto, geneticamente idénticos.

Colonia: agregado de frondes (geralmente 2 a 4) progenitoras e descendentes, ligadas entre si. As col6nias sdo por
vezes designadas por “planta”.

EC_: concentragdo do produto quimico em estudo que, dissolvida no meio de ensaio, resulta numa redugdo de x %
(por exemplo, 50 %) do crescimento da Lemna, ap6s um determinado periodo de exposi¢do (que deve ser explici-
tamente 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, utiliza-se o simbolo “E,C” no primeiro
caso e o simbolo “EC” no segundo, seguidos da designacdo da varidvel de medicao utilizada: por exemplo, E,C
(ntimero de frondes).

Ensaio em continuo: ensaio em que a solugdo em estudo é continuamente substituida.

Fronde: estrutura individual/inica, em forma de “folha”, de um espécime de lentilha-d’dgua. Trata-se da menor
unidade, ou seja, individuo, capaz de reprodugio.

Giba: fronde que apresenta um aspeto irregular ou inchado.

Crescimento: aumento da varidvel de medi¢do, que pode ser o niimero, o peso seco, o peso hiimido ou a drea das
frondes, ao longo do periodo de ensaio.

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

Menor concentracio com efeito observivel (LOEC): concentragio mais baixa a qual se observa que o produto
quimico em estudo tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) de reducdo do crescimento, quando
comparada com o controlo, para um determinado periodo de exposi¢do. No entanto, todas as concentracdes de
ensaio superiores & LOEC devem ter um efeito prejudicial igual ou superior ao verificado com a LOEC. Se estas duas
condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, deve fornecer-se uma explicagio circunstanciada sobre a forma como se
determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Varidvel de medigdo: qualquer tipo de varidvel que seja medida para permitir a determinagdo do ponto final do
ensaio, utilizando uma ou mais varidveis de resposta. No presente método, o niimero, a drea, o peso fresco e 0 peso
seco das frondes sdo varidveis de medicio.

Monocultura: cultura com uma tnica espécie de planta.
Necrose: tecido de fronde morto (ou seja, branco ou empapado em dgua).
Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): concentragdo de ensaio imediatamente inferior 4 LOEC.

Fenotipo: caracteristicas observaveis de um organismo, determinadas pela interagdo dos seus genes com o ambiente
em que vive.

Varidveis de resposta: varidveis de estimagio da toxicidade, derivadas de qualquer dos pardmetros 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¢io como o ndmero, a drea, o peso fresco ou o
peso seco das frondes.
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Ensaio semiestitico (com renovagdo): ensaio em que a solucdo de ensaio é periodicamente substituida, em
momentos especificos do ensaio.

Ensaio estdtico: método de ensaio durante o qual ndo hd renovagio da solugio de ensaio.
Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.

Ponto final do ensaio: descreve, em termos gerais, o fator que serd alterado pelo produto quimico em estudo, por
comparagdo com o controlo, e cuja identificacdo é o objetivo do ensaio. No presente método, o ponto final é a
inibicdo do crescimento, que pode ser expressa por diferentes varidveis de resposta, baseadas em uma ou mais
varidveis de medigdo.

Meio de ensaio: meio sintético completo de crescimento em que as plantas de ensaio sdo cultivadas quando
expostas ao produto quimico em estudo. Em geral, o produto quimico em estudo é dissolvido no meio de ensaio.

Rendimento: valor de uma varidvel de medicdo que exprime a diferenga entre a biomassa no final do periodo de
exposi¢do e o valor dessa varidvel de medi¢do no inicio do periodo de exposi¢do.
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Apéndice 2

Descrigdo de Lemna spp.

A planta aqudtica que tem o nome comum de lentilha-d’dgua, Lemna spp., pertence a familia Lemnaceae, composta
por quatro géneros, com espécies distribuidas por todo o mundo. As suas diferentes formas e taxonomia ji foram
descritas de forma exaustiva (1) (2). A Lemna gibba e a L. minor sdo espécies representativas das zonas temperadas,
muito utilizadas em ensaios de toxicidade. Ambas as espécies apresentam um caule discoide (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 reprodugdo garantida pela produgido vegetativa de novas frondes (3). Em comparagio com
as 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 reproducio assexuada e o curto
tempo de duplicagdo das Lemna fazem com que estas plantas sejam muito utilizadas em ensaios de laboratério (4)

(5).

Devido a variacdes de sensibilidade, provavelmente interespecificas, s sdo vélidas as comparagdes de sensibilidade
no seio de uma mesma espécie.

Exemplos de espécies de Lemna que jé 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 aequinoc-
tialis 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. J. phys. Chem., 29: 935-941.

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., “Public draft”. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de linhibition de la
croissance de Lemna minor. 10pp.

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

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 (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., “Public draft”. EPA 712-C-96-156. 8pp.

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).
Ecotoxicol. 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 de espécies do género 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
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North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
UNITED STATES

phone 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91

STOCKHOLM

SWEDEN

Tel: +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)
FG1II 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

GERMANY

e-mail: lemna@uba.de
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Apéndice 3

Conservacido das culturas de reserva

As culturas de reserva podem ser conservadas a baixa temperatura (4-10 °C) por longos periodos, sem que seja
necessério proceder a sua transferéncia periédica. O meio de cultura 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, varias plantas jovens, verdes claras, sio removidas e novamente cultivadas, através de uma técnica
assética, em recipientes com meio fresco. Nas condi¢des de baixa temperatura sugeridas no presente método, a
transferéncia das culturas pode ser feita a intervalos até trés meses.

Devem utilizar-se recipientes de cultura quimicamente limpos (lavados com d4cido) e estéreis e técnicas de
manuseamento em condigdes de assepsia. Em caso de contaminagdo da cultura de reserva (por exemplo, por algas
ou fungos), é necessdrio tomar 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 contaminada e cortam-se as raizes. O material é em seguida vigorosamente agitado em dgua limpa e
mergulhado numa solugdo a 0,5 % (v/v) de hipoclorito de sédio por um periodo de 30 segundos a 5 minutos. O
material vegetal é depois lavado com dgua esterilizada e transferido para uma série de recipientes de cultura com
meio de cultura fresco. Muitas frondes acabam por morrer devido a este tratamento, principalmente se os periodos
de exposi¢do forem mais longos, mas algumas sobrevivem e ficam normalmente isentas de contaminagdo. As
frondes sobreviventes podem entédo ser utilizadas para reinocular novas culturas.
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Apéndice 4

Meios

Existem diversos meios de cultura recomendados para L. minor e L. gibba. Para a L. minor, o meio recomendado é o
Swedish Standard (SIS) modificado, enquanto para a L. gibba o meio recomendado é o 20X AAP. A composi¢io de
ambos os meios ¢ apresentada a seguir. Para a preparagdo destes meios, devem utilizar-se reagentes e produtos
quimicos de qualidade analitica e dgua desionizada.

Meio de crescimento Swedish Standard (SIS) para Lemna

— As solugdes de reserva I a V sdo esterilizadas em autoclave (120 °C, 15 minutos) ou por filtragio 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
soluces ndo devem ser esterilizadas em autoclave,

— As solugdes de reserva esterilizadas devem ser armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz. As solugdes I a V
devem ser descartadas ao fim de seis meses, enquanto as solucdes VI e (opcionalmente) VII tém um periodo de
conservacgio de um meés.

50151950 Concentracdo na Concentra¢do no
¢ Substéncia solucdo de reserva | meio preparado Meio preparado
@) (mg)
Elemento Concentrac¢do
(mg/)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, 7H,0 15 75 Mg; S 7,4; 9,8
11 CaCl, 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8, 17,5
I\% Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl,. 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO,. 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO,. 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO,. 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,),. 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl,. 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 — —
VII MOPS (tampao) 490 490 — —
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Para preparar um litro de meio SIS, adicionar o seguinte a 900 ml de dgua desionizada:
— 10 ml da solucio de reserva I,

— 5 ml da solugdo de reserva II,

— 5 ml da solu¢do de reserva III,

— 5 ml da solugdo de reserva IV,

— 1 ml da solugdo 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 necessiria para o estudo de determinados produtos
quimicos (ver ponto 11).

Ajustar o pH a 6,5 £ 0,2 com HCl ou NaOH 0,1 mol ou 1,0 mol, completando o volume até 1 litro com dgua
desionizada.

Meio de crescimento 20X-AAP
As solugdes de reserva sdo preparadas com adgua esterilizada ou desionizada.

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

Para 0 meio 20X-AAP, preparam-se cinco solucdes de reserva de nutrientes (A1, A2, A3, B e C), utilizando produtos
quimicos de qualidade analitica. Para produzir o meio de cultura, adicionar 20 ml de cada solugdo 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 mol ou 1,0 mol,
completando o volume até 1 litro com dgua desionizada. O meio assim obtido ¢é filtrado para um recipiente
esterilizado, através de uma membrana com didmetro de poro aproximado de 0,2 pum.

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

501:11550 Concentracdao na Concentracao no
reserva Substancia solugdo de reserva | meio preparado Meio preparado
o & ¢) (mg/1) (*)
Concentragao
Elemento (mg/) (9
Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Mg(Cl,.6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,.2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO,.7H,0 15 290 N 38,22
A3 K,HPO,.3H,.0 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
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Solélegéo ' Concentracdo na Con_centragﬁo no .
reserva Substéncia solucdo de reserva | meio preparado Meio preparado
o g ) (mgl) ()
Hemento Concentracio
(mgf) ()
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mn(Cl,-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 - -
Zn(], 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
Co(l,.6H,0 1,4 mgl 29 ugfl Co 7,1 pgl
Na,Mo0O,.2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CuCl,.2H,0 0,012 mg/l 0,24 ng/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(*) Excepto nos casos assinalados

Nota: A concentragdo final teoricamente adequada de bicarbonato (que evita qualquer variago significativa do pH) é de 15 mg/l, e
ndo de 300 mg/l. Contudo, a utilizagdo habitual do meio 20X-AAP, nomeadamente no estudo interlaboratorial comparativo
para o presente método, baseia-se numa concentragdo 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. RED Technical Report EMA 003. WRc

plc — Environment Agency].

Meio de STEINBERG (derivado do método ISO 20079)

Concentracdes e solugdes de reserva

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

Para a preparacio do meio, devem utilizar-se reagentes e produtos quimicos de qualidade analitica e dgua

desionizada.

Preparar o meio nutriente a partir das solu¢des de reserva ou do meio 10 vezes mais concentrado, que é a mixima
concentragdo que se pode obter sem que ocorra precipitagdo.

Quadro 1

Meio de Steinberg com pH estabilizado (modificado segundo Altenburger)

Componente Meio nutriente
Macroelementos Peso molar 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
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Componente Meio nutriente
Microelementos Peso molar g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 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 (di-hidrato dissddico) 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, 4,5
K,HPO, 0,63
Solugdo de reserva 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Solugdo de reserva 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Quadro 3
Solucdes de reserva (microelementos)
2. Microelementos (1 000 vezes mais concentrados) mg|l
Solu¢do de reserva 4:
H,BO, 120,0
Solu¢do de reserva 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Solu¢do de reserva 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Microelementos (1 000 vezes mais concentrados) mg|l

Solucdo de reserva 7:

MnCl,4H,0 180,0

Solu¢do de reserva 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA (di-hidrato diss6dico) 1 500,00

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

— Para aumentar o periodo de conservagio, tratar as solucdes em autoclave a 121 °C durante 20 minutos ou, em
alternativa, esterilizar por filtracio através de membrana (0,2 pum). Para a solucdo de reserva 8, recomenda-se
vivamente a esteriliza¢do por filtracdo (0,2 pm).

Preparacdo da concentragdo final do meio de STEINBERG (modificado)

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

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

— O pH deve ser de 5,5 + 0,2 (ajustar por adicdo de um volume t3o pequeno quanto possivel de solu¢do de NaOH
ou de HCI).

— Completar com dgua até 1 000 ml.

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

Preparagdo do meio de STEINBERG (modificado) 10 vezes concentrado, para armazenamento temporario

— Juntar 20 ml das solu¢des de reserva 1, 2 e 3 (ver quadro 2) a cerca de 30 ml de dgua para evitar a precipitacio.
— Juntar 1,0 ml das solugdes de reserva 4, 5, 6, 7 e 8 (ver 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 solugdo de reserva 8 deve ser acrescentada
depois do tratamento em autoclave (a 121 °C durante 20 min).

— O pH do meio (concentragdo final) deve ser de 5,5 £ 0,2.»

(6) Sdo aditados os seguintes capitulos C.31 a C.46:

«C.31. ENSAIO COM PLANTAS TERRESTRES: PROTOCOLO PARA O DESENVOLVIMENTO DE
PLANTULAS A PARTIR DE SEMENTES

INTRODUCAO

1. O presente protocolo é equivalente ao Test Guideline (TG) 208 (2006) da OCDE. Os protocolos sdo periodi-
camente revistos a luz dos dltimos progressos cientificos e dos resultados obtidos na aplicacdo de protocolos
anteriores. Este melhoramento considera os potenciais efeitos da adi¢do de produtos quimicos na germinagdo
de sementes e no desenvolvimento de plantulas. Como tal, ndo tem em conta os efeitos crénicos ou os efeitos
na reprodugdo (isto ¢, a produgio de sementes, a formacio de flores, a maturagdo dos frutos). E necessdrio ter
em conta a exposi¢do ao produto quimico e as propriedades deste, de modo a assegurar que o método pratico
escolhido é o mais adequado (por exemplo, quando se utilizam metais/compostos de metais deve ponderar-se o
efeitos do pH, bem como da carga i6nica associada) (1). O protocolo ndo ¢ aplicdvel a plantas expostas a
produtos quimicos vaporizados. Aplica-se a generalidade dos produtos quimicos, biocidas e produtos para a
protegdo de culturas para a alimentagdo (conhecidos, também, por pesticidas). Foi desenvolvido com base em
protocolos ja estabelecidos (2) (3) (4) (5) (6) (7), tendo sido tomadas em conta outras referéncias pertinentes
para ensaios com plantas (8) (9) (10). As defini¢des utilizadas figuram no apéndice 1.
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PRINCIPIO DO ENSAIO

2. O presente protocolo avalia os efeitos no desenvolvimento das plantulas e nos primeiros estidios de
crescimento das plantas superiores quando expostas ao produto quimico em estudo no solo (ou qualquer outra
matriz). As sementes sdo colocadas em contacto com o solo impregnado com o produto quimico, sendo
avaliados os efeitos deste durante 14 a 21 dias apds a germinagdo de 50 % das sementes no solo-controlo. Os
parametros determinados sdo a germinagdo observada visualmente, o peso seco dos rebentos (ou, em
alternativa, o peso fresco dos rebentos) e, em alguns casos, o comprimento dos rebentos, bem como os efeitos
nefastos nocivos observados visualmente nas diversas partes da planta. Estas medi¢des e observagdes sio
depois comparadas com o solo-controlo.

3. Consoante a via de exposicdo escolhida, o produto quimico pode ser incorporado no solo (ou, eventualmente,
numa matriz de solo artificial) ou aplicado a superficie, a qual representa efetivamente a via de exposicdo ao
produto. A incorporagdo no solo é realizada em bloco. Depois da aplicacdo, o solo é colocado em vasos e as
sementes da espécie estudada sdo semeadas. A aplicacdo do produto quimico é realizada a superficie do solo,
ap6s a introdugdo das sementes. As unidades de ensaio (controlos e solos impregnados, com as sementes) sdo
depois colocadas em condi¢des adequadas a germinagdo ou ao crescimento das plantas.

4. O protocolo pode ser utilizado para determinar a resposta ao longo do tempo a uma determinada dosagem ou
a uma Unica concentra¢io/dose como limite de tolerdncia, em funcdo do objetivo do estudo. Se os resultados
obtidos a partir de uma tnica concentragio/dose excederem um certo nivel de toxicidade (ou seja, se os efeitos
observados forem superiores a uma determinada percentagem), é realizado um teste rdpido para determinar os
limites superiores e inferiores de toxicidade e, em seguida, é realizado um ensaio de determina¢io da gama de
concentragdes de modo a determinar a resposta a dosagem. Recorre-se a uma andlise estatistica apropriada
para obter a concentragio ECx ou a dose com efeitos, EDx (EC,,, ED,,, EC,,, ED(). A concentragio sem efeitos
observaveis (NOEC) e a menor concentragio com efeito (LOEC) podem igualmente ser determinadas com este
ensaio.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

5. As informagdes que se seguem sdo tteis na identificacdo da via de exposicdo esperada para o produto quimico
em estudo, devendo ser tomadas em conta para estabelecer o protocolo: féormula estrutural, pureza,
solubilidade em d4gua, solubilidade em solventes organicos, coeficiente de particdo 1-octanolfdgua, compor-
tamento da absor¢do do solo, pressio de vapor de dgua, estabilidade quimica em dgua e a luz e biodegradagio.

VALIDAGAO DO ENSAIO

6. Para que o protocolo seja considerado vilido, o solo-controlo deverd satisfazer os seguintes critérios:
— a emergeéncia das sementes tem de ser na ordem dos 70 %;

— as plantulas nio podem exibir efeitos tdxicos visiveis (ou seja, clorose, necrose, murchiddo e alteragdes
morfolégicas nas folhas e nos peciolos). As plantas s6 devem apresentar variagdes normais de crescimento
e de morfologia, no contexto da espécie em causa;

— as plantulas tém de apresentar, em média, pelo menos, 90 % de taxa de sobrevivéncia durante o estudo em
questdo;

— as condi¢bes ambientais para uma dada espécie tém de ser idénticas e os meios de cultura experimentados
devem ter quantidades iguais de solo, de meio de cultura ou de substrato a partir da mesma fonte.

PRODUTO QUIMICO DE REFERENCIA

7. O produto quimico de referéncia deve ser experimentado a intervalos regulares, para avaliar a validade do
protocolo e a resposta das plantas em estudo, bem como para verificar que as condi¢des experimentais ndo se
alteraram significativamente ao longo do tempo. Em alternativa, podem ser utilizados dados de crescimento e
medidas de biomassa do controlo obtidos por pesquisa bibliografica para avaliar a validade do protocolo, que
podem também ser utilizados como medida de controlo de qualidade no préprio laboratério onde se realiza o
estudo.
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DESCRICAO DO METODO

Solo natural — Substrato artificial

8.  As plantas podem crescer em vasos utilizando um solo limoso-arenoso, arenoso-limoso ou limoso-arenoso-
-argiloso que contenha até 1,5 % de carbono organico (aproximadamente 3 % da matéria organica). Pode
utilizar-se um solo comercial ou misturas de solo sintéticas que contenham até 1,5 % de carbono organico.
Nio devem ser utilizados solos argilosos se o produto quimico em estudo tiver uma elevada afinidade para as
argilas. O solo natural deve ser crivado até se obterem particulas de 2 mm, com vista a uniformizd-lo e
remover as particulas de maiores dimensdes (> 2 mm). Devem registar-se as caracteristicas do solo final no que
se refere ao seu tipo e textura, a percentagem de carbono orgénico, ao pH e ao teor de sais como medida da
condutividade. O solo deve ser classificado de acordo com a classificacio geral de solos (11). Pode ser
pasteurizado ou esterilizado por calor para reduzir o efeito de eventuais agentes patogénicos presentes.

9. A utilizacdo de solo natural pode dificultar a interpretacio dos resultados e aumentar a variabilidade devido a
alteragdo das propriedades fisico-quimicas e das populagdes microbianas. Estas varidveis alteram a capacidade
de retencdo da dgua, a capacidade de troca idnica, o arejamento e o teor de nutrientes e de elementos vestigiais.
Para além da variagdo destes fatores fisicos, haverd também altera¢des das propriedades quimicas como o pH e
o potencial redox, o qual pode afetar a biodisponibilidade do produto quimico experimentado (12) (13) (14).

10. Em geral, os substratos artificiais ndo sdo utilizados no ensaio de produtos para protegdo de plantas cultivadas,
mas podem ser utilizados para testar produtos quimicos em geral ou quando se pretende minimizar a variabi-
lidade de solos naturais e aumentar a reprodutibilidade dos resultados. Os substratos utilizados devem ser
constituidos por materiais inertes que minimizem a interagdo com o produto quimico experimentado, o
solvente utilizado ou ambos. As particulas de areia de quartzo lavadas com d4cido, a 1 mineral e as esferas de
vidro (0,35 a 0,85 mm de didmetro) sio consideradas materiais inertes que minimizam a absor¢do do produto
quimico (15), assegurando a total disponibilidade deste para ser absorvido pela raiz e participar no desenvol-
vimento das plantulas. Os substratos indesejaveis incluem a vermiculite, a pertite ou outros materiais muito
absorventes. Os nutrientes para o crescimento das plantas devem ser adicionados de modo a evitar o stress das
plantas devido a deficiéncias nutricionais, o que se pode verificar por andlise quimica ou pelo comportamento
das plantas do controlo.

Critérios de selecio das espécies

11. As espécies selecionadas devem escolhidas aleatoriamente, isto é, tendo em conta a sua diversidade taxonémica
no reino vegetal, a sua distribui¢do, abundancia, caracteristicas especificas do ciclo de vida e a regido da sua
ocorréncia natural (8) (10) (16) (17) (18) (19) (20). Na selecio das espécies, hd que atender as seguintes caracte-
risticas:

— as espécies devem ter sementes uniformes que estejam disponiveis a partir de uma fonte de sementes
credivel e que tenham um comportamento consistente, fidvel, possam germinar e apresentem um
crescimento consistente das plantulas;

— a planta em estudo deve poder ser testada em laboratério e oferecer resultados fidveis e reprodutiveis
durante as condigdes experimentais;

— a sensibilidade da espécie em estudo ao produto quimico deve ser compativel com as respostas das plantas
dadas na natureza;

— as espécies devem ter sido utilizadas regularmente em protocolos de toxicidade e utilizadas para isso
mesmo — por exemplo, para ensaios com herbicidas, estudos com metais pesados, estudos de salinidade
ou de stress com minerais ou estudos de alelopatia que indiquem possuirem sensibilidade para uma gama
alargada de elementos de stress;

— as espécies tém de ser compativeis com as condi¢des de crescimento experimentadas;
— as espécies tém de satisfazer os critérios de validagdo do protocolo.

O apéndice 2 lista as espécies mais utilizadas neste protocolo; o apéndice 3 listada as espécies ndo cultivadas.
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12. O nimero de espécies a testar é dependente das condi¢Bes requeridas e, por isso, ndo é especifico do presente
protocolo.

Aplicagio do produto quimico em estudo

13. O produto quimico deve ser dissolvido no solvente adequado (por exemplo, dgua, acetona, etanol, polietileno-
glicol, goma ardbica, areia). Podem também utilizar-se misturas (compostos ou férmulas conhecidas) que
contenham outros elementos e alguns coadjuvantes.

Incorporagdo no solo ou num substrato artificial

14. Os produtos quimicos soliiveis em dgua podem ser dissolvidos nesta; a solugdo final é misturada com o solo
por meio de um misturador. Este tipo de protocolo é, em geral, adequado quando a exposi¢cdo ao produto
quimico se faz através do solo ou de solo poroso e isso é importante para a absor¢do pela raiz. A capacidade
de absor¢do do solo ndo deve ser excedida ao adicionar-se o produto quimico. O volume de dgua adicionado
deve ser igual para todos os tratamentos, mas deve ser limitado de forma a evitar a formacio de aglomerados
no solo.

15. Os produtos quimicos com baixa solubilidade na dgua devem ser dissolvidos num solvente voldtil adequado
(por exemplo, acetona, etanol) e misturados com areia. O solvente pode depois ser removido borbulhando ar
enquanto se remexe a areia. A areia tratada é misturada com o solo a utilizar. £ necessirio um segundo
controlo que contenha apenas areia e solvente. S3o adicionadas quantidades iguais de areia, com ou sem
solvente, a todos os tratamentos e ao segundo controlo. No caso de produtos quimicos sdlidos e insoliiveis, o
solo seco e o produto quimico sdo misturados num misturador. Em seguida, o solo é colocado nos vasos e as
sementes semeadas imediatamente.

16. Quando é utilizado um substrato artificial em vez de solo, os produtos quimicos soldveis em dgua devem ser
adicionados a solugdo de nutrientes antes do inicio do ensaio. Os produtos quimicos insoliveis em dgua, mas
que podem ficar em suspensdo por recurso a um solvente apropriado, devem ser adicionados com este a
solucdo de nutrientes. Os produtos quimicos insoliveis em dgua para os quais ndo existe um solvente nio
téxico solivel em dgua, devem ser dissolvidos no solvente organico apropriado. A solu¢do é misturada com
areia ou esferas de vidro, colocada num aparelho de vicuo e evaporada, deixando um revestimento na areia ou
nas esferas. Uma por¢do conhecida de esferas deve ser retirada com o mesmo solvente organico e o produto
quimico analisado antes de serem colocadas nos vasos.

Aplicagdo a superficie

17. Para a generalidade dos produtos para protecdo de plantas cultivadas, o método que consiste em espalhar a
solugdo na superficie do solo é comumente utilizado em tratamentos quimicos. Todos os equipamentos
utilizados no ensaio, incluindo os equipamentos utilizados na preparacio e adi¢do do produto quimico, devem
ser preparados e concebidos de forma a assegurar a reprodutibilidade efetiva do ensaio. A cobertura deve ser
uniforme ao longo de toda a superficie. Devem tomar-se cuidados para evitar que o produto quimico fique
retido ou reaja com o equipamento utilizado (p. ex., vasos de plastico e produtos quimicos lipdfilos ou
materiais inox). O produto quimico é espalhado a superficie do solo de forma a simular a aplicacdo por
pulverizagdo. Geralmente, o volume aplicado deve ser o que se utiliza na agricultura, devendo ficar registado
em pormenor (quantidade de dgua, etc.). Devem utilizar-se terminagdes em bico para assegurar a cobertura
uniforme de toda a superficie. Se forem utilizados solventes e transportadores, deve preparar-se um segundo
grupo de controlos, nos quais s6 ¢ aplicado o solvente ou transportador. Tal ndo é necessirio para a
generalidade dos produtos para protecdo de plantas cultivadas experimentados como formulagdes.

Verificagdo da concentragdo ou dose de produto quimico a aplicar

18. As concentragdes/doses de aplicagdo devem ser confirmadas por uma andlise adequada. No que respeita aos
produtos quimicos soltveis em dgua, a verificagdo de todas as concentragdes/doses experimentadas pode ser
confirmada pela andlise da solugdo com a concentragio mais elevada utilizada durante o ensaio, tendo em
conta as dilui¢des utilizadas e o eventual recurso a equipamentos de aplicacio calibrados (material de vidro e
outros equipamentos calibrados). No caso dos produtos quimicos insoliveis, a verificagdo pode ser assegurada
pelo peso do produto adicionado ao solo. Se for pedida a homogeneizagio do solo utilizado, pode ser
necessdria uma andlise do solo.
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PROCEDIMENTO
Planeamento do ensaio

19. As sementes de uma dada espécie sdo colocadas nos vasos. O niimero de sementes semeadas por vaso depende
da espécie, das dimensdes do vaso e da duragio do ensaio. O nimero de plantas por vaso deve proporcionar o
crescimento normal das mesmas nas condi¢des experimentais utilizadas e evitar a sobrelotagdo no periodo
experimental. O madximo de sementes por vaso deve ser de 3-10 por 100 cm?, em fun¢do do tamanho das
mesmas. Como exemplo, uma a duas sementes de milho, soja, tomate, pepino ou beterraba por cada 15 cm; 3
plantas de ervilha ou de colza por cada 15 cm e 5 a 10 de cebola, trigo ou outras sementes pequenas por cada
15 c¢m, é o recomendado. O niimero de sementes e de replicados (o replicado é definido como um vaso, pelo
que as plantas colocadas no mesmo vaso ndo sio consideradas replicados) deve ser adequado a anélise
estatistica (21). A variabilidade é maior para as espécies que apresentem sementes maiores por vaso (replicado),
quando comparada com as espécies com sementes mais pequenas €, por isso, apresentem mais sementes por
vaso. Esta variabilidade pode ser minimizada colocando o mesmo nimero de sementes em cada vaso.

20. Recorre-se aos controlos para estabelecer se os efeitos observados estdo associados, tinica e exclusivamente, ao
produto quimico em estudo. Os controlos devem ser exatamente iguais aos vasos experimentais, exceto no que
se refere a presenga do produto quimico em estudo. Para um dado protocolo, todas as plantas experimentadas
— inclusive os controlos — devem ter a mesma origem. Para evitar resultados tendenciosos, é necessaria uma
distribui¢do aleatdria de todos os vasos, inclusive dos controlos.

21. Deve evitar-se a utilizacio de sementes tratadas (revestidas por um inseticida ou fungicida). No entanto,
algumas autoridades reguladoras permitem a utilizacdo de certos fungicidas ndo-sistémicos, como, p. ex., a
captana e o tirame (22). Se as sementes apresentarem agentes patogénicos, devem ser lavadas com uma solugdo
diluida de hipoclorito de s6dio a 5 % e, depois, abundantemente, com dgua corrente, e secas. Ndo é permitido
qualquer tratamento com outro produto para protecio de plantas cultivadas.

Condigdes experimentais

22. As condi¢Bes experimentais devem ser proximas das condi¢Oes necessirias ao bom crescimento das espécies e
variedades experimentadas (o apéndice 4 apresenta exemplos destas condi¢des). As plantas devem ser mantidas
em boas condi¢des de horticultura, em cdmaras com condi¢des controladas, fitoclimas ou estufas. Esta pratica
inclui, geralmente, o controlo didrio das condi¢des programadas, o registo da temperatura, humidade, a
concentragio de didxido de carbono, a luz (intensidade, comprimento de onda, radiagdo fotossinteticamente
ativa), o fotoperiodo, etc., de forma a assegurar um bom crescimento das plantas, comprovado pelo
crescimento observado nas plantas do controlo. As temperaturas nas estufas devem ser controladas por
ventilagdo, aquecimento ou sistemas de arrefecimento. As seguintes condi¢des sdo geralmente recomendadas
para ensaios em estufas:

— temperatura: 22 °C = 10 °C;
— humidade: 70 % £ 25 %;
— fotoperiodo: minimo 16 horas de luz;

— intensidade luminosa: 350 + 50 pE/m2/s. Serd necessdria iluminagdo adicional se a intensidade luminosa
descer abaixo dos 200 pE/m?[s, o comprimento de onda deve estar entre os 400-700 nm, exceto para
certas espécies cujas necessidades sio menores.

As condigdes ambientais devem ser monitorizadas e registadas durante todo o estudo. As plantas devem
crescer em vasos de pldstico que ndo sejam porosos, com um prato por baixo. Os vasos devem ser reposi-
cionados periodicamente para minimizar a variabilidade no crescimento das plantas (devido as diferencas nas
condi¢des experimentais no respeitante ao crescimento). Os vasos devem ser grandes, com dimensdes
suficientes para permitir um crescimento normal.

23. Podem ser adicionados nutrientes ao solo de forma a manter um bom crescimento. A necessidade e o
momento da adi¢do dos nutrientes devem ser avaliados pela observacio das plantas do controlo. Recomenda-
-se regar a base dos vasos (por exemplo, utilizando fibra de vidro). No entanto, pode efetuar-se uma lavagem
inicial para estimular a germinagdo das sementes, e quando o produto quimico for aplicado a superficie do
solo, para facilitar a sua absorcio.
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24, As condicdes de crescimento devem ser especificas das espécies em estudo e do produto quimico. O controlo e
as plantas tratadas devem ser mantidos nas mesmas condi¢des ambientais; contudo, devem tomar-se medidas
para evitar interferéncias (p. ex., por meio dos compostos voldteis) entre os diferentes tratamentos e o controlo.

Ensaio com uma tinica concentragdo/dose

25. De forma a determinar as concentragdes adequadas do produto quimico para realizar um teste com uma tnica
concentragio ou dose (limite de dosagem), importa ter em conta um certo nimero de fatores. Para a maioria
parte dos produtos quimicos, esses fatores incluem as propriedades fisico-quimicas. No que respeita a
generalidade dos produtos para protecio de plantas cultivadas, devem ter-se em conta as propriedades fisico-
-quimicas dos produtos e o seu uso em tratamentos quimicos, a sua mdxima concentra¢io ou taxa de
aplicacdo, o nimero de aplicagdes por estagdio do ano efou a sua persisténcia/permanéncia no solo. Para
determinar se um produto quimico qualquer possui propriedades fitotoxicas, pode ser apropriado testd-lo
numa concentra¢do maxima de 1 000 mg/kg de solo seco.

Ensaio de determinagio da gama de concentragdes

26. Quando necessdrio, pode ser realizado um teste de determinacdo da gama de concentra¢des para obter um
intervalo de concentracdes/doses a utilizar no ensaio. Neste teste, as concentracdes experimentadas devem ser
bastante alargadas (por exemplo, 0,1, 1,0,10, 100 e 1 000 mg/kg de solo seco). No respeitante aos produtos
para protegdo de plantas cultivadas, as concentra¢des/dose podem basear-se nas concentragdes médximas ou
recomendadas ou nas doses de aplicacdo, por exemplo, 1/100, 1/10, 1/1 da concentragdo méxima/
[recomendada ou da dose de aplicagio.

Ensaio com vdrias concentragbes/doses

27. O objetivo de um estudo com vdrias concentragdes/doses consiste em estabelecer a relagdo entre a dosagem e a
resposta e determinar a ECx ou a EDx, um valor para a germinagdo, biomassa efou efeitos observaveis
comparados com os controlos, como requerido pelas autoridades competentes.

28. O numero e o intervalo entre as concentragdes ou quantidades devem ser suficientes para produzir uma
resposta adequada, estabelecer uma equagio de regressio e estimar a ECx e a EDx. As concentragdes/doses
selecionadas devem abranger os valores de ECx e EDx que se pretende determinar. Por exemplo, se se pretender
determinar uma EC,,, o ensaio deve abranger valores que assegurem 20 a 80 % de efeitos. O ndimero
recomendado de concentragdes/doses para tal é, pelo menos, 5, numa série geométrica, acrescido dos
controlos, com um fator de espagamento que ndo deve exceder 3. Para cada tratamento e controlo, o niimero
de replicados deve ser, pelo menos, 4 ¢ o nimero total de sementes, pelo menos, de 20. Para plantas com uma
taxa de germinagdo baixa ou condi¢des ambientais de crescimento muito varidveis, podem ser necessarios mais
replicados, de forma a aumentar a reprodutibilidade do tratamento estatistico. Se for necessdrio um grande
ntimero de concentragdes/doses, o niimero de replicados pode ser reduzido. Se se pretender estimar a NOEC,
sd0 necessarios mais replicados para fortalecer a reprodutibilidade do tratamento estatistico (23).

Observagdes

29. Durante o periodo de observacdo, isto é, 14 a 21 dias depois de 50 % das plantas do controlo (também do
controlo/solvente, for caso disso) terem germinado, as plantas sio observadas frequentemente — pelo menos,
uma vez por semana e, se possivel, diariamente -, para averiguar o desenvolvimento, os eventuais efeitos
fitotoxicos e a mortalidade. Para o fim da experiéncia, devem registar-se as medidas da por¢do germinada e da
biomassa das plantas sobreviventes, assim como os efeitos de alteracdo nas diferentes partes da planta. Estes
efeitos incluem anomalias na morfologia das plantulas, crescimento incompleto, clorose, descoloragdo,
mortalidade e efeitos no desenvolvimento da planta. A biomassa final pode ser medida utilizando o peso seco
das plantas sobreviventes, colhendo a parte aérea das plantas e secando-a até peso constante a 60 °C. A
biomassa final pode, também, ser calculada pelo peso fresco dos rebentos. O comprimento dos rebentos pode
também ser utilizado, se requerido pelas autoridades competentes. Para as alteragdes morfolégicas deve ser
utilizado um sistema uniforme de critérios que permita discernir os efeitos toxicos observados na planta. A
bibliografia (23) (24) apresenta exemplos de avalia¢des qualitativas e quantitativas.
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DADOS E RELATORIOS
Andlise estatistica
Ensaio com uma iinica concentragdo/dose

30. Os dados relativos a cada espécie devem ser analisados com um método estatistico adequado. Deve registar-se
o nivel do efeito para uma dada concentragdo/dose deve ser registado, bem como a auséncia de efeitos para
uma dada concentragdo/dose (p. ex., < x % de efeitos observados a uma concentragdo ou dose).

Ensaio com vdrias concentragdes/doses

31. A relagdo dose[resposta ¢ estabelecida por uma equagdo de regressdo. Pode recorrer-se a varios modelos: por
exemplo, para estimar a ECx ou a EDx (ou EC,,, ED,,, EC,,, EDy;) e os respetivos limites de confianca na
germinagdo, podem utilizar-se, entre outros, os seguintes métodos: dados quantitativos, modelos de varidvel
dependente bindria (logit ou probit), Weibull, Spearman-Karber. Para o crescimento das plantulas (peso e
comprimento), em que a ECx ou a EDx representam os estddios finais, os limites de confianca podem ser
estimados por recurso a um método de regressio adequado — p. ex., andlise de regressdo ndo linear de Bruce-
Versteeg (25). Sempre que possivel, R? deve ser 0,7 — ou maior — para as espécies mais sensiveis; as concen-
tragdes selecionadas devem produzir efeitos de 20 % a 80 %. Caso se pretenda estimar a NOEC, ¢ aconselhdvel
a aplicacdo de testes estatisticos mais complexos, a selecionar com base na distribui¢do dos dados (26).

Relatério do ensaio

32. O relatério deve apresentar os resultados do estudo efetuado, assim como uma descri¢io pormenorizada das
condigdes experimentais, uma discussdo dos resultados, a andlise dos dados e as conclusdes retiradas da andlise
realizada. Devem também apresentar-se um sumdrio em forma tabular e um resumo dos resultados. O
relatério deve incluir o seguinte:

Produto quimico em estudo:
— caracteriza¢do do produto quimico, suas propriedades mais relevantes (por exemplo, coeficiente de particdo
(log P_,), solubilidade em 4gua, pressio de vapor de dgua e informagdo sobre o seu comportamento e

presenca no meio ambiente, se disponivel);

— detalhes sobre a preparacdo da solugdo e verificagdo das concentragdes testadas, como especificado no
ponto 18.

Espécies:

— detalhes sobre o organismo selecionado: espéciefvariedade, familia a que pertence, nome comum e

cientifico e histéria da aquisi¢dio da semente de forma tdo detalhada quanto possivel (isto é, nome do
fornecedor, percentagem de germinacdo, dimensdes da semente, nimero do lote, ano da semente ou em
que altura do ano foi colhida, dados sobre a sua capacidade de germinagdo), viabilidade, etc.;

— nimero de espécies mono ou dicotiledéneas experimentadas;

— critérios de selegdo das espécies;

— descri¢do da forma de armazenamento, tratamento e manutengdo das sementes.

Condigdes de ensaio:

— equipamento experimental (cdmaras de crescimento, fitotrdes e estufas);

— descricdo das condicbes experimentais (p. ex., dimensdes e caracteristicas dos vasos e quantidades de solo);

— caracteristicas do solo: textura e tipo de solo: distribuicio das particulas do solo, classificacdo fisica e
propriedades quimicas, matéria orgdnica (em %), carbono organico (em %) e pH;

— forma de preparagio do solo/substrato (solo artificial, areia e outros);

— descricio do meio de cultura utilizado;
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— aplicacdo do produto quimico: descricio do método de aplicacdo, descricio do equipamento, dose e
volumes aplicados — incluindo a verificacio do produto quimico —, descricio do método de calibragio e
das condi¢des ambientais durante a aplicacdo;

— condi¢des de crescimento: intensidade luminosa (isto é, PAR, radiagio fotossinteticamente ativa),
fotoperiodo, temperaturas maxima e minima, método e esquema de rega, fertilizacdo;

— numero de sementes por vaso, nimero de plantas por dose, nimero de replicados (vasos) por concentracio
experimentada;

— tipo e niimero de controlos (controlo negativo/positivo, controlo do solvente se utilizado);

— duragio do ensaio.

Resultados:

— tabela de todos os extremos para cada replicado, concentracio/dose experimentada e espécies;
— numero e percentagem de plantas germinadas comparados com o controlo;

— medi¢des de biomassa (peso seco ou fresco dos rebentos) das plantas, expressa em percentagem relativa ao
controlo;

— comprimento dos rebentos das plantas, expressa em percentagem relativa ao controlo, se aplicdvel;

— percentagem das alteragdes morfoldgicas observaveis e uma descricio quantitativa e qualitativa das
alteragdes morfoldgicas (clorose, necrose, murchiddo, deformacdes das folhas e dos peciolos, assim como, a
auséncia de efeitos) provocadas pelo produto quimico, em comparagdo com o controlo;

— descricdo dos critérios e dos seus intervalos utilizados para qualificar os danos observados, se isso for
possivel;

— no caso dos ensaios com uma tinica concentracdo, deve apresentar-se a percentagem de dados observados;

— valores de EC_ ou ED_ (por exemplo, EC,,, ED,;, EC,,, ED;,) e seus limites de confianga. Quando se realiza

uma andlise de regressdo, apresentar o erro-padrio da equagdo de regressio e o erro-padrdo de cada
pardmetro individual (por exemplo, declive, ordenada na origem);

— valores de NOEC (e LOECQ), se calculados;

— descricdo dos métodos estatisticos e pressupostos utilizados;

— gréficos de dados e relacdo dose[resposta para as espécies testadas.

Devem também referir-se quaisquer desvios aos procedimentos descritos neste protocolo e alguma ocorréncia

anémala durante o ensaio.
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Apéndice 1

Definicdes

Ingrediente ativo (ou substincia ativa): material destinado a produzir um efeito bioldgico especifico (p. ex.,
combate aos insetos e as doengas das plantas, controlo das sementes na zona de tratamento); também designado por
ingrediente tecnicamente ativo ou substincia tecnicamente ativa.

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Produtos para protecio de plantas, ou produtos fitofarmacéuticos, ou pesticidas: produtos com uma
actividade bioldgica especifica, utilizados intencionalmente para proteger as culturas alimentares das pestes (p. ex.,
doencas provocadas por fungos, insectos e plantas competidoras).

EC, (concentracio com x % de efeitos) ou ER, (dose com x % de efeitos): concentracido ou dose que produz
uma alteracdo indesejdvel de x % no pardmetro-alvo do ensaio, relativamente ao controlo (p. ex., uma redugdo de
25 % ou de 50 % na germinacdo, no peso dos rebentos, no niimero de plantas presentes no final, ou um aumento
dos danos observados, constituem, respetivamente, uma EC,[ER,s ou EC, [ER,,).

Germinagdo: aparecimento dos cotilédones acima da superficie do solo.

Formulagdo: produto de formulagio comercial que contém a substincia ativa (ingrediente ativo); também
designado por preparagdo final (') ou produto para utilizacdo final.

LOEC (menor concentragio comnefeitos observados): concentra¢do mais baixa do produto quimico em estudo
a qual se observa um efeito. No presente ensaio, a concentracio correspondente & LOEC tem um efeito estatisti-
camente significativo (p < 0,05) num dado periodo de exposi¢do, comparativamente com o controlo, e ¢ mais
elevada que a NOEC.

Plantas ndo-alvo: plantas exteriores a zona-alvo. No caso dos produtos para protegio de plantas cultivadas
destinadas a alimentagdo, refere-se as plantas situadas fora da zona de tratamento.

NOEC (concentracio sem efeitos observados): concentragdo mais elevada do produto quimico em estudo a qual
ndo se observam efeitos. No presente ensaio, a concentragao correspondente 8 NOEC ndo produz efeitos estatisti-
camante significativos (p < 0,05), num dado periodo de exposi¢do, comparativamente com o controlo.

Fitotoxicidade: Desvios prejudiciais (medidos e por constatagio visual) a morfologia e ao crescimento normais da
planta em resposta a um determinado produto quimico.

Replicado: unidade experimental que representa o controlo efou os tratamentos. Nestes estudos, o vaso ¢ definido
como o replicado.

Avaliagio visual: classificacio das alteracbes visuais com base em observagdes da planta, vigor, malformagdes,
clorose, necrose e sua aparéncia geral, quando comparada com o controlo.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura testada pelo presente protocolo.

() Preparagio final: Formulagio que contém o produto quimico ativo (ingrediente ativo), vendida no comércio.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/85
Apéndice 2
Lista de espécies tradicionalmente utilizadas em ensaios com plantas
Familia Espécie Nome comum

DICOTYLEDONAE

Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Cenoura

Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Girassol

Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Alface

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Mostarda-branca

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica campestris var. chinensis

Couve-da-china

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Colza
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Couve-roxa
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Nabo
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Agrido
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Rabanete
Chenopodiaceae Beta vulgaris Beterraba
Cucurbitaceae Cucumis sativus Pepino
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Soja

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus aureus

Feijdo preto

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Feijdo-comum

Fabaceae (Leguminosae) Pisum sativum Ervilha
Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum-graecum Feno-grego
Fabaceae (Leguminosae) Lotus corniculatus Cornichio

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

Trevo-vermelho

Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Ervilhaca
Linaceae Linum usitatissimum Linho
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Trigo-sarraceno
Solanaceae Solanum lycopersicon Tomate
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Familia Espécie Nome comum
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Cebola
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Aveia
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Cevada

Poaceae (Gramineae)

Lolium perenne

Azevém-perene

Poaceae (Gramineae)

Oryza sativa

Arroz

Poaceae (Gramineae)

Secale cereale

Centeio

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Sorgo-forrageiro

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Trigo

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Milho




OCDE Espécies vegetais que podem ser utilizadas em ensaios de toxicidade

Apéndice 3

Lista de potenciais espécies ndo cultivadas

Nota: O quadro seguinte apresenta informagdes sobre 52 espécies ndo cultivadas (as referéncias estdo entre paréntesis para cada entrada). As taxas de germinacio apresentadas provém
de artigos ja publicados e s6 podem ser utilizadas como referéncia geral. As experiéncias podem variar em fungdo da origem das sementes e de outros fatores.

] Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensaio d Fornecedores Out ‘
(nome comum, quando Longevidade () e Habitat mentes nagao ou de plantagdo germinacdo Tratamentos epeciais (°) " 1.15':2110 d e((’) de sementes utras rig)e-
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (%) oxicidade ) rencias
@)
APIACEAE A, B zonas perturbadas, | 1.7-1.9 (14, | L =D (14) 0 5(50 %) | Estratificagdo a frio (7, | POST (5)
Torilis japonica sebes, pastagens (16, 19) (1, 19) (19) 14, 12/3,' 19); pode ser
19) necessaria ~ maturagdo
(19); germinagdo inibida
pela escuridio (1, 19);
sem tratamentos especi-
ais (5)
ASTERACEAE P 0.09-0.17 L=D (14) 0 3 (50 %) | Germinagdo ndo afetada | POST (4) A, D, F 7
Bellis perennis pradarias, terras araveis, (4, 19) (4) (19) Il)glﬁ slerrr; dli?;ljm er(i (E);s
. lvados (16, 1 11 (100 % ’
(Margarida-vulgar) relvados ‘) ((18) 0 especiais (4, 14)
Centaurea cyanus A 4.1-49 (4, | L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 Sem tratamentos especi- | POST (2,4) A,D,EF 7
(Centdurea) campos, beiras de estra- 14) 14) (101(2%) ais (2, 4)
das, habitats abertos (14)
(16)
Centaurea nigra P 2.4-2.6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | Pode ser necessdria ma- | POST (5, A
campos, beiras de estra- 19) (19) turagdo (]138d 19):1 germi- 22, 26)
das, habitats abertos 4 (97 %) | Macao 1niblda pela escu-
riddo (19) sem trata-
(16, 19) (18) o
mentos especiais (5, 14,
26)
Inula helenium P 1-1.3 (4, 0 Sem tratamentos especi- | POST (4) A F
(Helénio) terrenos hiimidos, zonas 14,29) (4, 29) ais (4)
perturbadas
(16)
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Fotoperiodo

FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de . Fornecedores
. . £ N R e Ensaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (*) Oxicidade 0) encias
e
Leontodon hispidus P 0.85-1.2 L=D (14) 0 (19) 4 (50 %) | Germinagdo inibida pela | POST (5,
(Leituga-dos-montes) campos, beiras de estra- (14, 19) (19) escuriddo (17, 18, 19); 22, 23)
das, zonas perturbadas 7 (80 %) | Sm tre;tamentos espect-
(16, 19) (18) | @s (5. 23)
Rudbeckia hirta B, P zonas perturbadas | 0.3 (4,14) | L=D (14) 0 <10 Sem tratamentos especi- | POST (4, C,D,EF
(Margarida-amarela) (16) (4, 33) (1 0303 %) ais 33)
(33) (414,33
Solidago canadensis P 0.06-0.08 L=D(11) 0 14-21 Misturar em partes igu- | POST (4) E F
(Tango) pastagens,é(;;las abertas (4, 14) (4) (11) 21151 C(;gloa?;anf %nfegﬁf
rante 24 h (11); sem
tratamentos especiais (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1) Germinagdo pode ser PRE & A
campos, habitats aber- 29) 5(29) inibida pela escuriddo | POST (31)
tyos (16) (1); embeber em dgua
quente durante 12 h
(29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L=D (14) 10 Escarificagio (14); sem PRE & A
(Bardana-menor) habitats abertos (16) L>D (6) (6) tratamentos especiais (6) | POST (6)
Xanthium strumarium A 67.4 (14) L=D (14) 10-20 (6, Sem tratamentos especi- PRE & A
(Carrapichio) campos, habitats aber- 21) as 2};O§T (6’1
tos (16) (6, 14, 21) »28,31)

88/tS T

[1d ]

erodoing ogrun ep [eYQ [eulof

910C°¢’1L



) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de . Fornecedores
. . £ N R e Ensaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxicidade ) cnclas
e
BRASSICACEAE P 0.6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | Germinagdo inibida pela | POST (5, F
Cardamine pratensis campos, beiras de estra- (19) f::;ﬁ?eﬁo(sl z;ple;)i)e;lisse(? 22)
(Agrido-dos-prados) das, relvados (16, 19) 1> ((1988) %) 14, 22) ,
CARYOPHYLLACEAE p 0.21 (14) L=D (14) <14 Pode ser necessdria ma- | POST (5, F
Lychni —cuculi 16 (100 %) turacdo (18); sem trata- | 15, 22-26)
ychnis flos-cuculi (16) (14, 25) mentos especiais (5, 14,
15, 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0.7-1.5 (14, | L=D (14) 0 2 (50 %) | Tratamento difere con- PRE & A 32
Chenopodium album estremas de campos, zo- 19, 34) (1, 19) (19) soante a cor d? semente | POST (28,
) nas perturbadas (16 (19); dorméncia por ar- 31, 34)
(Ansarina-branca) 19) ’ mazenamento a Seco
(19); germinagdo inibida
pela escuridio (1, 18,
19); estratificagio a frio
(18); sem tratamentos
especiais (14, 34)
CLUSIACEAE p 0.1-0.23 L=D 0 3 (19) Germinagdo inibida pela POST AEF
. L N escuridio (1, 18, 19);
Hypericum perforatum campos, terras araveis, (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) (5, 15, 25,
s habitats abertos (16, 19) (18) sem tratamentos especi- 27)
Erva-de-sio-
(Erva-de-sio-jodo) ais (5, 14, 15, 25, 27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | Germinagdo ndo afetada PRE & A
Ipomoea hederacea beiras de estradas, habi- (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) pela irradiancia (1) POST
—de-viol tats abertos, milharais sem tratamentos especi- | (6, 12, 21,
(Corda-de-viola) (16) ais (6, 21) 28)
CYPERACEAE P 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | Germinagdo inibida pela PRE & B 7
Cyperus rotundus terras ardveis, pastagens, (14) (14) 10-20 (6, (10) escuridao (1); POST
beiras de estradas (16, 10) sem tratamentos especi- | (6, 28, 31)

(Junca-de-conta)

30)

ais (6, 10, 14)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensaio de Fornecedores Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacio Tratamentos epeciais (°) toxicidade (%) de sementes rl‘ln ias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxiadade ) cencias
e
FABACEAE P 1-1.67 L =D (14) 1 (50 %) | Escarificacdo (14, 19) POST A/ D,EF
Lotus corniculatus zonas relvadas, beiras (14, 19) (19) germinagdo ndo afetada | (5, 23, 25)
s de estradas, habitats ela irradidncia (18
C hio-lot ’ p ’
(Cornichao-loto) abertos (16, 19) 19); sem tratamentos
especiais (23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L=D(14) 10-20 Embeber as sementes POST A
(Senna-chinés) florestas himidas (16) 9) L>D (9) (6,9) ::11; (agg)l.la durante 24 ho- (6,9)
escarificacdo (14); a via-
bilidade das sementes
difere consoante a sua
cor (1); sem tratamentos
especiais (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 Embeber as sementes PRE & A
(Sesbania) aluvives (16) (9, 14) 9, 21) em dgua durante 24 ho- | POST
ras (9); 9, 21, 28,
germinagdo ndo afetada 31)
pela irradiancia (1); sem
tratamentos  especiais
(21)
Trifolium pratense P 1.4-1.7 L=D (14) 1 (50 %) | Escarificacdo (14, 18) POST AEF
(Trevo-comum) campos, beiras de estra- (14, 19) (19) pode ser necessdria ma- (5)
das, terras ardveis (16, turacdo (19); germina-
19) ¢do ndo afetada pela ir-
radidncia (1, 19); sem
tratamentos especiais (5)
LAMIACEAE P 0.75-1.0 L=D (14) 0 Sem tratamentos especi- POST F
Leonurus cardiaca zonas abertas (16) (4, 14) (4) ais (4)
(Agripalma) (4, 14)
Mentha spicata P 2,21 0 Sem tratamentos especi- POST F
(Horteld-vulgar) zonas himidas (16) (4) (4) ais (4)

(4)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensai Fornecedores
. . £ N R e nsaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxicidade ) cnclas
e
Nepeta cataria P 0,54 L=D (14) 0 Sem tratamentos especi- POST F
(Néveda-dos-gatos) zonas perturbadas (16) (4, 14) (4) ais (2,4)
(2, 4, 14)
Prunella vulgaris P 0.58-1.2 L=D (14) 0 5(50 %) | Germinagdo inibida pela POST A F
(Prunela) campos ardveis, zonas | (4, 14, 19) 4, 19) (19) escuriddo (18, 19); (4, 22)
relvadas, zonas pertur- 7 (91 %) | germinagdo maior com
badas (16, 19) (18) sementes maiores (1 );
sem tratamentos especi-
ais (4, 14, 22)
Stachys officinalis P 14-18 L=D (14) 7 (50 %) | Sem tratamentos especi- POST F
(Betonica) pastagens, estremas de (14, 19) (19) as (5, 22)
campos (19) (5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 4 (84 %) | Escarificagio (14); PRE & A F
Abutilén theophrasti campos, habitats aber- (14) (6, 10, 21) (10) sem tratamentos especi- POST
tos (16) ais (5, 10, 21) (6, 22, 28,
31)
Sida spinosa A 3,8 L=D (14) 10-20 Escarificacdo (14) PRE & A F
(Guanxuma-de-espinho) | campos, beiras de estra- (14) (6, 21) germinagio ndo afetada POST
das (16) pela irradiancia (1); sem | (6, 21, 28,
tratamentos especiais (6, 31)
21)
PAPAVERACEAE A 0.1-0.3 L=D (14) 0 4 (50 %) | Estratificacdo a frio e es- POST A, D, EF
Papaver rhoeas campos, terras araveis, | (4, 14, 19, (4, 29) (19) carificacdo (1, 19, 32); (4) G
zonas perturbadas (16, 29) sem tratamentos especi-

(Papoila)

19)

ais (4, 14, 29)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensai Fornecedores
. . £ N R e nsaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxicidade ) cnclas
e
POACEAE relvados, pastagens (16) | 0.07 (14) L > D (l0) 20 (10) 10 (62 %) | Germinagdo inibida pela | POST (10) A E
Agrostis tenuis (10) escuridio (1, 17-19?:
sem tratamentos especi-
(Agrostide-ténue) ais (10)
Alopecurus myosuroides A 0.9-1.6 L=D (14) 2 < 24 (30 %) | Escarificagdo (14); trata- PRE & A 32
(Rabo-de-raposa) campos, habitats aber- (29, 34) (29) (34) mento com 101 r'n_g/L POST
KNO3 (14); estratifica-
tos (16) . . (28, 34)
¢do a quente (1); germi-
nagdo inibida pela escu-
riddo (1); sem tratamen-
tos especiais (34)
Avena fatua A 7-37.5 (14, | L=D (14) 10-20 (6, 3 (70 %) | Escarificacio (7, 32); PRE & A
(Aveia-doida) zonas cultivadas, habi- 30) L>D (6) 10) (18) germ%gilgaol 1.n1b1da pela 120;’; (g’l
tats abertos (16) escuriddo (1); , 28, 31)
estratificacdo a frio (1,
18); sem tratamentos
especiais (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0.45-2.28 | L=D (14) 3 (29) Periodo de maturacio PRE & A
(Bromo) campos, beiras de estra- (14, 29) .(lfb.zl’ 321) lgernilr.lagao POS;; (28,
das, terras araveis (16) inibida pela luz (1) sem )
tratamentos  especiais
(14)
Cynosurus cristatus p 0.5-0.7 (14, | L=D (14) 0 (29) 3 (50 %) | Germinagdo ndo afetada | POST (5) A
19, 29) (19) pela irradidncia (19);

(Rabo-de-cdo)

campos, beiras de estra-
das, habitats abertos
(16, 19)

sem tratamentos especi-
ais (14, 29)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensaio d Fornecedores Out ‘
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacio Tratamentos epeciais (°) 18210 €€ de sementes utras rees
. : R N toxicidade (€) ; réncias (%)
existente) (mg) cresc1(13;ento (mm) (%) (dias) (4) )
Digitaria sanguinaiis A 0.52-0.6 L=D(14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | Escarificacdo, estratifica- PRE & A
Thx : (14, 30) 9 ¢do a frio e maturacdo | POST (18,
(Milh3) campos, relvados, habi- 14 (94 %) ; 14, 32 25 31
tats abertos (16) (7) (1, 7, 14, 32) trata- 5,31)
mento com 101 mgfl
KNO3 (14); germinagdo
inibida pela escuriddo
(1; sem tratamentos
especiais (21)
Echinochloa crusgalli A 1.5 (14) L=D (14 10-20 (7, Escarificacio (7, 32); PRE & A
. 21) germinacdo ndo afetada | POST (3,
C - 16 L>D(3
(Capim-arroz) (16) G) pela irradiancia (1); sem | 21, 28, 31)
tratamentos especiais (3,
14, 21)
Elymus canadensis p 4-5(14,30) | L=D (11) 1 14-28 Sem tratamentos especi- | POST (2) C, D, E
ribeiros, zonas perturba- (11) (11) ais
das (16) (2, 11)
Festuca pratensis p 1.53-2.2 L=D (14) 20 (10) 9 (74 %) Sem tratamentos especi- | POST (10) A 7
(Festuca-encamada) campos, zonas hiimidas (16, 19) L>D (10) (10) ais
(16, 19) 2 (50 %) |(10,19)
(19)
Hordeum pusillum A 3.28 (14 Estratificacgdo a quente | PRE (31 7
p G q
. 1); germinacdo ndo afe-
(Cevada-pequena) pastagens, beiras de es- ( N
tradas, habitats abertos tada pela irradiancia (1)
(16)
Phieum pratense p 0.45 (14, L>D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) Germinagdo inibida pela | POST (10) A E
pastagens, terras ardveis, 19) 14) 19) (10) efcuriiiéo f(19)d gernlliga-
zonas perturbadas (16, 8 (50 %) | Sa0 nao aletada pela ir-
19) (19) radiancia (17); sem tra-

tamentos especiais (10,
14,17, 19)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de . Fornecedores
. . £ N R e Ensaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxicidade ) cnclas
e
POLYGONACEAE A 5-8 (4,14, | L=D (20) | 0-2 (4, 29) Estratificagdo a frio du- PRE & A 32
Polygonum convolvulus habitats abertos, beiras 29) rante 4 — 8 semanas POST 1, 2,
) de estradas (16) (1, 2, 4, 20, 29); germi- | 20, 28, 31
(Erva-pessegueira) nagdo ndo afetada pela
irradiancia (1)
Polygonum lapathifolium A 1.8-2.5(14) | L>D (6) 5(94 %) | Germinagdo ndo afetada PRE & AE
(Erva-bastarda) zonas himidas (16) (18) pgla 1r~rad.1a.r1c.1a (1): ger- | POST (6)
minagdo inibida pela es-
curiddo (18); estratifica-
¢do a frio (1); sem trata-
mentos especiais (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3.6-7 (14, 2 (29) Estratificacdo a frio du- | PRE (31) AE
. 29) rante 4 semanas a 0 —
, habitats aber-
campos, habiats aber 5°C (1, 29); germinagdo
tos (16) s L3
inibida pela escuriddo
1
Polygonum periscaria A 2.1-23 L>D (13) 0 (19) <14 (13) | Escarificagdo, estratifica- | POST (13) A 32
. 14, 19) ¢do a frio, tratamento
(Cristas) zonas perturbadas, ter- ( 2 (50 %) i "
ras araveis (16, 19) (19) com GA ,(14)’ estrat1~f1-
cacdo a frio, maturacio
(17-19); germinacdo ini-
bida pela escuriddo (19);
sem tratamentos especi-
ais (13)
Rumex crispus P 1.3-1.5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) | Germinagdo inibida pela | POST (4, A E 32
(Cata-cruz) terras araveis, beiras de 14,19) 33) (4, 19, 33) (19) escuridao (18 19); pode 33)
estradas, zonas abertas 6 (100 %) | 5¢ riegciessarla matura-
(16, 19) (33) ¢do (18); sem tratamen-

tos especiais (4, 14, 33)
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de Ensaio d Fornecedores Out ‘
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacio Tratamentos epeciais (°) o .2:110 d ¢ o | desementes utras rege—
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) toxicidade () ) réncias (')
e
PRIMULACEAE A 0.4-0.5(4, | L=D (14 1 (50 %) | Estratificagdo a frio, tra- | POST (2,4) AF
Anagallis arvensis terras araveis, zonas 14,19) (19) tlaéneln9t03c2(;-n;ufﬁe(cle,s 15;:
(Erva-do-garrotilho) aberta(si,az(zrllzs ﬁ)ggturba— ria pa;a a germinagdo
’ (1; sem tratamentos
especiais (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1.5-2 (14, L=D (14) 1 41-56 (19, | Sem tratamentos especi- | POST (5, 32
Ranunculus acris terras ardveis, beiras de 19, 29) (29) 29) ais 22, 24-26)
. estradas, zonas abertas (5, 14, 22, 24 -26)
(Rantnculo) (16, 19)
ROSACEAE P 0.8-1.5 (14, | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) | Germinagdo inibida pela | POST (5, A
Geum urbanum sebes, zonas himidas 19) (19) escgr.ldacl (18, 19); es- | 22,25, 26)
o 16 (79 %) tratificacio a quente (1);
(Cariofilada) (16, 19) (18) sem tratamentos especi-
ais (5, 14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14,19) | L=D (14) 5(50 %) | Estratificagdo a frio (I, PRE & A 32
Galium aparine terras ardveis, zonas hd- (19) :fge ’tald?i) %Zﬂmﬁigz?é:gz PO;"&F)(@
3 _ 0,
(Amor-de-hortelio) midas, zonas perturba 6 (100 %) (18, 19); germinagdo
das (16, 19) (18) N
inibida pela luz (1); sem
tratamentos especiais (6,
14)
Galium mollugo P 7 L=D (14) 2 Sem tratamentos especi- | POST (5, A
(Aspérula) sebes, zonas abertas (8) (29) (29) as 22, 24, 26)
(5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | B, P sebes, zonas abertas | 0.1-0.6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) | Germinagdo inibida pela | POST (4, 22 D,G,F
Digitalis purpurea (16, 19) 14, 19) 4,19) (19) escuriddo (1, 17-19}; — 26)
(Dedaleira) 8 (99 %) | sem tratamentos especi-
Dedaleira ais (4, 22-26)
(18) ’
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) Fotoperiodo
FAMILIA Nome cientifico Peso das se- | para germi- | Profundidade Tempo de . Fornecedores
. . : N E T Ensaio de Outras refe-
(nome comum, quando Longevidade (') e Habitat mentes nagdo ou de plantagio | germinacdo Tratamentos epeciais (°) toxicidade (9 de sementes réncias (%)
existente) (mg) crescimento (mm) (%) (dias) (4) oxicidade ) cnclas
)
Veronica persica A 0.5-0.6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3(19) Germinagdo inibida pela PRE & A 32
(Verdnica-da-pérsia) terras ardveis, zonas 19) 5 (96 %) e,s'f?““‘}ao (E E,;’ 11923 .estra- POST (28)
abertas, zonas perturba- (18) tificagdo a frio (18); sem

das (16, 19)

tratamentos
(14)

especiais

(") A = Anuais, B = Bienais, P = Perenes.
(3 As referéncias 11,14 e 33 referem a relagio luz (L)/escuriddo (D) necessdria para induzir a germinagdo das sementes. As referéncias 3, 6, 9, 10, 13, 20 dizem respeito as condi¢des de crescimento em estu-

fas.

(}) 0 mm indica sementes que sdo semeadas a superficie do solo ou sementes que necessitam de luz para germinar.
() Os nimeros representam o nimero de dias necessrios para uma determinada percentagem de sementes germinarem, de acordo com a referéncia, por exemplo, 3 dias (50 %) para germinar (referéncia

19).

(*) A duragdo da maturagdo efou estratificacdo ndo estdo sempre disponiveis. Exceto para tratamentos de frio, as condi¢des de temperatura ndo estdo especificadas dado que nas estufas o controlo de tempe-
ratura é limitado. A maior parte das sementes germinaram nos intervalos de temperatura existentes nas estufas.

(°) Indica que as espécies foram utilizadas quer antes de germinarem (PRE) efou apés a germinagdo (POST) em ensaios de toxicidade com herbicidas.

(") Apresenta exemplo(s) de fornecedores comerciais de sementes.

(%) Apresenta as duas referéncias que foram consultadas.
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Fornecedores de sementes citados

Identifi-
cagdo do Informacdes gerais sobre o fornecedor
fornecedor

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ ENGLAND +44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.
8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 USA
(727) 344 — 4050
www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 CANADA (519) 586 — 3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 USA (303) 431 — 7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds
9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335 USA
(800) 873 — 3321
www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds
Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB ENGLAND
+44 1229 581137
www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA (800) 274 — 7333
www.thompson-morgan.com
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Apéndice 4

Exemplos de condicdes 6timas de crescimento de algumas plantas cultivadas

As condigdes a seguir descritas sdo adequadas para 10 espécies de plantas e podem ser utilizadas nos ensaios, a
titulo de orientagdo, juntamente com algumas outras espécies:

Concentragdo de didxido de carbono: 350 + 50 ppm;

Humidade relativa: 70 + 5 % durante os periodos de iluminagdo e 90 + 5 % durante os periodos de obscuridade;
Temperatura: 25 = 3 °C durante o dia, 20 = 3 °C durante a noite;

Fotoperiodo: 16 h luz/8 h obscuridade, com um intervalo de comprimentos de onda de 400 a 700 nm;
Luz: luminosidade 350 £ 50 pE/m?[s, medida no topo da cobertura.

As plantas cultivadas sdo as seguintes:

— Tomate (Solanum lycopersicon);

— Pepino (Cucumis sativus);

— Alface (Lactuca sativa);

— Soja (Glycine max);

— Couve-roxa (Brassica oleracea var. capitata);

— Cenoura (Daucus carota);

— Aveia (Avena sativa);

— Azevém-perene (Lolium perenne);

— Milho (Zea mays);

— Cebola (Allium cepa).
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C.32. ENSAIO DE REPRODUCAO COM ENQUITREIDEOS
INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 220 (2004) da OCDE. Destina-se a avaliar os efeitos de
produtos quimicos na reprodugdo de vermes da espécie Enchytraeus albidus Henle 1873, no solo. Baseia-se
essencialmente num método desenvolvido pelo Umweltbundesamt da Alemanha (1), sujeito a um estudo interla-
boratorial comparativo (2). Foram ponderados outros métodos para avaliar a toxicidade das substincias
quimicas para os enquitreideos e para as minhocas (3) (4) (5) (6) (7) (8).

CONSIDERACOES INICIAIS

2. Os anelideos do género Enchytraeus, que vivem no solo, sio espécies ecologicamente relevantes para ensaios
ecotoxicoldgicos. Embora os enquitreideos se encontrem geralmente em solos com minhocas, abundam
também, com frequéncia, em solos isentos destas. Podem ser utilizados em ensaios laboratoriais, bem como em
estudos total ou parcialmente de campo. Do ponto de vista pratico, muitas espécies de enquitreideos sdo de
manuseamento e reprodugio ficeis, sendo o seu tempo de geracdo significativamente inferior ao das minhocas.
Assim, a duragio de um ensaio de reproducdo com enquitreideos é de apenas 4 a 6 semanas, enquanto, no
caso das minhocas (Eisenia fetida), é de 8 semanas.

3. As informagdes de base sobre a ecologia e a ecotoxicologia dos enquitreideos no ambiente terrestre podem ser
consultadas em (9) (10) (11) (12).

PRINCIPIO DO ENSAIO

4. Expdem-se vermes adultos da familia Enchytracidae a uma gama de concentracdes do produto quimico em
estudo misturado num solo artificial. O ensaio pode ser dividido em duas etapas: a) caso ndo estejam
disponiveis informagdes suficientes, um ensaio de determinacdo da gama de concentragdes, no qual a
mortalidade, determinada apés duas semanas de exposi¢do, é o principal ponto final e b) um ensaio de
reproducio definitivo no qual se avalia o nimero total de juvenis produzidos pelos progenitores, bem como a
sobrevivéncia destes dltimos. A duragio do ensaio definitivo é de seis semanas. Apds as primeiros trés
semanas, retiram-se os vermes adultos e registam-se as alteragdes morfologicas. Apés um periodo suplementar
de trés semanas, contabiliza-se o niimero de descendentes provenientes da eclosdo dos ovos postos pelos
adultos. A taxa de reprodugio dos animais expostos ao produto quimico em estudo é comparada com a taxa
de reprodugido do(s) controlo(s), a fim de determinar i) a concentracio sem efeitos observaveis (NOEC) efou
ii) a EC, (por exemplo, EC,,, ECy), por recurso a um modelo de regressdo linear de estimativa da concentragio
que induza um decréscimo de x % na taxa de reproducdo. As concentragdes de ensaio devem abranger a EC,
(por exemplo, EC,,, EC,), para que a EC, possa ser obtida por interpolagdo em vez de extrapolagio.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

5. De preferéncia, devem conhecer-se a solubilidade em dgua, o log K, o coeficiente de parti¢do solo-dgua (ver,
por exemplo, os capitulos C.18 ou C.19 do presente anexo) e a pressdo de vapor do produto quimico em
estudo. E desejavel dispor de informacdes adicionais sobre o destino do produto quimico no solo,
nomeadamente as taxas de fotdlise e de hidrdlise.

6. O presente método de ensaio pode ser utilizado com produtos quimicos soliiveis ou insoliveis em dgua. No
entanto, o modo de aplicagio do produto quimico em estudo varia consoante o caso. O método nio é
aplicdvel a produtos quimicos volateis, ou seja, produtos cuja constante de Henry ou cujo coeficiente de
particdo ar/dgua forem superiores a 1, nem a produtos quimicos cuja pressdo de vapor exceda 0,0133 Pa a
25 °C.

VALIDADE DO ENSAIO

7. Para que um ensaio seja valido, devem ser satisfeitos os seguintes critérios relativamente aos controlos:

— a mortalidade dos animais adultos ndo deve exceder 20 % no final do ensaio de determinagdo da gama de
concentragdes e decorridas as primeiras trés semanas do ensaio de reproducio

— pressupondo que, no ensaio, foram utilizados 10 adultos por recipiente, é de esperar que, no final, haja, em
média, pelo menos, 25 juvenis

— o coeficiente de variagdo da média do nimero de juvenis ndo deve ser superior a 50 % no final do ensaio
de reprodugio.
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Quando um ensaio ndo satisfaz os critérios de validade atrds referidos, deve ser suspenso, a ndo ser que exista
uma justificagdo para o prosseguir. Essa justificagdo deve obrigatoriamente constar do relatério do ensaio.

PRODUTO QUfMICO DE REFERENCIA

8.  Deve submeter-se a ensaios regulares, ou utilizar-se em todos os ensaios, um produto quimico de referéncia, a
fim de verificar se a resposta dos organismos em estudo ndo varia significativamente ao longo do tempo. O
carbendazime € adequado como substancia quimica de referéncia, tendo sido provado que afeta a sobrevivéncia
e a reproducio dos enquitreideos (13) (14); podem também utilizar-se outros produtos quimicos cujos dados
de toxicidade sejam bem conhecidos. Num estudo interlaboratorial comparativo (2), foi utilizada uma
formulagdo de carbendazime conhecida pela designagio comercial de Derosal™, fornecida pela empresa
AgrEvo (Frankfurt, Alemanha), com 360 g/l (32,18 %) de ingrediente ativo. A EC,, para a reprodugio,
determinada no estudo interlaboratorial, situava-se no intervalo 1,2 + 0,8 mg de ingrediente ativo por
quilograma de massa seca (2). Se a série de ensaios incluir um padrio téxico positivo, utiliza-se uma
concentragio, devendo o niimero de replicados ser o mesmo que nos controlos. Para o ensaio do
carbendazime em formulacio liquida, recomenda-se a utilizacio de 1,2 mg de ingrediente ativo por kg de peso
seco.

DESCRICAO DO ENSAIO
Equipamento

9.  Os recipientes de ensaio devem ser de vidro ou de outro material quimicamente inerte. Podem utilizar-se
frascos de vidro (por exemplo, volume: 0,20-0,25 litros; didmetro: = 6 cm). Os recipientes devem ter tampas
transparentes (por exemplo, de vidro ou polietileno) concebidas para reduzir a evaporacdo de dgua, mas
permitindo a troca de gases entre o solo e a atmosfera. As tampas devem ser transparentes, para permitir a
transmissdo da luz.

10. Utiliza-se material de laboratério de uso corrente, nomeadamente o seguinte:
— estufa;
— microscopio estereoscopico;
— medidor de pH e fotémetro;
— balangas de precisio adequadas;
— equipamentos adequados para o controlo da temperatura;

— equipamentos adequados para controlo da humidade (ndo essencial se os recipientes de exposicdo tiverem
tampas);

— incubadora ou pequena cdmara com sistema de ar condicionado;
— pingas, ganchos ou lacos;

— bacia de fotografia.

Preparacio do solo artificial

11. O presente ensaio utiliza um solo artificial (5) (7) com a seguinte composi¢do (peso seco, com secagem até a
obteng¢do de um peso constante, a 105 °C):

— 10 % de turfa de esfagno, seca ao ar e finamente moida (¢ aceitdvel uma granulometria de 2 + 1 mm);
recomenda-se verificar se um solo preparado com um novo lote de turfa é adequado a cultura dos vermes
antes de estes serem utilizados num ensaio;

— 20 % de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;
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— aproximadamente 0,3 a 1,0 % de carbonato de cdlcio (CaCO,) pulverizado, de pureza analitica, de forma a
obter um pH de 6,0 * 0,5; a quantidade de carbonato de célcio a utilizar pode depender principalmente da
qualidade ou da natureza da turfa;

— Cerca de 70 % de areia de quartzo seca ao ar (em fungdo da quantidade de CaCO, necessdria), com
predominéncia de areia fina com mais de 50 % de particulas de granulometria compreendida entre 50 e
200 pm.

Antes de utilizar um solo artificial num ensaio definitivo, é conveniente demonstrar sua adequagdo a cultura
dos vermes e averiguar se satisfaz os critérios de validade do ensaio. Estas verificagdes sdo especialmente
recomendadas para garantir que o desempenho do ensaio ndo é afetado se o teor de carbono organico do solo
artificial for reduzido (por exemplo, baixando o teor de turfa para 4-5 % e aumentando concomitantemente o
teor de areia). A redugdo do teor de carbono organico permite diminuir as possibilidades de adsor¢io do
produto quimico em estudo (carbono organico) no solo, podendo, além disso, aumentar a disponibilidade do
produto para os vermes. Foi demonstrado que os espécimes de Enchytraeus albidus podem cumprir os critérios
de validade relativos a reproducdo quando sujeitos a ensaio em solos naturais com teor de carbono organico
inferior ao referido — por exemplo, 2,7 % (15). Embora limitada, a experiéncia adquirida revela que 0 mesmo
se pode também conseguir em solo artificial com 5 % de turfa.

Nota: Se o solo natural for utilizado em ensaios complementares (por exemplo, ensaios de nivel superior), deve
também demonstrar-se a sua adequagdo ao cumprimento dos critérios de validade do ensaio.

12. Misturam-se cuidadosamente (por exemplo, num misturador laboratorial de grandes dimensdes) os
componentes secos do solo. Esta operagdo deve ser executada cerca de uma semana antes do inicio do ensaio.
O solo deve ser armazenado durante dois dias, para equilibrar ou estabilizar a acidez. Para determinar o pH,
utiliza-se uma mistura de solo com uma soluc¢ido de cloreto de potissio (KCI) 1 M ou de cloreto de célcio
(CaCl,) 0,01 M, numa proporc¢do de 1:5 (ver ponto 16 e apéndice 3). Se a acidez do solo exceder a gama
necessaria (ver ponto 11), pode ser ajustada por adicio de uma quantidade adequada de CaCO,. Se o solo for
demasiado alcalino, o pH pode ser corrigido adicionando uma quantidade suplementar da mistura referida no
ponto 11, excluindo o CaCO,.

13. A capacidade mdxima do solo artificial para reter dgua é determinada de acordo com os procedimentos
descritos no apéndice 2. Um ou dois dias antes do inicio do ensaio, o solo artificial seco é humedecido por
adi¢do de uma quantidade de dgua desionizada suficiente para obter cerca de metade do teor final de dgua, ou
seja, 40 a 60 % da capacidade mdxima de reten¢do de dgua. No inicio do ensaio, o solo humedecido ¢ dividido
em por¢des correspondentes ao niimero de concentragdes de ensaio (e do produto quimica de referéncia, se for
caso disso) e de controlos utilizados. O teor de humidade é ajustado para 40-60 % da capacidade maxima de
retengdo de dgua com a solugdo do produto quimico em estudo efou com 4gua destilada ou desionizada (ver
pontos 19 a 21). O teor de humidade é determinado no inicio e no final do ensaio, por secagem a peso
constante, a 105 °C, devendo situar-se no intervalo de valores ideal para a sobrevivéncia dos vermes. Pode
proceder-se a uma verificagdo simples do teor de humidade do solo esmagando suavemente uma amostra na
méo; se o teor de humidade for correto, observam-se goticulas de dgua entre os dedos.

Selecio e preparagio dos animais para ensaio

14. A espécie recomendada para os ensaios é a Enchytraeus albidus (Henle 1837), membro da familia Enchytraeidae
(ordem Oligochaeta, filo Annelida). A E. albidus é uma das espécies da familia Enchytraeidae cujos individuos
apresentam maiores dimensdes, tendo sido observados alguns com 35 mm de comprimento (17) (18). A E.
albidus estd distribuida por toda a Terra, ocorrendo em habitats marinhos, de dgua doce e terrestres, sobretudo
em matéria orgdnica em decomposigdo (algas e produtos de compostagem) e, mais raramente, em prados (9).
A sua ampla tolerancia ecoldgica e algumas variacdes morfoldgicas indicam a possivel existéncia de diversas
subespécies.

15. A E. albidus encontra-se disponivel no comércio, na forma de alimento para peixes. Deve verificar-se se a
cultura estd contaminada por outras espécies, normalmente de menores dimensdes (1) (19). Se houver
contaminagdo, lavam-se todos os vermes numa placa de Petri. Devem entdo selecionar-se, por meio de um
microscopio estereoscopico, individuos adultos de E. albidus de grandes dimensdes, com vista a iniciar uma
nova cultura, rejeitando-se todos os restantes individuos. Os espécimes de E. albidus podem ser facilmente
cultivados numa vasta gama de matérias orgénicas (ver apéndice 4). O ciclo de vida da E. albidus é curto, pois a
maturidade ocorre entre os 33 dias (a 18 °C) e os 74 dias (a 12 °C). Devem utilizar-se nos ensaios apenas
culturas mantidas no laboratério, sem problemas, durante, pelo menos, 5 semanas (uma geragio).
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16. Sdo igualmente adequadas outras espécies do género Enchytraeus, como, por exemplo, E. buchholzi Vejdovsky
1879 ou E. crypticus Westheide & Graefe 1992 (ver apéndice 5). Se se utilizarem outras espécies de Enchytraeus,
importa identificd-las claramente e justificar a seleco.

17. Os animais utilizados nos ensaios sdo vermes adultos. Devem conter ovos (malhas brancas) na regido clitelial e
as suas dimensdes devem ser aproximadamente idénticas (cerca de 1 cm de comprimento). Ndo é necessdrio
sincronizar a cultura de reprodugio.

18. Se os espécimes ndo forem criados no mesmo tipo de solo e nas condi¢es (inclusive de alimentagdo) utilizadas
para o ensaio final, devem ser aclimatados durante, pelo menos, 24 horas, até trés dias. Deve-se comegar por
aclimatar um ndmero de adultos superior ao necessirio para a realizacio do ensaio, de forma a proporcionar
uma margem para a rejeicio de espécimes danificados ou que, de alguma forma, se revelem inadequados. No
final do periodo de aclimatacio, apenas sdo selecionados para o ensaio vermes que contenham ovos e ndo
apresentem anomalias comportamentais (como, por exemplo, tentar escapar do solo). Os vermes sdo
removidos cuidadosamente, por recurso a pingas de joalheiro, ganchos ou lacos, e colocados numa placa de
Petri com uma pequena quantidade de dgua doce. Para este efeito, é preferivel utilizar dgua doce reconstituida,
como proposto no capitulo C.20 do presente anexo (ensaio de reprodugio com Daphnia magna), uma vez que
a dgua desionizada, desmineralizada ou da torneira pode ser prejudicial para os vermes. Os vermes sio
inspecionados com um microscopio estereoscopico, rejeitando-se os que ndo contenham ovos. Importa
remover e eliminar quaisquer dcaros ou espécimes de Collembola que possam ter contaminado as culturas. Os
vermes sauddveis ndo utilizados no ensaio sdo devolvidos a cultura de reserva.

Preparacio das concentracdes de ensaio
Produtos quimicos em estudo soliiveis em dgua

19. Prepara-se uma solucio do produto quimico em estudo em dgua desionizada numa quantidade suficiente para
todos os replicados de uma concentragio de ensaio. Recomenda-se a utilizacgdio de uma quantidade de dgua
suficiente para obter o teor de humidade necessdrio, isto é, 40 a 60 % da capacidade maxima de reten¢ido de
dgua (ver ponto 13). Cada solu¢do do produto quimico é misturada de forma homogénea num lote de solo
previamente humedecido, antes da introdugdo deste no recipiente de ensaio.

Produtos quimicos insoliiveis em dgua

20. Os produtos quimicos insoldveis em dgua mas soliveis em solventes orgdnicos podem ser dissolvidos no
volume mais baixo possivel de um solvente adequado (por exemplo, acetona). S6 devem utilizar-se solventes
volateis. O solvente ¢ aspergido sobre uma pequena quantidade (por exemplo, 2,5 g) de areia de quartzo fina
ou misturado com ela. E eliminado por evaporacio num exaustor durante, pelo menos, uma hora. Esta mistura
de areia de quartzo e produto quimico é misturada com o solo previamente humedecido, procedendo-se a uma
homogeneizacio cuidadosa apds a adigdo de uma quantidade de dgua desionizada adequada para obter o teor
de humidade necessdrio. Introduz-se a mistura final nos recipientes de ensaio.

21. No caso de produtos quimicos pouco soliiveis em dgua ou em solventes orgdnicos, mistura-se o equivalente de
2,5 g de areia de quartzo finamente moida por cada recipiente de ensaio com a quantidade do produto
quimico em estudo, até se obter a concentracdo de ensaio desejada. Esta mistura de areia de quartzo e produto
quimico ¢ adicionada ao solo previamente humedecido, procedendo-se a uma homogeneizacio cuidadosa apds
a adicdo de uma quantidade de dgua desionizada adequada para obter o teor de humidade necessério. Divide-se
a mistura final pelos recipientes de ensaio. Repete-se o procedimento para cada concentragdo de ensaio,
preparando-se também um controlo adequado.

22. Os produtos quimicos ndo devem, normalmente, ser ensaiados a concentragdes superiores a 1 000 mg por kg
de massa seca de solo. Pode ser, contudo, necessdrio efetuar ensaios a concentracdes mais elevadas, consoante
os objetivos especificos do ensaio.

REALIZACAO DO ENSAIO
Grupos de ensaio e grupos de controlo

23. Para cada uma das concentra¢des de ensaio, coloca-se no recipiente uma quantidade de solo de ensaio corres-
pondente a 20 g de peso seco (ver pontos 19 a 21). Preparam-se igualmente amostras de controlo sem o
produto quimico em estudo. Introduzem-se alimentos em cada recipiente, de acordo com os procedimentos
descritos no ponto 29. Distribuem-se aleatoriamente 10 vermes por cada recipiente de ensaio. Com o auxilio,
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por exemplo, de pincas de ourives, ganchos ou lacos, os vermes sio cuidadosamente transferidos para os
recipientes de ensaio e colocados a superficie do solo. O nimero de replicados das concentragdes de ensaio e
dos controlos depende do planeamento do ensaio (ver ponto 34). Os recipientes de ensaio sdo posicionados na
incubadora de forma aleatdria, sendo as suas posicdes alteradas, também aleatoriamente, uma vez por semana.

24. Se se utilizar um solvente para a aplicagdo do produto quimico em estudo, deve utilizar-se, além das séries de
ensaio, uma série de controlo que contenha areia de quartzo pulverizada ou misturada com o solvente. A
concentragdo dos solventes ou dispersantes deve ser igual a utilizada nos recipientes com o produto quimico
em estudo. No caso de produtos quimicos que tenham de ser administrados de acordo com os procedimentos
descritos no ponto 21, deve submeter-se a ensaio uma série de controlo com uma quantidade adicional de
areia de quartzo (2,5 g por recipiente).

Condigdes de realizacio do ensaio

25. A temperatura de ensaio é de 20 + 2 °C. Para evitar a fuga de vermes do solo, o ensaio é efetuado em ciclos
luz/obscuridade (de preferéncia, 16 horas de luz e 8 horas de obscuridade), com iluminagdo de 400 a 800 lux
na zona dos recipientes de ensaio.

26. Para verificar a humidade do solo, os recipientes sdo pesados no inicio do ensaio e, posteriormente, uma vez
por semana. A perda de peso é compensada por adicio de uma quantidade adequada de dgua desionizada. De
notar que as perdas de dgua podem ser reduzidas mantendo niveis elevados de humidade do ar (> 80 %) na
incubadora.

27. O teor de humidade e o pH devem ser medidos no inicio e no final do ensaio de determinagdo da gama de
concentragdes e do ensaio definitivo. As medicdes devem ser feitas em amostras de solo de controlo e tratadas
(com todas as concentragdes), preparadas e mantidas nas mesmas condi¢des que as culturas de ensaio, mas
sem a presenca de vermes. O alimento s6 deve ser adicionado as amostras de solo no inicio do ensaio, para
facilitar a atividade microbiana. A quantidade de alimento deve ser a mesma que no caso das culturas de
ensaio. Ndo é necessdrio colocar mais alimento nos recipientes durante o ensaio.

Alimentacio

28. Pode utilizar-se qualquer alimento adequado aos enquitreideos. Verificou-se que os flocos de aveia, de
preferéncia tratados em autoclave antes da utilizacdo, para evitar a contaminagdo microbiana (também é
possivel proceder a um aquecimento simples), constituem um alimento adequado.

29. O alimento é fornecido pela primeira vez dispersando 50 mg de flocos de aveia no solo de cada recipiente,
antes da introdugdo dos vermes. Em seguida, os alimentos sdo fornecidos semanalmente até ao 21.c dia. Ndo é
fornecida alimenta¢do no 28.° dia, uma vez que, nessa fase, os adultos foram jd removidos e que os juvenis tém
necessidades alimentares relativamente reduzidas. A alimentacdo durante o ensaio é constituida por 25 mg de
flocos de aveia moidos por recipiente, colocados cuidadosamente a superficie do solo, a fim de evitar
ferimentos nos vermes. Para reduzir o desenvolvimento de fungos, os flocos de aveia devem ser enterrados sob
pequenas quantidades de solo. Se subsistirem alimentos ndo consumidos, a racdo deve ser reduzida.

Concegio do ensaio de determinacio da gama de concentracdes

30. Se necessdrio, efetua-se um ensaio de determinacdo da gama de concentragdes com, por exemplo, cinco
concentragdes do produto quimico em estudo, respetivamente 0,1, 1,0, 10, 100 e 1 000 mg/kg (peso seco de
solo). Basta um replicado para cada ensaio de tratamento e de controlo.

31. O ensaio de determinagdo da gama de concentragdes tem a duracdo de duas semanas. No final do ensaio,
avalia-se a mortalidade dos vermes. Um verme é considerado morto se ndo reagir a um estimulo mecanico na
extremidade anterior. Quaisquer informacdes adicionais sobre mortalidade podem ser dteis para estabelecer a
gama de concentragdes a utilizar no ensaio definitivo. As alteragdes de comportamento (por exemplo,
incapacidade de se enterrar no solo ou imobilizacio junto da parede do recipiente) e de morfologia (por
exemplo, presenga de feridas abertas) entre os adultos devem, pois, ser registadas, juntamente com a eventual
presenga de juvenis. Esta dltima pode ser determinada utilizando o método de coloragdo descrito no
apéndice 6.
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32. A LC,, pode ser determinada com aproximagdo através do cdlculo da média geométrica dos dados de
mortalidade. Na fixa¢do da gama de concentragdes a utilizar no ensaio definitivo, presume-se que os efeitos na
reproducio sdo inferiores ao valor LCy, num fator méximo de 10. Trata-se, contudo, de uma relagdo empirica,
que pode divergir em certos casos especificos. Quaisquer outras observagdes registadas no ensaio de
determinagio da gama de concentragdes, como a ocorréncia de juvenis, podem contribuir para uma defini¢do
mais precisa da gama de concentragdes do produto quimico em estudo a utilizar para o ensaio definitivo.

33. Para uma determinagdo precisa do valor LC,,, recomenda-se que se utilizem no ensaio, pelo menos, quatro
replicados de cada concentragdo do produto quimico em estudo e um niimero adequado de concentragdes que
produzam, pelo menos, quatro respostas significativamente diferentes do ponto de vista estatistico. Deve
utilizar-se um ntimero semelhante de concentragdes e de replicados nos ensaios de controlo, caso estes tenham
lugar.

Concecio do ensaio de reproducio definitivo

34. Com base nas recomendagdes resultantes de um estudo interlaboratorial comparativo (2), propdem-se trés
concecdes:

— Para determinar a NOEC, devem submeter-se a ensaio, pelo menos, cinco concentragdes em progressio
geométrica. Recomenda-se a preparagdo de quatro replicados de cada concentragio de ensaio, além de oito
controlos. As concentragdes devem diferir num fator ndo superior a 1,8.

— Para a determinagio de EC_ (por exemplo EC,, EC,y), importa submeter a ensaio, pelo menos, cinco
concentragdes, que devem abranger o valor EC, de forma a permitir a interpolagdo de EC_ em vez da
extrapolagdo. Recomenda-se que sejam utilizados, pelo menos, quatro replicados para cada concentragdo de
ensaio e quatro replicados de controlo. O fator de espagamento pode ser inferior ou igual a 1,8 na gama
com efeitos esperados e superior a 1,8 no caso das concentragdes mais e menos elevadas.

— A adogdo de uma abordagem combinada permite determinar simultaneamente os parametros NOEC e EC..
Para tal, utilizam-se oito concentragdes de ensaio em progressio geométrica. Recomenda-se a preparagio de
quatro replicados de cada concentracio de ensaio, além de oito controlos. As concentra¢des devem diferir
num fator ndo superior a 1,8.

35. Utilizar 10 vermes adultos por recipiente de ensaio (ver ponto 23). O alimento é colocado nos recipientes no
inicio do ensaio e, em seguida, uma vez por semana (ver ponto 29), até ao 21.° dia. No 21.c dia de ensaio,
revistam-se cuidadosamente & mio as amostras de solo, observam-se e contam-se os vermes adultos vivos e
registam-se as suas mudancas de comportamento (por exemplo, incapacidade de se enterrar no solo ou
imobilizacdo junto da parede do recipiente) e de morfologia (por exemplo, presenca de feridas abertas). Todos
os vermes adultos s3o entdo retirados dos recipientes e do solo de ensaio. Os solos de ensaio que contenham
casulos sdo incubados durante trés semanas suplementares nas mesmas condi¢des de ensaio, com excegdo da
alimentagdo (25 mg de flocos de aveia moidos por recipiente), que s6 tem lugar no 35.° dia.

36. Ap6s um prazo de seis semanas, procede-se a contagem dos vermes eclodidos. Recomenda-se o método
baseado na coloracdo com vermelho de Bengala (ver apéndice 6), embora também se tenham revelado
adequadas outras técnicas de extragdo e flutuacdo por via himida, mas ndo a quente (ver apéndice 6) — (4)
(10) (11) (20). A recomendacio deve-se ao facto de a extragdo por via hiimida a partir de um substrato edafico
poder ser dificultada pela turbidez decorrente de particulas de argila em suspenséo.

Ensaio do limite

37. Se ndo forem observados efeitos com a concentracio mais elevada no ensaio de determinagio da gama de
concentragdes (1 000 mg/kg), o ensaio da reprodugdo pode ser executado como ensaio do limite, utilizando
1 000 mg/kg, com vista a demonstrar que a NOEC para a reprodugdo é superior a este valor.
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38.

Resumo e calenddrio do ensaio

As etapas do ensaio podem ser resumidas da seguinte forma:

Momento

Ensaio de determinacio da gama de concen-
tracoes

Ensaio definitivo

Dia -7 ou anterior

— Preparagdo do solo artificial (mis-
tura dos componentes secos)

— Preparagdo do solo artificial (mistura

dos componentes secos)

Dia -5

— Verificagdo do pH do solo artificial

— Medigdo da capacidade méxima de
retengdo de dgua do solo

Verificagdo do pH do solo artificial

Medicdo da capacidade mdxima de
retengdo de dgua do solo

Dias -5 a -3

— Selegdo dos vermes para aclimata-
¢do

Selegdo dos vermes para aclimatagio

Dias-3a 0

— Aclimatacio dos vermes durante,
pelo menos, 24 horas

Aclimatacio dos vermes durante,
pelo menos, 24 horas

Dia -1

— Humedecimento do solo artificial e
distribuicdo em lotes

Humedecimento do solo artificial e
distribuicdo em lotes

Dia 0

— Preparagdo das solucdes de reserva

— Aplicagio do produto quimico em
estudo

— Pesagem do substrato de ensaio
para os recipientes de ensaio

— Mistura dos alimentos
— Introdugdo dos vermes

— Medigdo do pH e do teor de humi-
dade do solo

Preparagio das solugdes de reserva

Aplicagdo do produto quimico em
estudo

Pesagem do substrato de ensaio para
os recipientes de ensaio

Mistura dos alimentos
Introducio dos vermes

Medigdo do pH e do teor de humi-
dade do solo

Dia 7

— Verificagdo do teor de humidade do
solo

Verificacdo do teor de humidade do
solo

Alimentac¢io

Dia 14

— Determinagdo da mortalidade dos
adultos

— Estimativa do nimero de juvenis

— Medigdo do pH e do teor de humi-
dade do solo

Verificagdo do teor de humidade do
solo

Alimentac¢io

Dia 21

Observagdo do comportamento dos
adultos

Remogio dos adultos

Determinagdo da mortalidade dos
adultos

Verificacdo do teor de humidade do
solo

Alimentac¢io

Dia 28

Verificacdo do teor de humidade do
solo

Suspensdo da alimentacio
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Ensaio de determinagdo da gama de concen-

~ Ensaio definitivo
tra¢des

Momento

Dia 35 — Verificagdo do teor de humidade do
solo

— Alimentagio

Dia 42 — Contagem dos vermes juvenis

— Medigdo do pH e do teor de humi-
dade do solo

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

39. Embora o apéndice 7 apresente um resumo, o presente método de ensaio ndo fornece orienta¢des estatisticas
definitivas para a andlise dos resultados do ensaio.

40. No ensaio de determinacio do intervalo de concentragdes, o principal ponto final é a mortalidade. As
alteragdes de comportamento (por exemplo, incapacidade de se enterrar no solo; imobilizagdo junto da parede
do recipiente) e de morfologia (por exemplo, presenca de feridas abertas) entre os adultos devem, porém, ser
também registadas, juntamente com a eventual presenca de juvenis. Para determinar a LC,,, efetua-se em geral
uma andlise probit (21) ou uma regressdo logistica. Contudo, nos casos em que este método de andlise nio for
adequado (por exemplo, se se tiverem utilizado menos de trés concentracdes parcialmente letais), podem
aplicar-se métodos alternativos. De entre esses métodos, destacam-se as médias moéveis (22), o método
abreviado de Spearman-Karber (23) e a simples interpolacio (por exemplo, média geométrica de LC, e LC,,,
calculada através da raiz quadrada de LC, multiplicada por LC, ).

41. No ensaio definitivo, o ponto final é a fecundidade (ou seja, o nimero de juvenis produzidos). Contudo, tal
como no ensaio de determinagdo da gama de concentracdes, todos os outros sinais de nocividade devem
constar do relatério final. A andlise estatistica exige o cdlculo da média aritmética e do desvio-padrdo para cada
amostra de tratamento e cada amostra de controlo, no ensaio de reprodugcio.

42. Se tiver sido realizada uma andlise de varidncia, o desvio-padrio, s, e os graus de liberdade, df, podem ser
substituidos, respetivamente, por estimativas agregadas da varidncia obtidas pelo método ANOVA e pelos graus
de liberdade destas, desde que a varidncia ndo dependa da concentragdo. Neste caso, utilizam-se as varidncias
simples das amostras de controlo e de tratamento. Esses valores sdo geralmente calculados por recurso a um
software estatistico comercial, utilizando os resultados por recipiente como replicados. Caso se afigure razodvel
proceder ao agrupamento de dados relativos aos controlos negativos e aos controlos com solvente em vez de
repetir os ensaios, deve averiguar-se se apresentam diferencas significativas (para ensaios adequados, ver
ponto 45 e apéndice 7).

43. A realizagdo de uma andlise estatistica e de uma inferéncia mais aprofundadas depende da normalidade da
distribui¢do dos valores relativos aos replicados, bem como da sua homogeneidade em termos de variancia.

Estimativa da NOEC

44. Deve preferir-se o recurso a ensaios potentes. Para averiguar se os dados exibem uma distribui¢do aproxima-
damente normal, devem usar-se, por exemplo, informagdes provenientes da experiéncia anterior com estudos
interlaboratoriais comparativos ou outros dados histéricos. A homogeneidade da variancia é mais critica. A
experiéncia revela que, muitas vezes, a varidncia aumenta com a média. Nestes casos, a transformagio dos
dados pode conduzir a homogeneidade da varidncia. No entanto, essa transformagdo deve basear-se na
experiéncia adquirida com os dados histéricos e ndo nos dados do ensaio. Com dados homogéneos, devem
realizar-se testes ¢t multiplos, como o teste de Williams (¢ = 0,05, unilateral) (24) (25) ou, em, certos casos, o
teste de Dunnett (26) (27). De notar que, em caso de replicacdo desigual, os valores t do quadro devem ser
corrigidos, como sugerido por Dunnett e Williams. Por vezes, devido a uma grande variagdo, as respostas ndo
exibem aumento ou diminuicdo regulares. O teste de Dunnett é mais adequado em caso de grandes desvios
relativamente a monotonicidade. Se existirem desvios a homogeneidade da varidncia, pode justificar-se
investigar de forma mais aprofundada os possiveis efeitos nesta, de forma a decidir se os testes t podem ser
executados sem perda aprecidvel do seu significado (28). Em alternativa, pode executar-se um teste U multiplo,
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como, por exemplo, o teste de Bonferroni na versio de Holm (29), ou, se os dados apresentarem homoge-
neidade da varidncia mas forem compativeis com uma relacio dose-resposta mondtona subjacente, um outro
ensaio ndo paramétrico [por exemplo, de Jonckheere-Terpstra (30) (31) ou de Shirley (32) (33)], geralmente de
preferéncia a testes t de variancia desigual (ver também o esquema do apéndice 7).

45. Se for realizado um ensaio do limite e estiverem preenchidos os pré-requisitos dos procedimentos aplicéveis
aos ensaios paramétricos (normalidade, homogeneidade), pode utilizar-se o teste t de Student par a par ou, em
alternativa, o teste U de Mann-Whitney (29).

Estimativa da EC_

46. Para o cdlculo do valor EC,, efetua-se uma andlise por regressdo linear e ndo linear da média das séries, apds a
obtencdo de uma funcio adequada dose-resposta. No caso do crescimento dos vermes como resposta continua,
os valores de EC, podem ser estimados através de uma andlise de regressdo adequada (35). De entre as funcdes
de dados quantais (mortalidade/sobrevivéncia e niimero de descendentes produzidos) adequadas citam-se as
funcdes sigmoide normal, logistica e de Weibull, com dois a quatro pardmetros, alguns dos quais se adaptam
também as respostas de hormese. Se uma fun¢do dose-resposta tiver sido ajustada por andlise de regressio
linear, deve determinar-se, com base nessa andlise, um valor r? significativo (coeficiente de determinacio ) eou
um declive, para estimar o valor de EC,, inserindo um valor correspondente a x % da média dos controlos na
equacio estabelecida por andlise de regressdo. Os limites dos intervalos de confianga de 95 % sdo calculados de
acordo com Fieller (citado em Finney — referéncia 21) ou por outros métodos modernos adequados.

47. Em alternativa, a resposta ¢ modelizada em termos de percentagem ou propor¢io do pardmetro do modelo
que ¢é interpretado como a resposta média. Nestes casos, é possivel ajustar facilmente aos resultados a curva
sigmoide normal (curva logistica ou de Weibull), por recurso ao método de regressdo probit (21). Nestes casos,
a fungdo de ponderagdo tem de ser ajustada para ter em conta as respostas métricas — cf. Christensen (36). No
entanto, se tiver ocorrido hormese, a andlise probit deve ser substituida por uma funcio logistica de quatro
pardmetros ou fungdo de Weibull, no contexto de um método de regressdo ndo linear (36). Se ndo for possivel
adaptar os dados a uma funcio adequada dose-resposta, podem utilizar-se métodos alternativos para estimar o
valor EC, e os seus limites de confianga, como as médias méveis de Thompson (22) e o método abreviado de
Spearman-Karber (23).

RELATORIO DO ENSAIO

48. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:

— natureza fisica e, se pertinente, propriedades fisico-quimicas (por exemplo, solubilidade em dgua, pressio de
vapor);

— identificacdo quimica do produto em estudo, de acordo com a nomenclatura IUPAC, niimero CAS, lote,
férmula estrutural e grau de pureza;

— prazo de validade da amostra.

Espécies sujeitas a ensaio:

— animais utilizados no ensaio: espécie, nome cientifico, origem dos organismos e condigdes de reprodugio.
Condigdes de realizacdo dos ensaios:

— ingredientes e preparacdo do solo artificial;

— método de aplicagdo do produto quimico em estudo;

— descricdo das condi¢des de ensaio, incluindo temperatura, teor de humidade, pH, etc.;

— descricdo completa do planeamento experimental e dos procedimentos.
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Resultados do ensaio:

— mortalidade dos vermes adultos apds duas semanas e nimero de juvenis no final do ensaio de
determinagdo da gama de concentragdes;

— mortalidade dos vermes adultos apds duas semanas e nimero de juvenis no final do ensaio definitivo;

— quaisquer sinais fisicos ou sintomas patoldgicos e alteragdes comportamentais observadas nos organismos
de ensaio;

— os valores de LC,,, NOEC efou EC, (por exemplo, EC;,, EC,,) para a reprodugdo, caso alguns deles sejam
aplicdveis, com intervalos de confianca, e um grafico do modelo utilizado para o seu cdlculo, bem como
todas as informacdes e observagdes tteis para a interpretacio dos resultados.

Desvios aos procedimentos descritos no presente método de ensaio e quaisquer ocorréncias anémalas durante

0 mesmo.
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Apéndice 1

Definicdes

No 4mbito do presente método de ensaio, aplicam-se as seguintes defini¢des:

Produto quimico: substancia ou mistura.

EC, (concentragdo com x % de efeitos): concentragdo que causa efeitos em x % dos organismos ensaiados durante
um determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo. No presente ensaio, as concen-
tracdes sdo expressas em massa do produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LC, (concentracdo ndo letal): concentracio de um produto quimico em estudo que nio mata nenhum dos
organismos de ensaio expostos durante um determinado periodo. No presente ensaio, os valores de LC, sdo
expressos em massa do produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LC,, (concentracdo letal mediana): concentracio de um produto quimico em estudo que mata 50 % dos organismos
50
de ensaio expostos num determinado periodo. No presente ensaio, os valores de LC., sdo expressos em massa do
s . 50
produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LC,,, (concentragio letal total): concentracdo de um produto quimico em estudo que mata 100 % dos organismos
de ensaio expostos num determinado periodo. No presente ensaio, os valores de LC,,, sdo expressos em massa do
produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LOEC (menor concentragdo com efeitos observaveis): a menor concentragio da substincia quimica em estudo que
tem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05). No presente ensaio, os valores de LOEC sdo expressos em
massa do produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado. Em geral, todas as concentracdes de ensaio
superiores a LOEC devem apresentar um efeito estatisticamente diferente das amostras de controlo. Quaisquer
desvios em relacdo as condicdes referidas para a identificagdo da LOEC devem ser justificados no relatério de ensaio.

NOEC (concentragio sem efeitos observéveis): a concentragio mais elevada do produto quimico em estudo imedia-
tamente abaixo da LOEC a qual nio se observa nenhum efeito. Neste ensaio, a concentragio NOEC ndo tem
nenhum efeito com significincia estatistica (p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao
grupo de controlo.

Taxa de reprodugio: média do niimero de juvenis produzidos por um dado nimero de vermes adultos, no
periodo de ensaio.

Produto quimico em estudo: qualquer substncia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

Determinacio da capacidade maxima de retencio de dgua

Determinacio da capacidade de retencdo de dgua do solo artificial
O método que se segue foi considerado adequado. E descrito no anexo C da norma ISO DIS 11268-2.

Recolher uma determinada quantidade (por exemplo, 5 g) de substrato de solo de ensaio com o auxilio de um
instrumento adequado (tubo Auger, etc.). Cobrir o fundo do tubo com um pedago de papel de filtro e, apds o
enchimento com 4gua, introduzi-lo num suporte de banho-maria. O tubo deve ser submergido gradualmente, até
que o nivel de dgua se situe acima do topo da camada de solo. Deixar o tubo no banho-maria durante cerca de trés
horas. Dado ndo ser possivel reter toda a dgua absorvida por capilaridade, deve deixar-se a amostra de solo escorrer
durante duas horas, colocando o tubo num leito de areia de quartzo finamente moida e muito hiimida, contido num
recipiente fechado (para evitar a secagem). A amostra deve, em seguida, ser pesada e seca até massa constante a
temperatura de 105 °C. A capacidade de retengdo de dgua (WHC) pode ser calculada do seguinte modo:

N D

WHC (em % da massa seca) = % x 100

em que:

S substrato saturado de dgua + massa do tubo + massa do papel de filtro
= tara (massa do tubo + massa do papel de filtro)

D massa seca de substrato

REFERENCIAS:

ISO (Organizagdo Internacional de Normalizagdo) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No.11268-2. ISO, Geneve.
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Apéndice 3

Determinacio do pH do solo

O seguinte método de determinagio do pH de uma amostra de solo baseia-se na descri¢do constante da norma ISO
10390 (Qualidade do solo — Determinagdo de pH).

Uma determinada quantidade de solo é seca a temperatura ambiente durante, pelo menos, 12 horas. A uma
suspensdo de solo que contenha, pelo menos, 5 g de solo adiciona-se cinco vezes o seu volume de uma solugdo 1 M
de cloreto de potéssio (KCI) de qualidade analitica ou de uma solugio 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,) também de
qualidade analitica. A suspensdo ¢ agitada vigorosamente durante cinco minutos. Apds a agitagdo, deixa-se a
suspensdo em repouso durante, pelo menos, 2 horas, mas ndo mais de 24 horas. O pH da fase liquida ¢ entdo
medido por recurso a um medidor de pH, calibrado, antes de cada medi¢do, com uma série adequada de solugdes-
-tampdo (por exemplo, pH 4,0 e 7,0).

REFERENCIAS:

ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390. ISO,
Geneve.
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Apéndice 4

Condicdes de cultura de Enchytraeus sp.

Os enquitreideos da espécie Enchytraeus albidus (bem como de outras espécies de Enchytraeus) podem ser cultivados
em grandes caixas de pldstico (por exemplo, 30 x 60 x 10 cm) cheias com uma mistura na propor¢io 1:1 de solo
artificial e solo natural para jardinagem, ndo contaminado. Devem evitar-se materiais de compostagem, pois podem
conter produtos quimicos téxicos, como metais pesados. Antes da utilizagdo, deve remover-se qualquer fauna do
solo (por exemplo, por ultracongelamento). E também possivel utilizar um substrato que contenha apenas solo
artificial, caso em que a taxa de reprodugio pode ser mais baixa do que a obtida com um substrato de solo misto. O
substrato para cultura deve ter um pH de 6,0 * 0,5.

A cultura é mantida na obscuridade, a uma temperatura de 15 a 20 °C £ 2 °C. Devem evitar-se temperaturas
superiores a 23 °C O solo deve estar apenas ligeiramente hiimido. O teor correto de humidade do solo é indicado
pelo surgimento de goticulas de dgua entre os dedos ao espremer ligeiramente o solo. Deve evitar-se o surgimento
de condigdes andxicas, garantindo que as coberturas dos recipientes de cultura permitem uma permuta adequada de
gases com o ar ambiente. O solo deve ser cuidadosamente remexido todas as semanas, para facilitar o arejamento.

Os vermes podem ser alimentados com flocos de aveia. Os flocos de aveia devem ser guardados em recipientes
herméticos e tratados em autoclave ou aquecidos antes da sua ministracdo, para evitar a infestagdo com 4caros (-
por exemplo, Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) ou Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina]. Apbs o
tratamento a quente, os flocos devem ser moidos, para poderem ser facilmente espalhados na superficie do solo.
Periodicamente, os flocos de aveia podem ser complementados pela adi¢do de vitaminas, leite e dleo de figado de
bacalhau. O fermento de padaria e a comida para peixes TetraMin constituem outras fontes adequadas de alimento.

A alimentacdo tem lugar, aproximadamente, duas vezes por semana. Espalha-se uma quantidade adequada de flocos
de aveia na superficie do solo e mistura-se cuidadosamente com o substrato ao remexer o solo para facilitar o
arejamento. A quantidade de alimento fornecida, em termos absolutos, depende do nimero de vermes presentes no
substrato. A titulo indicativo, deve aumentar-se a quantidade de alimentos se os mesmos tiverem sido totalmente
consumidos um dia apds o seu fornecimento. Reciprocamente, se subsistirem alimentos a superficie no momento da
segunda alimentacdo (uma semana mais tarde), esta deve ser reduzida. Os alimentos contaminados com fungos
devem ser removidos e substituidos. Decorridos trés meses, transferem-se os vermes para um substrato recém-
-preparado.

As condicdes de cultura sdo consideradas satisfatorias se os vermes: a) ndo tentarem escapar do substrato de solo,
b) se movimentarem com rapidez no solo, c) exibirem uma superficie exterior luzidia, sem aderirem as particulas do
solo, d) apresentarem cor esbranquicada, e) exibirem uma diversidade de gamas etdrias nas culturas e f) se
reproduzirem em permanéncia.
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Apéndice 5

Desempenho do ensaio com outras espécies Enchytraeus
Selecdo das espécies

Podem ser utilizadas outras espécies além da E. albidus, mas o procedimento de ensaio e os critérios de validade tém
de ser adaptados em conformidade. Dado que muitas espécies Enchytraeus sdo facilmente acessiveis e podem ser
conservadas de forma satisfatéria nos laboratérios, o critério mais importante na sele¢do de espécies diferentes da E.
albidus reside na importdncia ecoldgica e ainda na sensibilidade comparavel. Pode também haver motivos de ordem
formal para utilizar outra espécie. Por exemplo, nos paises em que a E. albidus ndo ocorra e ndo possa ser importada
— devido, por exemplo, a restri¢des de quarentena —, serd necessdrio recorrer a outra espécie Enchytraeus.

Exemplos de espécies alternativas adequadas

— Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992): nos tltimos anos, esta espécie foi frequentemente utilizada em
estudos ecotoxicoldgicos, dada a simplicidade da sua criagio e da sua sujeicio a ensaio. Contudo, as suas
pequenas dimensdes relativamente a E. albidus dificultam a manipulacdo, em especial nas etapas que precedem o
método de coloragdo. Ndo estd provado que a E. crypticus ocorra no campo, uma vez que tem sido descrita
apenas em culturas de minhocas. Por conseguinte, desconhecem-se as suas exigéncias ecoldgicas.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): esta designagdo abrange provavelmente um grupo de espécies muito
proximas que sio morfologicamente dificeis de distinguir. Ndo se recomenda a sua utilizagdo nos ensaios até que
a espécie a que pertencem os individuos seja identificada. A E. buchholzi encontra-se geralmente em prados e
locais movimentados, como a proximidade de estradas.

— Enchytraeus luxuriosus: Esta espécie, recentemente descrita (1), foi inicialmente designada por E. “minutus”. Foi
descoberta por U. Graefe, de Hamburgo, em pastagens na zona de St. Peter-Ording (Schleswig-Holstein,
Alemanha). A E. luxuriosus tem aproximadamente metade do comprimento da E. albidus, mas é maior do que as
outras espécies mencionadas neste contexto; pode constituir uma boa alternativa a E. albidus.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen & Christensen 1963): tem sido referida a ocorréncia desta espécie em solos minerais
na Alemanha e em Espanha, onde é comum mas, geralmente, ndo muito abundante. Em compara¢io com outras
espécies pequenas do seu género, é relativamente facil de identificar. Ndo sdo conhecidos o seu comportamento
em testes laboratoriais nem a sua sensibilidade a produtos quimicos. Verificou-se, contudo, que a sua cultura é
facil (E. Belotti, comunicagio pessoal).

Condigdes de reproducio

Todas as espécies Enchytraeus atras referidas podem ser cultivadas nos substratos utilizados para a E. albidus. Devido
as suas dimensdes mais reduzidas, os recipientes de cultura podem ser menores. Embora se possam utilizar os
mesmos alimentos, as ra¢des tém de ser ajustadas. Estas espécies tém um ciclo de vida mais curto do que o da E.
albidus e precisam de ser alimentadas com maior frequéncia.

Condigdes de realizacio do ensaio

As condigdes de ensaio sdo, em geral, as mesmas que no caso da E. albidus,, exceto que:
— o recipiente de ensaio pode ser menor;

— a duragdo do ensaio de reproducio pode ser mais curta (por exemplo, quatro semanas em vez de seis); contudo,
a duracdo do ensaio de determinacio da gama de concentra¢des deve permanecer inalterada;

— atendendo as pequenas dimensdes dos vermes juvenis, recomenda-se vivamente o recurso ao método de
coloragdo para a sua contagem;

— o critério de validade relativo ao “néimero de juvenis em cada recipiente de ensaio nos controlos” deve ser
alterado para “50”.
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Apéndice 6

Descri¢do pormenorizada das técnicas de extracdo
Coloragio com vermelho de Bengala

Este método, desenvolvido originalmente no contexto da ecologia de sistemas limosos (1), foi proposto por W. de
Coen (Universidade de Gante, Bélgica) para a contagem de enquitreideos juvenis no ensaio de reproducdo. Indepen-
dentemente, foi elaborada por RIVM Bilthoven (2) (3) uma versio modificada, que utiliza vermelho de Bengala
misturado com formaldeido em vez de etanol.

No final do ensaio definitivo (ou seja, decorridas seis semanas), os solos dos recipientes de ensaio sdo transferidos
para um recipiente pouco profundo. Para o efeito, é adequado um recipiente Bellaplast ou uma bacia de fotografia
de fundo rugoso, dado que as nervuras restringem a circulagdo dos vermes no campo de observagio. Os juvenis s3o
fixados com etanol (cerca de 5 ml por replicado). Os recipientes sdo enchidos com dgua até uma altura de 1 a 2 cm.
Adicionam-se algumas gotas (200 to 300 pl) de vermelho de Bengala (solugdo a 1 % em etanol), ou, em alternativa,
de eosina a 0,5 %, e misturam-se cuidadosamente os dois componentes. Ap6s 12 horas, os vermes devem
apresentar-se avermelhados, sendo ficeis de contar, pois estardo sobre a superficie do substrato. Em alternativa, a
mistura substratofdlcool pode ser lavada através de uma peneira (dimensdo da malha: 0,250 mm) antes da contagem
dos vermes. Em consequéncia deste processo, a caulinite, a turfa e uma parte da areia sdo eliminadas, o que faz com
que os vermes, de coloragdo avermelhada, se tornem mais visiveis e ficeis de contar. O recurso a lentes iluminadas
(de dimensdes minimas 100 x 75 mm, com uma ampliacdo de 2 a 3 vezes) também facilita a contagem.

A técnica de coloragdo reduz o tempo de contagem a alguns minutos por recipiente; a titulo de orientagdo, deve ser
possivel a uma Gnica pessoa proceder a avaliagio de todos os recipientes de um ensaio num prazo méximo de dois
dias.

Extragio por via himida

A extragdo por via hiimida deve ter inicio imediatamente ap6s o termo do ensaio. O solo de cada recipiente de
ensaio é colocado em crivos de plastico com malha de cerca de 1 mm. Os crivos sdo seguidamente suspensos em
recipientes de plastico, sem contacto com o fundo. Os recipientes sdo cuidadosamente enchidos com dgua até que as
amostras nos crivos estejam totalmente imersas. Para garantir uma taxa de recuperagdo superior a 90 % do nimero
total de vermes presentes, é conveniente utilizar um periodo de extracio de 3 dias, a 20 °C £ 2 °C. No final do
periodo de extragdo, retiram-se os crivos e decanta-se lentamente a dgua (com exce¢do de uma pequena quantidade),
devendo ter-se o cuidado de ndo perturbar os sedimentos na parte inferior dos recipientes. Agitam-se em seguida
ligeiramente os recipientes de pldstico, com o objetivo de suspender os sedimentos na dgua sobrenadante. Transfere-
-se a dgua para uma placa de Petri. Quando as particulas de solo tiverem assentado, os enquitreideos podem ser
identificados, retirados e contabilizados, com o auxilio de um microscépio estereoscopico e de uma pequena pinga
de aco.

Flutuacio

Existe um método baseado na flutuacdo, descrito numa nota de R. Kuperman (4). Apés a fixagdo com etanol do
contetido de um recipiente de ensaio, o solo é embebido em Ludox (suspensdo aquosa de silica coloidal AM-30 a
30 % em massa) até 10 a 15 mm acima da superficie. Apos homogeneizagdo do solo com o agente de flutuagdo
durante 2 a 3 minutos, podem contar-se facilmente os vermes juvenis que flutuam a superficie.

REFERENCIAS
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Apéndice 7

Resumo da avaliacio estatistica dos dados (determinagio da NOEC)
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C.33. ENSAIO DE REPRODUCAO DE MINHOCAS (EISENIA FETIDA/ EISENIA ANDREI)

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 222 (2004) da OCDE. Destina-se a avaliar os efeitos que
produtos quimicos presentes no solo tém na reproducio (e em outros parametros subletais) de minhocas das
espécies Eisenia fetida (Savigny 1826) e Eisenia andrei (Andre 1963) (1) (2). Foi submetido a um estudo interlabo-
ratorial comparativo (3). Existe j& um método de ensaio para a toxicidade aguda em minhocas (4). Foram
publicadas diversas diretrizes internacionais e nacionais para a realizagdo de ensaios de toxicidade aguda e
crénica em minhocas (5) (6) (7) (8).

2. A Eisenia fetida/ Eisenia andrei é considerada representativa da fauna do solo e, em particular, das minhocas.
Estdo disponiveis informagdes de base sobre a ecologia das minhocas e a sua utilizagdo em ensaios ecotoxico-
16gicos (7) (9) (10) (11) (12).

PRINCIPIO DO ENSAIO

3. Os vermes adultos sdo expostos a uma gama de concentragdes do produto quimico, quer em mistura com o
solo quer, no caso dos pesticidas, em aplicagdo no interior ou a superficie do solo, através de procedimentos
compativeis com o padrdo de utilizagdo do produto quimico. O método de aplicagdo é especifico da finalidade
do ensaio. A gama de concentra¢des de ensaio ¢ selecionada de forma a englobar as concentragdes suscetiveis
de causarem efeitos subletais e letais num periodo de oito semanas. A mortalidade e os efeitos no crescimento
das minhocas adultas sdo determinados apds 4 semanas de exposi¢do. Decorrido um novo periodo de 4
semanas, os adultos sdo retirados do solo, avaliando-se os efeitos na reprodugdo por contagem do nimero de
descendentes presentes no solo. A taxa de reprodugio dos vermes expostos ao produto quimico em estudo é
comparada com a taxa de reproducio do(s) controlo(s), a fim de determinar i) a concentragio sem efeitos
observéveis (NOEC) efou ii) a EC, (por exemplo, EC,,, EC,), por recurso a um modelo de regressdo linear para
estimar a concentracdo que induz um decréscimo de x % na taxa de reprodugdo. As concentragdes de ensaio
devem abranger a EC_ (por exemplo, EC,,, EC,), para que a EC_possa ser obtida por interpolacio em vez de
extrapolagdo (ver defini¢des no apéndice 1).

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

4. Tendo em vista a elaboracido de procedimentos de ensaio adequados, deve dispor-se das seguintes informacdes
relativas ao produto quimico em estudo:

— solubilidade em 4dgua;
— log K_,;
— pressdo de vapor;

— informagdes sobre o destino e o comportamento no ambiente, sempre que possivel (por exemplo, taxa de
fotdlise e taxa de hidrdlise, quando pertinente para os padrdes de aplicagio).

5. O presente método de ensaio ¢ aplicavel a todos os produtos quimicos, independentemente da sua solubilidade
em 4dgua. O método ndo ¢ aplicdvel a produtos quimicos volateis, definidos como produtos quimicos cuja
constante de Henry ou cujo coeficiente de parti¢do ar[dgua sdo superiores a 1, nem a produtos quimicos cuja
pressdo de vapor excede 0,0133 Pa a 25 °C.

6. Nio ¢ tida em conta uma eventual degradagio do produto quimico em estudo durante o periodo de ensaio.
Por conseguinte, ndo se pode presumir que as concentragdes de exposi¢do se manterdo ao longo de todo o
ensaio. Em tais casos, recomenda-se uma andlise quimica do produto quimico, no inicio e no final do ensaio.
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PRODUTO QUfMICO DE REFERENCIA

7. E necessdrio determinar a NOEC efou a EC, de um produto quimico de referéncia, de forma a garantir que as
condi¢des de ensaio laboratoriais sdo adequadas e a averiguar se, do ponto de vista estatistico, a resposta dos
organismos de ensaio nio sofre alteragdes ao longo do tempo. E aconselhdvel proceder ao ensaio de um
produto quimico de referéncia pelo menos uma vez por ano ou, se os ensaios forem realizados com menor
frequéncia, em paralelo com a determinacio da toxicidade do produto quimico em estudo. O carbendazime e o
benomil sdo produtos de referéncia adequados, tendo-se demonstrado que afetam a reprodugdo (3). Devem
observar-se efeitos significativos com concentracdes a) entre 1 e 5 mg de ingrediente ativo por quilograma de
massa seca ou b) entre 250 e 500 g/ha ou 25 e 50 mg/m?2. Se a série de ensaios incluir um padrdo téxico
positivo, utiliza-se uma concentragdo, devendo o nimero de replicados ser o mesmo que nos controlos.

VALIDADE DO ENSAIO

8.  Para que os resultados de um ensaio sejam considerados vélidos, os controlos devem satisfazer os seguintes
critérios:

— cada replicado (com 10 animais adultos) deve produzir um niimero de juvenis > 30 no final do ensaio;

— o coeficiente de variagdo da taxa de reprodugio deve ser <30 %;

— a mortalidade dos adultos nas quatro primeiras semanas do teste deve ser <10 %.

Quando um ensaio ndo satisfaz os critérios de validade atrds referidos, deve ser suspenso, a ndo ser que exista

uma justificagdo para o prosseguir. Essa justificacdo deve obrigatoriamente constar do relatério do ensaio.

DESCRICAO DO ENSAIO
Equipamento

9. Devem utilizar-se recipientes de vidro ou de outro material quimicamente inerte, com capacidade aproximada
de 1 a 2 litros. Os recipientes devem ter uma sec¢do transversal de cerca de 200 cm?, para que a adi¢do de 500
a 600 g de massa seca de substrato produza um substrato hiimido com cerca de 5 a 6 cm de profundidade. A
conce¢do da tampa do recipiente deve permitir trocas gasosas entre o substrato e a atmosfera, bem como a
entrada de luz (por exemplo, através de uma cobertura transparente perfurada), evitando, simultaneamente, a
fuga dos vermes. Se a quantidade de substrato utilizada no ensaio for bastante superior a 500-600 g por
recipiente, o niimero de vermes deve ser aumentado proporcionalmente.

10. Utiliza-se material de laboratério de uso corrente, nomeadamente o seguinte:
— estufa;
— microscopio estereoscopico;
— medidor de pH e fotémetro;
— balangas de precisio adequadas;
— equipamentos adequados para o controlo da temperatura;

— equipamentos adequados para controlo da humidade (ndo essencial se os recipientes de exposi¢do tiverem
tampas);

— incubadora ou pequena cdmara com sistema de ar condicionado;
— pingas, ganchos ou lacos;

— banho-maria.

Preparacio do solo artificial

11. O presente ensaio utiliza um solo artificial (5) (7) com a seguinte composigdo (peso seco, com secagem até a
obten¢do de um peso constante, a 105 °C):

— 10 % de turfa de esfagno, com um pH tdo préximo quanto possivel de 5,5-6,0, sem residuos vegetais
visiveis, finamente moida, seca até um determinado teor de humidade);

— 20 % de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;
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— 0,3 a 1,0 % de carbonato de cilcio (CaCO,) pulverizado, de pureza analitica, de forma a que o pH inicial
seja de 6,0 £ 0,5;

— 70 % de areia de quartzo seca ao ar (em fungio da quantidade de CaCO, necessdria), com predominancia
de areia fina com mais de 50 % de particulas de granulometria compreendida entre 50 e 200 pm.

Nota 1: A quantidade necessdria de CaCO, depende dos componentes do substrato eddfico, incluindo os
alimentos, e deve ser determinada através de medi¢des em pequenas amostras de solo imediatamente antes do
ensaio. O pH é medido com uma amostra mista, numa solugdo 1 M de cloreto de potdssio (KCl) ou numa
solugdo 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,) (13).

Nota 2: Pode reduzir-se o teor de carbono orgénico do solo artificial — por exemplo, baixando o teor de turfa
para 4-5 % e aumentando correspondentemente o teor de areia. A reducdo do teor de carbono organico
permite diminuir as possibilidades de adsor¢do do produto quimico em estudo (carbono organico) no solo,
podendo, além disso, aumentar a disponibilidade do produto para os vermes. Foi demonstrado que a espécie
Eisenia fetida pode cumprir os critérios de validade relativos a reproducio quando sujeita a ensaio em solos
naturais com teor de carbono organico inferior — por exemplo, 2,7 % (14). A experiéncia adquirida revela que
o mesmo se pode também conseguir num solo artificial com 5 % de turfa. Por conseguinte, antes da utilizagdo
de um solo artificial num ensaio definitivo, ndo ¢é necessario demonstrar a sua adequagdo aos critérios de
validade do ensaio, exceto se o teor de turfa for inferior ao atrds referido.

Nota 3: Se se utilizar solo natural em ensaios complementares (por exemplo, ensaios de nivel superior), deve
também demonstrar-se a sua adequagio ao cumprimento dos critérios de validade do ensaio.

12. Misturam-se cuidadosamente os componentes secos do solo (por exemplo, com auxilio de um misturador
laboratorial de grandes dimensdes), numa zona bem arejada. Antes do inicio do ensaio, o solo artificial seco ¢
humedecido por adi¢do de uma quantidade de dgua desionizada suficiente para a obtenc¢io de cerca de metade
do teor final de dgua, ou seja, 40 a 60 % da capacidade mdxima de retencdo de dgua (correspondente a massa
seca humedecida a 50 + 10 %). Produz-se assim um substrato isento de dgua fixa ou livre, quando comprimido
na mio. A capacidade méaxima do solo artificial para reter dgua é determinada de acordo com os procedi-
mentos descritos no apéndice 2, na norma ISO 11274 (15) ou numa norma equivalente da UE.

13. Se o produto quimico em estudo for aplicado na superficie do solo ou misturado neste sem utilizar dgua, a
quantidade final de dgua pode ser misturada no solo artificial durante a preparacio deste dltimo. Se o produto
quimico em estudo for misturado no solo juntamente com dgua, a dgua pode ser adicionada juntamente com o
produto quimico em estudo (ver ponto 19).

14. O teor de humidade do solo é determinado no inicio e no final do ensaio, em conformidade com a norma
ISO 11465 ou uma norma equivalente da UE (16), sendo o pH do solo determinado em conformidade com o
apéndice 3, com a norma ISO 10390 (13) ou com uma norma equivalente da UE. As determinac¢des devem ser
realizadas com uma amostra de controlo do solo e uma amostra de solo com cada concentracio de ensaio. O
pH do solo ndo deve ser ajustado quando se sujeitem a ensaio produtos quimicos dcidos ou bdsicos. O teor de
humidade deve ser monitorizado durante o ensaio, mediante pesagem periddica dos recipientes (ver pontos 26
e 30).

Selecdo e preparagio dos animais para ensaio

15. As espécies utilizadas no ensaio sio a Eisenia fetida ou a Eisenia andrei (1) (2). O ensaio deve iniciar-se com
vermes adultos, providos de clitelo, com idade entre dois meses e um ano. Os vermes devem ser selecionados a
partir de uma cultura sincronizada com estrutura etdria relativamente homogénea (apéndice 4). Em cada grupo
de ensaio, a idade dos individuos ndo deve diferir em mais de quatro semanas.

16. Os vermes selecionados devem ser aclimatados durante, pelo menos, um dia ao tipo de substrato de solo
artificial a utilizar no ensaio. Durante este periodo, os vermes devem ser alimentados com o alimento a utilizar
no ensaio (ver pontos 31 a 33).

17. Pesam-se individualmente grupos de 10 vermes, que se colocam de forma aleatéria nos recipientes no inicio do
ensaio. Os vermes sdo lavados com dgua desionizada antes da pesagem; remove-se o excesso de dgua
colocando os vermes por breves instantes sobre papel de filtro. A massa hdmida de cada verme deve ser da
ordem de 250 a 600 mg.
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Preparacio das concentragdes de ensaio

18. Podem utilizar-se dois métodos para a aplicacio do produto quimico em estudo: mistura do produto quimico
no solo (ver pontos 19 a 21) ou aplicacdo na superficie do solo (ver pontos 22 a 24). A selecio do método
adequado depende da finalidade do ensaio. Em geral, recomenda-se a mistura do produto quimico no solo. No
entanto, pode ser necessdrio utilizar processos de aplicacio compativeis com as préticas agricolas comuns (por
exemplo, pulverizagio de formulagdes liquidas ou utilizagio de formulagdes pesticidas especiais, como
granulos ou formulagdes para tratamento de sementes). Os solventes utilizados como auxiliares do tratamento
do solo com o produto quimico em estudo devem ser selecionados em funcio da sua baixa toxicidade para as
minhocas, devendo o procedimento de ensaio incluir um controlo adequado do solvente (ver ponto 27).

Mistura do produto quimico no solo
Produtos quimicos soltiveis em dgua

19. Imediatamente antes do inicio do ensaio, prepara-se uma solu¢io do produto quimico em dgua desionizada
numa quantidade suficiente para todos os replicados de uma concentragdo. Pode ser necessdrio um cossolvente
para facilitar a preparagio da solugio de ensaio. E conveniente preparar a quantidade de solugio necessaria
para atingir o teor de humidade final (40 a 60 % da capacidade maxima de retengdo de dgua). A solugdo é
misturada cuidadosamente com o substrato do solo antes da sua introdu¢do num recipiente de ensaio.

Produtos quimicos insoliiveis em dgua

20. O produto quimico em estudo ¢ dissolvido num pequeno volume de um solvente organico adequado (por
exemplo, acetona) e, em seguida, aspergido ou misturado numa pequena quantidade de areia de quartzo fina.
Seguidamente, o solvente é eliminado por evapora¢io num exaustor durante, pelo menos, alguns minutos. A
areia tratada ¢ entdo misturada cuidadosamente com o solo artificial previamente humedecido. Adiciona-se a

idade de dgua desionizad iri ingi final de humidade de 40 a 60 % d idad
quantidade de dgua desionizada necessdria para atingir um teor final de humidade de 40 a 60 % da capacidade
méxima de reten¢do de dgua, misturando bem. O solo estd entdo pronto para ser colocado nos recipientes de
ensaio. Dado que alguns solventes podem ser toxicos para as minhocas, hd que tomar os devidos cuidados.

Produtos quimicos insoltiveis em dgua e em solventes organicos

21. Prepara-se uma mistura constituida por 10 g de areia de quartzo industrial finamente moida e a quantidade do
produto quimico em estudo necessiria para obter a concentragio de ensaio no solo. A mistura é homoge-
neizada no solo artificial previamente humedecido. Adiciona-se a quantidade de dgua desionizada necessdria
para atingir um teor final de humidade de 40 a 60 % da capacidade médxima de retencdo de dgua, misturando
bem. O solo estd entdo pronto para ser colocado nos recipientes de ensaio.

Aplicagio do produto quimico na superficie do solo

22. O solo é tratado ap6s a adicio dos vermes. Os recipientes de ensaio sio enchidos com o substrato de solo
humedecido e colocam-se as minhocas, previamente pesadas, na superficie. Em geral, os vermes sauddveis
comegam de imediato a enterrar-se no substrato, pelo que quaisquer espécimes que permanecam a superficie
ao cabo de 15 minutos sdo considerados andmalos e devem ser substituidos. Se houver substituicio de vermes,
devem-se pesar quer os substituintes quer os substituidos, para se conhecer o peso total do grupo de vermes
vivos expostos e o peso total do recipiente com vermes no inicio do ensaio.

23. Procede-se a aplicagdo do produto quimico em estudo. Esta ndo deve ter lugar na meia hora subsequente a
introdugdo das minhocas (ou se houver vermes na superficie do solo), de modo a evitar qualquer exposi¢io
direta ao produto por contacto com a pele. Se o produto quimico em estudo for um pesticida, pode justificar-
-se aplicd-lo na superficie do solo por pulverizagdo. O produto quimico em estudo deve ser aplicado na
superficie do solo de forma tio uniforme quanto possivel, por recurso a um dispositivo adequado de
pulverizagdo a escala laboratorial que simule a pulverizagdo em campo. Antes da aplicagio, a tampa do
recipiente de ensaio deve ser removida e substituida por um invélucro que proteja da pulverizagio as paredes
laterais do recipiente. O invélucro pode ser constituido por um recipiente de ensaio ao qual se removeu a base.
A aplicagdo deve ter lugar a uma temperatura de 20 £ 2 ?C e, no caso das solugdes aquosas, emulsdes e
dispersdes em dgua, a uma taxa compreendida entre 600 e 800 pl/m?2. Esta taxa deve ser verificada por recurso
a uma técnica de calibragio adequada. As formulagdes especiais, como grinulos ou formulagdes para
tratamento de sementes, devem ser aplicadas de modo compativel com a utilizagdo para fins agricolas.
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24, Os recipientes de ensaio devem ser deixados descobertos durante uma hora, para permitir a evaporacio de
qualquer solvente volatil utilizado na aplicagdo do produto quimico em estudo. Devem tomar-se os devidos
cuidados para que, nesse periodo, nenhum espécime saia dos recipientes de ensaio.

PROCEDIMENTO
Grupos de ensaio e grupos de controlo

25. Recomenda-se uma carga de 10 minhocas em 500-600 g de massa seca de solo artificial (ou seja, 50-60 g de
solo por minhoca). Se se utilizarem quantidades maiores de solo, como no caso do ensaio de pesticidas com
modos especiais de aplicagdo (por exemplo, formulagdes para tratamento de sementes), deve manter-se a carga
de 50-60 g de solo por verme aumentando o nimero de individuos. Preparam-se 10 vermes por cada
recipiente de controlo e de exposi¢do. Os vermes sdo lavados com dgua e limpa e colocados sobre papel
absorvente durante um curto periodo, para permitir a remocio da dgua em excesso.

26. A fim de evitar erros sistemdticos na distribui¢do dos vermes nos recipientes de ensaio, a homogeneidade da
populagdo a testar deve ser determinada por pesagem individual de 20 individuos colhidos aleatoriamente da
populagdo-fonte. Uma vez assegurada a homogeneidade, selecionam-se e pesam-se lotes de vermes, a distribuir
aleatoriamente pelos recipientes de ensaio. Apds a adi¢do dos vermes, pesa-se cada recipiente de ensaio, para
assegurar a existéncia de um peso inicial que pode servir de base para a monitorizagdo do teor de humidade do
solo durante todo o ensaio, como descrito no ponto 30. Os recipientes de ensaio sio cobertos de acordo com
o ponto 9 e colocados na cdmara de ensaio.

27. Preparam-se amostras-controlo adequadas para cada um dos métodos de aplicacio do produto quimico em
estudo descritos nos pontos 18 a 24. Seguem-se os procedimentos descritos para preparar os controlos, exceto
que ndo é adicionado o produto quimico em estudo. Assim, quando necessario, sdo aplicadas aos controlos
solventes orgénicos, areia de quartzo ou outros veiculos, em concentra¢des ou quantidades compativeis com as
utilizadas nas amostras de ensaio. Se se adicionar um solvente ou outro veiculo ao produto quimico em
estudo, deve preparar-se e submeter-se a ensaio uma amostra-controlo suplementar de controlo sem o veiculo
ou o produto quimico em estudo, de forma a garantir que o veiculo ndo influi nos resultados.

Condigdes de realizacio do ensaio

28. A temperatura de ensaio é de 20 = 2 °C. O ensaio é efetuado em ciclos luz/obscuridade (de preferéncia, 16
horas de luz e 8 horas de obscuridade), com iluminagio de 400 a 800 lux na zona dos recipientes de ensaio.

29. Os recipientes ndo sdo arejados durante o ensaio, mas a concegdo das suas coberturas deve permitir trocas
gasosas, embora limitando a evapora¢do da humidade (ver ponto 9).

30. O teor em édgua do substrato eddfico nos recipientes de ensaio é mantido ao longo do ensaio, através da
repesagem periddica dos recipientes de ensaio (excluindo as coberturas). As perdas sio compensadas, na
medida do necessdrio, com dgua desionizada. O teor de dgua ndo deve variar mais de 10 % em relagdo ao
inicio do ensaio.

Alimentagio

31. Considera-se aceitdvel qualquer alimento que se tenha revelado adequado para, no minimo, manter o peso dos
vermes durante o ensaio. A experiéncia demonstra que a farinha de aveia e o estrume de cavalo ou bovino
constituem alimentos adequados. Devem realizar-se controlos para garantir que os bovinos ou equinos que
produzem o estrume ndo sdo alvo de tratamento com medicamentos ou produtos quimicos, como promotores
de crescimento, nematicidas ou produtos veterindrios semelhantes que possam afetar os vermes durante o
ensaio. Recomenda-se a utilizagdo de estrume de bovino recolhido, dado a experiéncia mostrar que o estrume
disponivel no comércio sob a forma de adubo para jardinagem pode ter efeitos adversos nos vermes. O
estrume deve ser seco ao ar, finamente triturado e pasteurizado antes da utilizagdo.

32. Para garantir a qualidade adequada, cada novo lote de alimentos deve ser fornecido a uma cultura de vermes
ndo utilizada no ensaio antes da sua utilizagdo neste. O crescimento e a produgio de casulos ndo devem ser
reduzidos em comparagdo com os vermes mantidos num substrato desprovido do novo lote de alimentos,
conforme descrito no método de ensaio C.8 (4).
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33. O alimento é fornecido pela primeira vez no dia seguinte ao da colocacdo dos vermes e da aplicagio do
produto quimico no solo. Espalham-se na superficie do solo de cada recipiente cerca de 5 g de alimento, que se
humidificam com dgua desionizada (5 ml a 6 ml por recipiente). Posteriormente, durante o periodo de ensaio
de 4 semanas, o alimento é fornecido uma vez por semana. Se o alimento nio for consumido, a ragdo deve ser
reduzida, de modo a evitar o desenvolvimento de fungos e bolores. Os adultos sio retirados do solo no 28.
dia de ensaio. Colocam-se entdo mais 5 g de alimento em cada recipiente de ensaio. Ndo é fornecida qualquer
alimentagdo nas restantes 4 semanas do ensaio.

Selecdo das concentracdes de ensaio

34. O conhecimento prévio da toxicidade do produto quimico em estudo (por exemplo, com base num ensaio de
toxicidade aguda (4) efou em ensaios de determinacio da gama de concentragdes) constitui um bom contributo
para a selecdo das concentragdes de ensaio adequadas. Se necessdrio, efetua-se um ensaio de determinacdo da
gama de concentragdes com, por exemplo, cinco concentragdes do produto quimico em estudo, respetivamente
0,1, 1,0, 10, 100 e 1 000 mg/kg (massa seca do solo). Basta um replicado para cada ensaio de tratamento e de
controlo. A duracdo do ensaio de determinagdo da gama de concentracdes é de duas semanas, sendo a
mortalidade avaliada no final do ensaio.

Concecio experimental

35. Uma vez que ndo é possivel prescrever um tinico pardmetro estatistico, o presente método de ensaio prevé a
determinacdo dos parametros NOEC e EC,. E provavel que a NOEC seja exigida pelas autoridades reguladoras
num futuro previsivel. Num futuro préximo, pode preconizar-se uma utilizagdo mais vasta da EC, com base
em considerandos de natureza estatistica e ecoldgica. Portanto, propdem-se trés concegdes, baseadas nas
recomendagdes resultantes do estudo interlaboratorial comparativo de um método de reprodugio com
enquitreideos (17).

36. Na escolha da gama de concentra¢des, importa ter presente o seguinte:

— Para a determinagdo da NOEC, devem submeter-se a ensaio, pelo menos, cinco a doze concentra¢des em
progressdo geométrica. Recomenda-se a preparacio de quatro replicados de cada concentragio de ensaio,
além de oito controlos. As concentra¢des devem diferir num fator ndo superior a 2,0.

— Para a determinagdo da EC, (por exemplo: EC,,, EC,), recomenda-se um nimero adequado de concen-
tragdes passiveis de induzir, pelo menos, quatro respostas médias com diferencas estatisticamente signifi-
cativas. Recomenda-se também preparar, pelo menos, dois replicados de cada concentragdo de ensaio e seis
replicados de controlo. O fator de espagamento pode ser inferior ou igual a 1,8 na gama com efeitos
esperados e superior a 1,8 no caso das concentra¢des mais e menos elevadas.

— Uma abordagem combinada permite a determina¢do simultdnea da NOEC e da EC,. Devem utilizar-se oito
concentragdes de ensaio em progressio geométrica. Recomenda-se a preparagio de quatro replicados de
cada concentragio de ensaio, além de oito controlos. As concentragdes devem diferir num fator ndo
superior a 1,8.

Duracio do ensaio e medi¢des

37. No 28. dia, observam-se e contam-se os vermes adultos vivos. Registam-se também alteragdes insolitas de
comportamento (por exemplo, incapacidade de se enterrar no solo ou imobilizacdo) e de morfologia (por
exemplo, presenca de feridas abertas). Seguidamente, retiram-se dos recipientes de ensaio, contam-se e pesam-
-se todos os vermes adultos. A transferéncia do solo com os vermes para um recipiente limpo, antes da
avaliagdo, pode facilitar a pesquisa dos individuos adultos. Os vermes retirados do solo sdo lavados com dgua
desionizada antes da pesagem; o excesso de dgua é removido colocando os vermes por breves instantes sobre
papel de filtro. Os vermes ndo encontrados neste momento devem ser registados como mortos, pressupondo-
-se que morreram e se decompuseram antes da avaliacio.

38. O solo que tiver sido retirado dos recipientes é entdo reposto, sem os vermes adultos mas com os eventuais
casulos produzidos. Em seguida, o solo é incubado durante mais quatro semanas nas mesmas condi¢des,
exceto que a alimentagdo tem lugar apenas uma vez, no inicio desta fase do ensaio (ver ponto 33).
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39. No termo do segundo periodo de 4 semanas, determinam-se, utilizando os procedimentos descritos no
apéndice 5, o ndmero de juvenis provenientes da eclosdo dos casulos no solo de ensaio e o nimero de casulos.
Registam-se também, ao longo do ensaio, quaisquer sinais de danos apresentados pelos vermes.

Ensaio do limite

40. Se ndo se observarem efeitos com a concentragio mais elevada no ensaio de determinagdo da gama de concen-
tracdes (1 000 mg/kg), o ensaio da reproducio é executado como ensaio do limite, utilizando uma
concentragio de ensaio de 1 000 mg/kg. Um ensaio do limite representa uma oportunidade para demonstrar
que a NOEC para a reprodugdo é superior a concentracio-limite, minimizando, a0 mesmo tempo, o niimero
de vermes utilizados no ensaio. Devem utilizar-se oito replicados tanto no caso das amostras de ensaio como
das amostras de controlo.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

41. Embora o apéndice 6 apresente um resumo, o presente método de ensaio ndo fornece orientacdes estatisticas
definitivas para a andlise dos resultados do ensaio.

42. Um dos pontos finais é a mortalidade. As alteragdes de comportamento (por exemplo, incapacidade de se
enterrar no solo; imobilizacdo junto da parede do recipiente) e de morfologia (por exemplo, presenga de feridas
abertas) entre os adultos devem, porém, ser também registadas, juntamente com a eventual presenca de
juvenis. Para determinar a LC;,, efetua-se em geral uma andlise probit (18) ou uma regressio logistica.
Contudo, nos casos em que este método de andlise ndo for adequado (por exemplo, se tiverem sido utilizadas
menos de trés concentracdes parcialmente letais), podem aplicar-se métodos alternativos. De entre esses
métodos, destacam-se as médias méveis (19), o método abreviado de Spearman-Karber (20) e a simples
interpolagdo (por exemplo, média geométrica de LC, e LC,,, calculada através da raiz quadrada de LC,
multiplicada por LC,,).

43. O outro ponto final é a fecundidade (ou seja, o nimero de juvenis produzidos). Contudo, tal como no ensaio
de determinagdo da gama de concentracdes, todos os outros sinais de nocividade devem constar do relatério
final. A andlise estatistica exige o cdlculo da média aritmética X e do desvio-padrdo para cada amostra de
tratamento e cada amostra de controlo, no ensaio de reprodugio.

44. Se se tiver realizado uma andlise de varidncia, o desvio-padrdo, s, e os graus de liberdade, df, podem ser
substituidos, respetivamente, por estimativas agregadas da varidncia obtidas pelo método ANOVA e pelos graus
de liberdade destas, desde que a varidncia ndo dependa da concentragdo. Neste caso, utilizam-se as varidncias
simples das amostras de controlo e de tratamento. Esses valores sdo geralmente calculados por recurso a um
software estatistico comercial, utilizando os resultados por recipiente como replicados. Caso se afigure razodvel
proceder ao agrupamento de dados relativos aos controlos negativos e aos controlos com solventes em vez de
repetir os ensaios, deve averiguar-se se apresentam diferencas significativas (para definir o ensaio adequado, ver
ponto 47 e apéndice 6).

45. A realizacdo de uma andlise estatistica e de uma inferéncia mais aprofundadas depende da normalidade da
distribui¢do dos valores relativos aos replicados, bem como da sua homogeneidade em termos de variancia.

Estimativa da NOEC

46. Deve preferir-se o recurso a ensaios potentes. Para averiguar se os dados exibem uma distribui¢do aproxima-
damente normal, devem usar-se, por exemplo, informacdes provenientes da experiéncia anterior com estudos
interlaboratoriais comparativos ou outros dados histéricos. A homogeneidade da variancia é mais critica. A
experiéncia revela que, muitas vezes, a varidncia aumenta com a média. Nestes casos, a transformagio dos
dados pode conduzir a homogeneidade da varidncia. No entanto, essa transformagdo deve basear-se na
experiéncia adquirida com os dados histéricos e ndo nos dados do ensaio. Com dados homogéneos, devem
realizar-se testes ¢t multiplos, como o teste de Williams (¢ = 0,05, unilateral) (21) (22) ou, em, certos casos, o
teste de Dunnett (23) (24). De notar que, em caso de replicagdo desigual, os valores t do quadro devem ser
corrigidos, como sugerido por Dunnett e Williams. Por vezes, devido a uma grande variagdo, as respostas nio
exibem aumento ou diminuigdo regulares. O teste de Dunnett é mais adequado em caso de grandes desvios
relativamente a monotonicidade. Se existirem desvios & homogeneidade da varidncia, pode justificar-se
investigar de forma mais aprofundada os possiveis efeitos nesta, de forma a decidir se os testes t podem ser
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executados sem perda aprecidvel do seu significado (25). Em alternativa, pode executar-se um teste U multiplo,
como, por exemplo, o teste de Bonferroni na versio de Holm (26), ou, se os dados apresentarem homoge-
neidade da varidncia mas forem compativeis com uma relacio dose-resposta mondtona subjacente, um outro
ensaio ndo paramétrico [por exemplo, de Jonckheere-Terpstra (27) (28) ou de Shirley (29) (30)], geralmente de
preferéncia a testes t de varidncia desigual (ver também o esquema do apéndice 6).

47. Se se realizar um ensaio do limite e se preencherem os pré-requisitos dos procedimentos aplicdveis aos ensaios
paramétricos (normalidade, homogeneidade), pode utilizar-se o teste t de Student par a par ou, em alternativa,
o teste U de Mann-Whitney (31).

Estimativa da EC_

48. Para o célculo do valor EC,, efetua-se uma andlise por regressio linear e ndo linear da média das séries, apos a
obtengdo de uma fungio adequada dose-resposta. No caso do crescimento dos vermes como resposta continua,
os valores de EC, podem ser estimados através de uma andlise de regressdo adequada (32). De entre as funcdes
de dados quantais (mortalidade/sobrevivéncia e niimero de descendentes produzidos) adequadas citam-se as
funcdes sigmoide normal, logistica e de Weibull, com dois a quatro pardmetros, alguns dos quais se adaptam
também as respostas de hormese. Se uma funcdo dose-resposta tiver sido ajustada por andlise de regressio
linear, deve determinar-se, com base nessa andlise, um valor r? significativo (coeficiente de determinagdo ) efou
um declive, para estimar o valor de EC, inserindo um valor correspondente a x % da média dos controlos na
equacdo estabelecida por andlise de regressdo. Os limites dos intervalos de confianga de 95 % sdo calculados de
acordo com Fieller (citado em Finney — referéncia 18) ou por outros métodos modernos adequados.

49. Em alternativa, a resposta ¢ modelizada em termos de percentagem ou proporgdo do pardmetro do modelo
que € interpretado como a resposta média. Nestes casos, é possivel ajustar facilmente aos resultados a curva
sigmoide normal (curva logistica ou curva de Weibull), por recurso ao método de regressio probit (18). Nestes
casos, a fungdo de ponderagio tem de ser ajustada para ter em conta as respostas métricas — cf. Christensen
(33). No entanto, se tiver ocorrido hormese, a andlise probit deve ser substituida por uma funcio logistica de
quatro parametros ou funcdo de Weibull, no contexto de um método de regressio ndo linear (34). Se ndo for
possivel adaptar os dados a uma fungdo adequada dose-resposta, podem utilizar-se métodos alternativos para
estimar o valor EC_ e os seus limites de confianca, como as médias méveis de Thompson (19) e o método
abreviado de Spearman-Karber (20).

RELATORIO DO ENSAIO

50. O relatério do ensaio deve incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo:
— descrigdo definitiva do produto quimico em estudo, lote e nimero CAS, grau de pureza;

— propriedades do produto quimico em estudo (por exemplo, log Kow, hidrossolubilidade, pressdo de vapor,
constante de Henry (H) e informagdes sobre o destino e comportamento).

Organismos sujeitos a ensaio

— animais utilizados no ensaio: espécie, nome cientifico, origem dos organismos e condigdes de reprodugio;
— idade, gama de tamanhos (massa) dos organismos.

Condigdes de realizacdo do ensaio

— dados sobre a preparagdo do solo para o ensaio;

— capacidade médxima de reten¢do de dgua do solo;

— descrigdo da técnica utilizada para aplicar no solo o produto quimico em estudo;

— informagdes sobre produtos quimicos adjuvantes utilizados para administrar o produto quimico em estudo;
— dados de calibragdo do equipamento de pulverizagio, se for caso disso;

— descricdo completa do método experimental e dos procedimentos;

— dimensdo dos recipientes de ensaio e volume de solo utilizado;

— condicdes de ensaio: intensidade luminosa, duragdo dos ciclos luz/obscuridade, temperatura;
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— descri¢do do regime alimentar, tipo e quantidade de alimentos utilizados no ensaio, datas de alimentacio;
— pH e o teor de humidade do solo no inicio e no final do ensaio.

Resultados do ensaio:

— mortalidade dos adultos ( %) em cada recipiente de ensaio no final das primeiras quatro semanas;

— massa total de adultos no inicio do ensaio, em cada recipiente;

— alteragdes no peso corporal dos animais vivos adultos (% do peso inicial) em cada recipiente, apds as
primeiras quatro semanas do ensaio;

— numero de juvenis produzidos em cada recipiente, no final do ensaio;

— descri¢do dos sintomas ou patologias evidentes ou das alteragdes comportamentais evidentes;

— resultados obtidos com o produto quimico de referéncia;

— valores de LC,,, NOEC efou EC,_ (por exemplo, ECy,, EC,,) para a reprodugdo, caso alguns deles sejam
aplicdveis, com intervalos de confianca, e um grafico do modelo utilizado para o seu célculo, bem como
todas as informagdes e observacdes uteis para a interpretacio dos resultados;

— representagdo gréfica da relagdo dose-resposta;

— resultados de cada recipiente de ensaio;

desvios aos procedimentos descritos no presente método de ensaio e quaisquer ocorréncias andémalas durante o

mesmo.
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Apéndice 1

Definicdes

Para efeitos do presente método, entende-se por:

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

EC, (concentragdo com x % de efeitos): concentragio que causa efeitos em x % dos organismos ensaiados num
determinado periodo de exposi¢io, comparativamente ao grupo de controlo. Por exemplo, a ECy, é a concentracio
que se estima que, num ponto final do ensaio, terd efeito em 50 % da populagdo exposta, durante um periodo de
exposi¢do definido. No presente ensaio, as concentra¢des sio expressas em massa do produto quimico em estudo
por massa seca de solo utilizado no ensaio ou em massa de produto quimico em estudo por unidade de superficie
do solo.

LC, (concentracio ndo letal): concentragio de um produto quimico em estudo que nio mata nenhum dos
organismos de ensaio expostos durante um determinado periodo. No presente ensaio, os valores de LC, sdo
expressos em massa do produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LC;, (concentragdo letal mediana): concentragdo de um produto quimico em estudo que mata 50 % dos organismos
de ensaio expostos num determinado periodo. No presente ensaio, a LCy, é expressa em massa do produto quimico
em estudo por massa seca de solo utilizado no ensaio ou em massa de produto quimico em estudo por unidade de
superficie do solo.

LC,,, (concentragio letal total): concentragdo de um produto quimico em estudo que mata 100 % dos organismos
100 . . ’ . ~

de ensaio expostos num determinado periodo. No presente ensaio, os valores de LC,,, sdo expressos em massa do

produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado.

LOEC (menor concentracdo com efeito observavel): menor concentragdo do produto quimico em estudo que tem
um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05). No presente ensaio, a LOEC é expressa em massa do produto
quimico em estudo por massa seca de solo utilizado ou em massa de produto quimico em estudo por unidade de
superficie do solo. Em geral, todas as concentragdes de ensaio superiores 8 LOEC devem apresentar um efeito estatis-
ticamente diferente das amostras de controlo. Quaisquer desvios em relagdo as condigdes referidas devem ser
justificados no relatério de ensaio.

NOEC (concentragdo sem efeitos observéveis): a concentragio mais elevada do produto quimico em estudo imedia-
tamente abaixo da LOEC a qual ndo se observa nenhum efeito. Neste ensaio, a concentragio NOEC ndo tem
nenhum efeito com significincia estatistica (p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao
grupo de controlo.

Taxa de reproducido: Média do nimero de juvenis produzidos por um dado niimero de vermes adultos, no periodo
de ensaio.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura sujeita a ensaio segundo o presente método.
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Apéndice 2

Determinacio da capacidade médxima do solo para reter dgua (capacidade médxima de retencio
de dgua)

O método que se segue foi considerado adequado para determinar a capacidade maxima de retengio de dgua. E
descrito no anexo C da norma ISO DIS 11268-2 (1).

Recolher uma determinada quantidade (por exemplo, 5 g) de substrato do solo de ensaio com o auxilio de um
instrumento adequado (tubo Auger, etc.). Cobrir o fundo do tubo com um pedago de papel de filtro e, apds o
enchimento com 4gua, introduzi-lo num suporte de banho-maria. O tubo deve ser submergido gradualmente, até
que o nivel de dgua se situe acima do topo da camada de solo. Deixar o tubo no banho-maria durante cerca de trés
horas. Dado néo ser possivel reter toda a dgua absorvida por capilaridade, deve deixar-se a amostra de solo escorrer
durante duas horas, colocando o tubo num leito de areia de quartzo finamente moida e muito hiimida, contido num
recipiente coberto (para evitar a secagem). Seguidamente, pesar a amostra, seca até massa constante, a 105 °C. A
capacidade de retengdo de dgua (WHC) ¢ calculada do seguinte modo:

S D

WHC (em % da massa seca) = % x 100
em que:
S = substrato saturado de dgua + massa do tubo + massa do papel de filtro
T = tara (massa do tubo + massa do papel de filtro)
D = massa seca de substrato

REFERENCIAS:

(1) ISO (Organizagdo Internacional de Normalizagdo) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No.11268-2. ISO, Geneve.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/133

Apéndice 3

Determinacio do pH do solo

O seguinte método de determinagio do pH de uma amostra de solo baseia-se na descri¢do constante da norma ISO
10390 (Qualidade do solo — Determinagdo de pH).

Uma determinada quantidade de solo é seca a temperatura ambiente durante, pelo menos, 12 horas. A uma
suspensdo de solo que contenha, pelo menos, 5 g de solo adiciona-se cinco vezes o seu volume de uma solugdo 1 M
de cloreto de potéssio (KCI) de qualidade analitica ou de uma solugio 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,) também de
qualidade analitica. A suspensdo ¢ agitada vigorosamente durante cinco minutos. Apds a agitagdo, deixa-se a
suspensdo em repouso durante, pelo menos, 2 horas, mas ndo mais de 24 horas. O pH da fase liquida ¢ entdo
medido por recurso a um medidor de pH, calibrado, antes de cada medi¢do, com uma série adequada de solugdes-
-tampdo (por exemplo, pH 4,0 e 7,0).

REFERENCIAS:

(1) ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390.
ISO, Geneve.
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Apéndice 4

Cultura de Eisenia fetida e Eisenia andrei

A cultura deve ser efetuada, de preferéncia, numa cdmara climatizada a 20 °C £ 2 °C. A esta temperatura, com uma
alimentacdo suficiente, os vermes tornam-se adultos ao termo de 2 a 3 meses.

Ambas as espécies podem ser criadas numa vasta gama de residuos de origem animal. O meio de cultura
recomendado é uma mistura 50:50 de estrume de equino ou de bovino com turfa. Devem realizar-se controlos para
garantir que os bovinos ou equinos que produzem o estrume ndo sdo alvo de tratamento com medicamentos ou
produtos quimicos, como promotores de crescimento, nematicidas ou produtos veterindrios semelhantes que
possam afetar os vermes durante o ensajio. Recomenda-se a utilizacdo de estrume de origem “bioldgica”, dado a
experiéncia mostrar que o estrume disponivel no comércio sob a forma de adubos para jardinagem pode ter efeitos
adversos nos vermes. O meio deve ter um pH de 6 a 7 (ajustado com carbonato de célcio) e baixa condutividade
i6nica (menos de 6 mS/cm ou 0,5 % de concentragdo salina) e ndo deve estar excessivamente contaminado com
amoniaco ou urina. O substrato deve estar himido, mas ndo encharcado. Sdo adequadas caixas de cultura de 10 a
50 litros.

A melhor forma de obter minhocas de idade e tamanho (massa) normalizados consiste em iniciar a cultura com
casulos. Uma vez iniciada, a cultura é mantida mediante a colocacdo de minhocas adultas, durante 14 a 28 dias,
numa caixa de reprodu¢do com substrato fresco, para permitir a produgdo de novos casulos. Retiram-se os adultos e
utilizam-se os juvenis eclodidos dos casulos como base para a préxima cultura. Os vermes sdo alimentados
permanentemente com residuos animais e transferidos periodicamente para um substrato fresco. A experiéncia
demonstra que o estrume de bovino ou de equino moido e a farinha de aveia constituem alimentos adequados. Deve
garantir-se que os bovinos ou equinos que produzem o estrume ndo sdo alvo de tratamento com medicamentos ou
produtos quimicos, como promotores de crescimento, que possam afetar os vermes em culturas a longo prazo. Os
vermes eclodidos dos casulos sdo utilizados nos ensaios entre 2 e 12 meses de idade, altura em que se consideram
adultos.

Os vermes podem ser considerados saudaveis se se movimentarem através do substrato, ndo tentarem abandond-lo e
se reproduzirem continuamente. O substrato acusa exaustdo se os vermes se deslocarem muito lentamente e tiverem
a extremidade posterior amarela, caso em que se recomenda a aplica¢do de substrato fresco efou uma redugio da
densidade populacional.
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Apéndice 5

Técnicas para a contagem de vermes juvenis eclodidos dos casulos

A triagem manual de vermes do substrato eddfico é muito morosa. Recomendam-se, por isso, dois métodos
alternativos:

a) Os recipientes de ensaio sio colocados em banho-maria a uma temperatura inicial de 40 °C, com aumento até

60 °C. Apés um periodo de cerca de 20 minutos, os vermes juvenis devem aparecer a superficie do solo,
podendo entdo ser facilmente retirados e contados.

b) O solo utilizado no ensaio é lavado num crivo, por recurso ao método desenvolvido por van Gestel et al. (1),
desde que a turfa e o estrume ou a farinha de aveia adicionados ao solo sejam finamente moidos. Sobrepdem-se
dois crivos com 0,5 mm de malha e didmetro de 30 cm. O contetido de um recipiente de ensaio é lavado nos
crivos sob um fluxo forte de 4gua da torneira; os vermes jovens e os casulos sdo retidos principalmente no crivo
superior. E importante notar que toda a superficie do crivo superior deve ser mantida hiimida durante a
operacdo, para que os juvenis flutuem numa pelicula de dgua que os impeca de passar através dos poros. Os
melhores resultados obtém-se utilizando uma cabeca de chuveiro.

Uma vez lavado todo o substrato, os juvenis e os casulos podem ser transferidos, por enxaguamento, do crivo
superior para um recipiente. Deixa-se repousar o contetido do recipiente, de forma a permitir a flutuagdo dos
casulos vazios a superficie da dgua, enquanto os casulos cheios e os vermes juvenis se precipitam para o fundo. A
dgua pode, entdo, ser decantada, transferindo-se os juvenis e os casulos para uma placa de Petri com um pouco de
dgua. Retiram-se os vermes para contagem por meio de uma agulha ou de um par de pingas.

A experiéncia demonstra que o método a) é mais adequado para a extragio de juvenis que possam ser lavados num
crivo de 0,5 mm.

Deve determinar-se sempre a eficiéncia do método utilizado para remover os vermes (e os eventuais casulos) do

substrato edéfico. Se os juvenis forem retirados por triagem manual, é aconselhdvel realizar duas vezes a operagdo
com todas as amostras.

REFERENCIAS:

(1) Van Gestel, C.A.M., W.A. van Dis, EM. van Breemen, PM. Sparenburg (1988). Comparison of two methods
determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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Apéndice 6

Resumo da avaliacio estatistica dos dados (determinagio da NOEC)
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C.34. DETERMINACAO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DE BACTERIAS ANAEROBIAS — REDUGAO DA
PRODUCAO DE GAS A PARTIR DE LAMAS DIGERIDAS EM CONDICOES DE ANAEROBIOSE

INTRODUCAO

1. O presente método é equivalente ao Test Guideline (TG) 224 (2007) da OCDE. Os produtos quimicos descar-
regados nos meios aqudticos atingem as zonas aerdbia e anaerébia, onde podem ser degradados efou podem
inibir a atividade bacteriana; em certos casos, podem permanecer na zona anaerébia, sem serem degradados,
durante décadas ou ainda mais tempo. Nos processos de tratamento de dguas residuais, o primeiro passo
(primeira eliminacdo), é aerébio no liquido sobrenadante e anaerébio na lama depositada. Este tratamento é
seguido de um segundo passo em que se estabelece uma zona aerdébia no tanque de arejamento de lamas
ativadas e uma zona anaerébia nas lamas depositadas no tanque de decantagdo secunddrio. A lama presente
nestes dois tratamentos é, normalmente, sujeita a um tratamento anaerébio, produzindo metano e didxido de
carbono, os quais sio comumente utilizados na producio de eletricidade. No meio ambiente, os produtos
quimicos que se depositam nos sedimentos de baifas, estudrios e no mar ficam retidos indefinidamente nessas
zonas anaerdbias, se ndo forem biodegradados. Grandes quantidades de certos produtos quimicos depositam-se
nessas zonas devido as suas propriedades fisicas, como uma baixa solubilidade em 4gua, elevada capacidade de
adsor¢do em soélidos em suspensio e incapacidade de serem biodegradados em condi¢des de aerobiose.

2. Embora seja desejavel que os produtos quimicos descarregados no meio ambiente sejam biodegradaveis, quer
em condi¢des de aerobiose quer de anaerobiose, é essencial que ndo inibam a atividade dos microrganismos
presentes nessas zonas. No Reino Unido, observaram-se alguns casos de completa inibi¢io da producio de
metano devido a descargas industriais de pentaclorofenol, obrigando a remogéo bastante dispendiosa das lamas
e a importagdo de lamas digeridas sauddveis de instalacdes vizinhas. Tém-se registado casos menos graves de
toxicidade por outros produtos quimicos, incluindo hidrocarbonetos alifticos halogenados (produtos de
lavagem a seco) e detergentes, que originaram prejuizos significativos na eficiéncia da digestéo.

3. Apenas um método C.11 (1) se refere a inibi¢do da atividade bacteriana (respiragio de lamas ativadas), e avalia
o efeito de produtos quimicos na taxa de absor¢do de oxigénio na presenca de um substrato. Este método é
largamente utilizado na prevengdo de possiveis efeitos nocivos de produtos quimicos no tratamento aerébio de
dguas residuais, bem como como indicador das concentragdes nio inibitérias de produtos quimicos, que
podem ser utilizadas nos varios testes de biodegradabilidade. O método C.43 (2) oferece uma oportunidade
limitada para determinar a toxicidade de produtos quimicos na produgdo de gds por lamas anaerébias, diluidas
10 vezes em relagdo a sua concentragdo normal de sélidos, para permitir a precisio necessdria a avaliagio da
biodegradagdo percentual. E porque as lamas diluidas podem ser mais sensiveis a produtos quimicos
inibitérios, o grupo ISO decidiu preparar um método utilizando lamas ndo diluidas. Foram analisados, pelo
menos, trés textos (Dinamarca, Alemanha e Reino Unido), tendo finalmente sido elaboradas duas normas ISO,
uma utilizando lamas ndo diluidas, ISO 13 641-1 83) e outra utilizando uma diluicio de 100x para as lamas,
ISO 13 641-2 (4), para responder aos tipos de lodos e sedimentos que apresentam baixas concentragdes de
populagdes bacterianas. Ambos os métodos foram sujeitos a um teste de intercalibragdo (5): a primeira norma
foi bem aceite, mas tem havido desacordo quanto a segunda. O Reino Unido considera que, dado uma
proporgdo significativa dos participantes referir uma pequena ou nenhuma produgio de gis — devido, em
parte, ao facto de percentagem de espaco de gds ser muito elevada (até 75 %) para permitir uma sensibilidade
aceitdvel -, este protocolo necessita de uma investigagdo mais aprofundada.

4. Trabalhos realizados anteriormente no Reino Unido (6) (7) descrevem um método manométrico que utiliza,
como substrato, lamas digeridas ndo diluidas e lodo de esgoto em bruto, em frascos de 500 ml; contudo, o
aparelho era pesado e o cheiro do lodo tornava o trabalho desagraddvel. Mais tarde, Shelton e Tiedje (8)
apresentaram um aparelho mais conveniente e leve, desenvolvido por Batterrsby e Wilson (9) e utilizado por
Wilson et al. (10) com sucesso. Kawahara et al. (11) prepararam com sucesso em laboratério outros padrdes de
lamas, para utilizar em testes de biodegradabilidade anaerdbica e inibi¢do de uma série de produtos quimicos.
O lodo de esgoto em bruto como substrato foi, também, substituido nos testes por lodo anaerébio diluido
100x ou por lamas, sedimentos, etc., de baixa atividade bacteriana.

5. Este método pode fornecer informagdes dteis para a antevisdo do efeito do produto quimico em estudo na
produgdo de gds em digestores anaerobios. No entanto, sé realizando testes e simulando condi¢des em
digestores, se pode indicar se hd adaptagio dos microrganismos ao produto quimico em estudo ou se o
produto quimico, que serd absorvido ou adsorvido pelo lodo, pode dar origem a concentracdes toxicas que
ultrapassem a duracdo permitida pelo presente teste.
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PRINCIPIO DO METODO

6. Aliquotas de uma mistura de lamas digeridas em condi¢des de anaerobiose (20 g/l a 40 g/l de sélidos totais) e
uma solucdo do substrato degradével sdo incubados sozinhos e simultaneamente com uma série de concen-
tragdes do produto quimico em estudo, em garrafas vedadas, durante trés dias. A quantidade de gds produzido
(metano e didxido de carbono) é medida pelo aumento de pressdo (Pa) nas garrafas. A inibi¢do percentual na
produgdo do gds para as vdrias concentra¢des do produto quimico em estudo é calculada a partir das
quantidades produzidas nas garrafas do controlo e da experiéncia em si. A EC,, e outras concentracdes
pertinentes sdo calculadas a partir de curvas tracadas com a inibi¢do percentual em fungio da concentragdo do
produto quimico ou, mais comumente, em fungdo do seu logaritmo.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

7. Os produtos quimicos em estudo devem ser, normalmente, utilizados na sua forma quimica mais pura, pois
algumas impurezas presentes, como os clorofendis, podem ser mais toxicos do que o préprio produto quimico
em estudo. No entanto, deve ponderar-se a necessidade de utilizar o produto quimico na forma comercial
disponivel. Ndo se recomenda a utilizacio rotineira de produtos preparados, mas, no caso de produtos
quimicos pouco soltveis, pode constituir o melhor método. Devem ser conhecidas as propriedades do produto
quimico em estudo, nomeadamente a sua solubilidade em dgua e em alguns solventes organicos, a pressdo de
vapor de dgua, o coeficiente de adsorgdo, a hidrélise e biodegradabilidade em condi¢des de anaerobiose.

APLICABILIDADE DO METODO

8. O presente método ¢ vélido para produtos quimicos soliiveis e insoliiveis em dgua, incluindo produtos volateis.
Devem tomar-se cuidados particulares com materiais de baixa solubilidade em dgua (12) e alta volatilidade.
Podem, também, ser utilizados indculos de outros locais anaerébios, como lodos, solos saturados e sedimentos.
Os sistemas bacterianos anaerébios que tenham sido previamente expostos a produtos quimicos téxicos podem
ser adaptados para manterem a sua atividade na presenca de produtos quimicos xenobidticos. Estes indculos
podem apresentar uma elevada tolerancia aos produtos quimicos em estudo quando comparados com indculos
obtidos em sistemas que ndo tenham sofrido essa adaptacio.

PRODUTOS QUfMICOS DE REFERENCIA

9. Para verificar o procedimento, um produto quimico de referéncia é testado em paralelo em recipientes
apropriados como parte da experiéncia: o 3,5-diclorofenol mostrou ser um bom inibidor da produgio
anaerdbia de gds, assim como para o consumo de oxigénio por lamas ativadas e outras reacdes bioquimicas.
Outros produtos quimicos mostraram se mais efetivos na inibicdo da produgio de metano que o 3,5-
-diclorofenol — € o caso, nomeadamente, do bis-tiocianato de metileno (MBT) e do pentaclorofenol —, mas os
resultados obtidos com estes produtos quimicos ainda ndo foram validados. O pentaclorofenol nio é
recomendado, pois ndo se encontra disponivel na forma pura.

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS

10. Um teste interlaboratorial mostrou haver, entre os 10 participantes, uma reprodutibilidade muito baixa nos
valores de EC;, para o 3,5-diclorofenol e o 2-bromoetanossulfonato (a concentragio do primeiro variou entre
32 mg/l e 502 mg/l e a do segundo entre 220 mg/l e 2 190 mg/l).

mg/l mg/g de lama
Nimero de
laboratéri 1 . ~ Coeficiente d 1 . ~ Coeficiente d
aboratorios Média Desvio-padrdo ‘?;ifégg ?%)e Média Desvio-padrio \?aiilacégg ?%)e
3,5-Diclorofenol
10 153 158 103 5 4,6 92
Acido 2-bromoetanossulfénico
10 1058 896 85 34 26 76
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Dados de EC;, do teste interlaboratorial — lamas nio diluidas

11. Os elevados coeficientes de variagio entre os laboratérios refletem, em grande medida, as diferencas de sensibi-
lidade dos microrganismos presentes nas lamas devido a uma pré-exposicio ou a ndo-exposi¢do ao produto
quimico em estudo ou outros produtos quimicos afins. A precisio do valor de EC;,, com base na concentragio
de lamas, revelou-se pouco melhor que o valor “volumétrico” (mg/l). Os trés laboratérios que comunicaram os
valores mais precisos para o 3,5-diclofenol apresentaram os coeficientes de variagio mais baixos (22, 9, e
18 %, respetivamente, para a EC,,, expressa em mg/g) do que a média de todos os laboratérios. As médias
individuais dos trés laboratérios foram 3,1, 3,2 e 2,8 mg/g, respetivamente. Os coeficientes de variacio mais
baixos e aceitdveis entre os laboratérios comparados com os coeficientes de variagdo mais elevados entre os
laboratérios, nomeadamente, 9-22 % e 92 %, indicam existirem diferengas significativas nas propriedades das
lamas estudadas.

DESCRICAO DO METODO
Equipamento

12. Utiliza-se o equipamento usual de laboratdrio, nomeadamente o seguinte:
a) Incubadora — a prova de faiscas e com controlo de temperatura (35 °C + 2 °C);

b) Recipientes de vidro resistentes & pressdo de dimensdes apropriadas (), cada um revestido com uma
membrana a prova de gds que possa resistir a pressdes entre 2 bar e 2 x 105 Pa (para revestimento utilizar,
por exemplo, PTFE — politetrafluoretileno). Recomendam-se, em especial, frascos de soro com 125 ml,
com um volume real de 160 ml, vedados com membranas () e anéis de aluminio; podem, também, ser
utilizadas garrafas com um volume total de 0,1 e 1 ];

¢) Medidor de pressio de precisdo (°), com agulha acoplada

A produgdo de gés total (metano mais didxido de carbono) medido com um medidor de pressdo adaptado
para permitir medi¢cdes e ventilagio do gds produzido. Um exemplo de um aparelho adequado é um
medidor de pressdo de mio ligado a uma seringa com agulha; uma vélvula de gds com trés vias facilita a
libertagdo da pressdo em excesso (apéndice 1). E necessdrio manter o volume da tubagem do transdutor e
da vélvula o mais pequeno possivel, para que os erros introduzidos pelo volume do equipamento, que nio é
contabilizado, sejam insignificantes;

d) Recipientes isolantes para transporte das lamas digeridas;

e) Viélvulas de gds de trés vias;

f) Crivo com malha de 1 mm quadrado;

g) Reservatdrio para as lamas digeridas, um vidro ou uma garrafa de polietileno com capacidade de 5 litros,
equipado com um agitador e com a possibilidade de introduzir azoto gasoso (ver pardgrafo 13) no volume
livre de liquido;

h) Filtros de membrana (0,2 pm), para esterilizar o substrato;

(*) O volume recomendado é de 0,1 litros a 1 litro.

(*) A utilizagdo de rolhas de silicone a prova de gds ¢ o mais recomenddvel. Recomenda-se também que as rolhas sejam testadas —
principalmente as rolhas de borracha de butilo —, porque algumas rolhas disponiveis comercialmente ndo sdo suficientemente
estanques ao metano e outras ndo se mantém apertadas quando sdo atravessadas por agulhas, como é necessdrio neste teste.

— no caso de produtos quimicos voldteis, sio recomendadas e devem ser utilizadas membranas a prova de gis (algumas
membranas, disponiveis comercialmente, sdo relativamente finas — menos de 0,5 cm — e ndo sdo estanques quando se
introduz a agulha);

— se os produtos quimicos em estudo ndo forem voldteis, sdo recomendadas rolhas de borracha de butilo (com 1 cm), pois
mantém-se estanques aos gases mesmo depois de espetadas com a agulha;

— antes do teste, recomenda-se que as membranas e as rolhas sejam cuidadosamente verificadas para averiguar se se mantém
estanques aos gases mesmo depois de espetadas com a agulha.

(®) O medidor deve ser verificado e calibrado regularmente de acordo com as instrucdes do fabricante. Se o medidor de pressdo for um
modelo mais completo — por exemplo, fechado com uma membrana de ago — a calibragdo ndo € necesséria. A precisdo da calibragdo
no laboratério pode ser verificada utilizando um padrdo a 1 x 10° Pa. Quando a medigdo é efetuada correctamente, a linearidade deve
manter-se inalterada. Se forem utilizados outros medidores (sem certificado de calibracio fornecido pelo fabricante), recomenda-se
efetuar a conversdo dos intervalos de concentragdes de uma forma mais regular (apéndice 2).
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i) Microsseringas, para a ligagdo do transdutor de pressdo [ver ponto 12, alinea c)] ao volume livre de liquido
[ver ponto 12, alinea b)]; também, para adicionar liquidos insoltveis as garrafas, se for esse o caso em
estudo;

j) Camara de fluxo laminar com luvas, opcional mas recomendada, com uma ligeira pressdo positiva de azoto.

Reagentes

13. Utilizar sempre reagentes de qualidade analitica. O azoto gasoso utilizado durante todo o teste deve ser de
elevada pureza, com um teor de oxigénio inferior a 5p/l.

’

Agua

14. Se for necessdrio realizar alguma diluicdo, utilizar dgua desionizada previamente arejada. Ndo é necessdrio
efetuar controlos analiticos dessa dgua, mas deve garantir-se a verificagio regular do aparelho da dgua
desionizada. Utilizar também 4gua desionizada na preparacdo das solu¢des-mie. Antes da adi¢do do indculo
anaerébio a qualquer solu¢do ou dilui¢do do material em estudo, importa assegurar que estas estdo isentas de
oxigénio. Para tal, borbulhar azoto gasoso na dgua com de dilui¢do (ou nas préprias dilui¢des) durante 1 h,
antes de adicionar o indculo ou, alternativamente, aquecer a dgua a fervura e deixar arrefecer a temperatura
ambiente numa atmosfera isenta de oxigénio.

Lamas para digestio

15. Recolher lamas digeridas num digestor de uma estagdo de tratamento de esgotos ou, alternativamente, recolher
as lamas de um digestor laboratorial de esgotos de origem doméstica. Informagdo pritica sobre lamas de
digestores de laboratério pode ser encontrada na bibliografia (11). Caso se pretenda utilizar um in6culo
diferente, devem preferir-se lamas digeridas de uma estagdo de tratamento de esgotos industriais. Para colher as
lamas, utilizar garrafas de boca larga de polietileno ou de um material semelhante. Adicionar as lamas as
garrafas até ao topo, deixando 1 cm, vedd-las bem, preferencialmente com uma vélvula de seguranca [ponto
12, alinea )] e colocd-las em contentores isolantes [ponto 12, alinea d)], para minimizar as diferengas de
temperatura até serem transferidas para a incubadora e mantidas a 35 °C + 2 °C. Ao abrir as garrafas, libertar o
excesso de gds afrouxando a rolha ou abrindo a vdlvula [ponto 12, alinea e)]. E preferivel utilizar as lamas ap6s
a sua colheita, mas se tal ndo for possivel, guarda-las a 35 °C + 2 °C durante trés dias e borbulhar azoto gasoso
no volume livre de liquido das garrafas, para diminuir a atividade da mistura.

Aviso — A digestdo das lamas liberta gases inflamaveis, o que representa risco de fogo e de explosdo; as lamas
contém, também, organismos patogénicos. Devem, assim, tomar-se as devidas precaugdes ao trabalhar com as
lamas. Por razdes de seguranca, ndo se devem utilizar recipientes de vidro na colheita das lamas.

Inéculo

16. Imediatamente antes de utilizar as lamas, misturd-las agitando suavemente e crivd-las através do crivo de malha
de 1 mm? [ponto 12, alinea f)] para a garrafa apropriada [ponto 12, alinea g)], através da entrada pela qual vai
passar a amostra de azoto. Retirar uma amostra para determinar a concentracio de sélidos em peso seco (ver,
por exemplo, a norma ISO 11 923 (13) ou um norma equivalente da UE). Preferencialmente, utilizar as lamas
sem serem diluidas. A concentragdo de sélidos situa-se, em geralmente, entre os 2 % e 4 % (v[v). Verificar o pH
das lamas e, se necessdrio, ajustd-lo para 7 + 0,5.

Substrato

17. Dissolver em dgua desionizada 10 g de meio nutritivo (por exemplo, Oxoid), 10 g de extrato de levedura e
10 g de D-glucose e misturar até obter um volume final de 100 ml. Esterilizar por filtragdo com um filtro de
membrana 0,2 um [ponto 12, alinea h)] e utilizar imediatamente, ou guardar a 4 °C ndo mais do que um dia.

Produto quimico em estudo

18. Preparar solugdes-mie de cada um dos produtos quimicos em estudo, que contenham, por exemplo, 10 g/l do
produto quimico em dgua isenta de oxigénio (ponto 14). Utilizar os volumes apropriados nas solu¢des-mde, de
forma a preparar as misturas de reagdo com as concentragdes desejadas. Preparar a série de diluigdes para cada
solucdo-mée, de modo a que o volume adicionado a cada garrafa seja o mesmo para cada concentragio. O pH
das solucdes-mie deve ser ajustado para 7 £ 0,2, se necessario.
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19. No caso de produtos quimicos pouco soliiveis em dgua, consultar a norma ISO 10 634 (12) ou uma norma
equivalente da UE. Se for necessdrio utilizar um solvente organico, devem evitar-se solventes como cloroférmio
e o tetracloreto de carbono, que inibem fortemente a producio de metano. Preparar a solugio de uma
determinada concentragio do produto quimico insoliivel com um solvente voldtil — por exemplo, acetona ou
éter etilico. Adicionar os volumes necessdrios da solugio do solvente a garrafas vazias [ponto 12, alinea b)] e
evaporar o solvente antes de adicionar as lamas. Para outros tratamentos, consulte a norma ISO 10 634 (12)
ou uma norma equivalente da UE, tendo porém em conta que qualquer agente tensioativo utilizado para
produzir emulsdes pode ser inibidor da produgdo anaerébia de gds. Caso se considere que a presenca de
solventes organicos e de agentes emulsionantes produz efeitos indesejados, o produto quimico em estudo pode
ser adicionado diretamente a mistura na forma de p6 ou liquido. Os produtos quimicos voldteis e liquidos
insoltveis em dgua podem ser injetados e inoculados através da membrana das garrafas, utilizando as microsse-
ringas [ponto 12, alinea i)].

20. Adicionar o produto quimico em estudo as garrafas de forma a obter uma série geométrica de concentragdes,
por exemplo, 500 mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l e 15,6 mg/l. Se nio forem conhecidos
limites de toxicidade de produtos quimicos afins, realizar um teste preliminar de despistagem desses limites,
com concentragdes de 1 000 mg/l, 100 mg/l e 10 mg/l.

Produto quimico de referéncia

21. Preparar uma solugdo aquosa de 3,5-diclorofenol (10 gfl), adicionando gradualmente e agitando pequenas
quantidades de uma solucio de hidréxido de sédio 5 mol/l, até se dissolver. Depois, adicionar a dgua isenta de
oxigénio (ponto 14) até ao volume requerido; o recurso a ultrassons pode ajudar a dissolugdo. Podem utilizar-
-se outros produtos quimicos de referéncia se os limites médios da ECs, ja tiverem sido estabelecidos em trés
testes com in6culos diferentes (origens ou momentos de recolha diferentes).

INTERFERENCIAS/ERROS

22. Alguns componentes das lamas podem reagir com inibidores, tornando-os indisponiveis para os microrga-
nismos e produzindo assim uma inibi¢do baixa ou nula. Por outro lado, se as lamas contiverem ja um produto
quimico inibidor, os resultados podem ser erréneos quando esse produto quimico ¢ testado. Existe um certo
ntmero de outros fatores que podem originar resultados erréneos. Estes fatores estdo listados no apéndice 3,
juntamente com os métodos destinados a eliminar ou reduzir os seus efeitos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

23. O nimero de replicados necessdrios depende do grau de precisdo requerido para os indices de inibigdo. Se as
rolhas das garrafas fornecerem garantias para toda a duracdo do ensaio, preparar sé6 um conjunto de garrafas
(pelo menos, 3 triplicados) para cada concentracdo requerida. Do mesmo modo, preparar um conjunto de
garrafas com o produto quimico de referéncia e um conjunto com os controlos. No entanto, se a vedacio das
garrafas s for fidvel para uma ou poucas perfuragdes, preparar um conjunto de garrafas (por exemplo, um
triplicado) para cada intervalo (t) no qual sio requeridos resultados para todas as concentracdes do produto
quimico em estudo. Preparar, igualmente, um conjunto de garrafas “t” para o produto quimico de referéncia e
os controlos.

24. E aconselhavel a utilizagio de uma camara de fluxo laminar com luvas [ponto 12, alinea j)]. Pelo menos, 30
minutos antes de iniciar o teste, colocar na cdmara todo o material e equipamento necessirio e injetar azoto
gasoso. Confirmar que a temperatura das lamas se mantém nos 35 °C * 2 °C durante 0 manuseamento ¢ a
selagem das garrafas.

Ensaio preliminar

25. Se a atividade das lamas for desconhecida, recomenda-se a realizagio de um ensaio preliminar. Preparar um
conjunto de controlos que tenham, por exemplo, concentragdes de sélidos de 10 gfl, 20 g/l e 40 g/l mais o
substrato, mas ndo tenham o produto quimico. Utilizar, também, volumes diferentes da mistura de reagdo, de
modo a ter 3 a 4 partes de espaco de volume vazio em relacio ao volume de liquido. A partir dos resultados
de volume de gds produzido em intervalos de tempo diferentes, as condi¢des selecionadas permitem duas
medi¢des didrias para determinar o rendimento e a libertacio de pressdo por dia!, sem provocar risco de
explosdes.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

Adigdo do produto quimico em estudo

Introduzir nas garrafas os produtos quimicos em estudo solaveis [ponto 12, alinea b)], na forma de solugdes
aquosas (ponto 18). Utilizar um conjunto de trés replicados para cada intervalo de concentracdes (ponto 20).
No caso de produtos quimicos insoliiveis ou pouco soliiveis em dgua, injetar nas garrafas vazias, com uma
microsseringa, solugdes destes em solventes organicos, preparando um conjunto de replicados de cinco concen-
tragdes para cada produto quimico em estudo. Evaporar o solvente borbulhando azoto gasoso a superficie da
solu¢do nas garrafas. Alternativamente, introduzir diretamente nas garrafas os produtos quimicos insoltveis, na
forma de solidos.

Se um produto quimico insolivel ou pouco soliivel em dgua for adicionado sem a utilizagdo de um solvente,
introduzi-lo diretamente com uma microsseringa nas garrafas apds a adicdo do inéculo e do substrato (ver
ponto 30). Os produtos quimicos volateis podem ser manipulados da mesma forma.

Adicdo do indculo e do substrato

Colocar numa garrafa de 5 litros [ponto 12, alinea g)], sob agitacdo, um volume conhecido de lamas crivadas
(ver ponto 16), fazendo passar uma corrente de azoto gasoso pelo volume vazio da garrafa. Passar também
uma corrente de azoto gasoso, durante 2 min, pelas garrafas que contém as solucdes aquosas ou as solucdes
do produto quimico com o solvente ja evaporado, para remogdo do ar. Distribuir pelas garrafas aliquotas de
100 ml das lamas, bem misturadas, utilizando uma pipeta de boca larga ou uma proveta. E essencial que se
encha a pipeta de uma sé vez, para evitar que a amostra assente. Se ndo for esse o caso, voltar a agitar a
amostra e a encher a pipeta.

Em seguida, adicionar uma solucio de substrato suficiente para obter uma concentragio final de 2 g/l do meio
nutritivo, do extrato de levedura e da D-glucose na mistura, enquanto o azoto é ainda adicionado. O quadro
seguinte apresenta alguns exemplos de testes que pode levar a cabo.

1.3.2016

C I Volume do produto quimico Reagentes e meios de cultura
oncentragio fi- ) (ml)
nal do produto (m
qulmlcofnas gar- Solucio-mae Solucdo-mae Diluici Inéeul Substrat
e | W | U | g | e s
8 ponto 18 ponto 18 p p p
0 — 0 1,0 100 2
1 — 0,1 0,9 100 2
3,3 — 0,33 0,67 100 2
10 0,1 — 0,9 100 2
33 0,33 — 0,67 100 2
100 1,0 — 0 100 2

Volume total da garrafa = 160 ml. Volume de liquido = 103 ml

Volume do gds = 57 ml, ou 35,6 % do volume total.

Da mesma forma, lavar com azoto gasoso garrafas de teste vazias para trabalhar com qualquer produto
quimico insolGvel ou pouco solvel em dgua (ponto 27).

Controlos e produto quimico de referéncia

Preparar, pelo menos, trés conjuntos de garrafas que contenham sé as lamas e o substrato, que constituirdo os
controlos. Preparar, ainda, replicados de garrafas que contenham as lamas, o substrato e a solugdo-mie do
produto quimico de referéncia, 3,5-diclorofenol (pardgrafo 21), para uma concentragio final de 150 mg/l. Esta
concentragdo deve inibir a produgdo de gds em 50 %. Alternativamente, estabelecer um intervalo de concen-
tragdes para o produto quimico de referéncia. Devem preparar-se, ainda, mais quatro garrafas para as medigdes
do pH que contenham as lamas, a dgua livre de oxigénio e o substrato. Introduzir em duas dessas garrafas a
concentragdo mais elevada de produto quimico utilizada e adicionar dgua isenta de oxigénio as duas garrafas
restantes.
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32. Assegurar que todas as garrafas contém o mesmo volume de liquido (V) dos produtos quimicos em estudo,
dos produtos quimicos de referéncia e dos controlos; se necessdrio, adicionar dgua desionizada, isenta de
oxigénio (pardgrafo 14), para perfazer o volume. O volume vazio do recipiente deve situar-se entre os 10 % e
os 40 % em relagdo a sua capacidade total; este valor deve ser escolhido com base nos resultados obtidos com
o ensaio preliminar. Apds introduzir todos os componentes nas garrafas, remover a agulha de aporte do géds e
vedar cada garrafa com uma rolha de borracha e uma tampa de aluminio [ponto 12, alinea b)], humedecendo
a rolha com dgua desionizada para ajudar a sua colocacdo. Misturar o contetido de cada garrafa agitando
suavemente.

Incubagio das garrafas

33. Transferir as garrafas para a incubadora, preferencialmente com agitacdo, e colocd-las a 35 °C + 2 °C. As
garrafas sio incubadas na obscuridade. Depois de 1 h, equilibrar a pressdo das garrafas com a pressio
atmosférica, inserindo uma agulha de seringa, ligada a um medidor de pressdo [ponto 12, alinea c)], através da
rolha de cada garrafa. Abrir a vilvula até que a pressdo chegue a zero e voltar a fechar a vélvula. A agulha deve
estar inserida com um 4ngulo de cerca de 45.°, para impedir a perda de gds. Se as garrafas forem incubadas
sem agitacdo, agitar manualmente duas vezes por dia durante todo o periodo de incubagdo, para equilibrar o
sistema. Ao incubar as garrafas, colocd-las invertidas para impedir a libertacio de gds através da rolha. Nos
casos em que os produtos quimicos em estudo sio insoliiveis, a inversio das garrafas ndo é aconselhdvel
devido a possivel aderéncia dos mesmos a base das garrafas.

Medicdes de pressio

34. Quando as garrafas estdo a 35 °C £ 2 °C, medir e registar o pH de duas das quatro garrafas, descartando o seu
contetido; deixar as restantes na incubadora, na obscuridade. Medir e registar a pressdo das garrafas, duas vezes
por dia, nas 48 h a 72 h seguintes, inserindo a agulha ligada a0 medidor de pressdo através da rolha. Ligar a
agulha entre cada medigdo. Manter as garrafas a temperatura de incubagdo durante as medigdes, que devem ser
realizadas tdo rapidamente quanto possivel. Deixar a pressdo estabilizar e registd-la. Abrir a vilvula para
equilibrar, fechando-a quando atingir o zero. Prosseguir o ensaio durante as 48 h subsequentes a primeira
leitura, a qual é designada como “tempo 0”. O ndmero de leituras e de aberturas para produtos quimicos
volateis deve ser s6 um (no final do perfodo de incubagio) ou dois, para minimizar a perda do produto
quimico em estudo (10).

35. Se a leitura de pressdo for negativa, ndo abrir a vdlvula. A mistura pode, por vezes, acumular-se na agulha e na
tubagem, dado origem a uma leitura de pressdo negativa. Se for este o caso, remover a agulha, agitar a
tubagem, secar com um pano e introduzir uma agulha nova.

Medicdes de pH

36. Medir e registar o pH dos contetidos de cada garrafa ap6s a medigdo da pressdo final.

DADOS E RELATORIOS
Expressdo dos resultados

37. Calcular a soma e a média das pressdes registadas em cada intervalo de tempo em cada conjunto de replicados,
bem como a sua média cumulativa para cada pressdo de gés. Tragar os graficos da produgdo de gds (Pa) (média
cumulativa) em fun¢do do tempo, para o controlo, as garrafas de referéncia e de ensaio. Selecionar um tempo
na zona linear da curva, geralmente nas 48 h, e calcular a inibi¢do percentual (I) para cada concentragdo, a
partir da seguinte equacdo [1]:

I=(1-PJP)x100 [1],
em que

I inibi¢do, expressa em percentagem;
P, pressdo do gds produzido com o material em estudo para um determinado tempo, em Pascal (Pa);

P_ pressio do gds produzido no controlo para um determinado tempo em Pascal (Pa).



L 54/144 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

E aconselhdvel tracar duas curvas, isto é, a curva I, em fungio da concentragio, e a curva II, em fungio do
logaritmo da concentragio; deve selecionar-se a zona da curva mais préxima da linearidade. Determinar a EC,,
(mg/l) visualmente ou por cdlculo da regressdo linear. Em estudos comparativos, pode ser mais 1til expressar a
concentragdo do produto quimico em mg/g de sélidos totais (peso seco). Para obter esta concentragdo, dividir a
concentragio volumétrica (mg/l) pela concentragdo volumétrica das lamas sélidas secas (g/l) (ponto16).

38. Calcular a inibi¢do percentual para cada concentragio do produto quimico de referéncia utilizado, ou a EC,, se
tiver sido estudado um niimero significativo de concentragdes.

39. Converter em volume a pressdo média do gds produzido no controlo P_ (Pa), com base na curva de calibracio
do medidor de pressdo (apéndice 2); a partir desse valor, calcular o rendimento de géds, expresso em volume
produzido em 48 h a partir de 100 ml de lamas ndo diluidas, numa concentragdo de 2 g/l (20 g/) a 4 % (40 g/

1.

Critérios de validagio

40. Os resultados obtidos o estudo interlaboratorial da ISO (5) mostraram que o produto quimico de referéncia
(3,5-diclorofenol) causa 50 % de inibi¢do na produgdo de gds num intervalo de concentragdes entre 32 mgfl e
510 mgfl, com a média nos 153 mg/l (pardgrafo 10). Este intervalo de concentragdes é tdo vasto que é
impossivel de estabelecer com razoabilidade os limites de inibi¢do; tal sé serd possivel quando os indculos se
tornarem mais reprodutiveis. Os volumes de gds produzido nos controlos em 48 h variam entre 21 ml/g de
peso seco de lamas e 149 ml/g (média 72 ml/g). Ndo hd uma relagdo consistente entre o volume de gds
produzido e o valor de EC;; correspondente. O pH final varia entre 6,1 e 7,5.

41. O ensaio é considerado vélido quando se obtém uma inibicdo superior a 20 % no controlo de referéncia
(150 mg/l de 3,5-diclorofenol), o branco produz mais de 50 ml de gis por g de peso seco e o pH, no final, se
situa entre 6,2 e 7,5.

Relatério do ensaio

42. O relatério deve obrigatoriamente incluir as seguintes informagdes:
Produto quimico em estudo

— nome vulgar, denomina¢io quimica, nimero CAS, férmula estrutural e principais propriedades fisico-
-quimicas;

— pureza (teor de impurezas).

Condigdes experimentais

— volume do liquido e do espago vazio dos recipientes utilizados;

— descricdo dos recipientes utilizados e da forma de medicdo do gis (por exemplo, tipo de medidor de gds);

— forma de aplicacdo do produto quimico em estudo e do produto quimico de referéncia, concentragdes
utilizadas e quais os solventes;

— descricdo detalhada do indculo utilizado; nome da estagdo de tratamento de esgoto, descri¢do da origem
das dguas residuais tratadas (por exemplo, temperatura, tempo de retengdo das lamas, predominantemente,
de origem doméstica ou industrial, etc.), concentragdo de sélidos, atividade de produgio de gds no digestor
anaerdbio, possivel exposicdo ou pré-tratamento com produtos quimicos téxicos ou local de colheita do
lodo, sedimento, etc.;

— temperatura de incubacio e sua variagdo etc.;
— temperatura de incubagdo, com o respetivo intervalo de variagio;

— nimero de replicados.
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Resultados
— valores de pH no final do ensaio;

— todas as medicOes realizadas nos recipientes de teste, de controlo, do branco e do produto quimico de
referéncia, em forma de quadro (por exemplo, pressdo em Pa ou milibares;

— inibicdo, em percentagem, determinada nas garrafas de ensaio e de referéncia; curvas concentragdo versus
inibicdo;

— célculo dos valores de EC,,, expressos em mg/l e mg/g;
— producdo de gis por grama de lamas, em 48 horas;
— motivos para a rejei¢do de algum dos resultados obtidos;

— discussdo dos resultados, incluindo alguma alteragdo efetuada ao método descrito, nomeadamente com base
em interferéncias e erros ocorridos que se desviem do esperado;

— referir se a finalidade do teste consistiu, também, em medir a toxicidade para microrganismos nunca
expostos ou pré-expostos ao produto quimico em estudo.
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Legenda:

1
2

Apéndice 1

Exemplo de uma montagem para medir a produgio de biogids utilizando a pressio do gis

0

AONNYN

Medidor de pressdo

Vilvula de gds de trés vias

Agulha da seringa

Vedante a prova de gés (tampa metdlica e rolha)
Volume livre

Indculo

As garrafas sdo colocadas num ambiente a 35 °C £ 2 °C
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Apéndice 2

Conversio do medidor de pressio

As leituras no medidor de pressio podem estar relacionadas com o volume do gds por intermédio de uma curva-
-padrdo; pode, assim, calcular-se o volume do gds produzido por g de lama seca durante 48 h. Este indice de
atividade ¢ utilizado com um dos critérios de validagdo dos resultados obtidos. A curva de calibragdo € definida
injetando volume conhecidos de gds a 35 °C £ 2 °C em frascos de soro que contém um volume de dgua igual ao da
mistura de reagdo, Vy;

— Colocar V; ml de aliquotas de dgua, mantidas a 35 °C + 2 °C, em cinco frascos de soro. Vedar as garrafas e
colocd-las num banho de dgua a 35 °C * 2 °C durante 1h, para uniformizar;

— Ligar o medidor de pressdo, deixd-lo estabilizar e ajustar o zero;

— Inserir a agulha da seringa através da tampa de uma das garrafas, abrir a vélvula até que o medidor de pressio
chegue a zero e depois fechar a valvula;

— Repetir o procedimento com as restantes garrafas;

— Injetar 1 ml de ar a 35 °C £ 2 °C em cada uma das garrafas. Inserir a agulha (no medidor) através da tampa de
uma das garrafas e deixar a pressdo estabilizar. Registar a pressdo, abrir a vélvula até que a pressdo chegue a zero
e depois fechar a valvula;

— Repetir o procedimento com as restantes garrafas;

— Repetir todo o procedimento utilizando 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml, e
50 ml de ar;

— Tragar uma curva de conversio da pressio (Pa) em func¢do do volume do gds injetado (ml). A resposta do
aparelho ¢é linear para o intervalo de pressdo entre 0 Pa e 70 000 Pa e entre 0 ml e 50 ml de gds produzido.
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Apéndice 3

Fatores identificados que podem originar resultados falseados

a) Qualidade das tampas das garrafas

Estdo disponiveis no comércio diferentes tipos de vedantes dos frascos de soro, muitos dos quais — inclusive a
borracha de butilo — perdem a firmeza quando sio espetados com a agulha nas condi¢des experimentais do
presente ensaio. Por vezes, a pressio baixa muito lentamente quando a tampa ¢ espetada com a agulha da
seringa. A utilizagdo de tampas estanque para os gases é recomendada para obviar estas falhas [ponto 12, alinea

b)].

b) Humidade na agulha da seringa

Por vezes, a humidade acumula-se na agulha da seringa e na tubagem, o que pode ser detetado ao ler-se uma
ligeira pressdo negativa. Para suprir este problema, remover a agulha e agitar a tubagem; secar com um pano e
colocar uma nova agulha (pontos 12, alinea c), e 35).

¢) Contaminacdo com oxigénio

Os métodos anaerébios estdo sujeitos a erros por contaminacdo com oxigénio, o qual pode causar uma menor
produgdo de gds. No presente método, essa possibilidade deve ser minimizada pela utilizagio de técnicas
estritamente anaerdbias, inclusive a utilizagdo de um porta-luvas.

d) Substrato mais grosseiro nas lamas

A produgdo anaerdbia de gds e a sensibilidade das lamas sdo influenciadas pelos substratos transferidos com o
inéculo para as garrafas. As lamas digeridas em digestores anaer6bios domésticos contém, frequentemente, pelos
e residuos vegetais de celulose, o que torna dificil retirar amostras representativas. Ao crivar as lamas, promove-se
a remocio das matérias insoliiveis mais grosseiras, o que permite colher amostras representativas (ponto 16).

e) Produtos quimicos voldteis

Os produtos quimicos volateis acumulam-se no espago vazio das garrafas de ensaio. Podem, por isso, registar-se
perdas de produto apés as medigdes de pressdo, originando valores de ECy, erroneamente elevados. O problema
pode ser suprido ajustando a relagdo entre o volume de espago vazio e o volume de liquido e ndo efetuar purgas
ap6s as medigdes de pressdo (10).

f) Produgdo ndo linear de gds

Se a curva da média cumulativa de produgio de gds em funcio do tempo de incubacio ndo for aproximadamente
linear no periodo de 48 h, a precisdo do teste pode baixar. Para ultrapassar este problema, é aconselhdvel utilizar
lamas de uma origem diferente e/ou aumentar a concentragdo do meio nutritivo, do extrato de levedura e da
glucose (ponto 29).
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Apéndice 4

Aplicacdo a amostras naturais com biomassas baixas — lodos anaerébios, sedimentos, etc.
Introdu¢do

A.l1  Geralmente, a atividade microbiana especifica que ocorre naturalmente em lodos anaerébicos, sedimentos,
solos, etc.. é bastante mais baixa do que a que ocorre em lamas anaerdbicas derivadas de esgotos. Por isso,
quando sio medidos os efeitos inibitorios de produtos quimicos nestas amostras de lamas menos reativas,
algumas das condi¢des experimentais podem ser modificadas. Para estas lamas menos reativas, pode
proceder-se de duas formas:

a) Alterar o teste preliminar (ponto 25) com uma amostra de lama, solo, etc., a 35 °C £ 2 °C ou mantendo a
temperatura do local onde foi recolhida para uma simulagdo mais precisa (como indicado na parte 1 da
norma ISO 13 641);

b) Realizar o teste com a lama diluida (1 para 100), para estimular a esperada baixa atividade da amostra
natural, mas mantendo a temperatura a 35 °C £ 2 °C (como indicado na parte 2 da norma ISO 13 641).

A2 A opcio (a) pode ser executada pelo método aqui descrito (equivalente a parte 1 da ISO 13 641); porém, é
essencial realizar um teste preliminar (pardgrafo 25) para estabelecer as condi¢des 6timas, a ndo ser se estas
ja tenham sido descritas em testes anteriores. A amostra de lodo ou de sedimento deve ser minuciosamente
misturada utilizando, por exemplo, um liquidificador e, se necessério, diluindo com dgua arejada (ponto 14),
de modo que possa ser utilizada uma pipeta de ponta grossa ou uma proveta. Caso se considere que faltam
nutrientes, a amostra de lodo pode ser centrifugada (em condi¢des anaerdbicas) e ressuspendida num meio
de cultura mineral contendo extrato de levedura (A.11).

A3 Opcido (b). Este procedimento imita razoavelmente a baixa atividade das amostras naturais, mas carece da alta
concentragio de sélidos suspensos presentes nessas amostras. O papel dos sélidos suspensos na inibi¢do ndo
é conhecido, mas é possivel que a reagdo entre o produto quimico em estudo e os constituintes do lodo,
assim como a adsor¢do do produto quimico em estudo nestes sélidos, possa resultar numa diminuigdo da
toxicidade do produto quimico em estudo.

A4 A temperatura é outro fator importante: em simulagdes rigorosas, os ensaios devem ser realizados a
temperatura do local de colheita, pois é sabido que os diferentes tipos de bactérias produtoras de metano
preferem gamas de temperaturas muito diversas — podendo classificar-se, nomeadamente, em termofilas (~
30-35 °C), mesdfilas (20-25 °C) e psicrofilas (< 20 °C) —, o que origina padrdes de inibicdo muito variados.

A.5  Duragdo. Na parte 1 do ensaio normalizado, que utiliza lamas ndo diluidas, a produgdo de gds nos primeiros
2-4 dias ¢é sempre suficiente, enquanto na parte 2, com uma amostra diluida 100 vezes, a quantidade de gés
produzido no teste interlaboratorial ¢ insuficiente ou nula. Na sua descricio do ensaio, Madsen et al. (1996)
recomendam que a duragdo do ensaio seja de, pelo menos, 7 dias.

Concentragdes baixas de biomassa (opgio b)

E necessario efetuar as seguintes modificacdes e alteracdes, aditando ou substituindo alguns pontos do texto
principal.

A.6  Aditar ao ponto 6: Principio do ensaio

“Esta técnica pode ser utilizada com 1 em 100 lamas anaerdbias diluidas, para estimular parcialmente a baixa
atividade dos lodos e dos sedimentos. A temperatura de incubagio pode ser 35 °C ou a do local onde a
amostra foi recolhida. Como a atividade bacteriana é muto inferior quando comparada com a amostra nio
diluida, o perfodo de incubacio deve ser aumentado para, pelo menos, 7 dias.”

A.7  Aditar ao ponto 12, alinea a):

“A incubadora deve poder funcionar a 15 °C.”
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A.8  No final do ponto 13, aditar um reagente suplementar:

“Acido fosforico (H,PO,), solugio em dgua a 85 %, em massa.”

A.9  No final do ponto 16, aditar o seguinte:

“Utilizar uma concentragdo final de 0,20 £ 0,05 g/l de peso seco de sélidos totais.”

A.10 Ponto 17. Substrato em estudo

Este substrato ndo pode ser utilizado e deve ser substituido por extrato de levedura (ver pontos 17; A.11,
A12, A13).

A.11 E necessirio um meio de cultura mineral, incluindo os elementos vestigiais, sendo conveniente adicionar um
substrato orgdnico, como o extrato de levedura.

No final do ponto 17, aditar o seguinte:

“a) Meio mineral em estudo, com extrato de levedura.

E preparado a partir de meio de cultura concentrado [ponto 17, alinea b); A. 12] com uma solugio de
elementos vestigiais (ponto 17, alinea c); A.13). Utilizar sulfureto de sdio ndo hidratado recente [ponto
17, alinea b); A.12], ou lavd-lo e secd-lo antes da utilizagdo, para garantir que mantém a sua capacidade
de redugdo. Se o ensaio for realizado sem a camara de fluxo laminar com luvas [ponto 12, alinea j)], a
concentragio de sulfureto de sédio na solugdo-mie deve ser aumentada para 2 g/l (de 1g/l). O sulfureto
de sbdio deve, também, ser adicionado através da rolha das garrafas, com vista a reduzir o risco de
oxidagdo, para uma concentragdo final de 0,2 g/l. Alternativamente, pode utilizar-se citrato de titdnio (III)
[pardgrafo 17 (b)]. Neste caso, adiciond-lo através da rolha da garrafa, para uma concentragdo entre os
0,8 mmol/l e 1,0 mmol/l. O citrato de titanio (I) é muito eficaz; é um agente de reduzida toxicidade que
se prepara da seguinte forma: dissolver 2,94 g de citrato trissédico di-hidratado em 50 ml de dgua sem
oxigénio (ponto 14) — o que resulta numa solugdo de 200 mmol/l — e adicionar 5 ml de solucio de
cloreto de titdnio (II) (15 g/100 ml em dgua). Neutralizar até pH 7 + 0,5 com carbonato de sédio e
colocar num frasco de soro sob fluxo de azoto gasoso. A concentra¢do final de citrato de titdnio (II) na
solugdo-mie é de 164 mmol/l. Utilizd-la imediatamente ou guardé-la a 4 °C, ndo mais do que um dia.

A.12 (b) Meio de ensaio concentrado dez vezes, preparado com os seguintes compostos:

Di-hidrogenofosfato de potassio anidro (KH,PO,) 2,7 ¢
Hidrogenofosfato dissédico (Na,HPO,) 44 g
(ou 11,2 g de deca-hidratado) 53¢
Cloreto de aménio (NH,Cl)

Cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,-2H,0) 0,75g
Cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,-6H,0) 10¢g
Cloreto de ferro (Il) tetra-hidratado (FeSO,-4H,0) 02¢g
Resazurina (indicador redox) 0,01g
Sulfato de sédio nona-hidratado (Na,S-9H,0) 1,0g
[ou citrato de titanio (II)] conc.final 0,8 mmol/l a 1,0 mmol/l
Solucdo de elementos vestigiais [ver ponto 17, ¢); A.13] 10,0 ml
Extrato de levedura 100 g
Dissolver em dgua de dilui¢do (ponto 14) e perfazer até 1 000 ml

A.13 (¢) Solugdo de elementos vestigiais, preparada com os seguintes compostos:

Cloreto de manganés (II) tetra-hidratado (MnCl,-4H,0) 05¢g

Acido ortobérico (H,BO,) 0,05¢
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Cloreto de zinco (ZnCl,) 0,05¢
Cloreto de cobre (IT) (CuCl,) 0,03 ¢
Molibdato de sddio di-hidratado (Na,MoO,-2H,0) 0,01g
Cloreto de cobalto (IT) hexa-hidratado (CoCl,-6H,0) 10¢g
Cloreto de niquel (II) hexa-hidratado (NiCl,-6H,0) 01g
Selenito dissédico (Na,SeO,) 0,05¢
Dissolver em dgua de dilui¢do (ponto 14) e perfazer até 1 000 ml”.

A.14 Ponto 25: Ensaio preliminar

E essencial que o ensaio preliminar seja realizado de acordo com o ponto 24, exceto se a concentracio sélida
das lamas for 100 vezes superior a apresentada. Entdo, o teste deve ser realizado com 0,1g/l, 0,2g/l e 0,4g/l.
A duragdo da incubagdo deve ser de, pelo menos, 7 dias.

Nota: se, no teste de intercalibragdo (5), o volume livre de liquido foi da ordem de 75 % do volume total, é
recomenddvel que se mantenha na ordem dos 10 %-40 %. O que importa reter é que o volume de gds
produzido para 80 5 de inibi¢do deve ser medido com uma precisdo aceitdvel (por exemplo, =5 % a 10 %).

A.15 Pontos 26 a 30: Adigdo do produto quimico em estudo, do indculo e do substrato

As adicdes sio realizadas com descrito nos pontos respetivos, mas a solugdo de substrato (ponto 17) é
substituida pelo meio de cultura com o extrato de levedura (A.11).

Para além disso, a concentragdo final das lamas em peso seco ¢ reduzida de 2 g/l — 4 g/l para 0,2 £ 0,05 g/l
(A.9). Dois exemplos da adi¢do de constituintes & mistura de reagdo sdo apresentados no quadro A.1, que
substitui o quadro constante do ponto 29.

A.16 Ponto 33: Incubagdo das garrafas
Dado a taxa de produgdo de gds ser mais baixa, o tempo de incubagio é aumentado para 7 dias.
A.17 Ponto 34: Medigdes de pressdo

Se forem necessdrias as quantidades de gds na fase gasosa, utiliza-se o procedimento descrito no ponto 34
para medir a pressdo. Se forem medidas as quantidades de CO, e CH,, o pH da fase liquida é reduzido para 2
por inje¢do de H;PO, em cada uma das garrafas que se achar adequado, sendo a pressio medida apés 30
minutos. No entanto, é mais ttil medir a pressio em cada uma das garrafas, antes e apds a acidificagdo. Por
exemplo, se a taxa de produgdo de CO, for muito mais alta que a do metano, a sensibilidade das bactérias
fermentativas pode ser alterada efou as bactérias metanogénicas sdo mais afetadas pelo produto quimico em
estudo.

A.18 Ponto 36: Medi¢des de pH

Se se utilizar H,PO,, sdo necessdrios controlos aos quais ndo ¢ adicionado H,PO,, especialmente para as
medicdes de pH.

REFERENCIA:

Madsen, T, Rasmussen, HB; & Nilsson, L (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals. Project No.336, Water Quality Institute, Danish Environment Protection Agency, Copenhaga.
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Quadro A.1.

Exemplos de condicdes experimentais em ensaios descontinuos

Componentes das misturas de rea¢do Exemplo 1 Exemplo 2 Ordem de adigdo
Concentragio de indculo (gf]) 0,42 2,1 —
Volume de indculo (ml) 45 9 4
Concentragdo de indculo nas garrafas de ensaio (g/l) 0,20 0,20 —
Volume de meio de cultura adicionado (ml) 9 9 2
Volume de dgua de diluigdo adicionada (ml) 36 72
Concentragdo do extrato de levedura nas garrafas de en- 9,7 9,7 —
saio (gf])

Volume da solu¢do-mae do produto quimico (ml) 3 3 1
Volume total de liquido (ml) 93 93 —




L 54/154 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

Apéndice 5
Definicdes
No dmbito do presente método de ensaio, aplicam-se as seguintes defini¢des:

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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C.35 ENSAIO DE TOXICIDADE PARA LUMBRICULUS NUM SISTEMA SEDIMENTO-AGUA COM
SEDIMENTO ENRIQUECIDO

INTRODUCAO

1.  Este método ¢ equivalente ao Test Guideline TG 225 (2007) da OCDE. Os animais endobenténicos que ingerem
sedimentos estdo sujeitos a uma exposicdo potencialmente elevada aos produtos quimicos presentes nesses
sedimentos, devendo, por isso, ser objeto de especial aten¢do — ver, por exemplo, (1) (2) (3). De entre as
espécies em causa, os oligoquetas aqudticos desempenham um papel importante nos sedimentos dos sistemas
aqudticos. Dado causarem bioturvagdo dos sedimentos e constituirem presas, estes animais podem ter grande
influéncia na biodisponibilidade dos produtos quimicos em causa para outros organismos, como, por exemplo,
os peixes bentivoros. Contrariamente aos organismos epibentdnicos, os oligoquetas aquéticos endobentdnicos
(como Lumbriculus variegatus) enterram-se nos sedimentos e ingerem particulas destes abaixo da superficie.
Garante-se assim a exposi¢do dos organismos de ensaio ao produto quimico em estudo por todas as vias de
absorcdo possiveis (por exemplo, contacto e ingestdo de particulas de sedimentos contaminados e também
através da dgua ocluida e sobrenadante).

2. O presente método de ensaio foi concebido para avaliar os efeitos da exposi¢do prolongada do oligoqueta
endobenténico Lumbriculus variegatus (Miiller) a produtos quimicos associados aos sedimentos. Baseia-se nos
atuais protocolos de ensaios de toxicidade e bioacumula¢do em sedimentos — por exemplo, (3) (4) (5) (6) (7)
(8) (9) (10). O método é descrito para condi¢des de ensaio estdticas. O cendrio de exposicdo utilizado neste
método de ensaio consiste no enriquecimento dos sedimentos com o produto quimico em estudo. A utilizagio
de um sedimento enriquecido tem por objetivo simular a sua contamina¢io com o produto quimico em
estudo.

3. Os produtos quimicos a ensaiar com organismos que vivem nos sedimentos persistem, em geral, neste compar-
timento por longos periodos. A exposicio dos referidos organismos pode ter lugar por vérias vias. A
importancia relativa de cada via de exposi¢do, bem como o tempo de contribui¢do de cada uma delas para os
efeitos toxicos globais, depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa e do seu
destino final no espécime. No caso de substancias fortemente adsorventes (por exemplo, com log K, > 5) ou

de substancias fixas aos sedimentos por ligagdes covalentes, a ingestdo de alimentos contaminados pode

constituir uma via de exposi¢do significativa. Para ndo subestimar a toxicidade dos produtos quimicos, o

alimento necessdrio a reproducdo e ao crescimento dos organismos de ensaio ¢ adicionado aos sedimentos

antes da aplicagdo do produto quimico em estudo (11). O método descrito é suficientemente pormenorizado
para que, na realizacio do ensaio, possam efetuar-se adaptacdes na concegdo experimental, em funcdo das
condicdes, nomeadamente laboratoriais, e das caracteristicas dos produtos quimicos.

4. O método de ensaio tem por objetivo determinar os efeitos do produto quimico em estudo na reprodugio e na
biomassa dos organismos sujeitos ao ensaio. Os pardmetros bioldgicos medidos sdo o nimero total de vermes
sobreviventes e a biomassa (peso seco) no final da exposicio. Estes dados sdo analisados por um método de
regressdo, com vista a estimar a concentracdo que causa um efeito de x % (por exemplo, EC;,, EC,; ou EC,)),
ou por recurso a hipéteses estatisticas, com vista a determinar a concentragio sem efeitos observdveis (NOEC)
e a menor concentra¢do com efeitos observaveis (LOEC).

5. O capitulo C.27 do presente anexo (Ensaio de toxicidade com quironomideos num sistema dgua-sedimento
com sedimentos enriquecidos) (6) apresenta muitas informagdes essenciais e tteis para a execucdo do método
de ensaio de toxicidade dos sedimentos. Por conseguinte, o presente documento constitui a base a partir da
qual se introduziram as modificacdes necessirias a realizagdo de ensaios de toxicidade de sedimentos com
Lumbriculus variegatus. Os outros documentos a que ¢ feita referéncia sdo, por exemplo, o guia da ASTM para
determinagio da bioacumulagio de contaminantes associados aos sedimentos com invertebrados benténicos
(3), os métodos da EPA (E.U.A) para determinar a toxicidade e a bioacumulagio de contaminantes associados
aos sedimentos com invertebrados de dgua doce (7) e o guia da ASTM para a recolha, a armazenagem, a
caracterizacdo e a manipulagdo de sedimentos para ensaios toxicoldgicos e para a selecio de amostras, a
utilizar na recolha de invertebrados benténicos (12). Por sua vez, a experiéncia obtida com a validacio do
método de ensaio (relatério de estudo interlaboratorial comparativo — 13) e os dados provenientes da
literatura constituem importantes fontes de informacio para a elaboragio do presente documento.

REQUISITOS PREVIOS E DADOS DE ORIENTACAO

6. Antes do inicio do ensaio, devem obter-se informagdes sobre o produto quimico, como precaugdes em matéria
de seguranga, condi¢des de armazenagem e métodos de andlise adequados. As orientagdes para o ensaio de
produtos cujas propriedades fisico-quimicas dificultam a realizagdo dos ensaios constam da referéncia (14).
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7. Antes de se proceder ao ensaio, deve dispor-se das seguintes informagdes sobre o produto quimico em estudo:

— nome comum, denominagdo quimica (preferivelmente a denominagdo IUPAC), férmula estrutural, nimero
de registo CAS, grau de pureza;

— pressdo de vapor;
— solubilidade na dgua.
8.  Considera-se também qtil dispor das seguintes informagdes adicionais antes do inicio do ensaio:
— coeficiente de parti¢do octanol/dgua, K ;
— coeficiente de parti¢do carbono organicofdgua, (K, );
— dados sobre hidrélise;
— fototransformacdo na dgua;
— biodegradabilidade;
— tensdo superficial.

9. Antes do inicio do ensaio, devem também obter-se informagdes sobre determinadas caracteristicas dos
sedimentos a utilizar (7). Para mais pormenores, ver pontos 22 a 25.

PRINCIPIO DO ENSAIO

10. Expdem-se vermes num estado fisioldgico idéntico (sincronizados como descrito no apéndice 5) a uma série de
concentragdes da substincia toxica, aplicada a fase sedimentar de um sistema sedimentos-dgua. Como meios,
devem utilizar-se sedimentos artificiais e dgua reconstituida. Os controlos sdo feitos em recipientes de ensaio
sem adi¢do do produto quimico em estudo. Os sedimentos sdo enriquecidos com o produto quimico em vérias
concentragdes, a fim de minimizar a variabilidade entre os replicados de cada concentragdo; os organismos de
ensaio sdo subsequentemente introduzidos em recipientes nos quais as concentragdes de sedimentos e de dgua
tenham sido equilibradas (ver ponto 29). Os animais sdo expostos aos sistemas sedimento-dgua por um
periodo de 28 dias. Atendendo ao baixo teor de nutrientes dos sedimentos artificiais, estes dltimos devem ser
modificados mediante a adi¢do de uma fonte de alimento (ver pontos 22 a 23 e apéndice 4), para assegurar
que os vermes se desenvolvem e se reproduzem em condigdes controladas. Garante-se, assim, a exposi¢do dos
animais através da dgua e dos sedimentos, bem como da alimentacio.

11. O ponto final preferido deste tipo de estudo é a EC, (por exemplo, EC,,, EC,; e EC,,, concentragio com efeitos
sobre x % dos organismos de ensaio) para a reprodugdo e a biomassa, respetivamente, em comparagio com 0s
controlos. Importa contudo referir que, perante a elevada incerteza associada aos valores baixos de EC, (por
exemplo, EC,; e EC,;) com limites de confianca a 95 % extremamente elevados (ver, por exemplo, a referéncia
15) e a representatividade estatistica determinada nos testes de hipéteses, o parametro EC,, é considerado o
ponto final mais adequado. Além disso, no que respeita a biomassa e a reproducdo, é possivel calcular a
concentragio sem efeitos observiveis (NOEC) e a menor concentra¢do com efeitos observdveis (LOEC) se a
conce¢do do ensaio e os dados apoiarem os cdlculos (ver pontos 34 a 38). A concegdo do ensaio depende do
objetivo do estudo (determinacdo da EC_ou da NOEQ).

ENSAIOS DE REFERENCIA

12. O desempenho dos organismos de controlo deve demonstrar suficientemente a capacidade do laboratério para
realizar o ensaio e, caso se disponha de dados histéricos, a repetibilidade do ensaio. Podem também realizar-se
ensaios de toxicidade de referéncia a intervalos regulares, utilizando uma substincia toxica de referéncia para
avaliar a sensibilidade dos organismos de ensaio. Os ensaios de toxicidade de referéncia com dgua (96 h)
apenas permitem demonstrar de forma satisfatéria a sensibilidade e o estado dos animais — (4) (7). O apéndice
6 e o relatério do estudo interlaboratorial comparativo (13) apresentam informagdes sobre a toxicidade do
pentaclorofenol (PCP) em ensaios completos (exposicio a sedimentos enriquecidos durante 28 dias). A
toxicidade aguda do PCP em ensaios realizados unicamente com dgua é descrita, por exemplo, em (16). Estas
informacdes podem ser utilizadas para efeitos de comparagdo da sensibilidade do organismo de ensaio em
ensaios de referéncia em que o PCP é o produto téxico. O cloreto de potdssio (KCI) e o sulfato de cobre
(CuSO,) foram recomendados como substdncias toxicas de referéncia em ensaios com L. variegatus (4) (7). Até a
data, afigura-se dificil estabelecer critérios de qualidade com base em dados de toxicidade do KCl, devido a
escassez de dados bibliograficos relativos a espécie L. variegatus. As referéncias (17) a (21) contém informagdes
sobre a toxicidade do cobre para a L. variegatus.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/157

VALIDADE DO ENSAIO

13. Um ensaio é considerado vélido quando satisfaz os seguintes critérios:

— Um estudo interlaboratorial comparativo (13) demonstrou que, no caso da espécie Lumbriculus variegatus, o
ntimero médio de individuos vivos por replicado nos controlos deve ter aumentado, no final da exposicio,
num fator minimo de 1,8 relativamente ao nimero de individuos por replicado no inicio da exposigio.

— O pH da 4gua sobrenadante estd compreendido entre 6 e 9, durante todo o ensaio.

— A concentragio de oxigénio na dgua sobrenadante ndo ¢ inferior a 30 % do valor da satura¢io no ar (VSA),
a temperatura de ensaio, durante o mesmo.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Sistema de ensaio

14. Sdo recomendados os sistemas estdticos, sem renovagdo da dgua sobrenadante. Se o rdcio sedimento-dgua (ver
ponto 15) for adequado, bastard, em geral, um arejamento ligeiro para manter a qualidade da dgua a niveis
aceitdveis para os organismos de ensaio (por exemplo, maximizacio dos teores de oxigénio dissolvido,
minimizagdo da acumulagio de produtos de excrecdo). Os sistemas semiestdticos ou de escoamento com
renovagdo intermitente ou continua da dgua sobrenadante devem ser utilizados apenas em casos excecionais,
uma vez que a renovacdo regular da dgua sobrenadante pode afetar o equilibrio quimico, causando, por
exemplo, perdas do produto quimico no sistema de ensaio.

Recipientes e aparelhos

15. A exposicdo deve ter lugar em copos de vidro, por exemplo, de 250 ml e 6 cm de didmetro. Podem utilizar-se
outros recipientes, mas importa que assegurem uma espessura adequada de dgua sobrenadante e de
sedimentos. Deve colocar-se em cada recipiente uma camada de 1,5 a 3 cm de sedimento formulado. O récio
entre a espessura da camada de sedimento e a espessura da dgua sobrenadante deve ser de 1:4. Os recipientes
devem ter capacidade adequada a carga, isto é, ao niimero de minhocas utilizadas por unidade de peso do
sedimento (ver também ponto 39).

16. Os recipientes de ensaio e o restante equipamento que entre em contacto com o produto quimico em estudo
devem ser exclusivamente de vidro ou de outro material quimicamente inerte. Deve evitar-se a utilizagdo, em
qualquer parte do equipamento, de materiais que possam dissolver ou absorver o produto quimico em estudo
ou permitir fugas de outros produtos quimicos, ou que tenham um efeito nocivo nos animais sujeitos ao
ensaio. Pode utilizar-se politetrafluoroetileno (PTFE), aco inoxiddvel efou vidro em qualquer equipamento que
entre em contacto com os meios de ensaio. No caso de produtos quimicos organicos que se saiba serem
adsorvidos pelo vidro, pode ser necessario utilizar vidro silanizado. Em tais casos, o equipamento deve ser
descartado apds o uso.

Espécies sujeitas ao ensaio

17. A espécie utilizada neste tipo de estudo é o oligoqueta de dgua doce Lumbriculus variegatus (Miiller). Esta espécie,
tolerante a uma vasta gama de tipos de sedimentos, é amplamente utilizada em ensaios de bioacumulagio e
toxicidade de sedimentos [ver, por exemplo, (3) (5) (7) (9) (13) (15) (16) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29)
(30) (31) (32) (33) (34) (35)]. Devem comunicar-se a origem dos animais de ensaio, a confirmagio da
identidade da espécie [por exemplo, (36)] e as condigbes de cultura. Se os organismos forem provenientes de
uma cultura interna do laboratério, ndo é necessdrio proceder a sua identificacio antes de cada ensaio.

Cultura dos organismos a submeter a ensaio

18. A fim de dispor de um nimero suficiente de animais para a realizacdo dos ensaios de toxicidade no sedimento,
¢ atil manter uma cultura permanente de vermes no laboratério. O apéndice 5 contém orientagdes sobre
métodos de cultura laboratorial de Lumbriculus variegatus, bem como fontes de culturas de arranque. Para mais
informagdes sobre a cultura desta espécie, consultar as referéncias (3) (7) (27).

19. Para assegurar que os ensaios sdo realizados com animais da mesma espécie, recomenda-se vivamente a cultura
de uma tnica espécie. Deve garantir-se que as culturas e, em especial, os animais utilizados nos ensaios sdo
isentos de doengas ou perturbagdes observéveis.
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20.

21.

22.

23.

24,

Agua

Nos ensaios, recomenda-se a utilizagdo, como dgua sobrenadante, de dgua reconstituida [cf. capitulo C.1 (37)];
essa dgua pode também ser utilizada para a cultura laboratorial dos vermes (para a sua preparagdo, ver
apéndice 2). Se necessario, pode utilizar-se dgua natural. A qualidade da dgua escolhida deve permitir que,
durante os periodos de aclimatagdo e de ensaio, os vermes crescam e se reproduzam sem apresentarem aspetos
ou comportamentos anormais. Demonstrou-se que a espécie Lumbriculus variegatus sobrevive, desenvolve-se e
reproduz-se neste tipo de dgua (30), pressupondo uma normalizagio maxima das condi¢cdes de ensaio e
cultura. Se se utilizar dgua reconstituida, a sua composi¢do deve ser indicada. Antes da utilizagio, a dgua deve
ser caracterizada, pelo menos, pelos seguintes pardmetros: pH, teor de oxigénio e dureza (expressos em mg
CaCO,fl). A andlise da 4gua, antes da utilizacdo, para averiguar a presenca de micropoluentes, pode
proporcionar informacdes uteis (ver, por exemplo, apéndice 3).

O pH da dgua sobrenadante deve situar-se no intervalo de 6,0 a 9,0 (ver ponto 13). Caso se preveja um
aumento da libertacio de amoniaco, é conveniente manter o pH na gama de 6,0 a 8,0. Para o ensaio de dcidos
organicos fracos, é conveniente ajustar o pH por tamponamento da dgua, como descrito, por exemplo, na
referéncia (16). A dureza total da dgua a utilizar no ensaio deve situar-se entre 90 e 300 mg CaCO, por litro
(dgua natural). O apéndice 3 resume os critérios adicionais que deve satisfazer uma dgua de diluigdo aceitavel,
em conformidade com a diretriz n.> 210 da OCDE (38).

Sedimento

Uma vez que os sedimentos naturais ndo contaminados de uma dada origem podem nio estar disponiveis todo
0 ano, e que a presenca de organismos autdctones e de micropoluentes pode influenciar o ensaio, devem
utilizar-se, de preferéncia, sedimentos formulados (também designados como reconstituidos, artificiais ou
sintéticos). A utilizagdo de sedimentos formulados minimiza a variabilidade das condicdes de ensaio e a
introdu¢do de fauna autdéctone. Os sedimentos formulados cuja composicio se segue baseiam-se nos
sedimentos artificiais descritos em (6) (39) (40). Recomenda-se a sua utilizagdo neste tipo de ensaio [(6) (10)
(30) (41) (42) (43)]:

a) 4-5 % (peso seco) de turfa de esfagno; é importante utilizar turfa na forma pulverulenta, com grau de
decomposicio “médio”, finamente moida (granulometria < 0,5 mm) e seca unicamente ao ar.

b) 20 £ 1 % (peso seco) de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;

¢) 75-76 % (peso seco) de areia de quartzo (fina, com granulometria < 2 mm, mas > 50 % das particulas na
gama 50-200 pm).

d) Agua desionizada, 30-50 % de sedimento (peso seco), além dos componentes secos do sedimento.
e) Carbonato de célcio (CaCO,) quimicamente puro, para ajustar o pH da mistura final do sedimento.

f) O teor de carbono organico da mistura final deve ser de 2 % (¢ 0,5 %) do peso seco do sedimento,
ajustando-se o seu valor por recurso a quantidades adequadas de turfa e areia, em conformidade com as
alineas a) e c).

g) O alimento — por exemplo, folhas pulverizadas de ortiga (Urtica sp. para consumo humano, conforme com
normas farmacéuticas) ou uma mistura de folhas pulverizadas de Urtica sp. com a-celulose (1:1), em 0,4-
-0,5 % de sedimento (peso seco), além dos componentes do sedimento seco; para mais informagdes, ver
apéndice 4.

As fontes da turfa, da argila caulinica, do alimento e da areia devem ser conhecidas. Além da alinea g), o
capitulo C.27 do presente anexo (6) enumera produtos de origem vegetal alternativos a utilizar como fonte de
alimentagdo: folhas desidratadas de amoreira (Morus alba), trevo branco (Trifolium repens), espinafre (Spinacia
oleracea) ou forragem de cereais.

O alimento escolhido deve ser adicionado antes ou durante o enriquecimento do sedimento com o produto
quimico em estudo. A fonte de alimentagdo deve permitir, pelo menos, uma reprodugio aceitdvel nos
controlos. A pesquisa de micropoluentes no sedimento artificial ou nos seus componentes, antes da utilizagdo,
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pode proporcionar informacdes fiteis. No apéndice 4, apresenta-se um exemplo de preparacio do sedimento
formulado. Também é aceitdvel uma mistura de componentes secos caso se demonstre que, ap6s a adi¢do da
dgua sobrenadante, ndo ocorre separagio de componentes dos sedimentos (por exemplo, particulas de turfa
flutuantes) e que a turfa ou os sedimentos estdo suficientemente acondicionados (ver também ponto 25 e
apéndice 4). Os sedimentos artificiais devem ser caracterizados, pelo menos, pelos seguintes pardmetros:
origem dos componentes, distribui¢do granulométrica (percentagem de areia, de limo e de argila), teor de
carbono organico total (COT), teor de dgua e pH. A medi¢do do potencial redox é facultativa.

25. Se necessirio, nomeadamente para certas finalidades especificas, podem ser utilizados nos ensaios efou para
cultura sedimentos naturais de locais ndo poluidos (3). Contudo, se se utilizarem sedimentos naturais, estes
devem ser caracterizados, no minimo, pelos seguintes parametros: origem (local de recolha), pH e teor de
amoniaco da dgua dos poros, teor de carbono organico total (COT) e teor de azoto, distribui¢do granulométrica
(percentagem de areia, de limo e de argila) e teor percentual de dgua (7); devem estar isentos de qualquer
contaminagio e de outros organismos que possam competir com os organismos sujeitos ao ensaio ou predd-
-los. A medigdo do potencial redox e da capacidade de troca catibnica é facultativa. Recomenda-se igualmente
que, antes de ser enriquecido com o produto quimico em estudo, o sedimento natural seja acondicionado
durante sete dias em condi¢des semelhantes as do ensaio subsequente. No final deste periodo de acondicio-
namento, remove-se € rejeita-se a dgua sobrenadante.

26. A qualidade do sedimento a utilizar deve permitir que, durante o periodo de exposi¢do, os organismos de
controlo sobrevivam e se reproduzam sem apresentarem caracteristicas ou comportamentos anormais. Os
animais de controlo devem enterrar-se no sedimento e ingeri-lo. A reproducio nos controlos deve satisfazer,
pelo menos, o critério de validade descrito no ponto 13. Deve registar-se a presenga ou auséncia de péletes
fecais a superficie dos sedimentos, indicativos da ingestio de sedimento pelos vermes, dado poderem ser tteis
para a interpretagdo dos resultados do ensaio no que respeita as vias de exposi¢do. Podem obter-se informagdes
adicionais sobre a ingestdo de sedimentos por recurso aos métodos descritos em (24) (25) (44) (45), que
especificam a ingestdo de sedimentos e a selecdo de particulas pelos organismos de ensaio.

27. Os procedimentos de manipulagdo dos sedimentos naturais antes da sua utilizacdo no laboratério sdo descritos
em (3) (7) (12). A preparagdo e a armazenagem dos sedimentos artificiais cuja utilizacdo é recomendada no
ensaio com Lumbriculus sdo descritas no apéndice 4.

Aplicacio do produto quimico em estudo

28. O produto quimico em estudo é incorporado no solo. £ de prever que a maioria dos produtos quimicos em
estudo tenha baixa solubilidade em dgua; por isso, devem ser dissolvidos num solvente orginico adequado (por
exemplo, acetona, n-hexano, ciclo-hexano) com volume tio baixo quanto possivel para preparar a solugdo de
reserva. Esta solucdo deve ser diluida com o mesmo solvente utilizado na preparagdo das solucdes de ensaio. A
toxicidade e a volatilidade do solvente e a solubilidade do produto quimico em estudo no solvente escolhido
devem ser os principais critérios para a selecdo de um agente solubilizante adequado. Para cada concentracio,
deve utilizar-se 0 mesmo volume da solucdo correspondente. O sedimento deve ser enriquecido em abundancia
para cada concentragdo, a fim de minimizar a variabilidade da concentracio do produto quimico em estudo
entre replicados. Mistura-se entdo cada uma das solucdes de ensaio com areia de quartzo, do modo descrito no
ponto 22 (por exemplo, 10 g de areia por recipiente de ensaio). Para embeber completamente a areia,
considera-se suficiente um volume de 0,20 a 0,25 ml por g de areia. De seguida, é necessirio evaporar o
solvente a secura. Para minimizar as perdas do produto quimico em estudo por coevaporagio (devido a
pressdo de vapor do produto), a areia impregnada deve ser utilizada imediatamente apés a secagem. A areia
seca é misturada com a quantidade adequada de sedimento formulado correspondente a concentragio em
causa. Ao preparar o sedimento, importa ter em conta a quantidade de areia misturada com o produto quimico
em estudo (ou seja, deve utilizar-se menos areia na preparacdo do sedimento). A principal vantagem deste
procedimento consiste em que ndo se introduz praticamente nenhum solvente no sedimento (7). Em alternativa
(por exemplo, no caso de sedimentos recolhidos no campo), o produto quimico em estudo pode ser
adicionado, pelo método atrds descrito para a areia de quartzo, a uma porgdo de sedimento seco e finamente
moido ou misturado no solo himido, com subsequente evaporagio do agente solubilizante eventualmente
utilizado. Deve ter-se o cuidado de assegurar a distribui¢do total e uniforme do produto quimico no sedimento.
Se necessirio, podem analisar-se subamostras, a fim de confirmar as concentra¢des-alvo no sedimento e
determinar o grau de homogeneidade. Pode também ser util analisar subamostras das solu¢des de ensaio, para
confirmar as concentra¢des-alvo no sedimento. Uma vez que se recorre a um solvente para impregnar a areia
de quartzo com o produto quimico em estudo, deve utilizar-se um controlo com solvente, preparado com uma
quantidade de solvente igual a dos sedimentos de ensaio. Deve indicar-se o método utilizado para o enrique-
cimento, bem como as razdes da escolha de um procedimento de enriquecimento diverso do descrito. O
método de enriquecimento pode ser adaptado as propriedades fisico-quimicas do produto em estudo,
nomeadamente para evitar perdas por volatilizagdo durante o enriquecimento ou a fase de equilibrio. O
documento Environment Canada (1995) (46) fornece orienta¢des adicionais sobre os procedimentos de enrique-
cimento.
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29. Quando o sedimento enriquecido estiver preparado, distribuido pelos recipientes de replicagdo e coberto com a
dgua de ensaio, é conveniente permitir a particio do produto quimico em estudo entre o sedimento e a fase
aquosa [ver, por exemplo, (3) (7) (9)]. Esta particdo deve ocorrer, de preferéncia, as condi¢des de temperatura e
arejamento utilizadas no ensaio. O tempo necessdrio para atingir o equilibrio depende do sedimento e do
produto quimico, podendo variar de algumas horas a vdrios dias e mesmo, em casos raros, a 4 ou 5 semanas
[ver, por exemplo, (27) (47)]. No presente ensaio, ndo se pretende atingir o equilibrio, mas recomenda-se um
periodo de equilibragdo de 48 horas a 7 dias. Minimiza-se, assim, o tempo necessdrio a degradagio do produto
quimico em estudo. Consoante o objetivo do estudo (por exemplo, se for necessirio simular condi¢des
ambientais), os sedimentos enriquecidos podem ser equilibrados ou “envelhecidos” por um periodo mais longo.

30. No final do periodo de equilibragdo, devem ser colhidas, no minimo, amostras da dgua sobrenadante e do
sedimento a granel, pelo menos nas concentragdes mais elevada e mais baixa, para andlise da concentracio do
produto quimico em estudo. Estas determinagdes analiticas do produto quimico em estudo permitem o célculo
do balanco de massas e a expressdo dos resultados com base nas concentragdes iniciais medidas. Em geral, a
amostragem perturba ou destr6i o sistema sedimento/dgua. Por conseguinte, ndo é, em geral, possivel utilizar
os mesmos replicados para a colheita de amostras de sedimentos e de animais. Devem preparar-se para andlise
recipientes adicionais de dimensdes adequadas, que sdo tratados da mesma forma (inclusive no que respeita a
presenca dos organismos de ensaio), mas ndo se utilizam para observagdes bioldgicas. As dimensdes dos
recipientes devem ser selecionadas de forma a poderem ser produzidas as quantidades de amostras requeridas
pelo método analitico. O ponto 53 contém mais informacio sobre as técnicas de amostragem.

REALIZACAO DO ENSAIO

Ensaio preliminar

31. Se ndo se dispuser de informagdes sobre a toxicidade do produto quimico em estudo para a Lumbriculus
variegatus, pode ser ttil efetuar um ensaio preliminar para determinar a gama de concentragdes a utilizar no
ensaio definitivo e para otimizar as condi¢des do ensaio definitivo. Para o efeito, recorre-se a uma série de
concentragdes espacadas do produto quimico em estudo. Os vermes sdo expostos as varias concentragdes do
produto quimico por um periodo que permita estimar as concentragdes de ensaio adequadas (por exemplo, 28
dias, como no ensaio definitivo); ndo sdo necessarios replicados. Nos ensaios preliminares, importa observar e
registar quaisquer comportamentos dos vermes — por exemplo, o evitarem o sedimento — que possam ser
causados pelo produto quimico em estudo efou pelo sedimento. Ndo se devem utilizar no ensaio preliminar
concentragdes superiores a 1 000 mg/kg de peso seco de sedimento.

Ensaio definitivo

32. No ensaio definitivo, devem utilizar-se, pelo menos, cinco concentragdes, selecionadas, por exemplo, com base
nos resultados do ensaio preliminar (ponto 31) e em conformidade com os pontos 35, 36, 37 e 38.

33. Além das séries de ensaio, deve preparar-se uma amostra de controlo (no que respeita aos replicados, ver
pontos 36, 37 e 38) com todos os componentes, exceto o produto quimico em estudo. Se, para a aplicagdo do
produto quimico em estudo, for utilizado um agente solubilizante, este ndo deve ter efeitos significativos nos
organismos de ensaio, revelados por recurso a outra amostra de controlo contendo apenas o solvente.

Planeamento do ensaio

34. O planeamento do ensaio consiste na escolha do nimero e dos intervalos das concentragdes de ensaio, do
numero de recipientes para cada concentracio e do nimero de minhocas colocadas em cada recipiente. Os
procedimentos para a estimativa da EC_ e da NOEC, bem como para a realizacio de ensaios do limite, sdo
descritos nos pontos 35, 36, 37 e 38.

35. As concentragdes testadas no ensaio devem incluir as concentracdes as quais se observam efeitos (por exemplo,
EC,,, EC,, EC,,) e abranger a gama de concentragdes para as quais os efeitos do produto quimico em estudo
sdo significativos. Devem evitar-se extrapola¢des muito abaixo da menor concentragdo que afeta os organismos
de ensaio ou muito acima da concentracdo de ensaio mais elevada. Se — excecionalmente — se efetuar uma
tal extrapolagdo, é necessdrio apresentar uma justificagdo pormenorizada no relatério.
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36. Caso se pretenda estimar a EC,, devem utilizar-se, pelo menos, cinco concentragdes e trés replicados de cada
concentragio; para melhorar a estimativa da variabilidade, recomenda-se a utilizagdo de seis replicados para o
controlo ou, se for caso disso, o controlo com solvente. Em qualquer caso, para obter uma boa estimativa, é
aconselhdvel ensaiar um nimero suficiente de concentra¢des. O fator entre as concentragdes nio deve ser
superior a 2, salvo se a curva de resposta a concentra¢do tiver declive reduzido. Pode reduzir-se o nimero de
replicados de cada concentragio se se aumentar o niimero de concentragdes de ensaio com respostas na gama
5-95 %. O aumento do ndmero de replicados ou a reducdo dos intervalos entre concentra¢des produz, em
geral, intervalos de confianca mais estreitos.

37. Caso se pretenda estimar os valores da LOEC ou da NOEC, devem utilizar-se, pelo menos, cinco concentragdes
de ensaio, com um minimo de quatro replicados (para melhorar a estimativa da variabilidade, recomenda-se a
utilizagdo de seis replicados para o controlo ou, se for caso disso, o controlo com solvente), ndo devendo o
fator entre as concentragdes ser superior a 2. O apéndice 6 apresenta algumas informacdes sobre a representati-
vidade estatistica observada nos testes de hipdteses no contexto do estudo interlaboratorial comparativo do
método de ensaio.

38. Pode ser efetuado um ensaio do limite (utilizando uma concentragio de ensaio e os respetivos controlos) se
ndo se previrem efeitos a concentragdes da ordem de 1 000 mg/kg de sedimentos (peso seco) (por exemplo, de
um ensaio preliminar de determinacio da gama de concentra¢des) ou se o ensaio a uma Unica concentragio
for adequado para confirmar um valor significativo da NOEC. Neste dltimo caso, o relatério do ensaio deve
incluir uma justificagdo pormenorizada da escolha da concentracio-limite. O objetivo consiste em realizar um
ensaio com uma concentragio suficientemente elevada para permitir aos decisores excluir a possibilidade de
efeitos toxicos do produto quimico em estudo, sendo o limite fixado a uma concentracio cuja ocorréncia ndo
se prevé em caso algum. Recomenda-se a utilizagdo de 1 000 mg/kg (peso seco). Em geral, sio necessdrios,
pelo menos, seis replicados dos organismos expostos e de controlo. O apéndice 6 apresenta algumas
informagdes sobre a representatividade estatistica observada nos testes de hipdteses no contexto do estudo
interlaboratorial comparativo do método de ensaio.

Condigdes de exposicio
Organismos sujeitos aos ensaios

39. O ensaio ¢ realizado com um minimo de 10 animais por cada replicado utilizado para a determinacdo dos
parametros bioldgicos. Este niimero de animais corresponde a cerca de 50-100 mg de biomassa hiimida.
Pressupondo um teor de biomassa seca de 17,1 % (48), obtém-se aproximadamente 9-17 mg de biomassa seca
por recipiente. A EPA dos EUA (2000 (7)) recomenda a utilizagdo de uma taxa de carga ndo superior a 1:50
(biomassa seca: COT). Para os sedimentos formulados descritos no ponto 22, este valor corresponde a cerca de
43 g de sedimento (peso seco) por 10 animais, com um teor de COT de 2,0 % do sedimento seco. Nos casos
em que sdo utilizados mais de 10 animais por recipiente, a quantidade de sedimentos e de dgua sobrenadante
deve ser ajustada em conformidade.

40. Os vermes utilizados num ensaio devem provir da mesma fonte e encontrar-se num estado fisioldgico
semelhante (ver apéndice 5). Devem selecionar-se animais de dimensdes semelhantes (ver ponto 39).
Recomenda-se a pesagem de uma subamostra do lote de vermes, de modo a calcular o peso médio.

41. Os vermes a utilizar no ensaio sio retirados da cultura (ver apéndice 5 para mais pormenores). Os animais de
maiores dimensdes (adultos) que ndo mostrem sinais de fragmentacdo recente sdo transferidos para placas de
vidro (por exemplo, placas de Petri) contendo dgua limpa. Sdo posteriormente sincronizados como descrito no
apéndice 5. Ap6s regeneracio por um periodo de 10 a 14 dias, devem utilizar-se para o ensaio animais
completos e intactos de dimensdes semelhantes, que nadem ou rastejem ativamente apds um ligeiro estimulo
mecanico. Se as condicdes de ensaio diferirem das condigdes de cultura (nomeadamente no que respeita a
temperatura, ao regime de iluminagdo e a fase aquosa sobrenadante), deverd bastar para adaptar os vermes as
condicdes de ensaio uma fase de aclimatagdo de, por exemplo 24 h, as mesmas condigdes de temperatura e
iluminagdo e utilizando a mesma dgua sobrenadante que no ensaio. Os oligoquetas adaptados devem ser
repartidos de forma aleatdria pelos recipientes de ensaio.

Alimentacdo

42. Uma vez que os alimentos sio adicionados aos sedimentos antes (ou durante) a aplicagdo do produto quimico
em estudo, ndo sio fornecidos mais alimentos aos animais durante o ensaio.
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Luz e temperatura

43. O periodo de exposi¢io a luz da cultura e do ensaio é, geralmente, de 16 horas (3) (7). A intensidade luminosa
deve ser mantida a niveis baixos (por exemplo, 100-500 Ix), de forma a imitar as condi¢des naturais a
superficie dos sedimentos, e medida, pelo menos, uma vez durante o periodo de exposi¢do. A temperatura deve
ser de 20 + 2 °C ao longo de todo o ensaio. Numa determinada data de medigo, a diferenca de temperatura
entre recipientes de ensaio ndo deverd ser superior a 1 °C. Os recipientes de ensaio devem ser colocados na
incubadora ou na zona de ensaio de uma forma aleatéria, por exemplo, para minimizar condicionalismos na
reprodugio decorrentes da localizacdo dos recipientes.

Arejamento

44, A dgua sobrenadante dos recipientes de ensaio deve ser ligeiramente arejada (por exemplo, 2-4 bolhas por
segundo) por recurso a uma pipeta de Pasteur, posicionada cerca de 2 cm acima da superficie do sedimento, de
modo a minimizar a perturbacdo deste. Deve evitar-se que a concentragdo de oxigénio dissolvido seja inferior a
30 % do valor da saturacdo com ar (VSA). O fornecimento de ar deve ser controlado e, se necessdrio, ajustado,
pelo menos, uma vez por dia, nos dias de ensaio.

Qualidade da dgua

45. Devem ser medidos os seguintes parametros de qualidade da dgua sobrenadante:

Temperatura Pelo menos um recipiente de ensaio de cada concentragdo e um recipiente de en-
saio de controlo, uma vez por semana e no inicio e no final do periodo de expo-
sicdo; se possivel, deve também registar-se a temperatura do meio circundante (ar
ambiente ou banho-maria), por exemplo, com uma periodicidade hordria;

Teor de oxigénio dissolvido | Pelo menos um recipiente de ensaio de cada concentra¢do e um recipiente de en-
saio de controlo, uma vez por semana e no inicio e no final do periodo de expo-
sicdo; expresso em mg/l e em % VSA (valor da saturagdo com ar);

Fornecimento de ar Deve ser controlado, pelo menos, uma vez por dia, durante o ensaio e, se necess-
rio, ajustada;

pH Pelo menos um recipiente de ensaio de cada concentragio e um recipiente de en-
saio de controlo, uma vez por semana e no inicio e no final do periodo de expo-
sicdo;

Dureza total da dgua Pelo menos, num replicado dos controlos e num recipiente de ensaio a concentra-
¢do mais elevada, no inicio e no final do periodo de exposicio; expressa em mg/l
CaCO;;

Teor de amoniaco total Pelo menos, num replicado dos controlos e num recipiente de ensaio a cada con-
centracdo, no inicio do periodo de exposi¢do e, posteriormente, trés vezes por se-
mana; expresso em mg/l NH,*, NH; ou azoto amoniacal total.

Se a medigdo dos parametros de qualidade da dgua implicar a colheita de amostras importantes de dgua dos
recipientes, pode ser aconselhavel dispor de recipientes separados para as medi¢des da qualidade da dgua, para
ndo alterar o racio volimico dgua-sedimento.

Observagdes bioldgicas

46. Durante a exposicdo, os recipientes de ensaio devem ser observados a fim de identificar visualmente quaisquer
anomalias comportamentais nos vermes (por exemplo, fuga dos sedimentos, deposi¢io de péletes fecais a
superficie destes) em comparagdo com os controlos. As observagdes devem ser registadas.
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47. No final do ensaio, procede-se ao exame de cada replicado (os recipientes suplementares destinados a andlise
quimica podem ser excluidos do exame). Deve utilizar-se um método adequado para retirar todos os vermes do
recipiente de ensaio. Devem tomar-se precaugdes para que todos os vermes sejam recuperados sem danos. Um
dos métodos possiveis consiste na crivagem dos vermes a partir do sedimento. Pode utilizar-se um crivo de ago
inoxiddvel com malha de dimensdo adequada. A maior parte da dgua sobrenadante é decantada cuidado-
samente; a parte restante do sedimento e da dgua ¢ agitada para formar uma lama que possa passar através do
crivo. Utilizando uma malha de 500 pm, a maior parte das particulas de sedimentos passa pelo crivo com
grande facilidade; no entanto, a crivagem deve ser feita rapidamente, para evitar que os vermes escapem para a
malha ou através desta. Uma malha de 250 pm impedird que os vermes escapem para a malha ou através
desta; deve contudo, agir-se de forma a que fique retida na malha a menor quantidade possivel de particulas de
sedimento. A lama crivada de recipiente replicado pode passar pelo crivo uma segunda vez, a fim de assegurar
que todos os vermes sdo recuperados. Um método alternativo consiste no aquecimento do sedimento por
colocagdo dos recipientes de ensaio num banho-maria a 50-60 °C; nessas condigdes, os vermes abandonam o
sedimento e podem ser recolhidos da superficie deste por meio de uma pipeta de boca larga polida a chama.
Outro método alternativo consiste em produzir uma lama de sedimento e verté-la numa superficie rasa de
dimensdo adequada. Os vermes podem ser retirados da camada fina de lama por recurso a uma agulha de ago
ou uma pin¢a de relojoeiro (a utilizar como um garfo em vez de um férceps, para evitar causar danos aos
vermes) e transferidos para dgua limpa. Os vermes retirados da lama sdo lavados com o meio de ensaio e
contados.

48. Independentemente do método utilizado, os laboratérios devem demonstrar que o seu pessoal tem capacidade
para recolher, em média, pelo menos 90 % dos organismos da quantidade total de sedimentos. Pode, por
exemplo, adicionar-se um determinado niimero de organismos de ensaio ao sedimento ou aos sedimentos de
ensaio, determinando-se a recuperagdo ap6s 1 hora (7).

49. Importa avaliar e registar o ndmero total de individuos vivos e mortos por replicado. Os vermes sio
considerados mortos nos seguintes casos:

a) Auséncia de reacdo a um ligeiro estimulo mecanico;

b) Existéncia de sinais de decomposi¢io [juntamente com “a)”]

¢) Vermes em falta.

Além disso, os vermes vivos podem ser repartidos por trés grupos:

a) Vermes completos de grandes dimensdes (adultos), que ndo exibam partes do corpo regeneradas;

b) Vermes completos com partes do corpo regeneradas (ou seja, partes posteriores regeneradas, partes
anteriores regeneradas ou ambas as partes regeneradas), que exibem uma coloragdo mais clara;

¢) Vermes incompletos (ou seja, recentemente fragmentados, com partes do corpo nio regeneradas)

Estas observagdes adicionais ndo sio obrigatérias, mas podem ser utilizadas para uma interpretagio
complementar dos resultados bioldgicos (por exemplo, a existéncia de um elevado nimero de vermes classi-
ficados no grupo C pode indicar um atraso na reproducio ou na regenera¢io, na exposi¢do a um determinado
produto). Além disso, devem registar-se quaisquer eventuais diferencas de aspeto (por exemplo, lesdes no
tegumento, edemas em determinadas partes do corpo) entre os vermes expostos ao produto quimico em
estudo e os vermes de controlo.

50. Imediatamente apds a contagem ou a avaliagdo, os animais vivos presentes em cada replicado sdo transferidos
para cdpsulas de pesagem secas, taradas e rotuladas (uma cdpsula por replicado) e mortos por adi¢do de uma
gota de etanol por recipiente de pesagem. As cdpsulas sdo colocadas de um dia para o outro numa estufa a
100 # 5 °C, para secagem, sendo pesadas apds arrefecimento num exsicador, apds o que se determina o peso
seco (de preferéncia em gramas, com, pelo menos, 4 casas decimais).

51. Além do peso seco total, pode determinar-se o peso seco isento de cinzas, como descrito em (49), a fim de ter
em conta os componentes inorgdnicos provenientes de sedimentos ingeridos presentes no tubo digestivo dos
vermes.

52. A biomassa é determinada na forma de biomassa total por replicado, incluindo vermes adultos e jovens. Os
vermes mortos ndo devem ser tidos em conta para efeitos de determinacio da biomassa por replicado.
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Verificacio da concentracio do produto quimico em estudo
Amostragem

53. Devem colher-se amostras para andlise quimica do produto quimico em estudo, pelo menos, a concentracdo
mdéxima e a uma concentracio menor, pelo menos, no final da fase de equilibracio (antes da introdu¢io dos
organismos de ensaio) e no final do ensaio. Devem colher-se amostras, pelo menos, do sedimento a granel e da
dgua sobrenadante, para andlise. Devem colher-se, pelo menos, duas amostras por matriz e amostra de
tratamento, para cada data de amostragem. Uma das amostras em duplicado pode ser guardada como reserva
(para andlise, por exemplo, caso o resultado da primeira andlise se situe fora da gama de * 20 % da
concentragdo nominal). Em caso de propriedades quimicas especificas, nomeadamente se for de prever uma
degradagio rdpida do produto quimico em estudo, o calenddrio analitico pode ser refinado (por exemplo,
amostragem mais frequente, andlise de mais concentragdes), com base numa andlise circunstanciada. Nesse
caso, as amostras podem ser colhidas em datas intermédias — por exemplo, no sétimo dia ap6s o inicio da
exposicao.

54. As amostras de dgua sobrenadante devem ser colhidas por decantacdo ou sifonagem cuidadosas, de forma a
minimizar perturba¢des do sedimento. Deve registar-se o volume das amostras.

55. Ap6s a colheita de amostras de dgua sobrenadante, o sedimento deve ser homogeneizado e transferido para
um recipiente adequado. Regista-se o peso da amostra de sedimento himido.

56. Se for também necessdrio proceder a andlise do produto quimico em estudo na dgua dos poros, as amostras de
sedimento homogeneizadas e pesadas devem ser centrifugadas, para extracio da dgua em causa. Pode, por
exemplo, introduzir-se cerca de 200 ml de sedimento hiimido em frascos de centrifugagio de 250 ml. Em
seguida, as amostras sdo centrifugadas, sem filtragdo, para isolar a dgua dos poros, por exemplo, a
10 000 + 600 x g, durante 30 a 60 minutos, a uma temperatura que ndo exceda a temperatura de ensaio.
Apbs a centrifugacio, o sobrenadante é decantado ou pipetado cuidadosamente, para que ndo sejam
introduzidas particulas de sedimentos, e regista-se o volume. Regista-se também o peso das péletes de
sedimento remanescentes, que pode facilitar a estimativa do balanco de massas ou da recuperagio do produto
quimico em estudo no sistema dgua-sedimento, caso o peso a seco do sedimento seja determinado em cada
data de amostragem. Em alguns casos, se a amostra for demasiado pequena, poderd ndo ser possivel analisar as
concentragdes da dgua dos poros.

57. Caso ndo se proceda a andlise imediata, as amostras devem ser armazenadas por um método adequado, por
exemplo, nas condi¢des de armazenamento recomendadas com vista a uma degrada¢do minima do produto
quimico em estudo (geralmente a — 18 °C, na obscuridade). Antes de iniciar o estudo, devem obter-se
informagdes sobre as condi¢des de armazenagem adequadas ao produto quimico em causa, nomeadamente
duragdo e temperatura, processos de extragio, etc.

Método analitico

58. Uma vez que o processo global é condicionado essencialmente pela exatiddo, precisio e sensibilidade do
método analitico utilizado, deve comprovar-se experimentalmente a adequacdo ao mesmo da precisio e
reprodutibilidade deste tltimo, bem como do método de recuperacio do produto quimico em estudo a partir
de amostras de dgua e dos sedimentos, pelo menos, as concentra¢des de ensaio mais baixa e mais elevada. E
também necessdrio verificar que, nos recipientes de controlo, o produto quimico em estudo ndo ¢é detetdvel em
concentragdes superiores ao limite de quantificacdo. Se necessdrio, corrigir a concentragdo nominal para as
recuperagdes dos picos de controlo de qualidade — por exemplo, se a recuperagio estiver fora da gama de 80-
-120 % da quantidade enriquecida. Ao longo de todo o ensaio, as amostras devem ser manipuladas de modo a
minimizar contaminagdes e perdas, resultantes, por exemplo, da adsor¢io do produto quimico em estudo no
dispositivo de colheita das amostras.

59. A recuperacdo do produto quimico em estudo, o limite de quantificagio e o limite de dete¢do nos sedimentos e
na dgua devem ser registados e comunicados.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

60. As principais varidveis de resposta a que devem obrigatoriamente ser objeto de avaliagio estatistica sdo a
biomassa e o nimero total de vermes por replicado. A titulo facultativo, podem também avaliar-se a
reproducdo (aumento do niimero de vermes) e o crescimento (aumento de biomassa seca). Neste caso, importa
obter uma estimativa do peso seco dos vermes no inicio da exposicdo, nomeadamente por medi¢do do peso
seco de uma subamostra representativa do lote de vermes sincronizados utilizado no ensaio.
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61. Embora a mortalidade ndo constitua um ponto final do ensaio, deve ser estimada sempre que possivel. Para tal,
consideram-se mortos os vermes que ndo reagirem a um ligeiro estimulo mecédnico ou revelem sinais de
decomposicio, bem como os vermes ausentes. A mortalidade deve, no minimo, ser registada e tida em conta
na interpretacdo dos resultados dos ensaios.

62. As concentragdes com efeitos sdo expressas em mg/kg de massa seca de sedimento. Se a recuperagio do
produto quimico determinada nos sedimentos, ou nos sedimentos e da dgua sobrenadante, no inicio da
exposi¢do se situar entre 80 ¢ 120 % da concentragdo nominal, as concentra¢des com efeitos (EC, LOEC,
NOEC) podem ser expressas em concentra¢des nominais. Se a recuperagio se desviar da concentragdo nominal
em mais de £ 20 %, as concentragdes sem efeitos (EC,, NOEC, LOEC) devem basear-se nas as concentra¢des
medidas no inicio da exposicio, tendo em conta, nomeadamente, o balango de massas do produto quimico em
estudo no sistema de ensaio (ver ponto 30). Nestes casos, podem obter-se informagdes complementares a
partir da anélise da solugdo de reserva efou das solucdes aplicadas, para confirmar que os sedimentos de ensaio
foram preparados de forma correta.

EC

X

63. Os valores dos pardmetros EC, descritos no ponto 60 sdo calculados por recurso a métodos estatisticos
adequados (andlise da funcdo probit, funcdo logistica ou de Weibull, método abreviado de Spearman-Karber ou
simples interpolagio). Para mais orienta¢des a avaliagdo estatistica, consultar as referéncias bibliogréficas (15)
(50). Determina-se a EC, inserindo o valor correspondente a x % da média do grupo de controlo na equagio
obtida. Para calcular a EC,, ou qualquer outra EC,, procede-se a uma andlise de regressio da média das séries (
X).

NOEC/LOEC

64. Caso se pretenda determinar a NOEC ou LOEC por andlise estatistica, ¢ necessdrio dispor de dados estatisticos
por recipiente (sendo cada recipiente considerado um replicado). Devem utilizar-se métodos estatisticos
adequados. Em geral, investigam-se os efeitos nocivos do produto quimico em estudo, comparativamente ao
grupo de controlo, testando a hipétese unilateral (mais reduzida) para p < 0,05. Os pontos que se seguem
apresentam vdrios exemplos. As referéncias bibliograficas (15) (50) fornecem orientagdes para a selecio dos
métodos estatisticos adequados.

65. A distribui¢gdo normal dos dados pode ser sujeita, por exemplo, ao teste de ajustamento de Kolmogorov-
-Smirnov, ao teste de rdcio gama-desvio padrio (teste R/s) ou ao teste dual de Shapiro-Wilk (p < 0,05). Para
avaliar a homogeneidade da varidncia, pode recorrer-se aos testes de Cochran, de Levene ou de Bartlett (dual, p
< 0,05). Se forem cumpridos as requisitos dos testes paramétricos (normalidade homogeneidade da variancia),
podem realizar-se uma andlise ANOVA e os testes multicomparativos subsequentes. Para averiguar se existem
diferencas significativas (p < 0,05) entre os controlos e a vdrias concentracdes de ensaio do produto, podem
utilizar-se, compara¢des par-a-par (por exemplo, teste de Dunnett) ou testes de tendéncia regressiva (epor
exemplo, teste de Williams). Alternativamente, pode recorrer-se a métodos ndo paramétricos (por exemplo,
teste U de Bonferroni na versio de Holm ou teste de tendéncias de Jonckheere-Terpstra) para determinar a
NOEC ou a LOEC.

Ensaio do limite

66. Se for realizado um ensaio do limite (comparagio de apenas uma amostra de controlo e uma amostra tratada
com o produto) e forem cumpridos os requisitos dos testes paramétricos (normalidade homogeneidade), as
respostas métricas (nimero total de vermes e biomassa, expressa na massa seca de vermes) podem ser avaliadas
por um teste t de Student. Se estes requisitos ndo forem preenchidos, pode recorrer-se a um teste t de variancia
desigual (teste de Welch) ou a um teste ndo paramétrico, como o teste U de Mann-Whitney. O apéndice 6
apresenta algumas informagdes sobre a representatividade estatistica observada nos testes de hipéteses no
contexto do estudo interlaboratorial comparativo do método de ensaio.

67. Para detetar diferengas significativas entre os controlos (ensaio de controlo e controlo do solvente), os
replicados de cada controlo podem ser testados da forma descrita para o ensaio do limite. Se esses testes ndo
detetarem diferencas significativas, podem agrupar-se todos replicados. Caso contrdrio, todas as amostras
tratadas com o produto devem ser comparadas com o controlo com solvente.
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Interpretagio dos resultados

68. Os resultados devem ser interpretados com precaugdo caso se tenham registado desvios ao presente método de
ensaio e sempre que as concentracdes determinadas das solugdes de ensaio sejam proximas do limite de
detecio do método analitico utilizado. Devem indicar-se quaisquer desvios em relagdo ao presente método de
ensaio.

Relatério de ensaio

69. O relatério de ensaio deve incluir pelo menos as seguintes informacdes:
— Produto quimico em estudo:

— dados de identificacgdio quimica (denominagio comum, denominagio quimica, férmula estrutural,
nimero CAS, etc.), incluindo o grau de pureza e o método analitico de quantificagio do produto
quimico em estudo; proveniéncia do produto quimico em estudo, identidade e concentracio dos
solventes eventualmente utilizados;

— quaisquer informacdes disponiveis sobre a natureza fisica e as propriedades fisico-quimicas, obtidas
antes do inicio do ensaio — por exemplo, hidrossolubilidade, pressio de vapor, coeficiente de particdo
no solo (ou nos sedimentos, se disponivel), log K, estabilidade na dgua, etc,;

— Espécies sujeitas a ensaio:

— denominagio cientifica, origem, pré-tratamentos eventuais, aclimatagio, condigdes de cultura, etc.

— Condigdes de ensaio:

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

— concecdo do ensaio (niimero, material constituinte e dimensdes das células de ensaio, volume de dgua
por recipiente, massa e volume de sedimento por recipiente; no caso dos ensaios dinimicos ou semies-
taticos, taxa de renovagdo do volume de dgua), eventual arejamento utilizado antes e durante o ensaio,
niimero de replicados, ntimero de vermes por replicado no inicio da exposicdo, niimero de concen-
tracdes de ensaio, duragdo do condicionamento, periodos de equilibragio e de exposicdo, frequéncia da
colheita de amostras);

— espessura dos sedimentos e da dgua sobrenadante;
— método de pré-tratamento e de enriquecimento ou aplicagdo do produto quimico em estudo;

— concentragdes de ensaio nominais, pormenores sobre a colheita de amostras para andlise quimica,
métodos analiticos através dos quais foram obtidas as concentra¢des do produto quimico em estudo;

— caracteristicas dos sedimentos, como descrito nos ponto 24-25, e quaisquer outras medi¢des efetuadas;
preparagdo dos sedimentos formulados;

— preparacdo da dgua para o ensaio — caso seja utilizada dgua reconstituida — e respetivas caracteristicas
(concentragdo de oxigénio, pH, condutividade, dureza e quaisquer outros pardmetros medidos) antes do
inicio do ensaio;

— informagdes pormenorizadas sobre a alimentacio dos organismos, incluindo o tipo de alimentos, a
preparagdo, a quantidade e o regime alimentar;

— intensidade luminosa e periodo(s) de iluminagio;

— métodos utilizados para a determinagio de todos os pardmetros bioldgicos (por exemplo, para a
amostragem, inspe¢do e pesagem dos organismos de ensaio) e de todos os pardmetros abidticos (por
exemplo, os pardmetros de qualidade da dgua e dos sedimentos);

— volume e/ou peso de todas as amostras para andlise quimica;

— explicagdo detalhada do tratamento de todas as amostras para andlise quimica, incluindo pormenores
sobre a preparagdo, a armazenagem, os procedimentos de enriquecimento do solo com o produto
quimico em estudo, a extracdo, os procedimentos de andlise do produto quimico (com a respetiva
precisio) e a recuperagio do mesmo.
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— Resultados:

— qualidade da dgua nos recipientes de ensaio (pH, temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido,
dureza, concentragio de amoniaco e quaisquer outros pardmetros medidos);

— teor de carbono orgénico total (COT), ricio massa seca/massa himida, pH dos sedimentos e quaisquer
outros pardmetros medidos;

— ntmero total e, se determinado, niimero de vermes completos e incompletos em cada cidmara de
ensaio, no final do mesmo;

— peso seco dos vermes em cada cdmara de ensaio no final do ensaio, e caso tenha sido medido, o peso
seco de uma subamostra dos vermes no inicio do ensaio;

— qualquer comportamento anémalo em comparagio com os controlos (por exemplo, fuga dos
sedimentos, presenca ou auséncia de péletes fecais);

— mortalidade observada;

— estimativas de pardmetros de toxicidade, (por exemplo EC,, NOEC efou LOEC) e métodos estatisticos
utilizados para a sua determinagio;

— concentracdes de ensaio nominais, concentracdes de ensaio medidas e resultados de todas as anélises
efetuadas para determinar a concentracdo do produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio;

— quaisquer desvios aos critérios de validade.
— Avaliacdo dos resultados:
— coeréncia dos resultados com os critérios de validade referidos no ponto 13;

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia sobre os resultado do ensaio que decorra das
alteragdes em relagdo ao presente método de ensaio.
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Apéndice 1

Definicdes

No 4mbito do presente método de ensaio, aplicam-se as seguintes defini¢des:

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

Periodo de acondicionamento: periodo utilizado para estabilizar a componente microbiana do sedimento e
eliminar, por exemplo, o amoniaco proveniente dos componentes deste; tem lugar antes do enriquecimento do
sedimento com o produto quimico em estudo. Geralmente, a dgua sobrenadante é eliminada apds o condicio-
namento.

EC,: concentra¢do do produto quimico em estudo no sedimento que resulta num efeito de x % (por exemplo: 50 %)
num pardmetro bioldgico, num determinado perfodo de exposicio.

Periodo de equilibracio: periodo utilizado para permitir a distribui¢do do produto quimico em estudo entre a fase
solida, a dgua dos poros e a dgua sobrenadante; tem lugar apds o enriquecimento dos sedimentos com o produto
quimico em estudo e antes da introducio dos organismos de ensaio.

Fase de exposigdo: periodo durante o qual os organismos de ensaio sdo expostos ao produto quimico em estudo.

Sedimentos formulados (também conhecidos por reconstituidos, artificiais ou sintéticos): mistura de matérias
utilizadas para simular os componentes fisicos de sedimentos naturais.

Menor concentracio com efeitos observiaveis (LOEC): menor concentragio de ensaio do produto quimico em
estudo para a qual se observa um efeito significativo (a p < 0,05), comparativamente com o controlo. No entanto,
todas as concentracdes de ensaio superiores a LOEC devem ter um efeito igual ou superior ao verificado com a
LOEC. Se estas duas condi¢des ndo puderem ser satisfeitas, deve fornecer-se uma explicagio pormenorizada sobre a
forma como se determinou a LOEC (e, consequentemente, a NOEC).

Concentragio sem efeitos observiveis (NOEC): a mais elevada concentracio ensaiada que, quando comparada
com o controlo, ndo tem qualquer efeito estatisticamente significativo (p < 0,05), durante um determinado periodo
de exposigio.

Coeficiente de parti¢io octanolfdgua (K ; também representado por P_): quociente entre a solubilidade de um
produto quimico em n-octanol e em dgua, em condi¢des de equilibrio, representando a lipofilia desse produto
quimico (capitulo A.24 do presente anexo). O valor K, ou o logaritmo de K, (log K,,) é utilizado como indicador
do potencial de bioacumulagdo de um produto quimico em organismos aqudticos.

Coeficiente de particdo carbono orginico-dgua (K ): quociente entre a concentra¢do de um produto quimico no
interior ou a superficie da fracdo de carbono organico de um sedimento e a concentragio do mesmo produto
quimico na dgua, em condi¢des de equilibrio.

Agua sobrenadante: dgua que cobre o sedimento, no recipiente de ensaio.
Agua intersticial ou dgua dos poros: dgua que ocupa o espaco entre as particulas do sedimento ou do solo.
Sedimento enriquecido: sedimento ao qual foi adicionado o produto quimico em estudo.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

Composigio da dgua reconstituida recomendada

[adocdo a partir do capitulo C.1 do presente anexo (1)]

a)  Solugdo de cloreto de cdlcio

Dissolver 11,76 g CaCl,-2H,0 em dgua desionizada; completar o volume até 1 litro com dgua desionizada.
b)  Solucdo de sulfato de magnésio

Dissolver 4,93 g MgSO,-7H,0 em é4gua desionizada; completar o volume até 1 litro com dgua desionizada.
¢)  Solugdo de bicarbonato de sddio

Dissolver 2,59 g de NaHCO, em 4gua desionizada; completar o volume até 1 litro com dgua desionizada.
d)  Solugdo de cloreto de potdssio

Dissolver 0,23 g de KCl em dgua desionizada; completar o volume até 1 litro com dgua desionizada.
Os produtos quimicos devem ser todos de qualidade analitica.
A condutividade da dgua destilada ou desionizada ndo deve exceder 10 pScm.

Misturam-se 25 ml de cada uma das solu¢des a) a d), sendo o volume total completado até 1 litro com dgua
desionizada. A soma das concentragdes de ides cdlcio e magnésio destas solucdes é de 2,5 mmol/l.

A proporcio i6nica Ca:Mg é de 4:1 e a proporgdo idnica NaK é de 10:1. A capacidade de acidificagio, K, ,, desta
solugdo é de 0,8 mmol/l.

Arejar a dgua de diluicdo até a saturacio com oxigénio e armazend-la durante cerca de dois dias, sem mais
arejamento, antes da utilizagio.

REFERENCIA

(1) Capitulo C.1 do presente anexo (Ensaio de toxicidade aguda para os peixes).
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Apéndice 3

Caracteristicas fisico-quimicas de uma dgua de dilui¢io adequada

Componente Concentragdes
Particulas < 20 mg/l
Carbono organico total <2 pgfl
Amoniaco ndo ionizado <1 pgfl

Cloro residual

<10 pgfl

Pesticidas organofosforados totais

Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados totais

<50 ng/l

Cloro organico total

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l

(adaptacdo a partir de OCDE (1992) (1))

REFERENCIA

(1) OCDE (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OCDE, Paris.
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Apéndice 4

Sedimentos artificiais recomendados — orientagdes para a preparacio e a armazenagem

Componentes dos sedimentos

. .
Componente Caracteristicas % do sedimento peso
seco
Turfa Turfa de esfagno, grau de decomposicio: “médio”, seca 5%0.5
ao ar, sem residuos vegetais visiveis, finamente moida
(granulometria < 0,5 mm)
Areia de quartzo Granulometria: < 2 mm, mas > 50 % das particulas de 75-76
granulometria na gama 50-200 pm
Argila caulinica Teor de caulinite = 30 % 201
Fonte de alimentacio Por exemplo, ortiga pulverizada (Folia urticae), folhas de 0,4-0,5%
Urtica dioica finamente trituradas (particulas < 0,5 mm);
para consumo humano, conforme com as normas farma-
céuticas; em adi¢do ao sedimento seco
Carbono organico Ajustado por adigdo de turfa e areia 2+£0,5
Carbonato de célcio CaCO, pulverizado, quimicamente puro, em adi¢io ao 0,05 -1
sedimento seco
Agua desionizada Condutividade < 10 pS/cm, em adigdo ao sedimento seco 30 - 50

Nota: Caso se prevejam concentragdes elevadas de amoniaco (por exemplo, se o produto quimico em estudo for um
inibidor de nitrificacdo conhecido), pode ser titil substituir 50 % do pé de urticiceas, rico em azoto, por a-celulose
em po, quimicamente pura, com granulometria < 0,5 mm; (1) (2).

Preparacdo

A turfa é seca ao ar e moida até se obter um pé fino. Prepara-se uma suspensio da quantidade necessdria de turfa
pulverizada em dgua desionizada, por recurso a um dispositivo de homogeneizagdo de alta eficiéncia. O pH desta
suspensdo ¢ ajustado para 5,5 = 0,5 com CaCO,. A suspensdo é acondicionada durante, pelo menos, dois dias, com
agitacdo ligeira a 20 + 2 °C, para estabilizar o pH e estabelecer um perfil microbiano estével. Findo este periodo,
determina-se novamente o pH, que deve ser de 6,0 + 0,5. A suspensdo de turfa é entdo misturada com os outros
comporentes (areia e argila caulinica) e dgua desionizada, de forma a obter sedimentos homogéneos com teor de
dgua na ordem de 30 %-50 % da massa seca dos sedimentos. O pH da mistura final é determinado uma vez mais e,
se necessario, ajustado para 6,5-7,5 com CaCO,. No entanto, se for de prever a libertagio de amoniaco, pode ser ttil
manter o pH do sedimento a um valor inferior a 7,0 (por exemplo, entre 6,0 e 6,5). Colhem-se amostras do
sedimento para determinar o peso seco e o teor de carbono orgénico. Se for de prever a libertagdo de amoniaco, o
sedimento formulado pode ser acondicionado durante sete dias em condi¢des semelhantes as do ensaio subsequente
(por exemplo, 1:4 para o rdcio sedimentos-dgua; altura da camada de sedimento tal como nos recipientes



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/175

de ensaio) antes do enriquecimento com o produto quimico em estudo, ou seja, deve ser complementado com dgua
que, por sua vez, deve ser arejada. No final do periodo de acondicionamento, remove-se e rejeita-se a dgua
sobrenadante. Posteriormente, a areia de quartzo enriquecida é misturada com o sedimento para cada concentracio
de produto, sendo o sedimento distribuido pelos recipientes dos replicados e coberto com a dgua de ensaio. Os
recipientes sdo, em seguida, incubados em condi¢es idénticas as do ensaio subsequente. Inicia-se aqui o periodo de
equilibragdo. A dgua sobrenadante deve ser arejada.

O alimento escolhido deve ser adicionado antes ou durante o enriquecimento do sedimento com o produto quimico
em estudo. Pode comecar por ser misturado com a suspensdo de turfa (ver supra). E possivel, contudo, evitar uma
degradacdo excessiva da fonte alimentar antes da introdu¢do dos organismos de ensaio (por exemplo, em caso de
um longo periodo de equilibrio), reduzindo ao minimo possivel o periodo entre o fornecimento do alimento e o
inicio da exposi¢do. Para assegurar que o alimento é impregnado com o produto quimico em estudo, a fonte
alimentar deve ser misturada com o sedimento, o mais tardar no dia em que o produto quimico em estudo é
aplicado no sedimento.

Armazenamento

Os componentes secos dos sedimentos artificiais podem ser armazenados num local seco e fresco ou a temperatura
ambiente. Os sedimentos impregnados com o produto quimico em estudo devem ser imediatamente utilizados no
ensaio. Podem entdo ser armazenadas amostras de sedimento enriquecido, respeitando as condigdes recomendadas
para o produto quimico em estudo, até a realizacdo das analises.

REFERENCIAS

(1) Egeler, Ph., Meller, M., Schallna, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R.
Nagel & B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.:
20267429

(2) Liebig M., Meller M. & Egeler P. (2004). Sedimenttoxizititstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus
variegatus. Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. March 24-25, 2004. BfG (Bundesanstalt
fur Gewdasserkunde), Koblenz, Germany. pp. 107-119.
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Apéndice 5

Métodos de cultura de Lumbriculus variegatus

A espécie Lumbriculus variegatus (MULLER), oligoqueta da familia Lumbriculidae, coloniza os sedimentos de dgua doce e
¢ amplamente utilizada em ensaios ecotoxicologicos. Pode ser facilmente cultivada em condi¢des laboratoriais.
Descrevem-se em seguida os métodos de cultura.

Métodos de cultura

As condigdes de cultura de Lumbriculus variegatus sdo descritas em pormenor em Phipps et al. (1993) (1), Brunson et
al. (1998) (2), ASTM (2000) (3) e U.S. EPA (2000) (4). Apresenta-se em seguida uma breve sintese dessas condigdes.
Uma das grandes vantagens da espécie L. variegatus reside na sua reprodugdo rdpida, que resulta num rdpido
aumento da biomassa das populagdes cultivadas em laboratério [por exemplo, (1) (3) (4) (5)].

Os vermes podem ser cultivados em aqudrios de grandes dimensdes (57-80 1) a 23 °C, com um fotoperiodo de 16
dias de luz para 8 de obscuridade (100-1 000 lx) e renovagdo didria da dgua natural (45-50 | por aquirio). O
substrato é preparado mediante o corte, em tiras, de toalhas de papel pardo, seguidamente embebidas em dgua de
cultura durante alguns segundos, de forma a obter pequenos fragmentos de substrato de papel. O substrato pode ser
diretamente utilizado no aqudrio de cultura de Lumbriculus como cobertura do fundo do reservatério, ou
armazenado congelado em dgua desionizada, para utilizagdo posterior. Os novos substratos colocados no
reservatorio duram, em geral, cerca de dois meses.

As culturas de vermes iniciam-se com 500-1 000 animais, alimentados trés vezes por semana com uma suspensio
de 10 ml que contém 6 g de alimento para trutas, aquando da renovagdo ou em condi¢des dindmicas. As culturas
estaticas ou semiestiticas devem ser alvo de taxas de alimenta¢io mais baixas, para evitar a proliferacio de bactérias
e fungos.

Nestas condi¢des, o niimero de individuos na cultura duplica, em geral, cada 10 a 14 dias.

A espécie Lumbriculus variegatus pode também ser cultivada, alternativamente, num sistema constituido por uma
camada de areia de quartzo — como no caso dos sedimentos artificiais (1-2 cm de profundidade) — e dgua recons-
tituida. Como recipientes de cultura, podem utilizar-se recipientes de ago inoxidavel ou de vidro com uma altura de
12 a 20 cm. O corpo de dgua deve ser ligeiramente arejado (por exemplo, 2 bolhas por segundo) por recurso a uma
pipeta de Pasteur, posicionada cerca de 2 cm acima da superficie do sedimento. Para evitar, por exemplo, a
acumulagdo de amoniaco, a d4gua sobrenadante deve ser renovada por recurso a um sistema de fluxo ou (pelo menos
uma vez por semana) manualmente. Os oligoquetas sio conservados a temperatura ambiente, com 16 horas de
exposi¢do a luz (100-1 000 Ix) e 8 horas de obscuridade. Na cultura semiestdtica (renovagdo da dgua uma vez por
semana), os vermes sdo alimentados com TetraMin duas vezes por semana (por exemplo, 0,6-0,8 mg/cm? de
superficie de sedimento), podendo aplicar-se como suspensido de 50 mg de TetraMin por ml de dgua desionizada.

Para transferir os espécimes de Lumbriculus variegatus das culturas, remover substrato com uma malha fina ou
remover 0s organismos com uma pipeta de vidro larga moldada a quente (5 mm de didmetro, aproximadamente)
para um copo. Se também passar substrato para o copo, este, com os animais e o substrato, é deixado de um dia
para o outro em condi¢gdes dinamicas, o que permite eliminar o substrato, enquanto os vermes permanecem no
fundo do copo. Os animais podem, entdo, ser introduzidos em tanques de cultura recém-preparados ou ser alvo de
uma preparagdo complementar para o ensaio, como referido em (3) (4), ou do modo seguinte:

Ao utilizar a espécie L. variegatus em ensaios com sedimentos, o seu modo de reprodugdo [arquitomia ou morfalaxe
— ver, por exemplo, (6)] constitui um aspeto critico. A reprodugdo assexuada resulta em dois fragmentos, que nio
se alimentam durante um certo periodo até a cabeca ou a cauda estarem regeneradas [ver, por exemplo, (7) (8)]. Isto
significa que, no caso da L. variegatus, a exposi¢do por ingestdo de sedimentos contaminados nio ocorre de modo
continuo.

Por conseguinte, importa proceder a uma sincronizagio para minimizar reproducio e regeneracio descontroladas e
a consequente variagdo dos resultados do ensaio. Esta variacio pode ocorrer quando alguns individuos, por terem
sofrido fragmentagdo e, consequentemente, ndo se terem alimentado durante um dado periodo, estio menos
expostos ao produto quimico em estudo do que outros individuos que ndo sofreram fragmentagdo durante o ensaio
[(9) (10) (11)]. Entre 10 e 14 dias antes do inicio da exposi¢do, os vermes devem ser fragmentados artificialmente
(sincronizagdo). Devem selecionar-se para sincronizagio espécimes de grandes dimensdes (adultos), de preferéncia
que ndo mostrem sinais de morfalaxe recente. Colocam-se os vermes sobre uma ldmina de vidro com uma gota de
dgua de cultura, seccionando-os em seguida com um bisturi na regifo mediana do corpo. As extremidades
posteriores devem ser de dimensdo semelhante. Deixa-se que as extremidades posteriores regenerem novas cabegas,
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num recipiente com o mesmo substrato utilizado na cultura e com dgua reconstituida, até ao inicio da exposicio. A
regeneragdo de novas cabegas é indicada pelo facto de os vermes sincronizados se enterrarem no substrato (a
presenca de cabecas regeneradas pode ser confirmada pela inspecio de uma subamostra representativa com um
microscépio binocular). Considera-se entdo que os organismos de ensaio se encontram em estado fisioldgico
idéntico. Isto significa que, quando ocorre reprodugdo por morfalaxe de vermes sincronizados durante o ensaio,
praticamente todos os animais sofrem uma exposicdo idéntica ao sedimento enriquecido. A alimentacdo dos vermes
sincronizados deve ter lugar logo que os mesmos comecem a enterrar-se no substrato ou no sétimo dia apds o
seccionamento. O regime alimentar deve ser idéntico ao das culturas regulares, embora possa afigurar-se
aconselhdvel fornecer aos vermes sincronizados os mesmos alimentos que no ensaio. Os animais devem ser
mantidos a temperatura de ensaio, ou seja, 20 + 2 °C. Apds a regeneracio, devem utilizar-se para o ensaio animais
completos e intactos, que nadem ou rastejem ativamente ap6s um ligeiro estimulo mecanico. Devem evitar-se lesdes
ou autotomia dos vermes: por exemplo, utilizando pipetas polidas a quente ou palitos dentdrios de ago inoxidavel,
para a sua manipulagdo.

Fontes de culturas de arranque de Lumbriculus variegatus (enderecos nos EUA adaptados a partir de (4))

Europa

ECT Ockotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Alemanha

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finlandia

C.N.R.- LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

1-20047 Brugherio MI

EUA

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50

D-40789 Monheim

Alemanha

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Alemanha

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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Apéndice 6
Resumo dos resultados dos estudos interlaboratoriais comparativos
Ensaio de toxicidade nos sedimentos com Lumbriculus variegatus
Quadro 1
Resultados dos estudos interlaboratoriais comparativos: Niimero médio de vermes nos controlos e nos
controlos com solvente, no final do ensaio; SD = desvio-padrio; CV = coeficiente de variacio.
de Cvoerrlgslsols]os SD CV (%) n controlos com SD CV (%) n
solvente

32,3 7,37 22,80 3 39,0 3,61 9,25 3
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70 3
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31 4
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80 4
243 10,69 43,94 3 26,3 3,06 11,60 3
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77 3
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89 6
25,3 5,51 21,74 3 27,7 1,53 5,52 3
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04 4
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99 6
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 517 4
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56 4
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32 3
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65 3
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32 4

Média interla- 29,59 20,10 30,61 13,26

bora-torial

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

n 15 15

min. 16,3 15,0

max. 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Quadro 2

Resultados dos estudos interlaboratoriais comparativos: Média do peso seco dos vermes por replicado nos
controlos e nos controlos com solvente, no final do ensaio; SD = desvio-padrio; CV = coeficiente de

variacdo.
Peso seco total Peso seco total
de vermes por de Vermes por
replicado SD CV (%) n replicado SD CV (%)
( pt Jos) (controlos com
controlos solvente)
24,72 6,31 25,51 3 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 6 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 2 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 6 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 3 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 4 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 6 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 3 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 4 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 6 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 6 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 6 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 6 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 6 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 6 31,15 2,70 8,67
Média interla- 25,15 20,36 27,68 17,53
bora-torial
SD 7,87 12,56 7,41 9,10
n 15 15
min. 12,9 10,5
max. 41,3 41,4
CV (%) 31,3 26,8
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Quadro 3

Toxicidade do PCP: Resumo dos pontos finais do estudo interlaboratorial comparativo; médias interlabora-

toriais de EC,,, NOEC e LOEC SD = desvio-padrio; CV = coeficiente de variacio.

Parametro biold-

Média interla-

Fator inter-

Média geomé-

gico bora-t;)]:{l('; 2)11 (mg] min. méx. labo-ratorial SD v (%) -trica (mg/kg)
Niimero total EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
de vermes NOEC 9,9 2,1 22,7 10,7 7,2 72,3 7,6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9
MDD (%) 22,5 7.1 39,1
Peso seco total | EC,, 20,4 7.3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
de vermes NOEC 93 2.1 20,0 9,4 6,6 70,4 7,4
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
MDD (%) 24,8 10,9 44,7
Mortalidade/ LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
[sobrevivéncia | NoEC 16,5 21 | 400 18,8 103 | 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6
Reproducio EC,, 20,0 6,7 28,9 43 7,6 37,9 18,3
S:;“:f‘:‘(’lg" NOEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4
vermes por LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 15,4 68,6 16,0
replicado) MDD (%) 29,7 13,9 | 47,9
Crescimento EC;, 15,3 5,7 29,9 52 7,1 46,5 13,7
](;‘l‘éﬁzls‘;: :sr NOEC 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
replicado) LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 15,7 65,5 17,3
MDD (%) 32,2 13,6 65,2

MDD: Diferenga minima detetdvel entre os valores de controlo, durante os testes de hipéteses;
do poder estatistico.

pardmetro utilizado como medida
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C.36 ENSAIO DE REPRODUCAO NO SOLO DO ACARO PREDADOR HYPOASPIS (GEOLAELAPS)
ACULEIFER

INTRODUCAO

1. Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 226 (2008) da OCDE. Foi concebido para avaliar os
efeitos na produgdo de descendéncia da espécie de dcaro Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini (Acari:
Laelapidae) em consequéncia da presenga de produtos quimicos no solo, desse modo permitindo estimar a
inibicdo da taxa de crescimento especifico da populagio (1,2). Neste contexto, “producio de descendéncia”
indica o nimero de juvenis no final do periodo de ensaio. H. aculeifer representa um nivel tréfico adicional
relativamente as espécies para as quais se dispde jd de métodos de ensaio. Para efeitos do presente método de
ensaio, considera-se adequado um ensaio de reproducdo sem discriminagdo e quantificagdo das diversas fases
do ciclo reprodutor. No caso de produtos quimicos com cendrios de exposicio diversos da exposicdo através
do solo, podem justificar-se outras abordagens (3).

2. A espécie Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer é considerada representativa da fauna do solo, nomeadamente dos
dcaros predadores. Com distribuigdo mundial (5), pode ser facilmente obtida e criada em laboratério. O
apéndice 7 contém um resumo da biologia da H. aculeifer. Estdo disponiveis informacdes de base sobre a
ecologia deste dcaro e a sua utilizagdo em ensaios ecotoxicoldgicos: (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12).

PRINCIPIO DO ENSAIO

3. Expdem-se fémeas adultas a uma gama de concentra¢des do produto quimico em estudo misturado no solo. O
ensaio inicia-se com 10 fémeas adultas por recipiente de replicagdo. Ndo se introduzem machos, pois a
experiéncia mostrou que, quando hd machos presentes, as fémeas acasalam imediatamente ou pouco tempo
ap6s a eclosdo da fase de deuteroninfa. Além disso, a inclusio de machos prolongaria o ensaio por tal forma
que tornaria necessdria a discriminagdo de faixas etdrias. Portanto, o acasalamento, em si, ndo faz parte do
ensaio. As fémeas sdo introduzidas 28 a 35 dias apds o inicio do periodo de postura na sincronizagio (ver
apéndice 4), dado considerar-se que foram ja fecundadas e passaram a fase que precede a oviposicdo. A 20 °C,
o0 ensaio termina no 14.° dia apés a introdugdo de fémeas (dia 0), o que permite que os primeiros descendentes
controlados atinjam a fase de deuteroninfa (ver apéndice 4). Como principal varidvel mensurada, determina-se
o ntmero de juvenis por recipiente de ensaio e, adicionalmente, o nimero de fémeas sobreviventes. A
reprodugdo dos dcaros expostos ao produto quimico em estudo é comparada com a dos controlos, a fim de
determinar a EC_ (por exemplo EC,,, EC,,) ou a concentragio sem efeitos observaveis (NOEC — ver definicio
no anexo 1), consoante a concegdo experimental (ver ponto 29). O apéndice 8 apresenta uma panordmica
geral do programa de ensaio.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

4. De preferéncia, devem conhecer-se a solubilidade em dgua, o log K ,, o coeficiente de particdo solo-dgua e a
pressio de vapor do produto quimico em estudo. E aconselhdvel dispor de informagdes adicionais sobre o
destino do produto quimico no solo, nomeadamente as taxas de degradagdo bidtica e abidtica.

5. O presente método de ensaio pode ser utilizado com produtos quimicos soliiveis ou insoliveis em dgua. No
entanto, o modo de aplicagio do produto quimico em estudo varia consoante o caso. O método nio é
aplicdvel a produtos quimicos voldteis, ou seja, produtos cuja constante de Henry ou cujo coeficiente de
parti¢do ar/dgua forem superiores a 1, nem a produtos quimicos cuja pressio de vapor exceda 0,0133 Pa a
25 °C.

VALIDADE DO ENSAIO

6. Para que os resultados de um ensaio sejam considerados validos, os controlos sem o produto quimico em
estudo devem satisfazer os seguintes critérios:

— A mortalidade média das fémeas adultas ndo pode exceder 20 % no final do ensaio;

— O ntimero médio de juvenis por replicado (com 10 fémeas adultas introduzidas) deve ser, pelo menos, de
50 no final do ensaio;

— O coeficiente de variagdo calculado para o niimero de juvenis por replicado ndo pode ser superior a 30 %
no final do ensaio definitivo.
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PRODUTO QUfMICO DE REFERENCIA

7. E necessirio determinar a EC, efou a NOEC de um produto quimico de referéncia, para garantir que as
condi¢des de ensaio laboratoriais sio adequadas e averiguar se a resposta dos organismos de ensaio ndo sofreu
alteragdes ao longo do tempo. O dimetoato (n.o CAS 60-51-5) é um produto quimico de referéncia adequado,
por ter sido demonstrado que afeta a dimensdo da populagdo (4). O 4cido bérico (n.o CAS 10043-35-3) pode
ser utilizado como alternativa. H4, contudo, menos experiéncia com este produto quimico. Sdo possiveis duas
opgoes:

— O produto quimico de referéncia é ensaiado em paralelo com a determinagdo da toxicidade de cada
produto quimico em estudo a uma dada concentra¢do, devendo ser previamente demonstrado num estudo
dose-resposta que essa concentragdo provoca um efeito de redugio da descendéncia > 50 %. Neste caso, o
ntmero de replicados deve ser o mesmo que nos controlos (ver ponto 29).

— Em alternativa, o produto quimico de referéncia é ensaiado 1-2 vezes por ano num ensaio de dose-
-resposta. Consoante a concegdo selecionada, o niimero de concentragdes e replicados e o fator de
espagamento diferem (ver ponto 29), devendo, contudo, alcangar-se uma resposta de 10-90 % de efeito
(fator de espagamento: 1,8). A EC,, para o dimetoato, com base no ndmero de juvenis, deve situar-se na

gama de 3,0 a 7,0 mg s.a./kg de solo (peso seco). A partir dos resultados jé obtidos com o dcido bérico, a
EC,,, com base no nimero de juvenis, deve situar-se na gama de 100 a 500 mg/kg de solo (peso seco).

DESCRICAO DO ENSAIO
Recipientes e equipamentos

8.  Devem utilizar-se recipientes de ensaio de 3-5 cm de didmetro (altura do solo > 1,5 cm), de vidro ou de outro
material quimicamente inerte, com tampa hermética. Sdo preferiveis as tampas de rosca, caso em que 0s
recipientes podem ser arejados duas vezes por semana. Em alternativa, podem utilizar-se coberturas que
permitam a troca de gases entre o substrato e a atmosfera (por exemplo, gaze). Dado que o teor de humidade
deve ser mantido a um nivel suficientemente elevado durante o ensaio, é essencial controlar o peso de cada
recipiente durante o ensaio e, se necessdrio, acrescentar dgua. Isto pode ser especialmente importante quando
ndo se dispuser de tampas de rosca. Se se utilizar um recipiente de ensaio ndo transparente, a tampa deve ser
de um material que permita o acesso da luz (por exemplo, cobertura transparente perfurada), evitando, em
simultaneo, a fuga de dcaros. A dimensdo e o tipo de recipiente de ensaio dependem do método de extragio
(ver apéndice 5 para mais pormenores). Se se aplicar extragdo de calor diretamente ao recipiente de ensaio,
pode colocar-se no fundo um crivo de malha adequada (selado até a extragdo), devendo a profundidade do solo
ser suficiente para permitir gradientes de temperatura e de humidade.

9. E necessdrio material laboratorial de uso corrente, nomeadamente o seguinte:
— de preferéncia, recipientes de vidro com tampas de rosca;
— estufa;
— microscopio estereoscopico;
— escovas para a transferéncia dos dcaros;
— medidor de pH e de luz;
— balangas de precisio adequadas;
— equipamentos adequados para o controlo da temperatura;

— equipamentos adequados ao controlo da humidade atmosférica (ndo essencial se os recipientes de
exposi¢do estiverem cobertos com tampas);

— incubadora ou pequena cdmara, com controlo de temperatura;
— equipamento de extracdo (ver apéndice 5) (13)
— painel superior de controlo da luz;

— boides para a recolha dos dcaros extraidos.
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Preparacio do solo artificial

10. Este ensaio utiliza um solo artificial. O solo artificial é constituido pelos seguintes elementos (todos os valores
sdo baseados em massa seca):

— 5 % de turfa de esfagno, seca ao ar e finamente moida (é aceitdvel uma granulometria de 2 + 1 mm);
— 20 % de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;

— cerca de 74 % de areia industrial seca ao ar (em fungdo da quantidade de CaCO, necessdria), com predomi-
nancia de areia fina com mais de 50 % de particulas de granulometria compreendida entre 50 e 200 pm. A
quantidade exata de areia depende da quantidade de CaCO, (ver abaixo), devendo, no seu conjunto,
totalizar 75 %.

— < 1,0 % de carbonato de célcio (CaCO;) pulverizado, de qualidade analitica, a fim de obter um pH de
6,0 + 0,5; a quantidade de carbonato de célcio a utilizar pode depender principalmente da qualidade ou da
natureza da turfa (ver nota 1);

Nota 1: A quantidade necessdria de CaCO; depende dos componentes do substrato edifico e deve ser
determinada através de medicdes do pH de subamostras de solo imediatamente antes do ensaio (14).

Nota 2: O teor de turfa do solo artificial difere de outros métodos de ensaio com organismos do solo, na
maioria dos quais se utiliza 10 % de turfa [por exemplo (15)]. No entanto, em conformidade com a referéncia
(16), um solo agricola tipico ndo tem mais de 5 % de matéria organica, pelo que a redugio do teor de turfa
reflete a redugdo da capacidade de sorc¢do do produto quimico a carbono organico num solo natural.

Nota 3: Se necessdrio, designadamente para certas finalidades, podem utilizar-se como substrato de ensaio efou
de cultura solos naturais de locais ndo poluidos. No entanto, se se utilizar solo natural, devem conhecer-se, no
minimo, a origem (local de recolha), o pH, a textura (granulometria) e o teor de matéria orgdnica. Devem
referir-se, se disponiveis, o tipo e a designacdo do solo de acordo com as normas de classificagdo. Os solos
devem estar isentos de qualquer contaminagdo. Se o produto quimico em estudo for um metal ou um
composto organometdlico, deve também determinar-se a capacidade de troca catiénica do solo natural. Deve
dar-se especial atengdo ao cumprimento dos critérios de validade, dado que, em geral, raramente se dispde de
informagdes de base sobre os solos naturais.

11. Misturam-se cuidadosamente (por exemplo, num misturador laboratorial de grandes dimensdes) os
componentes secos do solo. Para determinar o pH, utiliza-se uma mistura de solo com uma solugdo de cloreto
de potdssio (KCI) 1 M ou de cloreto de cdlcio (CaCl,) 0,01 M, numa propor¢io de 1:5 (ver ponto 14 e
apéndice 3). Se a acidez do solo exceder a gama necessdria (ver ponto 10), pode ser ajustada por adiio de
uma quantidade adequada de CaCO,. Se o solo for demasiado alcalino, o pH pode ser corrigido mediante a
adigdo de uma por¢do da mistura dos trés primeiros componentes referidos no ponto 10, excluindo o CaCO,.

12. A capacidade mdxima do solo artificial para reter dgua é determinada de acordo com os procedimentos
descritos no apéndice 2. Dois a sete dias antes do inicio do ensaio, o solo artificial seco é humedecido por
adi¢do de uma quantidade de dgua destilada ou desionizada suficiente para a obtenc¢do de cerca de metade do
teor final de dgua, ou seja, 40 a 60 % da capacidade maxima de reten¢do de dgua. O teor de humidade é
ajustado para 40-60 % da capacidade mdxima de retengdo de dgua com a solugdo do produto quimico em
estudo efou com dgua destilada ou desionizada (ver pontos 16 a 18). Pode proceder-se a uma verificacdo
complementar simples do teor de humidade do solo comprimindo delicadamente uma amostra na méo; se o
teor de humidade for correto, observam-se goticulas de dgua entre os dedos.

13. O teor de humidade do solo é determinado no inicio e no final do ensaio por secagem a peso constante, a 105
°C, em conformidade com a norma ISO 11465 (17), sendo o pH do solo determinado em conformidade com
o apéndice 3 ou com a norma ISO 10390 (14). Estas medi¢Ges devem ser efetuadas em amostras adicionais
sem 4caros, tanto do solo de controlo como do solo de cada concentragio de ensaio. O pH do solo nio deve
ser ajustado quando se sujeitem a ensaio produtos quimicos 4cidos ou bdsicos. O teor de humidade deve ser
monitorizado durante o ensaio, pesando periodicamente os recipientes (ver pontos 20 e 24).
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Selecdo e preparagio dos animais para ensaio

14. A espécie utilizada no ensaio é a Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). O ensaio inicia-se com
fémeas adultas recolhidas de uma coorte sincronizada. Os dcaros devem ser introduzidos cerca de 7 a 14 dias
ap6s se tornarem adultos, 28 a 35 dias apds o inicio da postura dos ovos na sincronizagdo (ver ponto 3 e
apéndice 4). Devem registar-se a proveniéncia ou o fornecedor dos dcaros e a manutencio da cultura
laboratorial. Se for mantida uma cultura laboratorial, recomenda-se que a identidade da espécie seja confirmada
pelo menos uma vez por ano. O apéndice 6 apresenta um modelo de ficha de identificagio.

Preparacio das concentracdes de ensaio

15. O produto quimico é incorporado no solo. Os solventes organicos utilizados como auxiliares do tratamento do
solo com o produto quimico em estudo devem ser selecionados em fungio da sua baixa toxicidade para os
acaros, devendo o procedimento de ensaio incluir um controlo adequado do solvente (ver ponto 29).

Produtos quimicos soltiveis em dgua

16. Prepara-se uma solugdo do produto quimico em estudo em 4dgua desionizada numa quantidade suficiente para
todos as replicados de uma concentragio de ensaio. Recomenda-se a utilizacio de uma quantidade de dgua
suficiente para obter o teor de humidade necessério, isto é, 40 a 60 % da capacidade méxima de retengdo de
dgua (ver ponto 12). Cada solugdo do produto quimico ¢ misturada de forma homogénea num lote de solo
previamente humedecido, antes da introdugdo deste no recipiente de ensaio.

Produtos quimicos insoliiveis em dgua

17. Os produtos quimicos insoliveis em dgua mas soliveis em solventes orginicos podem ser dissolvidos no
volume mais baixo possivel de um solvente adequado (por exemplo, acetona). S6 devem utilizar-se solventes
voldteis. Se forem utilizados tais veiculos, todas as concentracdes de ensaio e controlo devem conter a mesma
quantidade minima do veiculo. O veiculo é aspergido sobre uma pequena quantidade (por exemplo, 10 g) de
areia de quartzo fina ou misturado com ela. O teor total de areia do substrato deve ser corrigido para esta
quantidade. O veiculo é eliminado por evaporagio num exaustor durante, pelo menos, uma hora. Esta mistura
de areia de quartzo e produto quimico é misturada com o solo previamente humedecido, procedendo-se a uma
homogeneizacio cuidadosa apés a adi¢do da quantidade de dgua desionizada adequada para obter o teor de
humidade necessdrio. Introduz-se a mistura final nos recipientes de ensaio. De notar que alguns solventes
podem ser téxicos para os dcaros. Recomenda-se, por conseguinte, a utilizagio de um controlo suplementar
com 4gua sem o veiculo, caso ndo seja conhecida a toxicidade do solvente para os dcaros. Se for devidamente
demonstrado que, nas concentra¢des a aplicar, o solvente ndo tem efeitos, pode suprimir-se o controlo com
agua.

Produtos quimicos em estudo pouco soltiveis em dgua e em solventes orgdnicos

18. No caso de produtos quimicos pouco soliveis em dgua ou em solventes organicos, mistura-se o equivalente de
2,5 g de areia de quartzo finamente moida por cada recipiente de ensaio (por exemplo, 10 g de areia de
quartzo fina para quatro replicados) com a quantidade do produto quimico em estudo, até obter a
concentragio de ensaio desejada. O teor total de areia do substrato deve ser corrigido para esta quantidade.
Esta mistura de areia de quartzo e produto quimico é misturada com o solo previamente humedecido,
procedendo-se a uma homogeneizagio cuidadosa apds a adicdo de uma quantidade de dgua desionizada
adequada para obter o teor de humidade necessirio. Divide-se a mistura final pelos recipientes de ensaio.
Repete-se o procedimento para cada concentracio de ensaio, preparando-se também um controlo adequado.

PROCEDIMENTO
Grupos de ensaio e grupos de controlo

19. Recomenda-se a utilizagdo de 10 fémeas adultas por 20 g de massa seca de solo artificial, para cada recipiente
de controlo e de exposi¢do. Os organismos de ensaio devem ser adicionados nas duas horas subsequentes a
preparagdo do substrato de ensaio final, ou seja, apds aplicagio do produto quimico em estudo. Em certos
casos especificos (quando, por exemplo, o envelhecimento da populagio é considerado um fator determinante),
o tempo decorrido entre a preparagdo do substrato de ensaio final e a adi¢do dos dcaros pode ser prolongado
[para mais pormenores, ver (18)]. Nesses casos, contudo, é necessirio fornecer uma justificagio cientifica.
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20. Apds a colocagdo dos dcaros no solo, fornece-se-lhes alimento, devendo determinar-se o peso inicial de cada
frasco de ensaio, a utilizar como referéncia para o controlo do teor de humidade do solo durante o ensaio,
como descrito no ponto 24. Os recipientes de ensaio sdo cobertos de acordo com o ponto 8 e colocados na
camara de ensaio.

21. Preparam-se amostras-controlo adequadas para cada um dos métodos de aplicacio do produto quimico em
estudo descritos nos pontos 15 a 18. Seguem-se os procedimentos descritos para preparar os controlos, exceto
que ndo ¢ adicionado o produto quimico em estudo. Assim, quando necessdrio, aplicam-se aos controlos
solventes organicos, areia de quartzo ou outros veiculos, em concentracbes ou quantidades semelhantes as
utilizadas nas amostras de ensaio. Se se adicionar um solvente ou outro veiculo ao produto quimico em
estudo, deve-se também preparar e submeter a ensaio uma amostra suplementar de controlo sem o veiculo ou
o produto quimico em estudo, caso a toxicidade do solvente ndo seja conhecida (ver ponto 17).

Condicdes de realizacio do ensaio

22. A temperatura de ensaio deve ser de 20 + 2 °C. Deve ser registada, pelo menos, diariamente e, se necessario,
ajustada. O ensaio é efetuado em ciclos luzfobscuridade (de preferéncia, 16 horas de luz e 8 horas de
obscuridade), com ilumina¢do de 400 a 800 lux na zona dos recipientes de ensaio. Por razdes de comparabi-
lidade, estas condigdes sdo idénticas as dos outros ensaios ecotoxicoldgicos com solo [por exemplo, (15)].

23. Caso se utilizem tampas de rosca, deve garantir-se o intercAmbio de gases mediante o arejamento dos
recipientes de ensaio, pelo menos duas vezes por semana. Se forem utilizadas coberturas de gaze, importa dar
especial aten¢do a manutencio do teor de humidade do solo (ver pontos 8 e 24).

24. O teor em 4gua do substrato eddfico nos recipientes de ensaio é mantido ao longo do ensaio, através de
pesagem e, se necessdrio, de reidratacdo periddica (por exemplo, uma vez por semana) dos recipientes. As
perdas sio compensadas, na medida do necessirio, com dgua desionizada. O teor de humidade durante o
ensaio ndo deve diferir do valor inicial em mais de 10 %.

Alimentacio

25. Os acaros-do-queijo [Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)] revelaram ser uma fonte alimentar adequada. S3o
também adequados colémbolos de prequenas dimensdes [por exemplo, juvenis de Folsomia candida Willem,
1902 ou Onychiurus fimatus (19) (20)], enquitreideos (por exemplo, Enchytracus crypticus Westheide & Graefe,
1992) ou nemdtodos (por exemplo, Turbatrix silusiae de Man, 1913) (21). E aconselhével verificar o alimento
antes da sua utilizagdo no ensaio. O tipo e a quantidade de alimento devem assegurar um niimero adequado de
juvenis, a fim de cumprir os critérios de validade (ponto 6). Para a selecio das presas, deve ter-se em conta o
modo de agdo do produto quimico em estudo (um acaricida, por exemplo, pode ser também téxico para os
dcaros presentes nos alimentos — ver ponto 26).

26. O alimento deve ser fornecido ad libitum (ou seja, uma pequena quantidade de cada vez, com a ponta de uma
espdtula). Para o efeito, pode também utilizar-se um exaustor de baixa aspiragdo, como se propde no ensaio
com colémbolos, ou uma escova fina. Em geral, bastard fornecer alimento no inicio do ensaio e,
posteriormente, duas ou trés vezes por semana. Se o produto quimico em estudo se afigurar téxico para as
presas, deve ponderar-se fornecer uma maior quantidade de alimento efou uma fonte de alimentacio
alternativa.

Selecio das concentracdes de ensaio

27. O conhecimento prévio da toxicidade do produto quimico em estudo (por exemplo, com base em ensaios de
determinagdo da gama de concentra¢des) contribui para a selecio das concentragdes de ensaio adequadas.
Quando necessério, efetua-se um ensaio preliminar de determinagdo da gama de concentragdes com cinco
concentragdes do produto quimico em estudo na gama 0,1-1 000 mg por kg de solo seco, prevendo-se, pelo
menos, um replicado para as amostras de ensaio com o produto e os controlos. A duracio do ensaio de
determinagio da gama de concentragdes é de 14 dias, apés o que se determina a mortalidade dos dcaros
adultos e o nimero de juvenis. A gama de concentra¢des no ensaio final deve ser escolhida, de preferéncia, de
forma a abranger as concentragdes as quais, contrariamente a sobrevivéncia da geragdo materna, o nimero de
juvenis é afetado. Contudo, isso poderd ndo ser possivel no caso de produtos quimicos que produzam efeitos
letais e subletais a concentragdes muito proximas. As concentragdes testadas no ensaio devem incluir as
concentragdes as quais se observam efeitos (por exemplo, ECs,, EC,;, EC,) e abranger a gama de concentra¢des
para as quais os efeitos do produto quimico em estudo sdo significativos. As extrapolagdes muito abaixo da
menor concentragdo que afeta os organismos de ensaio ou muito acima da concentragio de ensaio mais
elevada devem ser feitas apenas em casos excecionais, a justificar circunstanciadamente no relatério.
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Concecio experimental
Ensaios dose/resposta

28. Propdem-se trés concegdes, baseadas nas recomendagBes resultantes de outro estudo interlaboratorial
comparativo — o método de reprodugdo com enquitreideos (22). A adequagdo geral de todas essas conce¢des
foi confirmada pelos resultados da validacio com H. aculeifer.

29. Na escolha da gama de concentragdes, importa ter presente o seguinte:

— Para a determinagio da EC, (por exemplo EC,, EC,,), importa submeter a ensaio doze concentragdes.
Recomenda-se também preparar, pelo menos, dois replicados de cada concentracdo de ensaio e seis
replicados de controlo. O fator de espacamento pode ser inferior ou igual a 1,8 na gama com efeitos
esperados e superior a 1,8 no caso das concentra¢des mais e menos elevadas.

— Para determinar a NOEC, devem submeter-se a ensaio, pelo menos, cinco concentracdes em progressao
geométrica. Recomenda-se a preparagdo de quatro replicados de cada concentra¢do de ensaio, além de oito
controlos. O fator de espacamento entre as concentra¢des ndo pode ser superior a 2,0.

— Uma abordagem combinada permite determinar simultaneamente a NOEC e a EC,. Devem utilizar-se oito
concentragdes de ensaio em progressio geométrica. Recomenda-se a preparacdo de quatro replicados de
cada concentracdo de ensaio, além de oito controlos. O fator de espacamento entre as concentra¢des ndo
pode ser superior a 1,8.

Ensaio do limite

30. Se ndo se observarem efeitos com a concentracio mais elevada no ensaio de determinacdo da gama de concen-
tragdes (1 000 mg por kg de peso seco de solo), o ensaio de reprodugdo definitivo pode ser executado como
ensaio do limite, utilizando uma concentracio de ensaio de 1 000 mg por kg de peso seco de solo. Um ensaio
do limite representa uma oportunidade para demonstrar que a NOEC ou a EC,, para a reprodugdo é superior a
concentragdo-limite, minimizando, a0 mesmo tempo, o niimero de dcaros utilizados no ensaio. Devem utilizar-
-se oito replicados tanto para as amostras de ensaio como para as amostras de controlo.

Duracio do ensaio e medi¢des

31. Devem registar-se quaisquer diferengas de comportamento e de morfologia entre os dcaros dos recipientes de
controlo e dos recipientes de exposigdo ao produto.

32. No 14. dia, extraem-se do solo os 4caros sobreviventes, por a¢do de calor ou luz ou por outro método
adequado (ver apéndice 5). Contabiliza-se separadamente o ntimero de juvenis (larvas, protoninfas e deutero-
ninfas) e de adultos. Os adultos ndo detetados neste momento devem ser registados como mortos,
pressupondo-se que morreram e se decompuseram antes da avaliacio. A eficiéncia da extragio deve ser
validada uma ou duas vezes por ano, utilizando amostras de controlos com nimeros conhecidos de adultos e
juvenis. A eficiéncia deve ser superior a 90 % (média combinada para todas as fases de desenvolvimento — ver
apéndice 5). Nio se efetuam ajustamentos de eficiéncia com base nos adultos e nos juvenis.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

33. Os pontos 36 a 41 apresentam informagdes sobre os métodos estatisticos que se podem utilizar na andlise dos
resultados do ensaio. Deve também consultar-se o documento n.c 54 da OCDE intitulado “Current approaches in
the statistical analysis of ecotoxicity data: a Guidance to Application” (31).

34. O principal parametro final é a producio de descendéncia, traduzida no nimero de juvenis produzidos por
replicado (recipiente no qual se introduziram 10 fémeas adultas). A andlise estatistica exige o cdlculo da média
aritmética (X) e da varidncia (s?) da producdo de descendéncia, por recipiente de exposi¢do e de controlo. Os
valores de X e s? sdo utilizados em métodos ANOVA como o teste t de Student e os testes de Dunnett ou de
Williams, bem como para o célculo de intervalos de confianca de 95 %.

Nota: O principal ponto final equivale a fecundidade, traduzida no nimero de juvenis vivos produzidos durante
o ensaio, dividido pelo niimero de fémeas progenitoras introduzidas no inicio do ensaio.
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35. O ntimero de fémeas sobreviventes nas amostras de controlo ndo expostas ao produto constitui um importante
critério de validade, pelo que deve ser documentado. Tal como no ensaio de determinagdo da gama de concen-
tracdes, todos os outros sinais de nocividade devem constar do relatério final.

EC

X

36. Os valores de EC, assim como os correspondentes limites de confianga a 95 % do pardmetro descrito no
ponto 34, sdo calculados por recurso a métodos estatisticos adequados (andlise da fungdo probit, fungio
logistica ou de Weibull, método abreviado de Spearman-Karber ou simples interpolacio). Determina-se a EC,
inserindo na equagdo obtida o valor correspondente a x % da média do grupo de controlo. Para calcular a EC;,
ou qualquer outra EC, procede-se a uma andlise de regressdo da média das séries (X).

NOEC/LOEC

37. Caso se pretenda determinar a NOEC ou a LOEC por anilise estatistica, ¢ necessirio dispor de dados
estatisticos por recipiente (sendo cada recipiente considerado um replicado). Devem utilizar-se métodos
estatisticos adequados, de acordo com o documento n.° 54 da OCDE intitulado Current approaches in the
statistical analysis of ecotoxicity data: A guidance to application. Em geral, investigam-se os efeitos nocivos do
produto quimico em estudo, comparativamente ao grupo de controlo, testando a hipdtese unilateral (mais
reduzida) para p < 0,05. Os pontos que se seguem apresentam varios exemplos.

38. A distribui¢io normal dos dados pode ser sujeita, por exemplo, ao teste de ajustamento de Kolmogorov-
-Smirnov, ao teste de rdcio gama-desvio-padrdo (teste Rfs) ou ao teste dual de Shapiro-Wilk (p < 0,05). Para
avaliar a homogeneidade da variancia, pode recorrer-se aos testes de Cochran, de Levene ou de Bartlett (dual,
p < 0,05). Se se cumprirem os requisitos dos testes paramétricos (normalidade homogeneidade da varidncia),
podem realizar-se uma andlise ANOVA e os testes multicomparativos subsequentes. Para averiguar se existem
diferencas significativas (p < 0,05) entre os controlos e as vérias concentracdes de ensaio do produto, podem
utilizar-se comparacdes miltiplas (por exemplo, teste t de Dunnett) ou testes de tendéncia regressiva (por
exemplo, teste de Williams no caso de uma relacio mondtona dose-resposta) (a selecio do teste recomendado é
em conformidade com o documento n.> 54 da OCDE Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: A guidance to application. Alternativamente, pode recorrer-se a métodos ndo paramétricos (por exemplo,
teste U de Bonferroni na versio de Holm ou teste de tendéncias de Jonckheere-Terpstra) para determinar a
NOEC ou a LOEC.

Ensaio do limite

39. Se se realizar um ensaio do limite (comparagio de apenas uma amostra de controlo e uma amostra tratada
com o produto) e se cumprirem os requisitos dos testes paramétricos (normalidade, homogeneidade), as
respostas métricas podem ser avaliadas por um teste t de Student. Se ndo se cumprirem aqueles requisitos,
pode recorrer-se a um teste t de varidncia desigual (teste de Welch) ou a um teste ndo paramétrico, como o
teste U de Mann-Whitney.

40. Para detetar diferencas significativas entre os controlos (controlo e controlo com solvente), os replicados de
cada controlo podem ser testados da forma descrita para o ensaio do limite. Se estes testes ndo detetarem
diferengas significativas, podem agrupar-se todos os replicados de controlo e replicados de controlo com
solvente. Caso contrdrio, todas as amostras tratadas com o produto devem ser comparadas com o controlo
com solvente.

Relatério do ensaio

41. Os elementos minimos que devem constar do relatério do ensaio sdo os seguintes:
— Produto quimico em estudo
— identidade, nome, lote e niimero CAS, grau de pureza;

— propriedades fisico-quimicas (por exemplo, log K_, hidrossolubilidade, pressdo de vapor, constante de
Henry (H) e, de preferéncia, informagdes sobre o destino do produto quimico no solo);

— Organismos sujeitos a ensaio
— identificacdo e fornecedor dos organismos de ensaio, descricdo das condi¢des de cultura;

— gama etdria dos organismos.
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— Condigdes de realizagdo do ensaio
— descricdo completa do método experimental e dos procedimentos;

— dados sobre a preparacdo do solo para o ensaio; se se utilizar solo natural, especifica¢des pormeno-
rizadas (origem, histéria, distribui¢do granulométrica, pH, teor de matéria organica e, se disponivel,
classificacio do solo);

— capacidade mdxima do solo para reter dgua;
— descricdo da técnica utilizada para aplicar no solo o produto quimico em estudo;

— informagdes sobre produtos quimicos adjuvantes utilizados para administrar o produto quimico em
estudo;

— dimensdes dos recipientes de ensaio e massa seca de solo por cada recipiente de ensaio;
— condicdes de ensaio: intensidade luminosa, duracio dos ciclos luz/obscuridade, temperatura;
— descrigdo do regime alimentar, tipo e quantidade de alimento utilizado no ensaio, datas de alimentagio;

— pH e teor de humidade do solo no inicio e ao longo do ensaio (amostras de controlo e de exposi¢do ao
produto);

— descricdo pormenorizada do método de extragio e eficiéncia da extracdo.
— Resultados do ensaio
— namero de juvenis contados em cada recipiente, no final do ensaio;
— nimero de fémeas adultas e mortalidade dos adultos ( %) em cada recipiente, no final do ensaio;
— descricdo de sintomas evidentes ou de alteragdes comportamentais evidentes;
— resultados obtidos com o produto quimico de referéncia;

— estatisticas sumdrias (EC, efou NOEC), incluindo limites de confianca a 95 % e descri¢do do método de
célculo;

— representacdo grafica da relagdo concentragio-resposta;

— desvios aos procedimentos descritos no presente método e quaisquer ocorréncias anémalas durante o
ensaio.
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Apéndice 1

Definicdes

Para efeitos do presente método de ensaio, aplicam-se as definicdes que se seguem (neste ensaio, as concentra¢des
com efeitos sdo expressas em massa do produto quimico em estudo por massa seca de solo utilizado):

Produto quimico: uma substincia ou mistura.

NOEC (concentracio sem efeitos observdveis): concentracdo do produto quimico em estudo a qual ndo se
observa nenhum efeito do mesmo. Neste ensaio, a concentragio NOEC ndo tem nenhum efeito com significincia
estatistica (p < 0,05) num determinado periodo de exposigdo, comparativamente ao grupo de controlo.

LOEC (menor concentragdo com efeito observével): menor concentracdo do produto quimico em estudo que tem
um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao
grupo de controlo.

EC, (concentragdo com x % de efeitos): concentragio que causa efeitos em x % dos organismos ensaiados num
determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo. Por exemplo, a ECy, é a concentracio
que se estima que, num ponto final do ensaio, terd efeito em 50 % da populagio exposta, num periodo de exposigdo
definido.

Produto quimico em estudo: qualquer substncia ou mistura & qual seja aplicado o presente método de ensaio.
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Apéndice 2

Determinacio da capacidade médxima do solo para reter dgua (capacidade médxima de retencio
de dgua)

O método que se segue é considerado adequado para determinar a capacidade maxima de retencdo de dgua do solo.
Estd descrito no anexo C da norma ISO DIS 11268-2 [Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida).
Part 2: Determination of effects on reproduction (23)].

Recolher uma determinada quantidade (por exemplo, 5 g) de substrato do solo de ensaio com o auxilio de um
instrumento adequado (tubo Auger, etc.). Cobrir o fundo do tubo com um pedago de papel de filtro e, apds o
enchimento com 4gua, introduzi-lo num suporte de banho-maria. O tubo deve ser submergido gradualmente, até
que o nivel de dgua se situe acima do topo da camada de solo. Deixar o tubo no banho-maria durante cerca de trés
horas. Dado ndo ser possivel reter toda a dgua absorvida por capilaridade, deve deixar-se a amostra de solo escorrer
durante duas horas, colocando o tubo num leito de areia de quartzo finamente moida e muito hiimida, contido num
recipiente coberto (para evitar a secagem). A amostra deve, em seguida, ser pesada e seca até massa constante a
temperatura de 105 °C. A capacidade de retengdo de dgua (WHC) pode ser calculada do seguinte modo:

S D

WHC ( em % da massa seca) = x 100

— T —
D

em que:

S = substrato saturado de dgua + massa do tubo + massa do papel de filtro

T = tara (massa do tubo + massa do papel de filtro)

D = massa seca de substrato
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Apéndice 3

Determinacio do ph do solo

O seguinte método de determinagdo do pH de uma amostra de solo baseia-se na descri¢dio da norma ISO DIS
10390: Qualidade do solo — Determina¢do do pH (16).

Seca-se uma determinada quantidade de solo a temperatura ambiente, durante, pelo menos, 12 h. Prepara-se entdo
uma suspensdo que contenha, pelo menos, 5 g de solo, a qual se adiciona cinco vezes o seu volume de uma solugdo
1 M de cloreto de potissio (KCl) de qualidade analitica ou de uma solugdo 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,)
também de qualidade analitica. Agita-se a suspensdo vigorosamente durante cinco minutos, deixando-se de seguida
em repouso durante, pelo menos, 2 horas, mas ndo mais de 24 horas. O pH da fase liquida ¢é entdo medido por
recurso a um medidor de pH, calibrado, antes de cada medi¢do, com uma série adequada de solugdes-tampdo (por
exemplo, pH 4,0 e 7,0).
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Apéndice 4

Criagdo de dcaros da espécie Hypoaspis (Geolaelaps ) aculeifer e sincroniza¢io da cultura
Criacdo de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

As culturas podem ser mantidas em recipientes de plastico ou frascos de vidro com uma mistura de gesso de Paris e
carvio vegetal em pé (9:1). Para manter o gesso humido, acrescentar algumas gotas de dgua destilada ou
desionizada, se necessdrio. A temperatura 6tima é da ordem de 20 + 2 °C; o regime luz/obscuridade ndo ¢é relevante
para a espécie em causa. As presas podem ser das espécies Typrophagus putrescentiae ou Caloglyphus sp. (os dcaros dos
alimentos devem ser manipulados com cuidado, dado poderem provocar alergias no homem); nemadtodos,
enquitreideos e colémbolos sdo também presas adequadas. A sua origem deve ser registada. A proliferagio da
populacio pode ter inicio com uma unica fémea, dado que se desenvolvem machos a partir de ovos ndo fecundados.
Regista-se uma ampla sobreposi¢do de geragdes. As fémeas vivem, pelo menos, 100 dias, durante os quais pdem
cerca de 100 ovos. A taxa de postura maxima é atingida 10 a 40 dias ap6s se tornarem adultas, sendo da ordem de
2,2 ovos fémea! dia-!. O desenvolvimento das fémeas adultas a partir dos ovos dura cerca de 20 dias, a 20 °C. Deve
manter-se mais de uma cultura.

Cria¢do de Tyrophagus putrescentiae

Os é4caros sio mantidos num recipiente de vidro contendo levedura de cerveja finamente pulverizada, colocado num
balde de pldstico cheio de uma solugdo de KNO,, para que ndo possam escapar. Os dcaros dos alimentos sdo
colocados no topo da levedura pulverizada. De seguida, com o auxilio de uma espdtula, sio cuidadosamente
misturados com esta dltima (que tem de ser substituida duas vezes por semana).

Sincronizacio da cultura

Os espécimes utilizados no ensaio devem ter aproximadamente a mesma idade (cerca de 7 dias depois de atingirem
a fase adulta). A temperatura de 20 °C, o procedimento ¢ o seguinte:

Transferem-se as fémeas para um recipiente limpo e fornece-se-lhes uma quantidade suficiente de alimento.
— Apés dois ou trés dias de postura, removem-se as fémeas;

— Recolhem-se as fémeas adultas para os ensaios entre 0 28.0 e 0 35.c dias ap6s a sua colocagdo nos recipientes
limpos.

As fémeas adultas distinguem-se facilmente dos machos e dos espécimes em outras fases de desenvolvimento pela
sua maior dimensdo, forma inflada e cor acastanhada da cuticula dorsal (os machos sdo mais finos e aplanados); os
espécimes imaturos tém cor branca a creme. A 20 °C, o desenvolvimento dos dcaros segue aproximadamente o
modelo que se descreve em seguida (ver figura): postura dos ovos: 5 dias; fase de larva: 2 dias; fase de protoninfa: 5
dias; fase de deuteroninfa: 7 dias; periodo de pré-postura das fémeas: 2 dias. Decorridas estas fases, os dcaros sdo
adultos.

Figura

Desenvolvimento da espécie Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer a 20 °C (remocio = fémeas utilizadas para

ensaio)
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Retiram-se da cultura sincronizada os animais adultos para ensaio e introduzem-se nos recipientes de ensaio entre o
28.° ¢ o 35.0 dias apds o inicio da postura das fémeas progenitoras (ou seja, 7 a 14 dias depois de se terem tornado
adultos). Garante-se assim que as fémeas a utilizar nos ensaios tenham ultrapassado o periodo de pré-postura e sido
fecundadas pelos machos também presentes no recipiente. As observagdes de culturas em laboratério sugerem que,
se estiverem presentes machos, as fémeas acasalam imediatamente ou pouco depois de se tornarem adultas (Ruf,
Vaninnen, obs. pes.). O periodo de sete dias foi escolhido para facilitar a integragdo na rotina laboratorial e atenuar a
variabilidade individual no desenvolvimento dos dcaros. A postura deve ter inicio com um ntmero de fémeas, pelo
menos, igual ao que for necessario para o ensaio (por exemplo, se forem necessdrias 400 fémeas, deve garantir-se a
postura de, no minimo, 400 fémeas, durante dois a trés dias). Como ponto de partida para a sincroniza¢io da
populagio, deve dispor-se, pelo menos, de 1 200 ovos (ricio entre os sexos cerca de 0,5; mortalidade cerca de 0,2).
Para evitar o canibalismo, é mais ficil manter num recipiente um mdximo de 20 a 30 fémeas em postura.
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Apéndice 5

Métodos de extragio

No caso dos microartropodes, a extragdo com calor constitui um método adequado para retirar os espécimes do
solo ou do substrato (ver figura abaixo). O método baseia-se na atividade dos organismos, pelo que apenas os
espécimes moveis tém a possibilidade de ser registados. O principio da extragio com calor consiste em criar
condigdes progressivamente mais indspitas para os organismos na amostra até eles abandonarem o substrato, caindo
num liquido de fixacdo (por exemplo, etanol). Os pontos cruciais sio a duragio da extracio e o gradiente de
condi¢des boas a moderadas e mds para os organismos. A duragdo da extragdo para ensaios ecotoxicoldgicos tem de
ser tdo curta quanto possivel, uma vez que qualquer crescimento da populagio durante a extracio falsifica os
resultados. Por outro lado, as condi¢des de temperatura e humidade da amostra devem situar-se sempre numa gama
que permita a movimentacdo dos dcaros. O aquecimento de uma amostra de solo conduz a secagem do substrato.
Se a secagem for demasiado rdpida, alguns dcaros podem também sofrer dessecagdo antes de conseguirem escapar.

Nesta conformidade, o procedimento proposto é o seguinte [(24) (25)]:

Equipamento: funil de Tullgren ou métodos compardveis, como, por exemplo, o de McFadyen (aquecimento vindo
de cima, sendo a amostra colocada num funil).

Regime de aquecimento: 25 °C durante 12 horas, 35 °C durante 12 horas e 45 °C durante 24 horas (no total, 48
horas). A temperatura do substrato deve ser medida.

Liquido de fixagdo: etanol a 70 %.

Procedimento: Utilizar o recipiente de vidro de ensaio. Remover a tampa e colocar uma rede ou um pedago de
tecido em torno da abertura. O tecido deve ter uma malha de 1,0 a 1,5 mm. Fixd-lo com um eldstico. Inverter
cuidadosamente o recipiente de ensaio e introduzi-lo no dispositivo de extragdo. O tecido impede o substrato de
passar para o liquido de fixagdo, mas permite que os dcaros abandonem a amostra. Iniciar o aquecimento quando
todos os recipientes estiverem inseridos no dispositivo. Terminar a extragdo ap6s 48 horas. Remover os recipientes
de fixagdo e contar os dcaros por meio de um microscdpio de dissecagio.

A eficicia da extragio do método escolhido deve ser comprovada uma ou duas vezes por ano, por recurso a
recipientes que contenham um nimero conhecido de dcaros juvenis e adultos mantidos em substrato de ensaio ndo
tratado. A eficiéncia deve ser > 90 % (média combinada para todos as fases de desenvolvimento).

Dispositivo de extracio do tipo Tullgren

Fonte de
calor

Recipiente
_“com dlcool
s
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Como preparar o recipiente apds a conclusdo do ensaio, antes da extracio
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Apéndice 6

Identificacio de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Subclasse/ ordem/ subordem Familia Género| subgénero/ espécie

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Autor e data: | F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23.01.2007

Bibliografia: | Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
2nd revised edition: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: 400pp.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 pp.

Caracteristicas | Epistoma com arestas arredondadas denticuladas; ranhuras hipostomdticas com mais de 6 denti-
morfoldgicas: | culos; sedas dorsais caudais de Z4 nio muito longas; sedas dorsais setiformes; cuticula genital
normal, ndo muito alargada e ndo alcangando a cuticula anal; metade posterior da cuticula dorsal
sem sedas desemparelhadas; pernas Il e IV com algumas macrossedas espessas; sedas dorsais Z5
com comprimento aproximadamente duplo de J5; nas queliceras, dedos fixos com 12 a 14 dentes
e dedos méveis com 2 dentes; idiossoma com comprimento 520-685 pm.

A Hypoaspis miles também ¢ utilizada em ensaios bioldgicos e pode confundir-se com a H. aculei-
fer. Principal diferenca:

A H. miles pertence ao subgénero Cosmolaelaps e apresenta sedas dorsais anguladas, enquanto a
H. aculeifer pertence ao subgénero Geolaelaps e apresenta sedas dorsais setiformes.

Perna Il
(fémea)

[hs1

Z

Desenhos originais de F. Faraji Hypoaspis aculeifer,

cuticula dorsal com sedas caracteristicas

Perna IV (femea)
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Apéndice 7

Informacdes de base sobre a biologia de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

A espécie Hypoaspis aculeifer pertence a familia Lealapidae, ordem Acari (dcaros), classe Arachnida, filo Arthropoda. Vive
em todos os tipos de solo e alimenta-se de outros dcaros, nemdtodos, enquitreideos e colémbolos (26). Em caso de
escassez de alimentos, pode manifestar canibalismo (27). O corpo dos 4caros predadores divide-se em idiossoma e
gnatossoma. Ndo existe diferenciagdo clara do idiossoma em prossoma (cabega) e opistossoma (abdémen). O
gnatossoma (cuticula da cabeca) contém os instrumentos de alimentagdo, designadamente palpos e queliceras. As
queliceras sdo trifurcadas e munidas de dentes de formas diferentes. Para além da ingestio, os machos utilizam as
queliceras principalmente para transferir os espermatéforos para as fémeas. A cuticula dorsal cobre quase comple-
tamente o idiossoma. Uma grande parte do idiossoma das fémeas é ocupada pelos 6rgdos reprodutores, particu-
larmente salientes antes da postura dos ovos. Na face ventral, encontram-se duas cuticulas, a esternal e a genital.
Todas as patas estio munidas de sedas e espinhos. As sedas servem para fixagdo, quando o animal se desloca no
solo. O primeiro par de patas é utilizado principalmente como antena. O segundo par ¢é utilizado, ndo sé para
locomogdo, mas também para agarrar as presas. Os espinhos do quarto par de patas podem servir de protegdo, bem
como de “motores” de locomogio (28). Os machos tém 0,55 a 0,65 mm de comprimento e 10 a 15 pg de peso. As
fémeas tém 0,8 a 0,9 mm de comprimento e 50 a 60 pg de peso, (8) (28) (figura 1).

Figura 1

Fémea, macho, protoninfa e larvas de H. aculeifer

A 23 °C, os dcaros atingem a maturidade sexual ao cabo de 16 dias (fémeas) e 18 dias (machos) (6). As fémeas
recolhem os espermatozéides pelo solenostoma, do qual os espermatozdides passam para o ovério, onde sofrem
maturagdo e sdo armazenados. A fertilizagdo ocorre apenas apds maturagdo dos espermatozdides no ovdrio. Os
ovos, fecundados ou ndo, sdo postos pelas fémeas em conjuntos ou separadamente, de preferéncia em fendas e
orificios. As fémeas fecundadas produzem juvenis de ambos os sexos, enquanto as fémeas ndo fecundadas produzem
apenas juvenis machos. Durante o desenvolvimento até se tornarem adultos, os dcaros predadores passam por
quatro fases — ovos, larvas, protoninfas, deuteroninfas e adultos.

Os ovos tém uma coloracdo branca leitosa, hialina; sdo de forma elitica e tém cerca de 0,37 mm de comprimento,
com um manto s6lido. De acordo com a referéncia (8), as dimensdes das larvas oscilam entre 0,42 e 0,45 mm. Tém
apenas trés pares de patas. Na regido da cabeca, os palpos e as queliceras estio jd desenvolvidos. As queliceras,
munidas de pequenos denticulos, sdo utilizadas para a eclosio do ovo. As protoninfas desenvolvem-se na sequéncia
da primeira metamorfose, 1 a 2 dias apds a eclosdo. Tém igualmente cor branca; as suas dimensdes sdo da ordem de
0,45 a 0,62 mm (8) e tém quatro pares de patas. Nas queliceras, os dentes estdo ji presentes na totalidade. Os dcaros
comecam a procurar alimento nesta fase. A cuticula das presas é furada com as queliceras, sendo a presa impregnada
de uma secregdo para digestdo extraintestinal. O dcaro aspira em seguida o bolo alimentar. As queliceras também
podem ser utilizadas para fragmentar particulas alimentares de maiores dimensdes (28). Apdés uma nova
metamorfose, desenvolvem-se as deuteroninfas. Tém 0,60 a 0,80 mm (8) de comprimento e coloragio amarela a
castanha clara. Nesta fase, sio distinguiveis fémeas e machos. Ap6s nova metamorfose (com cerca de 14 dias de
duragdo), no decurso da qual estdo inativos e se desenvolve a cuticula acastanhada, os dcaros tornam-se adultos (28)
(29) (30). A sua esperanca de vida varia de 48 a 100 dias, a 25 °C (27).
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Apéndice 8
Resumo e calendério das principais acdes a executar no ensaio com Hypoaspis
. Tempo ((.hai) . Atividade | tarefa
inicio do ensaio = dia 0
Dia - 35 Transferéncia das fémeas provenientes da cultura de reserva para recipientes limpos, para
a— 28 o inicio da sincronizacio
2 dias depois: remogio das fémeas
Duas ou trés vezes por semana: fornecimento de alimento em quantidade suficiente
Dia - 5 (+/- 2) Preparagdo do solo artificial
Dia — 4 (+/- 2) Determinagdo da capacidade de retengdo de dgua do solo artificial
Secagem de um dia para o outro
Dia seguinte: pesagem das amostras e cdlculo da capacidade de retencdo de dgua
Dia - 4 (+/- 2) Pré-humedecimento do solo artificial, até totalizar 20 - 30 % da capacidade de retengdo
de dgua
Dia 0 Inicio do ensaio: mistura do produto quimico em estudo no solo artificial

Introdugdo de 10 fémeas por replicado

Pesagem dos replicados

Preparagdo dos controlos abidticos do teor de humidade e do pH (2 replicados por cada

amostra de exposi¢do)

Controlos de humidade a seco de um dia para o outro

Dia seguinte: Controlos de humidade a seco

Dia seguinte: Medi¢do do pH dos controlos abidticos a seco

Dias 3, 6, 9 e 12 (aproxi-
madamente)

Fornecimento a cada replicado de uma quantidade suficiente de presas

Pesagem de cada replicado e adi¢do de dgua evaporada

Dia 14

Finalizacdo do ensaio, preparagio da extracio com todos os replicados e amostras de

controlo da eficiéncia de extracio
Controlos do teor de dgua a seco de um dia para o outro
Dia seguinte: pesagem das amostras de controlo do teor de dgua

Dia seguinte: medigdo do pH das amostras de controlo a seco

Dia 16

Fim da extragdo

Dias 16+

Registo do ntimero de adultos e juvenis nos materiais extraidos

Registo dos resultados em quadros-modelo

Registo do procedimento de ensaio em folhas de protocolo
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C.37. ENSAIO A 21 DIAS EM PEIXES: DESPISTAGEM A CURTO PRAZO DE ATIVIDADE ESTROGENICA
E ANDROGENICA E DE INIBICAO DA AROMATASE

INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 230 (2009) da OCDE. A necessidade de desenvolver e validar
um ensaio em peixes capaz de detetar determinados produtos quimicos com atividade endécrina decorre dos
receios acerca da possibilidade de os niveis ambientais dos produtos quimicos em causa serem passiveis de ter
efeitos indesejados nas popula¢des humanas e na fauna e flora selvagens, devido a interagdes dos referidos
produtos quimicos com o sistema endécrino. Em 1998, a OCDE deu inicio a uma agdo de elevada prioridade
com vista a revisdo das orientagdes existentes e a elaboracio de novas orientacdes para despistagem e ensaio de
potenciais desreguladores do sistema endécrino. Um dos elementos dessa a¢do foi a elaboragdo de um Test
Guideline para a despistagem de produtos quimicos com atividade no sistema endécrino de espécies de peixes.
O Ensaio de Despistagem de Atividade Endécrina a 21 dias em Peixes foi objeto de um vasto programa de
validacdo, que consistiu na realizagdo de estudos interlaboratoriais com determinados produtos quimicos para
demonstrar a pertinéncia e a fiabilidade do ensaio na detecido de produtos quimicos com atividade estrogénica
e inibidora da aromatase (1)(2)(3)(4)(5) nas trés espécies de peixes investigadas — o vairdo-de-cabeca-gorda
(Pimephales promelas), o peixe-do-arroz-japonés (Oryzias latipes) e o peixe-zebra (Danio rerio). E possivel detetar
atividade androgénica no vairdo-de-cabega-gorda e no peixe-do-arroz-japonés, mas nio no peixe-zebra, sendo
que o método de ensaio também ndo permite detetar produtos quimicos com atividade antiandrogénica. O
trabalho de validagdo foi objeto de uma avaliacio por pares no dmbito de um painel de peritos nomeados
pelos coordenadores nacionais do programa de Test Guidelines (6). Este ensaio ndo visa identificar mecanismos
especificos de desregulacio hormonal, pois os animais ensaiados possuem um eixo hipotdlamo-hipdfise-
-gbénadas intacto e sdo passiveis de reagir a diversos niveis aos produtos quimicos com efeitos nesse eixo. O
Ensaio a curto prazo da Reprodugdo em Peixes (Test Guideline 229 da OCDE) inclui a fecundidade e a histopa-
tologia das génadas (no vairio-de-cabega-gorda), assim como todos os pardmetros incluidos no presente
método. O Test Guideline 229 da OCDE possibilita a despistagem dos produtos quimicos que afetam a
reprodugdo através de diversos mecanismos, nomeadamente de cariz endécrino. Ha que ter estas diferengas em
conta ao selecionar o método mais adequado.

2. Este método descreve um ensaio de despistagem in vivo que compreende a exposi¢do de grupos mistos de
machos sexualmente maduros e fémeas reprodutoras ao produto quimico durante um periodo limitado (21
dias) do ciclo de vida dos peixes utilizados. Ao terminar o perfodo de 21 dias de exposicdo, consoante a
espécie ensaiada, medem-se nos machos e fémeas um ou dois pardmetros biomarcadores indicativos de
atividade estrogénica, de inibigdo da aromatase ou androgénica do produto quimico em estudo, designadamente
a vitelogenina e caracteres sexuais secunddrios. Mede-se a vitelogenina no vairdo-de-cabega-gorda, no peixe-do-
-arroz-japonés e no peixe-zebra; medem-se os caracteres sexuais secunddrios no vairdo-de-cabega-gorda e no
peixe-do-arroz-japonés.

3. Este bioensaio serve de ensaio de despistagem in vivo para determinados modos de agdo no sistema enddcrino,
enquadrando-se a sua aplicagdo no contexto do Quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos
quimicos desreguladores do sistema enddcrino (28).

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

4. As fémeas de vertebrados oviparos produzem normalmente vitelogenina como reagio aos estrogénios
enddgenos em circulacdo. Trata-se se um precursor das proteinas do vitelo que, uma vez produzido no figado,
¢ transportado na corrente sanguinea até aos ovérios, onde é absorvido e modificado pelos ovdcitos em
desenvolvimento. A vitelogenina é quase indetetdvel no plasma de peixes machos ou fémeas imaturos, que ndo
tém estrogénios suficientes em circulacdo. Porém, o figado é capaz de sintetizar e segregar vitelogenina como
reacdo a uma estimulagdo estrogénica exdgena.

5. A medicio da vitelogenina serve para detetar produtos quimicos com vérios modos de acdo estrogénica. E
possivel detetar produtos quimicos estrogénicos medindo a indugdo de vitelogenina em peixes machos, método
documentado em numerosas publicacdes cientificas pré-avaliadas por especialistas — por exemplo (7).
Também se demonstrou a inducdo de vitelogenina apds exposi¢do a androgénios aromatizaveis (8)(9). A
diminuicdo do nivel de estrogénios em circulagdo nas fémeas, por exemplo através da inibicdo da aromatase,
que converte o androgénio enddégeno no estrogénio natural 17f-estradiol, provoca uma diminui¢do do nivel de
vitelogenina, efeito que é utilizado para detetar produtos quimicos com propriedades inibidoras da aromatase
(10)(11). As consequéncias bioldgicas de uma inibi¢do estrogénica/da aromatase no nivel de vitelogenina sio
um facto assente e estdo amplamente documentadas. Todavia, a produgdo de vitelogenina nas fémeas também
pode ser afetada por toxicidade generalizada e por modos de acdo téxica ndo-enddcrinos, por exemplo hepato-
toxicidade.
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6. Foram desenvolvidos e normalizados com éxito varios métodos de medicio para ensaios de rotina. £ o caso
dos métodos ELISA especificos para uma determinada espécie que recorrem a processos imunoquimicos para
quantificar a vitelogenina produzida em pequenas amostras hepdticas ou de sangue colhidas em peixes da
espécie em causa (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18). Para a medigdo da vitelogenina, colhem-se amostras de sangue
(vairdo-de-cabega-gorda), de sangue ou de homogeneizado da cabega e da cauda (peixe-zebra) ou do figado
(peixe-do-arroz-japonés). No peixe-do-arroz-japonés existe boa correlagio entre a vitelogenina medida no
sangue e no figado (19). Descrevem-se no apéndice 6 os procedimentos recomendados para a colheita de
amostras destinadas a andlise da vitelogenina. E facil encontrar kits para medigio da vitelogenina, os quais,
porém, devem basear-se num método ELISA validado para a espécie em causa.

7. Em determinadas espécies de peixes, os caracteres sexuais secundarios dos machos sdo visiveis exteriormente,
sdo quantificiveis e reagem aos niveis de androgénios endégenos em circulagio. E o caso no vairdo-de-cabeca-
-gorda e no peixe-do-arroz-japonés, mas ndo no peixe-zebra, que nido possui caracteres sexuais secundarios
quantificdveis. As fémeas conservam a capacidade de desenvolver caracteres sexuais secunddrios masculinos
quando expostas a produtos quimicos androgénicos na dgua. Estdo disponiveis na literatura cientifica vérios
estudos que documentam este tipo de resposta no vairdo-de-cabeca-gorda (20) e no peixe-do-arroz-japonés
(21). Por razdes de baixa representatividade estatistica, um decréscimo dos caracteres sexuais secunddrios nos
machos deve ser interpretado com precaugdo, com base na apreciagio de especialistas na matéria e na
ponderagdo da suficiéncia da prova. A utilizagdo do peixe-zebra neste ensaio tem as suas limitagdes, por nio
existirem caracteres sexuais secunddrios quantificiveis que reagem a produtos quimicos com atividade
androgénica.

8. No vairdo-de-cabeca-gorda, o principal indicador de exposicio a androgénios exdgenos é o numero de
tubérculos nupciais existentes no focinho das fémeas. No peixe-do-arroz-japonés, é o nimero de processos
papilares que constitui o principal marcador da exposicio exdgena de fémeas a produtos quimicos
androgénicos. Descrevem-se nos apéndices 5A e 5B os procedimentos recomendados para avaliar caracteres
sexuais no vairdo-de-cabega-gorda e no peixe-do-arroz-japonés.

9. No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

PRINCIPIO DO METODO

10. Expdem-se conjuntamente nas cubas de ensaio peixes machos e fémeas em estddio reprodutor. Tratando-se de
animais adultos reprodutores, é possivel distinguir claramente um sexo do outro, o que possibilita uma andlise
em func¢do do sexo de cada pardmetro, e garante-se a sensibilidade dos animais aos produtos quimicos
exdgenos. No final do ensaio, confirma-se o sexo por exame macroscopico das goénadas, apds incisdo
abdominal com uma tesoura. O apéndice 2 recapitula as condicdes experimentais relevantes do bioensaio.
Normalmente inicia-se o ensaio com uma amostra de peixes de uma populagio de animais capazes de procriar.
Nio se utilizam peixes senescentes. O ponto que aborda adiante a sele¢do dos peixes déd indicagdes sobre a
idade dos peixes e o estado reprodutivo dos mesmos. Realiza-se o ensaio com trés concentragdes de exposi¢io
ao produto quimico em estudo, uma cuba de controlo da dgua e, se necessdrio, uma cuba de controlo do
solvente. No caso do peixe-do-arroz-japonés e do peixe-zebra, utilizam-se duas cubas (replicados) por
concentragio de exposicio (contendo cada cuba cinco machos e cinco fémeas); no caso do vairdo-de-cabega-
-gorda, utilizam-se quatro cubas (replicados) por concentragdo de exposicdo (contendo cada cuba dois machos
e quatro fémeas). Tem-se, assim, em conta o comportamento territorial do vairdo-de-cabega-gorda macho,
garantindo concomitantemente suficiente representatividade estatistica do ensaio. A exposi¢do prolonga-se por
21 dias, procedendo-se a colheita das amostras dos peixes ao vigésimo primeiro dia.

11. Todos os peixes sdo eutanasiados no vigésimo primeiro dia. Medem-se os caracteres sexuais secunddrios no
vairdo-de-cabeca-gorda e no peixe-do-arroz-japonés (ver os apéndices 5A e 5B). No caso do peixe-zebra e do
vairdo-de-cabeca-gorda, colhem-se amostras de sangue para determina¢do da vitelogenina; no caso do peixe-
-zebra, podem colher-se, em alternativa, amostras da cabega e da cauda, para determinagdo da vitelogenina no
correspondente homogeneizado (apéndice 6). No caso do peixe-do-arroz-japonés, colhem-se amostras do
figado para a andlise da vitelogenina (apéndice 6).

CRITERIOS DE ACEITACAO DO ENSAIO

12. Para que os resultados do ensaio possam considerar-se aceitdveis, tém de ser cumpridas as seguintes condi¢des:

— mortalidade verificada nas cubas de controlo (dgua ou solvente), no final da exposicdo, ndo superior a
10 %;

— concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo do periodo de exposi¢do igual ou superior a 60 % do valor
da saturacdo com ar (VSA);
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— diferenca de temperatura da dgua entre as diversas cubas de ensaio ndo superior a 1,5 °C em qualquer
momento do periodo de exposi¢do, ndo se afastando a temperatura da dgua de cada cuba mais de 2 °C da
temperatura especificada para a espécie utilizada no ensaio (apéndice 2);

— existéncia de dados demonstrativos de que a concentragio em solugdo do produto quimico em estudo se
manteve satisfatoriamente num intervalo de +20 % relativamente a média dos valores medidos.

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem

13. Equipamento normal de laboratério, designadamente o seguinte:
a) Medidores de oxigénio e de pH;
b) Equipamento para determinagdo da alcalinidade e da dureza da dgua;
c) Aparelhagem apropriada para controlo da temperatura, de preferéncia com monitorizagdo continua;

d) Cubas de um material quimicamente inerte e de capacidade adequada & carga e a densidade de ocupagido
recomendadas (ver o apéndice 2);

e) Substrato de desova para o vairdo-de-cabega-gorda e o peixe-zebra (ver os pormenores necessrios no
apéndice 4);

f) Balanca de precisdo apropriada (isto ¢, com uma aproximagdo de 0,5 mg).

Agua

14. Pode ser utilizada no ensaio qualquer dgua na qual a espécie em estudo apresente taxas adequadas de
crescimento e de sobrevivéncia a longo prazo. A qualidade da dgua deve manter-se constante durante o ensaio.
O pH da 4gua deve situar-se entre 6,5 e 8,5, mas, durante um ensaio, ndo deve sofrer variagdes superiores a
£0,5 unidades de pH. Para assegurar que a dgua de diluicdo ndo influencia indevidamente os resultados do
ensaio (por exemplo, por complexacio do produto quimico em estudo), devem ser colhidas regularmente
amostras para andlise. Deve determinar-se o teor de metais pesados (Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni etc.), dos principais
anides e catides (Ca?*, Mg, Na*, K*, Cl, SO,> etc.), de pesticidas (pesticidas organofosforados totais, pesticidas
organoclorados totais etc.), de carbono organico total e de sélidos em suspensdo. Se a qualidade da dgua de
dilui¢do se mantiver relativamente constante, estas medi¢des podem realizar-se, por exemplo, de trés em trés
meses. Caso se demonstre que a qualidade da dgua se mantém inalterada durante, pelo menos, um ano, estas
determinagdes podem ser menos frequentes (de seis em seis meses, por exemplo). No apéndice 3 apresentam-se
algumas caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo aceitdvel.

Solucdes utilizadas no ensaio

15. Preparam-se as solugdes a utilizar no ensaio por diluicio de uma solucdo de reserva. Preferencialmente,
prepara-se a solucdo de reserva por simples mistura ou agitacdo do produto quimico em estudo na dgua de
diluicdo, utilizando meios mecénicos (agitagdo ou dispersdo ultrassénica, por exemplo). Podem ser utilizadas
colunas de saturacdo (colunas de solubilidade) para obter solugdes de reserva de concentracdo adequada. Ndo
se recomenda a utilizacdo de solventes, mas, se for necessdrio um solvente, hi que realizar em paralelo um
ensaio deste, com a mesma concentragdo de solvente que nos casos da exposi¢io ao produto quimico em
estudo. No caso dos produtos quimicos dificeis de ensaiar, tecnicamente a melhor solugdo poderd ser o recurso
a um solvente, devendo consultar-se o documento de orienta¢des da OCDE sobre ensaios de toxicidade em
meio aqudtico de substincias e misturas dificeis (22). A escolha do solvente a utilizar depende das propriedades
quimicas do produto quimico em causa. O documento de orientagdes da OCDE recomenda que nio seja
ultrapassada a concentracdo de 100 plfl, o que deve ser respeitado. Importa, porém, referir que um estudo
recente (23) veio acentuar as dividas acerca da utilizacdo de solventes em ensaios de atividade enddcrina. Por
conseguinte, recomenda-se que se minimize, tanto quanto tecnicamente possivel, a concentragio do solvente
que eventualmente seja necessdrio utilizar (a qual depende das propriedades fisico-quimicas do produto
quimico em estudo).

16. Os ensaios devem decorrer em fluxo continuo. Neste sistema, tendo em vista a manutengdo da série pretendida
de concentragdes nas cubas utilizadas no ensaio, é fornecida e diluida continuamente (por exemplo por meio
de uma bomba doseadora, de um diluidor proporcional ou de um sistema saturador) uma solucdo de reserva
do produto quimico em estudo. Os caudais da solugdo de reserva e da dgua de dilui¢do devem ser verificados
regularmente durante o ensaio, de preferéncia diariamente, e ndo devem variar mais de 10 % ao longo do
ensaio. Ndo deve utilizar-se tubagem de pldstico de baixa qualidade ou outros materiais que possam conter
produtos quimicos biologicamente ativos. Ao selecionar o material para o sistema de fluxo continuo, hd que
ter em conta a possibilidade de adsor¢do do produto quimico em estudo ao material utilizado.
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Aclimatacio dos peixes

17. Selecionam-se os peixes a utilizar no ensaio a partir de uma populagio do laboratério (de preferéncia
proveniente do mesmo lote) que tenha sido mantida durante, pelo menos, as duas semanas anteriores ao ensaio
em condicdes de qualidade da dgua e de iluminacio idénticas as que nele serdo utilizadas. £ importante que a
taxa de carga e a densidade de ocupagdo (ver definicdes no apéndice 1) se adequem a espécie utilizada no
ensaio (ver o apéndice 2).

18. Apds um periodo de aclimatagdo de 48 horas, regista-se a mortalidade e aplicam-se os seguintes critérios:
— mortalidade superior a 10 % da populagdo num periodo de sete dias: rejei¢do da totalidade do lote;

— mortalidade de 5 % a 10 % da populagio: aclimatagio durante um periodo adicional de sete dias: caso se
verifique mortalidade superior a 5 % durante este segundo periodo de sete dias, rejeita-se a totalidade do
lote;

— mortalidade inferior a 5 % da populagdo num periodo de sete dias: aceitagdo do lote.

19. Durante o periodo de aclimatacdo, o periodo de pré-exposigdo e o periodo de exposi¢do ndo é ministrado aos
peixes nenhum tratamento contra doengas.

Pré-exposicio e selecio dos peixes

20. Recomenda-se um periodo de pré-exposi¢do de uma semana, durante o qual os peixes sio mantidos em cubas
semelhantes as que serdo utilizadas no ensaio. Durante o periodo de aclimatagio e na fase de exposicio, os
peixes devem ser alimentados ad libitum. Inicia-se a fase de exposicdo utilizando peixes adultos com
dimorfismo sexual provenientes de uma populagio do laboratério de peixes sexualmente maduros (que
apresentem, por exemplo caracteres sexuais secunddrios claramente visiveis, no caso do vairdo-de-cabega-gorda
e do peixe-do-arroz-japonés) e efetivamente em procriagio. Como orientagdo geral unicamente (que ndo deve
ser seguida sem ser complementada pela observagio do estado reprodutivo real do lote de peixes em causa), os
vairdes-de-cabeca-gorda devem ter cerca de 20 (+2) semanas de idade, admitindo que foram mantidos a 25+2 °
C durante todo o seu tempo de vida; os peixes-do-arroz-japoneses devem ter cerca de 16 (+2) semanas de
idade, admitindo que foram mantidos a 25+2 °C durante todo o seu tempo de vida; os peixes-zebra devem ter
cerca de 16 (+2) semanas de idade, admitindo que foram mantidos a 26+2 °C durante todo o seu tempo de
vida.

PLANEAMENTO DO ENSAIO

21. Utilizam-se trés concentragdes do produto quimico em estudo, uma cuba de controlo da dgua e, se necessério,
uma cuba de controlo do solvente. E necessirio analisar os dados para determinar eventuais diferencas com
significancia estatistica entre as reagdes verificadas nas cubas expostas ao produto quimico em estudo e na(s)
cuba(s) de controlo. Mais do que servirem para a avaliacdo dos riscos, essas andlises sdo tteis para determinar
se ¢ necessario pesquisar efeitos indesejados (ao nivel da sobrevivéncia, do desenvolvimento, do crescimento e
da reprodugio) do produto quimico em estudo através de ensaios mais longos (24).

22. No caso do peixe-zebra e do peixe-do-arroz-japonés, recolhem-se amostras no 21.° dia do ensaio dos machos e
fémeas expostos a cada nivel de concentracdo (5 machos e 5 fémeas de cada duplicado) e da(s) cuba(s) de
controlo, para determinagdo da vitelogenina e, se for caso disso, dos caracteres sexuais secunddrios. No caso do
vairdo-de-cabega-gorda, recolhem-se amostras no 21.° dia de exposi¢do dos machos e fémeas expostos a cada
nivel de concentragio (2 machos e 4 fémeas de cada quadruplicado) e da(s) cuba(s) de controlo, para
determinagio da vitelogenina e dos caracteres sexuais secundarios.

Escolha das concentragdes a utilizar no ensaio

23. A concentragdo mais elevada a utilizar neste ensaio é a mais baixa das seguintes concentra¢des: concentragio
méxima tolerada (CMT), obtida num ensaio preliminar de determinagio da gama de concentrac¢des a utilizar ou
a partir de outros dados de toxicidade; 10 mgfl; solubilidade médxima em dgua. Define-se a concentragio
méxima tolerada como a concentragdo mais elevada do produto quimico em estudo que, quando ensaiada, gera
menos de 10 % de mortalidade. Esta abordagem pressupde a existéncia de dados empiricos de toxicidade aguda
ou outros dados de toxicidade a partir dos quais se pode estimar a concentracio maxima tolerada. A estimativa
da concentracdo médxima tolerada pode ser inexata e, normalmente, requer uma certa capacidade de apreciagio
na matéria.

24. Utilizam-se no ensaio trés concentragdes do produto quimico em estudo, intervaladas por um fator constante
ndo superior a 10, uma cuba de controlo da dgua de dilui¢do e, se necessdrio, uma cuba de controlo do
solvente. Recomenda-se que o fator que define o intervalo entre concentragdes se situe entre 3,2 e 10.
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Selecdo e pesagem dos peixes a utilizar no ensaio

25. E importante minimizar a variabilidade dos pesos dos peixes no inicio do ensaio. Indicam-se no apéndice 2 as
gamas de pesos adequadas recomendadas para as varias espécies neste ensaio. Se possivel, no inicio do ensaio,
o peso de cada peixe macho e de cada peixe fémea que constituem os peixes utilizados no ensaio nio deve
afastar-se mais de 20 % da média aritmética dos pesos do sexo correspondente. A fim de estimar o peso
médio, recomenda-se a pesagem de uma subamostra do lote de peixes antes de iniciar o ensaio.

Condigdes de exposicio
Duragdo

26. O ensaio prolonga-se por 21 dias, apds um periodo de pré-exposicdo. Recomenda-se que este ltimo tenha a
duragio de uma semana.

Alimentagdo

27. Fornece-se aos peixes, ad libitum, uma alimentagio adequada (apéndice 2), em quantidade e com frequéncia
suficientes para os manter em boas condigdes fisicas. Devem ser tomadas as precaucOes necessdrias para evitar
a proliferagdo de microrganismos e a turvagdo da dgua. Como indicagdo geral, a ragdo didria, em vez de ser
fornecida de uma s6 vez, pode ser dividida em duas ou trés doses iguais, a serem fornecidas com, pelo menos,
trés horas de intervalo. E aceitdvel uma dose inica maior, nomeadamente nos fins de semana. Ndo se fornecem
alimentos aos peixes nas doze horas que antecedem a colheita de amostras/a necropsia.

28. E necessdrio verificar se, nos alimentos fornecidos aos peixes, estdo presentes contaminantes como pesticidas
organoclorados, hidrocarbonetos aromadticos policiclicos e bifenilos policlorados. Importa ndo utilizar
alimentos com teor elevado de fitoestrogénios, que comprometeriam a reagdo obtida no ensaio a um agonista
de estrogénios conhecido (por exemplo, o 17beta-estradiol).

29. Removem-se os alimentos ndo ingeridos e as matérias fecais das cubas de ensaio pelo menos duas vezes por
semana, por exemplo limpando cuidadosamente o fundo de cada cuba com um sifdo.

Luz e temperatura

30. O fotoperiodo e a temperatura da dgua devem ser adequados a espécie utilizada no ensaio (ver o apéndice 2).

Frequéncia das medicdes e das determinagdes analiticas

31. Antes de iniciar o periodo de exposi¢do, é necessdrio verificar se o sistema de distribui¢do do produto quimico
estd a funcionar bem. Todos os métodos analiticos necessdrios devem estar bem estabelecidos, incluindo um
conhecimento suficiente da estabilidade do produto quimico estudo no sistema de ensaio. Durante o ensaio,
determinam-se as concentra¢des do produto quimico em estudo a intervalos regulares, do seguinte modo: de
preferéncia diariamente, mas, pelo menos, duas vezes por semana, verificam-se os caudais do diluente e da
solugdo de reserva do produto quimico tdxico, os quais ndo devem variar mais de 10 % ao longo do ensaio.
Recomenda-se a medigdo das concentracdes reais do produto quimico em estudo, em todas as cubas, no inicio
do ensaio e, em seguida, semanalmente.

32. Recomenda-se que os resultados se baseiem em concentragdes medidas. Todavia, se, durante todo o ensaio, as
concentragdes em solucdo do produto quimico em estudo ndo se tiverem desviado mais de 20 % das concen-
tracdes nominais, os resultados podem basear-se nos valores nominais ou nos valores medidos.

33. As amostras podem precisar de ser centrifugadas ou filtradas (utilizando filtros com porosidade de 0,45 pm,
por exemplo). Se for necessdria uma destas operacdes, recomenda-se a centrifugagdo. No entanto, se o produto
quimico em estudo ndo se adsorver ao filtro, também ¢ aceitdvel a filtragdo.
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34. Durante o ensaio, mede-se, pelo menos, uma vez por semana o oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH de
cada cuba. Pelo menos uma vez por semana, medem-se a alcalinidade e a dureza total na(s) cuba(s) de controlo
e numa das cubas com a concentragio mais elevada. De preferéncia, monitoriza-se a temperatura
continuamente em, pelo menos, um recipiente de ensaio.

Exames

35. Avaliam-se uma série de reacdes bioldgicas genéricas (por exemplo a sobrevivéncia) e especificas (por exemplo
os niveis de vitelogenina) durante o ensaio e no termo do mesmo. Descreve-se a seguir o modo de medigdo e
de avaliacdo desses pardmetros e a utilidade dos mesmos.

Sobrevivéncia

36. Examinam-se diariamente os peixes ao longo do ensaio, registam-se os casos de mortalidade e retiram-se os
peixes mortos o mais rapidamente possivel. Os peixes mortos em qualquer das cubas ndo sio substituidos.
Determina-se o sexo dos peixes que morrerem durante o ensaio, por observa¢do macroscopica das génadas.

Comportamento e aspeto

37. Registam-se todos os comportamentos anormais (relativamente aos peixes de controlo), nomeadamente sinais
de toxicidade generalizada como hiperventilagio, natagdo descoordenada, perda de equilibrio e alimentagio ou
inatividade atipicas. Registam-se igualmente as anomalias externas (tais como hemorragias e descoloragio).
Estes sinais de toxicidade devem ser cuidadosamente tidos em conta na interpretagido dos dados, pois podem
indiciar concentra¢des as quais os biomarcadores de atividade end6crina ndo sdo fidveis. Estes exames compor-
tamentais também podem fornecer informagdes qualitativas dteis que permitam justificar futuramente
determinadas exigéncias nos ensaios com peixes. Por exemplo, observou-se agressividade territorial em machos
normais ou fémeas masculinizadas de vairdes-de-cabeca-gorda expostos a androgénios; em peixes-zebra
expostos a estrogénios ou a antiandrogénios, verificou-se uma redugdo ou perturbacio do comportamento de
acasalamento e de desova caracteristico apds a alvorada.

38. Dado que a manipulacdo dos peixes pode modificar rapidamente determinadas caracteristicas do aspeto dos
mesmos (nomeadamente a cor), é importante que os exames qualitativos sejam realizados antes de retirar os
animais do sistema de ensaio. A experiéncia recolhida até a data com vairdes-de-cabeca-gorda aponta para que
alguns produtos quimicos com atividade end6crina podem comecar por induzir alteracdes das seguintes
caracteristicas externas: cor do corpo (clara ou escura), padrdes de coloragdo (ocorréncia de bandas verticais) e
forma do corpo (cabega e regido peitoral). Por conseguinte, o aspeto fisico dos peixes deve ser examinado ao
longo do ensaio e no termo do estudo.

Eutandsia dos peixes

39. No 21. dia, ou seja, no final da exposi¢do, eutanasiam-se os peixes com quantidades adequadas de tricaina —
solugdo 100-500 mg/l de metanossulfonato de tricaina (metacaina, MS-222, CAS 886-86-2), tamponada com
solucdo 300 mg/l de NaHCO, (bicarbonato de sédio, CAS 144-55-8) —, para reduzir a irritagdo das mucosas.
Em seguida, colhem-se amostras de sangue ou de tecidos para determinacio da vitelogenina, como se explica
no item correspondente.

Exame de caracteres sexuais secunddrios

40. Alguns produtos quimicos com atividade enddcrina podem induzir alteragdes em caracteres sexuais
secunddrios especializados (nimero de tubérculos nupciais no vairdo-de-cabega-gorda, processos papilares no
peixe-do-arroz-japonés macho). Determinados produtos quimicos com determinados modos de acdo podem,
nomeadamente, ser responsdveis pela ocorréncia anormal de caracteres sexuais secunddrios em animais do
sexo oposto. Por exemplo, agonistas dos recetores de androgénios, como a trembolona, a metiltestosterona e a
di-hidro-testosterona, podem provocar o aparecimento de tubérculos nupciais pronunciados no vairdo-de-
-cabeca-gorda fémea ou de processos papilares no peixe-do-arroz-japonés fémea (11)(20)(21). Também hd
registo de que os agonistas dos recetores de estrogénios podem reduzir o niimero de tubérculos nupciais e o
volume da massa adiposa dorsal situada na base da cabeca dos machos adultos (25)(26). Estes exames
morfoldgicos macroscopicos podem fornecer informagdes qualitativas e quantitativas Gteis que permitam
justificar futuramente determinadas exigéncias nos ensaios com peixes. O niimero e a dimensdo dos tubérculos
nupciais no vairdo-de-cabega-gorda e dos processos papilares no peixe-do-arroz-japonés podem ser imedia-
tamente quantificados ou — o que é mais pritico — sé-lo em espécimes conservados. Nos apéndices 5A e 5B
recomendam-se procedimentos para a avaliagio dos caracteres sexuais secunddrios respetivamente do vairdo-
-de-cabeca-gorda e do peixe-do-arroz-japonés.
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Vitelogenina (VTG)

41. Colhe-se uma amostra de sangue na artériajveia caudal com um microtubo capilar heparinizado para
determinagdo do hematdcrito ou, em alternativa, por pungdo cardiaca com uma seringa. O volume de sangue
colhido depende do tamanho do peixe e geralmente situa-se entre 5 pul e 60 pl por peixe no caso do vairdo-de-
-cabega-gorda e entre 5 pl e 15 pl por peixe no caso do peixe-do-arroz-japonés. Separa-se o plasma do resto
do sangue por centrifugacio e armazena-se a — 80 °C com inibidores das proteases, até a determinagdo
analitica da vitelogenina. Em alternativa, como fonte de tecidos para determinagdo da vitelogenina, pode
utilizar-se o figado no caso do peixe-do-arroz-japonés e homogeneizado da cabega e da cauda no caso do
peixe-zebra (apéndice 6). A determinagio da vitelogenina é efetuada por um método ELISA homdlogo
validado, utilizando anticorpos homélogos e um padrio homélogo de vitelogenina. Recomenda-se o recurso a
um método que permita detetar niveis de vitelogenina da ordem de alguns nanogramas por mililitro de plasma
(ou nanogramas por miligrama de tecido), correspondentes ao nivel de fundo dos peixes machos ndo-expostos.

42. O controlo de qualidade da andlise da vitelogenina assenta na utilizacdo de padrdes, brancos e, pelo menos,
duplicados. E necessario realizar um ensaio do efeito da matriz (efeito da dilui¢do da amostra) em cada método
ELISA, a fim de determinar o fator de diluigdo minimo das amostras. Cada placa utilizada num método ELISA
para determinagdo da vitelogenina deve incluir as seguintes amostras de controlo da qualidade: pelo menos 6
padrdes de calibracdo que cubram o intervalo das concentra¢des previstas de vitelogenina e, pelo menos, um
branco de ligagdes inespecificas (analisado em duplicado). A absorvancia destes brancos deve ser inferior a 5 %
da absorvancia mdxima dos padroes de calibracdo. Analisam-se, pelo menos, duas aliquotas (alvéolos
duplicados) de cada dilui¢io da amostra. Reanalisam-se os alvéolos duplicados cujos resultados difiram mais de
20 %.

43. O coeficiente de correlacio (R?) das curvas de calibragdo deve ser superior a 0,99. Todavia, uma correlagio
elevada ndo ¢, por si s6, garantia suficiente de capacidade de previsio adequada da concentragio em toda a
gama de concentragdes. Além da correlacdo suficientemente elevada da curva de calibragdo, é necessdrio que a
concentragdo de cada padrio, calculada a partir da curva de calibragdo, se situe entre 70 % e 120 % da
concentragdio nominal correspondente. Se as concentra¢des nominais evidenciarem uma tendéncia de
afastamento da reta de regressdo de calibracio (por exemplo a baixas concentragdes), pode ser necessdrio
dividir a curva de calibragio numa gama alta e numa gama baixa ou recorrer a um modelo nio linear que se
ajuste adequadamente aos dados de absorvancia. Se a curva for dividida, é necessdrio que, em ambos os
segmentos de reta, R2 > 0,99.

44. Define-se “limite de detecdo” como a concentragdo do padrio analitico de concentragio mais baixa e “limite de
quantificagdo” como a concentracio do padrio analitico de concentragio mais baixa, multiplicada pelo fator de
dilui¢io mais baixo.

45. Em cada dia em que se realizem determinagdes da vitelogenina, analisa-se uma amostra enriquecida com um
padrdo de referéncia interno (apéndice 7). Juntamente com os resultados de cada série de ensaios realizados no
dia, indica-se no relatério a relagdo entre a concentragio esperada e a concentragio medida.

DADOS E RELATORIOS
Avaliacio das reagdes dos biomarcadores por andlise da varidncia (ANOVA)

46. A fim de identificar a atividade enddcrina potencial do produto quimico em estudo, comparam-se as reacdes
obtidas para os grupos expostos e para os grupos de controlo por meio de uma andlise de varidncia (ANOVA).
Caso se utilize uma cuba de controlo do solvente, é necessdrio efetuar, para cada pardmetro, um teste
estatistico adequado de comparagdo entre a cuba de controlo da dgua de dilui¢io e a cuba de controlo do
solvente. A referéncia (27) [OCDE (2006¢)] fornece orienta¢des sobre o tratamento de andlise estatistica a dar
aos dados relativos a cuba de controlo da dgua de diluicdo e a cuba de controlo do solvente. Os dados relativos
as reacOes bioldgicas analisam-se e apresentam-se no relatorio separadamente por sexo. Se as exigéncias dos
métodos paramétricos ndo forem satisfeitas — distribui¢do ndo-normal (teste de Shapiro-Wilk, por exemplo)
ou varidncia heterogénea (teste de Bartlett ou teste de Levene) —, deve equacionar-se a possibilidade de proceder
a uma transformacdo dos dados, para homogeneizar as varidncias antes da andlise de varidncia, ou de optar
por uma andlise de varidncia ponderada. Se a relacdo entre a dose fornecida e a reagdo obtida ndo for
mondtona, pode aplicar-se o teste (paramétrico) de Dunnett a maltiplas comparagdes par a par ou recorrer-se
ao teste (ndo-paramétrico) de Mann-Whitney com ajustamento de Bonferroni. Se a relagdo entre a dose
fornecida e a reagdo obtida for aproximadamente monétona, pode recorrer-se a outros testes, por exemplo o
teste de Jonckheere-Terpstra ou o teste de Williams. O fluxograma do apéndice 8 visa facilitar a escolha do
teste estatistico mais adequado. O documento da OCDE sobre as abordagens atuais na andlise estatistica de
dados de ecotoxicidade (27) contém informagdes complementares.
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Relatério dos resultados do ensaio
47. Dados do estudo a fornecer:

Instalagdes nas quais se realizaram os ensaios
— pessoal responsdvel e responsabilidades de cada um no estudo;

— competéncia técnica do laboratério, previamente demonstrada para uma gama de produtos quimicos
representativos.

Produto quimico em estudo

— caracteriza¢do do produto quimico;

— estado fisico e propriedades fisico-quimicas pertinentes;

— método e frequéncia de preparacio das concentragdes utilizadas no ensaio;
— informagdes sobre estabilidade e biodegradabilidade.

Solvente

— caracteriza¢do do solvente (natureza, concentra¢io utilizada);

— justificagdo da escolha do solvente (se ndo for dgua).

Animais utilizados no ensaio

— espécie e estirpe;

— fornecedor e instalacdes especificas do fornecedor;

— idade dos peixes no inicio do ensaio e estado reprodutivo/de procriagdo dos peixes;
— elementos relativos ao processo de aclimatacdo dos peixes;

— peso corporal dos peixes no inicio da exposicdo (determinado a partir de uma subamostra do lote de
peixes).

Condicdes de realizagio do ensaio
— protocolo experimental utilizado (tipo de ensaio, taxa de carga, densidade de ocupagio etc.);
— método de preparagdo das solugdes de reserva e caudal;

— concentracdes de ensaio nominais, concentra¢des medidas semanalmente das solugdes utilizadas no ensaio
e métodos analiticos utilizados para isso, médias dos valores medidos nas cubas e desvios-padrdo corres-
pondentes e elementos comprovativos de que as medicdes dizem respeito as concentracdes reais em
solucdo do produto quimico em estudo;

— caracteristicas da dgua de diluicdo (pH, dureza, alcalinidade, temperatura, concentracio de oxigénio
dissolvido, niveis de cloro residuais, carbono orginico total, sélidos em suspensio e outras medigdes
efetuadas);

— qualidade da dgua nas cubas de ensaio: pH, dureza, temperatura e concentracio de oxigénio dissolvido;

— informagdes pormenorizadas sobre a alimentagio dos peixes — por exemplo, tipo(s) de alimento,
proveniéncia do(s) mesmo(s), quantidade e frequéncia do fornecimento de alimento e resultados das anlises
de contaminantes relevantes (por exemplo, bifenilos policlorados, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos e
pesticidas organoclorados), se disponiveis.

Resultados

— elementos comprovativos de que as cubas de controlo respeitaram os critérios de aceitacdo do ensaio;
— dados relativos a mortalidade ocorrida para cada concentragio ensaiada e nas cubas de controlo;

— técnicas de andlise estatistica utilizadas, tratamento dos dados e justificacdo das técnicas utilizadas;

— dados relativos ao exame bioldgico da morfologia macroscopica, incluindo os caracteres sexuais
secunddrios, e a vitelogenina;

— resultados das andlises dos dados, de preferéncia reunidos em quadros e sob a forma de graficos;

— incidéncia de quaisquer reacdes inabituais manifestadas pelos peixes e de quaisquer efeitos visiveis do
produto quimico em estudo.



L 54/210 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

ORIENTACOES PARA INTERPRETACAO E ACEITACAO DOS RESULTADOS DO ENSAIO

48. Nesta seccdo reflete-se sobre a interpretacio dos resultados obtidos no ensaio para os diversos pardmetros
medidos. Se o produto quimico em estudo parecer ter efeitos toxicos manifestos ou influenciar o estado geral
dos animais ensaiados, os resultados obtidos devem ser interpretados com precaugio.

49. Ao escolher a gama de concentragdes a utilizar num ensaio, ndo deve exceder-se a concentragdo mdxima
tolerada, a fim de possibilitar uma interpretacio com significado dos dados. E importante que, pelo menos,
uma das concentracdes de exposicio ndo gere sinais de efeitos toxicos. Os sintomas de doengas e os sinais de
efeitos toxicos devem ser cuidadosamente avaliados e descritos no relatério. Por exemplo, a produgio de
vitelogenina nas fémeas também pode ser influenciada por toxicidade generalizada e por modos de agio tdxica
ndo-enddcrinos, caso da hepatotoxicidade. Porém, a interpretacdo dos efeitos pode ser facilitada por outros
niveis de exposigio, cujos efeitos ndo sejam perturbados por toxicidade sistémica.

50. Hé virios aspetos a ponderar na aceitagdio dos resultados de um ensaio. Como orientagdo, os niveis de
vitelogenina de machos e fémeas nos grupos de controlo devem diferir entre si, pelo menos, de trés ordens de
grandeza, no caso do vairio-de-cabega-gorda e do peixe-zebra, e cerca de uma ordem de grandeza, no caso do
peixe-do-arroz-japonés. Os relatérios de validacdo (1)(2)(3)(4) apresentam exemplos de valores determinados
em grupos de controlo e grupos expostos. Se os machos de controlo apresentarem valores de vitelogenina
elevados, podem ficar comprometidas a sensibilidade do ensaio e a capacidade de detecdo de agonistas fracos
de estrogénios. Se as fémeas de controlo apresentarem valores de vitelogenina baixos, podem ficar compro-
metidas a sensibilidade do ensaio e a capacidade de detegdo de inibidores da aromatase e de antagonistas de
estrogénios. Estas orientagdes baseiam-se nos estudos de validacio.

51. Se o laboratério nunca tiver realizado este ensaio ou se tiverem sido efetuadas alteragdes substanciais (mudanca
do fornecedor ou da estirpe dos peixes, por exemplo), é aconselhdvel realizar um estudo de competéncia
técnica. Nesse caso, recomenda-se que o estudo abranja produtos quimicos que cubram diversos modos de
acdo ou efeitos em vdrios dos pardmetros avaliados no ensaio. Na prética, incentiva-se cada laboratério a
constituir um registo de dados histéricos de controlo de machos e fémeas e a realizar um ensaio de controlo
positivo de um produto quimico com atividade estrogénica (por exemplo 17-estradiol a 100 ng/l ou um
agonista fraco conhecido) que aumente o nivel de vitelogenina nos peixes machos, um ensaio de controlo
positivo da inibicio da aromatase (por exemplo fadrozole ou procloraz a 300 pg/l) que diminua a vitelogenina
nos peixes fémeas e um ensaio de controlo positivo de um produto quimico com atividade androgénica (por
exemplo 17f-trembolona a 5 pg/l) que induza caracteres sexuais secunddrios no vairdo-de-cabega-gorda e no
peixe-do-arroz-japonés fémeas. Para ajuizar da competéncia do laboratério, comparam-se os dados assim
obtidos com os dados provenientes dos estudos de validacio (1)(2)(3).

52. Em geral, na auséncia de sinais de toxicidade generalizada, considera-se positivo um resultado obtido em
medi¢des de vitelogenina caso se verifique um aumento com significAncia estatistica da vitelogenina nos
machos (p<0,05) ou uma diminuicio com significancia estatistica da vitelogenina nas fémeas (p<0,05), pelo
menos para a maior dose ensaiada, comparativamente ao grupo de controlo. Corrobora ainda um resultado
positivo a demonstragdo de uma relacdo biologicamente plausivel entre a dose e a curva de resposta as doses.
Como ja se referiu, a diminui¢do do nivel de vitelogenina pode ndo ser de origem totalmente enddcrina.
Porém, um resultado positivo deve, geralmente, ser interpretado como prova de atividade enddcrina in vivo e,
normalmente, deve dar lugar a uma pesquisa mais aprofundada.
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Apéndice 1

Abreviaturas e definicdes

Produto quimico: Substincia ou mistura.

CV: Coeficiente de variacdo.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Ensaio de imunossorgdo com ligagdo enzimatica.
Taxa de carga: Peso hiimido de peixe por volume de dgua.

Densidade de ocupacio: Nimero de peixes por volume de dgua.

Vitelogenina (VTG): Fosfolipoglicoproteina precursora das proteinas do vitelo que normalmente ocorre nas fémeas
sexualmente ativas de todas as espécies oviparas.

Eixo HHG: Eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas.
CMT: Concentragdo mdaxima tolerada; representa cerca de 10 % da CL,,,.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

Condicdes experimentais do ensaio de despistagem de atividade enddcrina em peixes

1. Espécies recomenda-

das

Vairdo-de-cabeca-gorda

(Pimephales promelas)

Peixe-do-arroz-japonés

(Oryzias latipes)

Peixe-zebra

(Danio rerio)

2. Tipo de ensaio

Fluxo continuo

Fluxo continuo

Fluxo continuo

3. Temperatura da dgua

25+2°C

25+2°C

26 +2°C

4. Tluminag¢do

Lampadas fluorescentes
(espetro largo)

Lampadas fluorescentes
(espetro largo)

Lampadas fluorescentes
(espetro largo)

5. Intensidade luminosa

10-20 pE/m2[s, 540-1 000
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

10-20 pE/m2[s, 540-1 000
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

10-20 pE/m2/s, 540-1 000
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

6. Fotoperiodo (as transi-
¢Oes alvorada e cre-
pusculo nio sio con-
sideradas necessarias e
sdo facultativas)

16 horas de luz seguidas
de 8 horas de escuriddo

12-16 horas de luz segui-
das de 12-8 horas de escu-
riddo

12-16 horas de luz seguidas
de 12-8 horas de escuriddo

7. Taxa de carga

<5 g por litro

<5 g por litro

<5 g por litro

8. Volume de cada cuba

10 I (minimo)

2 | (minimo)

5 1 (minimo)

9. Volume de solucdo
em cada cuba

8 | (minimo)

1,5 1 (minimo)

4 1 (minimo)

10. Substituicdo total do
volume de solug¢io
em cada cuba

Minimo 6 didrias

Minimo 5 didrias

Minimo 5 didrias

11. Idade dos organis-
mos utilizados no
ensaio

Ver o ponto 20.

Ver o ponto 20.

Ver o ponto 20.

12. Peso himido aproxi-
mado de um peixe
adulto (g)

Fémeas: 1,5 £+ 20 %
Machos: 2,5 = 20 %

Fémeas: 0,35 + 20 %
Machos: 0,35 + 20 %

Fémeas: 0,65 = 20 %
Machos: 0,4 + 20 %

13. Numero de peixes
por cuba

6 (2 machos e 4 fémeas)

10 (5 machos e 5 fémeas)

10 (5 machos e 5 fémeas)

14. Ntmero de concen-
tragdes de exposicdo

3 (mais as cubas de con-
trolo adequadas)

3 (mais as cubas de con-
trolo adequadas)

3 (mais as cubas de controlo
adequadas)

15. Namero de cubas
por concentragdo de
exposicao

Minimo 4

Minimo 2

Minimo 2

16. Nimero de peixes
por concentracio en-
saiada

16 fémeas adultas e 8 ma-
chos adultos (4 fémeas e 2
machos em cada cuba re-
plicada)

10 fémeas adultas e 10 ma-
chos adultos (5 fémeas e 5
machos em cada cuba re-
plicada)

10 fémeas adultas e 10 ma-
chos adultos (5 fémeas e 5
machos em cada cuba repli-
cada)
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17. Alimentagio Artémias adultas ou ndu- | Nduplios de artémias duas | Nduplios de artémias duas
plios de artémias, vivos ou | ou trés vezes por dia (ad li- | ou trés vezes por dia (ad libi-
congelados, duas ou trés bitum), alimento para pei- | tum), alimento para peixes
vezes por dia (ad libitum), | xes disponivel no comércio | disponivel no comércio ou
alimento para peixes dispo- | ou uma combinacio dos uma combinagdo dos dois
nivel no comércio ou uma | dois
combinacio dos dois
18. Arejamento Nenhum, salvo se a con- Nenhum, salvo se a con- Nenhum, salvo se a concen-
centragdo de oxigénio dis- | centragdo de oxigénio dis- | tracdo de oxigénio dissolvido
solvido descer abaixo de solvido descer abaixo de descer abaixo de 60 % do
60 % do valor da saturacio | 60 % do valor da saturagdo | valor da saturagdo com ar
com ar com ar
19. Agua de diluigio Agua de superficie, de Agua de superficie, de Agua de superficie, de poco
pogo ou reconstituida, ou pogo ou reconstituida, ou ou reconstituida, ou dgua da
dgua da torneira desclo- dgua da torneira desclo- torneira desclorada, limpa
rada, limpa rada, limpa
20. Periodo de pré-expo- | 7 dias (recomendado) 7 dias (recomendado) 7 dias (recomendado)
sicdo
21. Duragio da exposi- | 21 dias 21 dias 21 dias
¢do ao produto qui-
mico
22. Pardmetros biol6gi- | sobrevivéncia sobrevivéncia sobrevivéncia
cos comportamento comportamento comportamento
caracteres sexuais secundd- | caracteres sexuais secunda- | vitelogenina
rios rios
vitelogenina vitelogenina
23. Aceitabilidade do en- | concentragdo de oxigénio | concentragdo de oxigénio | concentragdo de oxigénio

saio

dissolvido >60 % do valor
de saturagdo; temperatura
média de 25 £ 2 °C; 90 %
de peixes sobreviventes nas
cubas de controlo; concen-
tracdes medidas no ensaio
situadas num intervalo de
+20 % relativamente a mé-
dia dos valores medidos
para cada nivel de exposi-
cdo.

dissolvido >60 % do valor
de saturagdo; temperatura
média de 24 + 2 °C; 90 %
de peixes sobreviventes nas
cubas de controlo; concen-
tracdes medidas no ensaio
situadas num intervalo de
20 % relativamente a mé-
dia dos valores medidos
para cada nivel de exposi-
¢ao.

dissolvido >60 % do valor
de saturagdo; temperatura
média de 26 £ 2 °C; 90 %
de peixes sobreviventes nas
cubas de controlo; concen-
tracdes medidas no ensaio
situadas num intervalo de
+20 % relativamente a mé-
dia dos valores medidos
para cada nivel de exposi-
¢do.
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Apéndice 3

Algumas caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicdo aceitdvel

Componente CONCENTRAGCAO
Particulas < 20 mg/l
Carbono organico total <2 mgfl
Amoniaco ndo-ionizado <1 pgfl

Cloro residual

<10 pgfl

Pesticidas organofosforados totais

Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais

<50 ng/l

Cloro organico total

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l
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Apéndice 4A

Substrato de desova para peixes-zebra

Placa de desova: Tabuleiro de instrumentos totalmente em vidro, por exemplo com 22 c¢m de comprimento, 15 cm
de largura e 5,5 cm de profundidade, coberto com uma grelha amovivel de arame de ago inoxiddvel (malha de
2 mm de largura). A base desta grelha de cobertura estd a um nivel inferior ao rebordo do tabuleiro.
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Fixa-se um substrato de desova a grelha, de modo a formar uma estrutura na qual os peixes possam penetrar. Sdo
adequadas, por exemplo, plantas de aqudrio artificiais de plastico verde (nota: deve avaliar-se a possibilidade de
adsor¢do do produto quimico em estudo ao plastico). Mergulham-se os elementos de plastico num volume de dgua
tépida suficiente, durante tempo suficiente para que deles ndo passem produtos quimicos para a dgua utilizada nos
ensaios. Caso sejam utilizados objetos de vidro, esses objetos ndo devem poder ferir os peixes nem tolhé-los quando
0s peixes executarem movimentos vigorosos.

A distancia entre a placa e as paredes do tabuleiro de vidro ndo deve ser inferior a 3 cm, para que a desova ndo
possa ocorrer fora daquela. Os ovos postos sobre a placa atravessam a grelha e podem ser colhidos 45 a 60 minutos
apds o inicio da iluminagdo. Os ovos sdo transparentes e ndo-aderentes, podendo ser contados com facilidade
utilizando luz lateral. Quando cada cuba alberga cinco fémeas, pode considerar-se baixo um nimero didrio de ovos
até 20, médio entre 20 e 100 e alto superior a 100. O mais tarde possivel a noite ou de manhd muito cedo, retira-se
a placa de desova, colhem-se os ovos e recoloca-se a placa na cuba de ensaio. A recolocagio da placa na cuba ndo
deve tardar mais de uma hora; caso contrério, o ressurgimento do substrato de desova pode induzir acasalamentos e
desova fora de tempo. Se for necessdrio recolocar a placa de desova mais tarde do que uma hora passada, deve a
mesma ser recolocada pelo menos nove horas ap6s o inicio da iluminagdo. A essa hora tardia do dia jd ndo haverd
inducdo de desova.
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Apéndice 4B

Substrato de desova para vairdes-de-cabega-gorda

Colocam-se em cada cuba de ensaio duas ou trés combinagdes de placa e cobertura de desova de pldstico/cerdmica/
[vidro ou aco inoxiddvel (por exemplo, uma sec¢do de caleira cinzenta com 80 mm de comprimento pousada numa
placa de 130 mm de comprimento com rebordos — ver a fotografia). Verificou-se que coberturas de PVC ou
ceramicas adequadamente tratadas podem servir de substrato de desova (Thorpe et al, 2007).

Recomenda-se que as coberturas sejam raspadas para melhorar a aderéncia. A placa também deve ter uma protegio
que impeca os peixes de alcancarem os ovos que caiam, a menos que tenha sido demonstrado que os ovos aderem
eficazmente ao substrato de desova utilizado.

A base destina-se a receber os ovos que, por ndo aderirem a superficie da cobertura, cairdo no fundo da cuba (ou os
ovos diretamente depositados na base plana de plistico do conjunto). Antes de serem utilizados, mergulham-se os
substratos de desova em dgua de diluicdo durante, pelo menos, 12 horas.

REFERENCIAS

Thorpe, K.L.,, Benstead, R., Hutchinson, T.H., Tyler, C.R. (2007) An optimised experimental test procedure for
measuring chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81, 90—
98.
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Apéndice 5A

Avaliagio de caracteres sexuais secunddrios no vairdo-de-cabeca-gorda para detecio de
determinados produtos quimicos com atividade endécrina

Resumo

No vairdo-de-cabega-gorda adulto, entre as caracteristicas fisicas que podem ter importancia nos ensaios de desregu-
ladores do sistema enddcrino contam-se as seguintes: cor do corpo (clara ou escura), padrdes de coloragio
(ocorréncia ou auséncia de bandas verticais), forma do corpo (forma da cabeca e da regido peitoral, distensdo do
abdémen) e caracteres sexuais secundérios especificos (nimero e tamanho dos tubérculos nupciais, volume da massa
adiposa dorsal e ovipositor)

No vairdo-de-cabega-gorda, os tubérculos nupciais localizam-se na (massa adiposa dorsal da) cabeca dos machos
reprodutores, em geral com simetria bilateral (Jensen et al., 2001). Nas fémeas de controlo e nos machos e fémeas
juvenis ndo se desenvolvem tubérculos (Jensen et al., 2001). Podem existir até oito tubérculos distintos em volta dos
olhos e das narinas dos machos. O maior niimero de tubérculos e os tubérculos maiores localizam-se em duas
linhas paralelas imediatamente abaixo das narinas e acima da boca. Em muitos peixes surgem grupos de tubérculos
abaixo da mandibula. O grupo mais préximo da boca é normalmente constituido por um s6 par, ao passo que o
grupo em posi¢do mais ventral pode compreender até quatro tubérculos. O niimero de tubérculos raramente excede
30 (intervalo: 18-28; Jensen et al., 2001). Os tubérculos (numericamente) predominantes formam uma estrutura
arredondada e a sua altura é aproximadamente igual ao raio. A maior parte dos machos reprodutores também
evidenciam, pelo menos, alguns tubérculos dilatados e salientes, ndo sendo possivel individualizar a estrutura de
cada tubérculo.

Alguns tipos de produtos quimicos desreguladores do sistema endécrino podem provocar a ocorréncia anormal de
determinados caracteres sexuais secunddrios no sexo oposto. Por exemplo, agonistas dos recetores de androgénios,
como a 17f-metiltestosterona ou a 17f-trembolona, podem provocar o aparecimento de tubérculos nupciais no
vairdo-de-cabeca-gorda fémea (Smith, 1974; Ankley et al., 2001, 2003) e os agonistas dos recetores de estrogénios
podem reduzir o nimero ou a dimensdo dos tubérculos nupciais nos machos (Miles-Richardson et al., 1999; Harries
et al., 2000).

Segue-se uma descrigdo da caracterizagdo dos tubérculos nupciais no vairdo-de-cabeca-gorda, com base no protocolo
seguido no laboratério da Agéncia de Protecio do Ambiente dos E.U.A. (Duluth, MN). Os produtos e equipamentos
indicados podem ser substituidos por equivalentes disponiveis.

Para melhor visualizacdo, pode utilizar-se uma lupa com iluminagio ou um microscépio de dissecagio com
iluminacdo (3X). Examinam-se os peixes em posicdo dorsal, com a parte anterior para a frente (cabega orientada
para o observador).

a) Coloca-se o peixe numa placa de Petri (por exemplo numa placa com 100 mm de didmetro) com a parte anterior
para a frente e o ventre para baixo. Foca-se o dispositivo 6tico, a fim de identificar os tubérculos. Roda-se com
cuidado o peixe lateralmente, para identificar as zonas tuberculizadas. Contam-se e classificam-se os tubérculos.

b) Repete-se o exame na parte ventral da cabega, colocando o peixe na placa de Petri com a parte anterior para a
frente e o dorso para baixo.

¢) O tempo necessario para examinar cada peixe é normalmente de 2 minutos.

Contagem e classificacio dos tubérculos

Identificaram-se seis zonas especificas para avaliagdo da presenca e do grau de desenvolvimento de tubérculos no
vairdo-de-cabega-gorda adulto. Para localizar e quantificar os tubérculos presentes criou-se a matriz apresentada no
final deste apéndice. Regista-se o niimero de tubérculos e estabelece-se a seguinte classificacdo dimensional para cada
organismo: O-ausente, 1-presente, 2-dilatado, 3-saliente (figura 1).

Classe 0: nenhum tubérculo presente; classe 1: tubérculo cuja altura é quase equivalente ao raio (didmetro) apenas
num ponto; classe 2: tubéreulo dilatado, identificdvel por tecidos de aspeto semelhante a um asterisco, normalmente
com uma base larga em todo o perimetro e estrias ou rugas a divergir do centro; a altura é muitas vezes mais
irregular, mas o tubérculo também pode ser arredondado; classe 3: tubérculo saliente, normalmente bastante grande
e arredondado, com estrutura menos definida; por vezes, estes tubérculos coalescem e formam uma massa (inica
numa zona ou ocupando vdrias zonas (B, C e D na descri¢do infra); a cor e a forma destes tubérculos sdo
semelhantes as da classe 2, mas, por vezes, os tubérculos sdo dificeis de individualizar nesta base. Utilizando este
sistema de classifica¢do de tubérculos, normalmente a pontuacgio atribuida é inferior a 50, no caso de um macho de
controlo normal com 18 a 20 tubérculos (Jensen et al., 2001).
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Figura 1

Em alguns peixes, o nimero real de tubérculos numa determinada zona de classificacio pode exceder as casas
previstas na matriz (apéndice A). Se isso suceder, podem ser acrescentados niimeros de classificagdo adicionais entre
casas ou a esquerda ou direita destas. A matriz ndo tem, portanto, de ser simétrica. Outra técnica, para localizagio
de tubérculos emparelhados ou que coalescem na vertical no plano horizontal da boca, compreende a indicagdo na
mesma caixa da classificacdo correspondente a cada tubérculo de um par.

Regides da localizagdo:

A — Tubérculos situados em volta dos olhos. Localizados em volta do lado anterior do contorno dos olhos,
indicam-se na matriz do lado dorsal para o lado ventral. E comum serem miiltiplos nos machos maduros de
controlo, ndo estdo presentes nas fémeas de controlo e geralmente ocorre um par (um tubérculo préximo de cada
olho) ou um dnico tubérculo nas fémeas expostas a androgénios.

B — Tubérculos situados entre as narinas (poros dos canais sensoriais). Ocorrem normalmente aos pares nos
machos de controlo, com os niveis de desenvolvimento mais elevados — 2 ( dilatados) ou 3 (salientes). Ausentes nas
fémeas de controlo, mas por vezes presentes e desenvolvidos em fémeas expostas a androgénios.

C — Tubérculos situados em posicio imediatamente anterior as narinas, paralelamente a boca. Nos machos
maduros de controlo sdo geralmente dilatados ou salientes. Presentes ou dilatados em machos menos desenvolvidos
e nas fémeas expostas a androgénios.

D — Tubérculos situados paralelamente, ao longo da linha definida pela boca. Nos machos de controlo,
normalmente recebem uma classificacio de desenvolvidos. Ausentes nas fémeas de controlo, mas presentes nas
fémeas expostas a androgénios.

E — Tubérculos situados na mandibula, perto da boca, normalmente pequenos e frequentemente aos pares.
Varidveis nos machos de controlo e nos machos e fémeas expostos.

F — Tubérculos situados em posigdo ventral relativamente a zona E. Geralmente pequenos e aos pares. Presentes
nos machos de controlo e nas fémeas expostas a androgénios.
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Matriz de localizacio de tubérculos Pontuacio
Identificacio 1-presente
Data 2-dilatado
Pontuacio total 3-saliente
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1

X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
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Apéndice 5B

Avaliagio de caracteres sexuais secunddrios no peixe-do-arroz-japonés para detecio de
determinados produtos quimicos com atividade endécrina

Descreve-se a seguir o protocolo de medi¢do dos processos papilares (*), que constituem os caracteres sexuais
secunddrios do peixe-do-arroz-japonés (Oryzias latipes).

(*) Os processos papilares normalmente sé aparecem em machos adultos e localizam-se nos raios da barbatana anal,
entre o segundo e o sétimo ou oitavo raios desta, a contar da extremidade posterior da mesma (figuras 1 e 2).
Aparecem raramente no primeiro raio da barbatana anal, a contar da extremidade posterior desta. Este protocolo
normalizado contempla igualmente a medi¢do de processos localizados no primeiro raio da barbatana anal (neste
protocolo, o niimero de ordem dos raios inicia-se na extremidade posterior dessa barbatana).

1) Ap6s excisio do figado (apéndice 6), coloca-se a carcaca num tubo cénico com 10 ml de formol a 10 %
tamponado a pH neutro (cabega para cima, cauda para baixo). Se a génada for fixada numa solugio que ndo
seja formol a 10 % tamponado a pH neutro, corta-se a carcaca transversalmente com uma lamina, entre a
regido anterior da barbatana anal e o anus, tendo o cuidado de ndo lesionar o gonéporo nem a génada
(figura 3). Coloca-se o lado da cabega do corpo do peixe na solucio fixadora, para conservar a gbnada, e o
lado da cauda em formol a 10 % tamponado a pH neutro, como se referiu.

2)  Depois de colocar o corpo do peixe em formol a 10 % tamponado a pH neutro, segura-se a regido anterior da
barbatana anal com uma pinca e estende-se a barbatana durante cerca de 30 segundos, para a manter aberta. A
fim de ndo lesionar os processos papilares com a pinga, puxa-se a barbatana anal segurando-a com a pinga
numa extensio de alguns raios apenas da regido anterior da barbatana.

3)  Ap6s manter a barbatana anal aberta durante cerca de 30 segundos, guarda-se o corpo do peixe a temperatura
ambiente em formol a 10 % tamponado a pH neutro, até a medigdo dos processos papilares (a efetuar depois
de um perfodo de fixacdo minimo de 24 horas).

Medicio

1) Depois de fixar o corpo do peixe durante, pelo menos, 24 horas em formol a 10 % tamponado a pH neutro,
retira-se a carcaca do peixe do tubo cdnico e enxuga-se o formal com papel de filtro ou com um toalhete de

papel.

2) Coloca-se o peixe com o abdémen para cima e corta-se cuidadosamente a barbatana anal utilizando uma
pequena tesoura de dissecagdo (¢ preferivel cortar a barbatana anal com uma pequena quantidade de
pterigioforo).

3) Pega-se na barbatana anal assim cortada com uma pinga, segurando-a pela regido anterior, e coloca-se a
barbatana numa lamina de vidro com algumas gotas de dgua. Cobre-se a barbatana anal com uma lamela de
vidro. Ha que ter o cuidado de ndo lesionar os processos papilares ao pegar na barbatana anal com a pinga.

4)  Contam-se os segmentos de raio com processos papilares, utilizando o contador de um microscépio bioldgico
(microscopio vertical ou microscopio invertido). Reconhece-se um processo papilar pela formagio de um
pequeno processo visivel na margem posterior do segmento de raio. Inscreve-se o niimero de segmentos com
processos papilares em cada raio de barbatana na folha de registo do ensaio (por exemplo primeiro raio: 0,
segundo raio: 10, terceiro rajo: 12 etc.) e depois a soma desses niimeros na folha Excel correspondente a cada
peixe. Se necessdrio, fotografa-se a barbatana anal e contam-se na fotografia os segmentos de raio que tém
processos papilares.

5) Depois das contagens, coloca-se a barbatana anal no tubo cénico referido em 1 e guarda-se o tubo.
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Figura 1.

Diferencas entre os sexos na forma e no tamanho da barbatana anal. A: macho; B: fémea. [Oka, T.B. (1931).
On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac.
Sci., Universidade de Téquio, IV, 2: 209-218.]

Figura 2.

A: processos em segmentos de raios de barbatana anal; J.P.: segmento de raio; A.S.: espago axial; P.: processo;

B: extremidade distal do raio de barbatana. As actinotriquias (Act.) estdo assinaladas na extremidade. [Oka,

T.B. (1931). On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this
fish. J. Fac. Sci., Universidade de Téquio, IV, 2: 209-218.]

Figura 3.

Fotografia do corpo de um peixe mostrando o sitio do corte a efetuar quando a génada é fixada com uma

solucio diversa de formol a 10 % tamponado a pH neutro. Nesse caso, separa-se o resto do corpo através de

um corte com uma limina, efetuado entre a regido anterior da barbatana anal e o 4nus (traco vermelho),

ap6s o que se coloca a parte do corpo do lado da cabega na solucio fixadora da génada e a parte do corpo
do lado da cauda em formol a 10 % tamponado a pH neutro.
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Apéndice 6

Protocolos recomendados para a colheita de amostras destinadas a andlise da vitelogenina

E necessdrio tomar precaugdes para evitar contaminagdes cruzadas entre amostras de machos e fémeas para
determinacdo da vitelogenina.

Protocolo 1A: Colheita de sangue na artéria/veia caudal do vairdo-de-cabeca-gorda

Apés anestesia, secciona-se parcialmente o pedinculo caudal com um bisturi e recolhe-se sangue da veia/artéria
caudal num microtubo capilar heparinizado para determinacdo do hematécrito. Depois de colhido o sangue, separa-
-se rapidamente o plasma por centrifuga¢do durante 3 minutos a 15 000 g (ou, em alternativa, 15 000 g durante 10
minutos, a 4 °C). Caso se pretenda fazé-lo, pode determinar-se a percentagem de hematdcrito depois da centri-
fugagdo. Transfere-se o plasma do microtubo capilar para um tubo de centrifugacio que jd contenha 0,13 unidades
de aprotinina (um inibidor de proteases), conservando-o a — 80 °C até a determinacdo da vitelogenina. A quantidade
de plasma depende do tamanho do vairdo-de-cabega-gorda e este do sexo do peixe; o volume que pode ser colhido
situa-se, em geral, entre 5 e 60 microlitros por peixe (Jensen et al., 2001).

Protocolo 1B: Colheita de sangue no coragio do vairdo-de-cabega-gorda

Em alternativa, também pode colher-se sangue por puncio cardiaca, utilizando uma seringa heparinizada (1 000
unidades de heparina por mililitro). Transfere-se o sangue para tubos de Eppendorf (conservados em gelo) e
centrifuga-se (7 000 g durante 5 minutos, & temperatura ambiente). Transfere-se o plasma para tubos de Eppendorf

limpos (constituindo aliquotas, se o volume de plasma o permitir) e congela-se imediatamente a — 80 °C, até a
realizagdo das andlises (Panter et al., 1998).

Protocolo 2A: Excisdo do figado no peixe-do-arroz-japonés
Retirada dos peixes das cubas de ensaio

1) Retiram-se os peixes das cubas com um pequeno coador de rede, tendo o cuidado de ndo deixar cair nenhum
peixe noutra cuba.

2)  Em principio, retiram-se os peixes pela ordem seguinte: cuba de controlo, cuba de controlo do solvente (se for
0 caso), cuba com a concentragdo mais baixa, cuba com a concentragdo média, cuba com a concentragdo mais
elevada e cuba de controlo positivo. Além disso, numa determinada cuba, retiram-se todos os machos antes de
se retirarem as fémeas.

3)  Determina-se o sexo de cada peixe com base nos caracteres sexuais secundarios externos (por exemplo a forma
da barbatana caudal).

4)  Coloca-se cada peixe num recipiente de transporte e leva-se para a bancada onde se procederd a excisio dos
figados. Verifica-se se a etiqueta aposta no recipiente de transporte é conforme com a etiqueta aposta na cuba
de ensaio e confirma-se se o niimero de peixes removidos da cuba e o nimero de peixes que nela restam
corresponde ao esperado.

5)  Se ndo for possivel determinar o sexo com base no aspeto fisico dos peixes, retiram-se todos os peixes da cuba.

Nesse caso, determina-se o sexo por exame da génada ou dos caracteres sexuais secunddrios ao microscopio
estereoscopico.

Excisdo do figado

1) Utilizando o pequeno coador de rede, transferem-se os peixes do recipiente de transporte para a solugdo
anestesiante.

2)  Uma vez os peixes anestesiados, transferem-se para um papel de filtro (ou para um toalhete de papel) com uma
pinca de modelo normal. Ao pegar em cada peixe com a pinga, segura-se pela cabeca, para ndo lhe partir a
cauda.

3)  Enxuga-se a dgua a superficie do peixe com o papel de filtro (ou com o toalhete de papel).

4)  Coloca-se o peixe com o abdémen para cima. Utilizando uma tesoura de dissecacdo, efetua-se uma pequena
incisdo transversal na regido ventral, entre a base da cabeca e a zona média do abdémen.
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5) Insere-se a tesoura de dissecacdo nessa pequena incisio e faz-se outra incisdo, ao longo da linha média do
abdémen, entre um ponto caudal relativamente aos opérculos branquiais e o lado craniano do 4nus. Nio
inserir a tesoura de dissecacdo demasiado profundamente, para nio lesionar o figado e a génada.

6) Efetuam-se as operagdes seguintes, utilizando um microscépio estereoscépico.

7)  Coloca-se o peixe com o abdémen para cima num toalhete de papel (ou entdo numa placa de Petri de vidro ou
numa lamina de vidro).

8)  Afastam-se as paredes da cavidade abdominal com pincas de precisio e expdem-se os 6rgdos internos. Se
necessario, os o6rgdos internos também podem ser expostos apds remocio de um dos lados da parede
abdominal.

9)  Utilizando outro par de pincas de precisdo, expde-se a zona de ligagdo do figado e da vesicula biliar. Segura-se
o canal biliar e efetua-se um corte para separar a vesicula biliar, tendo o cuidado de ndo a romper.

10) Segura-se o eséfago e separa-se do mesmo modo o aparelho digestivo do figado, tendo o cuidado de nio
derramar o contetido daquele. Procede-se a excisdo, do anus, da parte caudal do aparelho digestivo e retira-se o
aparelho digestivo da cavidade abdominal.

11) Retira-se a massa adiposa e de outros tecidos que rodeiam o figado, tendo o cuidado de ndo lesionar o figado.
12) Segura-se a zona portal hepdtica com pingas de precisio e retira-se o figado da cavidade abdominal.

13) Coloca-se o figado na ldmina de vidro. Utilizando pingas de precisdo, retira-se da superficie do figado o tecido
adiposo e outro que ainda reste (por exemplo, tecido da parede abdominal interna).

14) Pesa-se o figado num microtubo de 1,5 ml previamente tarado, numa balanca analitica eletrénica. Regista-se a
leitura na folha de registo do ensaio (aproximagdo de 0,1 mg). Confirmam-se as informagdes identificadoras no
rétulo do microtubo.

15) Coloca-se a tampa no microtubo que contém o figado e guarda-se o tubo num suporte refrigerador (ou num
suporte gelado).

16) Apds a excisio de cada figado, limpam-se os instrumentos de dissecagio ou substituem-se estes por
instrumentos limpos.

17) Retira-se do mesmo modo o figado a todos os peixes guardados nos recipientes de transporte.

18) Uma vez efetuada a excisdo do figado a todos os peixes guardados nos recipientes de transporte (ou seja, a
todos os machos ou fémeas de uma cuba), colocam-se os espécimes hepdticos num suporte de tubos, com uma
etiqueta de identificacdo, e guardam-se no congelador. Se os figados prosseguirem para o pré-tratamento pouco
depois da excisdo, levam-se os espécimes para a bancada correspondente num suporte refrigerador (ou num
suporte gelado).

Apbs a excisdo dos figados, pode proceder-se a medicdo dos caracteres sexuais secundarios nas carcagas de peixe.

Espécimes

Se os espécimes de figado retirados dos peixes ndo passarem ao pré-tratamento pouco depois da excisdo, guardam-
-se os espécimes a uma temperatura < — 70 °C.

Figura 1

Corte com tesoura em posi¢io imediatamente anterior as barbatanas peitorais.
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Figura 2

Incisdo com tesoura ao longo da linha média abdominal, até um ponto cerca de 2 mm anterior ao inus.

Figura 3

Afastamento das paredes abdominais com uma pinga, de modo a expor o figado e outros 6rgios internos.
(Em alternativa, as paredes abdominais também podem ser afastadas lateralmente e ser mantidas nessa
posicdo com alfinetes.)

Figura 4

Dissecacio e excisio do figado com uma pinca, sem efetuar cortes.
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Figura 5

Retirada cuidadosa dos intestinos com uma pinca.

Figura 6

Corte com tesoura das duas extremidades dos intestinos e das aderéncias do mesentério.

Figura 7 (fémea)

O procedimento é idéntico para as fémeas.
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Figura 8

Procedimento concluido.

Protocolo 2B: Pré-tratamento do figado para andlise da vitelogenina no paixe-do-arroz-japonés (Oryzias
latipes)

Retira-se o frasco de tampdo do homogeneizado do kit ELISA e refrigera-se o0 mesmo com gelo moido (temperatura
da solugdo: <4 °C). Caso se utilize tampdo do homogeneizado do sistema ELISA da EnBio, deixa-se descongelar a
solucdo a temperatura ambiente e depois refrigera-se o frasco com gelo moido.

Calcula-se o volume de tampdo do homogeneizado para o figado com base no peso deste (adicionam-se 50 pl de
tampdo do homogeneizado por miligrama de figado a homogeneizar). Por exemplo, se o figado pesar 4,5 mg,
utilizam-se para o efeito 225 ul de tampdo do homogeneizado. Elabora-se uma lista com o volume de tampdo do
homogeneizado correspondente a cada figado.

Preparacio do figado para o pré-tratamento
1) Imediatamente antes do pré-tratamento, retira-se do congelador o microtubo de 1,5 ml que contém o figado.

2)  Para evitar contaminagdes com vitelogenina, efetua-se o pré-tratamento dos figados dos machos antes das
fémeas. Além disso, procede-se ao pré-tratamento dos varios grupos ensaiados pela ordem seguinte: cuba de
controlo, cuba de controlo do solvente (se for o caso), cuba com a concentragio mais baixa, cuba com a
concentragio média, cuba com a concentragio mais elevada e cuba de controlo positivo.

3) O ntmero de microtubos de 1,5 ml com amostras de figado retirados do congelador numa dada ocasido ndo
pode exceder o niimero de tubos que podem ser centrifugados de imediato.

4)  Colocam-se os microtubos de 1,5 ml com as amostras de figado no suporte gelado por ordem de numeragio
dos espécimes (ndo ¢ necessdrio descongelar o figado).

Pré-tratamento
1. Adigdo do tampio de homogeneizagdo

1)  Verifica-se na lista o volume de tampdo do homogeneizado a utilizar para a amostra de figado e regula-se a
micropipeta (100-1 000 pl) no volume adequado. Coloca-se uma ponta limpa na micropipeta.

2)  Retira-se tampdo do homogeneizado do frasco onde estd guardado e adiciona-se ao microtubo de 1,5 ml
que contém a amostra de figado.

3)  Procedendo do mesmo modo, adiciona-se tampdo do homogeneizado a todos os microtubos de 1,5 ml que
contém as amostras de figado. Ndo é necessdrio substituir a ponta da micropipeta, a menos que fique
contaminada ou se suspeite disso.
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2. Homogeneizagdo do figado
1)  Fixa-se um novo pildo de homogeneizacio no homogeneizador do microtubo.

2) Insere-se o pildio no microtubo de 1,5 ml. Segura-se o homogeneizador do microtubo e comprime-se o
figado entre a superficie do pildo e a parede interna do microtubo.

3)  Faz-se funcionar o homogeneizador do microtubo durante 10 a 20 segundos. Durante esta operacdo,
mantém-se o microtubo de 1,5 ml refrigerado com gelo moido.

4)  Retira-se o pildo do microtubo e deixa-se este em repouso durante cerca de 10 segundos. Em seguida,
avalia-se visualmente o estado da suspensio.

5)  Caso se detetem fragmentos de figado na suspensdo, repetem-se as operagdes 3 e 4 para obter um homoge-
neizado de figado satisfatdrio.

6) Mantém-se a suspensdo de homogeneizado de figado no suporte gelado até a centrifugagdo.
7)  E necessdrio utilizar um pildo novo para cada homogeneizado.

8)  Homogeneizam-se todos os figados com tampdo do homogeneizado conforme se descreveu.

3. Centrifugagdo da suspensdo de homogeneizado hepético

—_

)  Confirma-se que a temperatura da cdmara de centrifugacdo refrigerada é < 5 °C.

2) Introduzem-se os microtubos de 1,5 ml com a suspensdo de homogeneizado hepdtico na cdmara de centri-
fugacdo refrigerada (se necessdrio, reequilibra-se).

3)  Centrifuga-se a suspensdo de homogeneizado hepdtico a 13 000 g durante 10 minutos, a temperatura < 5 °
C. Se os sobrenadantes se separarem convenientemente, a forca centrifuga e o tempo de centrifugacio
podem, se necessario, ser ajustados.

4)  Apds a centrifugacdo, verifica-se se os sobrenadantes se separaram convenientemente (superficie: lipidos;
camada intermédia: sobrenadante; camada inferior: tecido hepdtico). Se a separagdo ndo for adequada,
procede-se a nova centrifugagdo da suspensdo nas mesmas condigdes.

5)  Retiram-se todos os espécimes da cdmara de centrifugacio refrigerada e dispdem-se no suporte gelado por
ordem de numeracdo dos espécimes. Hd que ter cuidado para, depois da centrifuga¢do, ndo ressuspender as
camadas separadas.

4. Recolha do sobrenadante
1)  Colocam-se num suporte de tubos quatro microtubos de 0,5 ml para recolha de sobrenadante.

2)  Utilizando a micropipeta, retiram-se 30 pl de um dos sobrenadantes (fase intermédia separada) e transferem-
-se para um dos microtubos de 0,5 ml. Hi que ter cuidado para ndo recolher lipidos da camada superior
nem tecido hepdtico da camada inferior.

3)  Procedendo do modo descrito, transfere-se mais sobrenadante para dois outros microtubos de 0,5 ml.

4)  Recolhe-se o resto do sobrenadante com a micropipeta (se possivel, > 100 pl) e transfere-se 0 mesmo para
o ultimo microtubo de 0,5 ml. H4 que ter cuidado para ndo recolher lipidos da camada superior nem tecido
hepdtico da camada inferior.

5)  Tapam-se os microtubos de 0,5 ml e escreve-se o volume de sobrenadante no rétulo respetivo. Refrigeram-
-se imediatamente os microtubos no suporte gelado.

6) Substitui-se a ponta da micropipeta para cada sobrenadante. Caso fique agarrada a ponta da micropipeta
uma grande quantidade de lipidos, substitui-se a ponta imediatamente, para evitar a contaminagio do
extrato de figado com gorduras.
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7)  Transfere-se todo o sobrenadante centrifugado para quatro microtubos de 0,5 ml conforme se descreveu.

8) Uma vez transferido todo o sobrenadante para microtubos de 0,5 ml, colocam-se os microtubos com um
rétulo identificador no suporte de tubos e coloca-se este imediatamente no congelador. Se a determinagio
das concentragdes de vitelogenina decorrer logo a seguir ao pré-tratamento, mantém-se um microtubo de
0,5 ml (com 30 pl de sobrenadante) refrigerado no suporte de tubos e transfere-se esse microtubo para a
bancada onde ird realizar-se o ensaio ELISA. Nesse caso, colocam-se os outros microtubos no suporte de
tubos e coloca-se este no congelador.

9)  Uma vez recolhido o sobrenadante, eliminam-se convenientemente os residuos.

Conservagdo dos espécimes

Até serem utilizados no método ELISA, conservam-se os microtubos de 0,5 ml que contém o sobrenadante do
homogeneizado hepdtico a temperatura < — 70 °C.

Protocolo 3A: Colheita de sangue na artéria/veia caudal do peixe-zebra

Imediatamente apds a anestesia, corta-se transversalmente o pedinculo caudal e colhe-se sangue da artéria/veia
caudal para um microtubo capilar heparinizado para determinagdo do hematdcrito. O volume de sangue depende do
tamanho do peixe e varia entre 5 ¢ 15 pl. Adiciona-se ao microtubo capilar volume idéntico de tamp3o aprotinina
(6 pg/ml em tampio fosfato, PBS) e separa-se o plasma do sangue por centrifugacio (5 minutos a 600 g). Transfere-
-se o plasma para tubos de ensaio e conservam-se estes a — 20 °C até a determinagdo analitica da vitelogenina ou de
outras proteinas relevantes.

Protocolo 3B: Colheita de sangue por puncio cardiaca no peixe-zebra

Para evitar a coagulagdo do sangue e a degradagio proteica, colhem-se as amostras numa solugdo de tampio fosfato
(PBS) com 1 000 unidades de heparina por mililitro e 2 TIU (unidades de inibidor da tripsina) do inibidor das
proteases aprotinina por mililitro. Recomenda-se a utilizacio de heparina (sal de aménio) e de aprotinina liofilizada
como ingredientes do tampao. Para colher as amostras, recomenda-se a utilizagdo de seringas (de 1 ml) com uma
agulha fina fixa (por exemplo Braun Omnikan-F). Enchem-se previamente as seringas com tampdo (aproxima-
damente 100 pl), para eluir completamente os pequenos volumes de sangue colhidos em cada peixe. Colhem-se as
amostras de sangue por puncio cardiaca. Comeca-se por anestesiar o peixe com MS-222 (100 mg/l). Um plano de
anestesia correto permitird ao utilizador distinguir o batimento cardfaco do peixe-zebra. Ao efetuar a puncio
cardfaca, mantém-se o pistdo da seringa sob ligeira tensdo. O volume de sangue que pode ser recolhido situa-se
entre 20 e 40 microlitros. Apds a pungdo cardiaca, transfere-se a mistura de sangue e tampdo para um tubo de
ensaio. Separa-se o plasma do resto do sangue por centrifugagio (20 minutos a 5 000 g) e conserva-se o plasma a —
80 °C até as analises.

Protocolo 3C: Procedimento normalizado de homogeneizagio da cabeca e da cauda do peixe-zebra
1)  Anestesia-se e eutanasia-se cada peixe conforme consta da descri¢do do ensaio.
2)  Cortam-se a cabega e a cauda de cada peixe como ilustrado na figura 1.
Importante: Para evitar que machos ndo-induzidos sejam contaminados por vitelogenina proveniente de fémeas ou
de machos induzidos, é necessdrio lavar e limpar corretamente (por exemplo com etanol a 96 %) os instrumentos de
dissecagdo e a placa de corte antes de passar ao peixe seguinte.

Figura 1

Andlise da vitelogenina Histologia das génadas Andlise da vitelogenina

— "

Corte atras da Corte neste sitio
barbatana dorsal
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3)  Pesa-se com aproximacdo de 1 mg o conjunto da cabega e da cauda de cada peixe.

4)  Apds pesagem, colocam-se ambas as partes em tubos adequados (por exemplo tubos de Eppendorf de 1,5 ml)
e congela-se a — 80 °C até a homogeneizagdo ou procede-se a homogeneizacdo imediata sobre gelo com dois
pildes de pldstico. (Podem ser utilizados outros métodos, se forem realizados sobre gelo e deles resultar uma
massa homogénea). Importante: E necessério numerar corretamente os tubos, a fim de que a cabeca e a cauda
de cada peixe possam ser relacionadas com o resto do corpo correspondente, utilizado na histologia das
génadas.

5) Uma vez homogeneizada a massa, adiciona-se uma quantidade de tampdo de homogeneizagio (*) gelado
correspondente a quatro vezes o peso dos tecidos. A mistura deve continuar a ser homogeneizada com os
pildes até o estar completamente. Nota importante: E necessdrio utilizar pildes novos para cada peixe.

6) Colocam-se as amostras em gelo até a centrifugacio a 4 °C, durante 30 minutos, a 50 000 g.

7)  Por meio de uma pipeta, transferem-se volumes de 20 pl do sobrenadante para, pelo menos, dois tubos,
mergulhando para o efeito a ponta da pipeta através da camada superficial lipidica e aspirando cuidadosamente
sobrenadante sem residuos da fracdo lipidica nem da camada depositada.

8)  Armazenam-se os tubos a — 80 °C até serem utilizados.

() Tampdo de homogeneizacio:
— (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4; 1 % da mistura de inibidores de proteases da Sigma): 12 ml de Tris-HCl, pH 7,4,
+ 120 pl da mistura de inibidores de proteases.
— TRIS: TRIS-ULTRAPURO (ICN), por exemplo da Bie & Berntsen, Dinamarca.
— Mistura de inibidores de proteases: da Sigma, para tecidos de mamiferos (n.° do produto P8340).
— Nota: O tampdo de homogeneizagdo tem de ser utilizado no préprio dia de preparagdo e de ser mantido em
gelo durante esse periodo.
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Apéndice 7

Amostras enriquecidas com vitelogenina e padrio de referéncia interno

Em cada dia em que se realizem determinagdes da vitelogenina, analisa-se uma amostra enriquecida com um padrio
de referéncia interno. Na preparacdo do padrdo de referéncia interno é necessdrio utilizar vitelogenina de um lote
diferente do utilizado na preparacio dos padrdes de calibragdo para o ensaio em curso.

Prepara-se a amostra enriquecida adicionando uma quantidade conhecida do padrdo interno a uma amostra de
plasma de machos de controlo. Enriquece-se a amostra de modo a obter uma concentragio de vitelogenina 10 a
100 vezes maior do que a concentragio de vitelogenina esperada nos peixes machos de controlo. A amostra de
plasma macho de controlo a enriquecer pode provir de um sé peixe ou ser composta a partir de vérios peixes.

Analisa-se uma subamostra de plasma de machos de controlo ndo-enriquecido em, pelo menos, dois alvéolos
duplicados. Analisa-se a amostra enriquecida igualmente em, pelo menos, dois alvéolos duplicados. A fim de
determinar a concentragdo esperada, adiciona-se a quantidade média de vitelogenina determinada nas duas amostras
de plasma de machos de controlo ndo-enriquecido a quantidade de vitelogenina adicionada para enriquecer as
amostras. Juntamente com os resultados de cada série de ensaios realizados no dia, indica-se no relatério a relacio
entre esta concentragio esperada e a concentracdo medida.
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C.38. ENSAIO DE METAMORFOSE EM ANFIBIOS
INTRODUCAO

Este método é equivalente ao Test Guideline TG 231 (2009) da OCDE. A necessidade de desenvolver e validar
um ensaio capaz de detetar produtos quimicos com atividade no sistema tirdideo de vertebrados decorre dos
receios acerca da possibilidade de os niveis ambientais dos produtos quimicos em causa serem passiveis de ter
efeitos indesejados nas populagdes humanas e na fauna e flora selvagens. Em 1998, a OCDE deu inicio a uma
acdo de elevada prioridade com vista a revisio dos Test Guidelines existentes e a elaboragdo de novos Test
Guidelines para despistagem e ensaio de potenciais desreguladores do sistema endécrino. Um dos elementos
dessa agdo foi a elaboragio de um Test Guideline para despistagem de produtos quimicos com atividade no
sistema tirdideo de espécies de vertebrados. Foram propostos uma versdo aperfeicoada do Estudo da Toxicidade
Oral por Dose Repetida durante 28 dias em Roedores (capitulo B.7 deste anexo) e o Ensaio de Metamorfose em
Anfibios. O método de ensaio B.7 aperfeicoado foi objeto de um processo de validagdo, tendo sido publicado o
correspondente método de ensaio revisto. O Ensaio de Metamorfose em Anfibios foi objeto de um vasto
programa de validagdo, que compreendeu a realizagdo de estudos intralaboratoriais e interlaboratoriais para
demonstrar a pertinéncia e a fiabilidade do ensaio (1)(2). Subsequentemente, o trabalho de validacdo do ensaio
foi objeto de uma avaliagio por pares no ambito de um painel de peritos independentes (3). O presente
método constitui o coroldrio da experiéncia adquirida durante os estudos de validacio da detegdo de produtos
quimicos com atividade na tiroide, assim como dos trabalhos realizados noutros 4mbitos nos paises membros
da OCDE.

PRINCIPIO DO METODO

O Ensaio de Metamorfose em Anfibios é um ensaio de despistagem para identificagdo empirica de produtos
quimicos passiveis de interferirem no funcionamento normal do eixo hipotdlamo-hipéfise-tiroide. Na medida
em que se baseia nas fungdes e estruturas conservadas desse eixo, este ensaio constitui um modelo geral para
vertebrados. E um ensaio importante, porque a metamorfose dos anfibios é um processo dependente da tiroide
bem estudado, reativo aos produtos quimicos com atividade no eixo hipotdlamo-hipdfise-tiroide, sendo
atualmente o dnico ensaio capaz de detetar atividade tirdidea em animais em processo de evolucio
morfoldgica.

O esquema experimental geral compreende a exposicdo de girinos de Xenopus laevis no estddio 51, durante 21
dias, a, no minimo, trés concentracdes diferentes de um produto quimico e a um ensaio de controlo da dgua de
diluicdo. Cada concentragdo é ensaiada em quatro replicados. No inicio do ensaio, a densidade de espécimes é
de 20 girinos por cuba de ensaio em todos os grupos expostos. Os pardmetros a examinar sdo o comprimento
das patas traseiras, a distincia entre a boca e a cloaca, o estddio de desenvolvimento, o peso himido, a
histologia da tiroide e a mortalidade didria.

DESCRICAO DO METODO
Espécies ensaiadas

A Xenopus laevis é criada sem dificuldades em laboratérios de todo o mundo e também é facil de obter através
dos fornecedores comerciais. A reprodugdo desta espécie é facilmente induzida ao longo de todo o ano por
meio de injegdes de gonadotropina cori6énica humana (hCG), podendo criar-se sem dificuldades, em grande
ndmero, as larvas resultantes até um estddio de desenvolvimento que possibilite a aphcagao de um protocolo
de ensaio especifico para esse estidio. E preferivel que as larvas utilizadas no ensaio provenham de adultos
criados no mesmo laboratério. Em alternativa, embora ndo seja o método preferido, podem aclimatar-se no
laboratério onde ird realizar-se o ensaio ovos ou embrides de outra proveniéncia. Ndo é, porém, admissivel a
utilizagdo neste ensaio de animais em estado larvar ndo provenientes do préprio laboratdrio.

Equipamento e fornecimentos

Sdo necessdrios os seguintes fornecimentos e equipamento para a realizacio deste ensaio:
a) Sistema de exposicdo (adiante descrito);

b) Aquadrios de vidro ou de aco inoxidavel (adiante descritos);

¢) Tanques de reproducio;

d) Aparelhos de controlo de temperatura (dispositivos de aquecimento ou de arrefecimento, reguldveis a 22 °C
+1°C);
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e) Termodmetro;

f) Microscopio binocular de dissecagio;

g) Mdquina fotografica digital com resolu¢do minima de 4 megapixels e fungdo micro;
h) Software de digitalizacdo de imagens;

i) Placas de Petri (por exemplo 100 mm x 15 mm) ou cubas de pldstico transparente de tamanho
semelhante;

j)  Balanga analitica com uma aproximacio de trés casas decimais (mg).

k) Aparelho de medi¢do do oxigénio dissolvido;

) Medidor de pH;

m) Aparelho de medicdo (em lux) da intensidade luminosa;

n) Diversos utensilios e material de vidro de laboratério;

o) Pipetas regulaveis (de 10 ul a 5 000 pl) ou série de pipetas dos volumes equivalentes;

p) Quantidade do produto quimico em estudo suficiente para a realizagio deste, de preferéncia de um tnico
lote;

q) Instrumentacdo analitica adequada para o produto quimico em estudo ou contratagio dos servicos
analiticos necessarios.

Possibilidade de ensaiar o produto quimico em estudo

6. O Ensaio de Metamorfose em Anfibios baseia-se num protocolo de exposi¢do em fase aquosa que passa pela
introdugdo do produto quimico em estudo nas cubas de ensaio por meio de um sistema de fluxo continuo.
Porém, os métodos de fluxo continuo condicionam os tipos de produtos quimicos que podem ser ensaiados,
em fungdo das propriedades fisico-quimicas dos mesmos. Antes de aplicar este protocolo é, portanto,
necessario obter informagdes de base acerca do produto quimico em causa que permitam determinar se o
mesmo pode ou ndo ser-lhe aplicado, bem como consultar o documento de orientagdes da OCDE sobre
ensaios de toxicidade em meio aqudtico de substincias e misturas dificeis (4). Entre as caracteristicas
indicadoras de que um produto quimico pode ser dificil de ensaiar em sistemas aqudticos contam-se as
seguintes: coeficiente de parti¢do n-octanol/agua (log K_ ) elevado, volatilidade elevada, tendéncia para hidrélise
e tendéncia para fotolise nas condi¢des de iluminacio ambiente do laboratério. Ao verificar se é possivel
realizar o ensaio, pode ser pertinente ter em conta outros fatores, a avaliar caso a caso. Se ndo for possivel
realizar um ensaio de fluxo continuo do produto quimico em estudo, pode recorrer-se a um sistema de
renovagio estatico. Se o produto quimico em causa ndo se adaptar a nenhum destes sistemas, em principio ndo
se lhe poderad aplicar o presente protocolo.

Sistema de exposi¢io

7. Sempre que possivel, prefere-se um sistema de dilui¢do de fluxo continuo a um sistema de renovagdo estatico.
Se as propriedades fisicas efou quimicas do produto quimico em estudo ndo se adaptarem a um sistema de
diluicdo de fluxo continuo, pode utilizar-se um sistema de exposi¢do alternativo (por exemplo um sistema de
renovagdo estatico). Os componentes do sistema em contacto com a dgua devem ser de vidro, de ago
inoxidavel efou de politetrafluoroetileno. No entanto, podem ser utilizados plasticos adequados que nio
perturbem o estudo. As cubas de exposicdo devem ser aqudrios de vidro ou de ago inoxiddvel equipados com
colunas (standpipes) que permitam manter o volume entre 4,0 1 e 10,0 1 e a profundidade minima entre 10 cm
e 15 cm. O sistema deve suportar todas as concentra¢des de exposi¢do, assim como os ensaios de controlo,
estando previstos quatro replicados por nivel de exposi¢do. O caudal que aflui a cada cuba deve ser constante
(por exemplo 25 ml/minuto), a fim de que as condi¢des bioldgicas e a exposi¢io ao produto quimico se
mantenham estdveis. Para reduzir potenciais efeitos posicionais, nomeadamente ligeiras variacdes de
temperatura, da intensidade luminosa etc., distribuem-se as cubas com as diversas concentragdes de exposi¢io
de modo aleatério no sistema de exposicdo. Utiliza-se iluminacio fluorescente para gerar um fotoperiodo de
12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo, devendo a intensidade a superficie da dgua estar
compreendida entre 600 e 2 000 lux (limen/m?). Em cada cuba de ensaio, é necessdrio manter a temperatura
da dgua a 22 °C £ 1 °C e o pH entre 6,5 e 8,5, tendo a concentragdo de oxigénio dissolvido de ser superior a
3,5 mg/l (> 40 % da saturagdo com ar). Medem-se a temperatura, o pH e a concentragio de oxigénio dissolvido
pelo menos uma vez por semana. De preferéncia, mede-se a temperatura continuamente em, pelo menos, uma
cuba de ensaio. Descrevem-se no apéndice 1 as condicbes experimentais de execugdo do protocolo. Para mais
informagdes sobre a constituicio de sistemas de exposicio de fluxo continuo efou de sistemas de renovagio
estdticos, ver o guia da ASTM para a realizacdo de ensaios de toxicidade aguda em peixes, macroinvertebrados
e anfibios (5) e os ensaios gerais de toxicidade em meio aquitico.
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Qualidade da dgua

8.  Pode utilizar-se qualquer dgua disponivel no local (por exemplo dgua de nascente ou dgua da torneira filtrada
por carvdo) que permita o crescimento e o desenvolvimento normais de girinos de Xenopus Laevis. Visto que a
qualidade da dgua pode diferir substancialmente de uma zona para outra, é necessdrio analisar a qualidade da
dgua, sobretudo no caso de ndo se dispor de dados histéricos sobre a utilizagdo da mesma na criagio de
Xenopus. Importa, em especial, que a d4gua ndo contenha cobre, cloro ou cloraminas, que sdo toxicos para as
rds e os girinos. Recomenda-se igualmente a determinagdo analitica dos niveis de fundo de fluoretos,
percloratos e cloratos (subprodutos da desinfecdo realizada para tornar a dgua potdvel) na dgua, pois estes
anides sdo substratos do transportador de iodo da glandula tiroide e niveis elevados de qualquer deles podem
perturbar os resultados do estudo. Analisa-se a dgua antes de iniciar o ensaio e, normalmente, a dgua deve estar
isenta destes anides.

Concentragdo de iodo na dgua utilizada no ensaio

9. Para que a glandula tiroide possa sintetizar as hormonas tirdideas, as larvas tém de dispor de iodo suficiente,
proveniente da dgua e dos alimentos. Nio existem ainda recomendacbes empiricas sobre concentracdes
minimas de iodetos. Todavia, a disponibilidade de iodetos pode afetar a capacidade de resposta do sistema
tirdideo aos agentes com atividade na tiroide e sabe-se que influencia a atividade basal da glandula tiroide,
aspeto a ter em conta na interpretagio de resultados histopatoldgicos da tiroide. H4, portanto, que incluir no
relatério as concentragdes de iodetos medidas na dgua utilizada no ensaio. Com base nos dados provenientes
dos estudos de validagdo, comprovou-se que o protocolo funciona bem quando a concentragio de iodetos (I)
na dgua utilizada nos ensaio se situa entre 0,5 pg/l e 10 pg/l. Idealmente, a concentragdo de iodetos nessa dgua
ndo deve ser inferior a 0,5 pg/l. Se a dgua utilizada no ensaio for obtida por reconstituigio de dgua
desionizada, ¢ necessdrio adicionar iodo de modo a obter uma concentragio nio inferior a 0,5 pg/l. E
necessdrio mencionar no relatério qualquer outro suplemento de iodetos ou de outros sais incorporado na
dgua utilizada no ensaio.

Manutencio dos animais
Tratamento e reprodugdo dos adultos

10. O tratamento a dar aos adultos e a reprodugdo dos mesmos pautam-se por orientagdes genéricas. Para mais
informagdes, pode consultar-se o guia geral para a realizacio de ensaios de teratogénese em embrides de ris
(FETAX) (6). Esse guia apresenta um exemplo de métodos adequados de tratamento e de reprodugdo, mas ndo é
obrigatéria uma observdncia estrita. Para induzir a reprodugdo, injeta-se gonadotropina coriénica humana
(hCG) em (3 a 5) pares de machos e fémeas adultos. Injetam-se fémeas e machos com 800 Ul a 1 000 UI e
600 UI a 800 UI, respetivamente, de hCG dissolvida em soro fisiologico 0,6-0,9 %. Para estimular o amplexo,
colocam-se os pares reprodutores em tanques grandes, em condi¢des estdticas, ndo os perturbando. No fundo
de cada tanque de reproducio, deve existir uma rede de ago inoxidavel ou de pldstico, para que as massas de
ovos possam cair para o fundo falso assim constituido. Normalmente, as rds injetadas ao fim da tarde pordo a
maior parte dos ovos a meio da manhi do dia seguinte. Logo que se disponha de uma quantidade suficiente de
ovos fertilizados, retiram-se os adultos dos tanques de reproducio.

Tratamento e selecdo das larvas

11. Depois de se retirarem os adultos dos tanques de reprodugio, recolhem-se os ovos e avalia-se a viabilidade dos
mesmos numa amostra representativa dos embrides colhida em cada tanque. Escolhem-se a melhor ou as
melhores posturas (recomendam-se duas a trés para avaliar a qualidade das posturas) com base na viabilidade
dos embrides e na presenca de um niimero adequado deles (minimo 1 500). Os organismos utilizados no
estudo devem provir da mesma postura (ou seja, ndo pode haver mistura de organismos provenientes de
posturas diferentes). Transferem-se os embrides para um prato ou tabuleiro grande e retiram-se os ovos
manifestamente mortos ou anormais [ver defini¢des na referéncia (5)], utilizando para o efeito uma pipeta ou
um conta-gotas. Transferem-se separadamente os embrides sdos de cada uma das trés posturas para trés
tanques de eclosio. Quatro dias apds esta transferéncia, seleciona-se a melhor postura, com base em critérios
de viabilidade e de éxito da eclosdo, apds o que se repartem as larvas dessa postura por um ndmero adequado
de tanques de criagdo a 22 °C + 1 °C. Transferem-se larvas adicionais para tanques suplementares, a fim de
servirem de substitutas caso haja mortes nos tanques de criagdo durante a primeira semana. Este processo
permite manter uma densidade de organismos coerente, o que reduz as divergéncias de desenvolvimento no
universo de uma dada postura. Procede-se diariamente a uma aspiragdo de limpeza por sifonagem dos tanques
de criagdo. Por precaucdo, preferem-se luvas de vinilo ou nitrilo a luvas de litex. Retiram-se diariamente os
individuos mortos e substituem-se por larvas do grupo de substituicdo, a fim de manter uma densidade de
organismos constante durante a primeira semana. Alimentam-se as larvas pelo menos duas vezes por dia.
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12. Durante a fase de pré-exposicdo, aclimatam-se os girinos as condicdes reais da fase de exposi¢do, designa-
damente ao tipo de alimentos, a temperatura, ao ciclo luz-escuriddo e ao meio de criagdo. Recomenda-se,
portanto, a utilizagdo da mesma dgua de criagio/dilui¢do na fase de pré-exposicio e na fase de exposigdo. Caso
os girinos sejam mantidos num sistema de criacio estdtico na fase de pré-exposi¢do, é necessdrio substituir
completamente o meio de criagio pelo menos duas vezes por semana. Importa evitar a sobrepopulagio
causada por uma densidade de larvas elevada durante o periodo de pré-exposi¢io, dado que, por efeito desta, o
desenvolvimento dos girinos poderia ser depois fortemente afetado na fase de ensaio. Por conseguinte, a
densidade de criagio ndo deve exceder, aproximadamente, quatro girinos por litro de meio de criagdo (no
sistema de exposicdo estdtico) ou 10 girinos por litro de meio de criagio (considerando um caudal de, por
exemplo, 50 ml/minuto no sistema de pré-exposigdo ou de criacio). Nestas condi¢des, os girinos desenvolvem-
-se dos estddios 45/46 para o estidio 51 em doze dias. Diariamente, examinam-se girinos representativos desta
populacio de reserva a fim de determinar o estddio de desenvolvimento em que se encontram, para definir o
momento adequado para inicio da exposi¢do. Hd que procurar minimizar a tensdo e os traumas causados aos
girinos, em especial durante as movimentacdes, a limpeza dos aqudrios e a manipulagio das larvas. Hd que
evitar situacdes e agdes que possam gerar tensdo, como ruidos fortes efou continuados, batimentos ou
vibragdes nos aqudrios, excesso de atividade no laboratério e variacdes rdpidas de condi¢des do meio
(iluminagdo, temperatura, pH, oxigénio dissolvido, caudais de dgua etc.). Se os girinos ndo atingirem o estddio
51 nos 17 dias posteriores a fertilizado, a causa podera ter sido um excesso de tensdo.

Criagdo e alimentagdo das larvas

13. Alimentam-se os girinos durante o periodo de pré-exposicio [apds o estddio 45/46 segundo Nieuwkoop e
Faber, referéncia (8)] e todo o periodo de ensaio de 21 dias recorrendo, por exemplo, ao alimento comercial
para girinos utilizado nos estudos de validagdo (ver também o apéndice 1) ou fornecendo-lhes outro alimento
comprovadamente equipardvel para efeitos do Ensaio de Metamorfose em Anfibios. Durante o periodo de pré-
-exposicdo, é necessdrio adaptar cuidadosamente o regime alimentar as necessidades de desenvolvimento dos
girinos. Ou seja, fornecem-se pequenas quantidades de alimento varias vezes por dia (pelo menos duas vezes)
aos girinos recém-eclodidos. A fim de manter a qualidade da dgua e de ndo colmatar os filtros branquiais com
particulas de alimentos e detritos, ndo deve fornecer-se uma quantidade excessiva de alimentos. Caso se recorra
ao alimento para girinos utilizado nos estudos de validagdo, é necessario aumentar a ragdo didria em concomi-
tancia com o crescimento dos girinos, atingindo 30 mg didrios por animal pouco antes do inicio do ensaio.
Mostrou-se nos estudos de validacdo que este alimento disponivel no comércio sustenta um crescimento e
desenvolvimento adequados dos girinos de Xenopus laevis. Constituido por particulas finas, mantém-se em
suspensdo na coluna de dgua durante bastante tempo e é evacuado com o fluxo através do sistema. Por
conseguinte, subdivide-se a quantidade didria de alimento e alimentam-se os girinos pelo menos duas vezes por
dia. O regime correspondente a este alimento ¢ descrito no quadro 1. Registam-se as quantidades de alimento
fornecidas e a frequéncia com que o sdo. Este alimento pode ser fornecido seco ou sob a forma de uma
solugdo de reserva em dgua de dilui¢do. Prepara-se uma solucdo de reserva fresca de dois em dois dias e
guarda-se esta solucdo a 4 °C.

Quadro 1.

Regime alimentar de girinos de Xenopus laevis com o alimento comercial para girinos utilizado nos
estudos de validacio, fornecido apds a eclosio no Ensaio de Metamorfose em Anfibios em condicdes
de fluxo continuo.

Dia do estudo Dose de alimento (mg didrios de alimento por animal)
0-4 30
5-7 40
8-10 50
11-14 70
15-21 80
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Andlises quimicas

14. Antes de iniciar o estudo, é necessdrio avaliar a estabilidade do produto quimico com base nas informagdes
disponiveis sobre a solubilidade, degradabilidade e volatilidade do mesmo. No inicio do ensaio (dia 0) e uma
vez por semana durante o ensaio, com um minimo de quatro amostras, colhem-se amostras das solugdes em
estudo, para as andlises quimicas, em cada cuba replicada de cada concentragdo. Para verificar o funcionamento
do sistema, recomenda-se igualmente que cada concentragdo a ensaiar seja analisada antes de se iniciar o
ensaio, durante a preparacio do sistema. Recomenda-se ainda que as solugBes de reserva sejam analisadas
sempre que sejam renovadas, especialmente se o volume da solugdo de reserva ndo fornecer a quantidade do
produto quimico necessdria para a totalidade de cada periodo a que se reportam as colheitas de amostras de
rotina. Se o produto quimico for indetetdvel a algumas ou a todas as concentragdes utilizadas no ensaio, é
necessario analisar as solucdes de reserva e registar os caudais através do sistema, a fim de calcular as concen-
trac0es nominais.

Modo de incorporacio do produto quimico em estudo

15. O método utilizado para introduzir no sistema o produto quimico em estudo depende das propriedades fisico-
-quimicas do mesmo. Os produtos quimicos hidrossoliveis podem ser dissolvidos em aliquotas da dgua
utilizada no ensaio, numa concentracgio que permita a incorporagdo no sistema de fluxo continuo a
concentragio de ensaio visada. Os produtos quimicos liquidos a temperatura ambiente e pouco soldveis em
dgua podem ser introduzidos no sistema recorrendo a métodos de saturagio liquido-liquido. Os produtos
quimicos sélidos a temperatura ambiente e pouco soliveis em dgua podem ser introduzidos no sistema
recorrendo a colunas de saturagdo com enchimento de fibra de vidro (7). Preferem-se sistemas de ensaio que
ndo facam uso de um veiculo, mas os diferentes produtos quimicos possuem propriedades fisico-quimicas
diversas, que presumivelmente exigirdo abordagens distintas na preparagio das solucdes aquosas de exposicio.
As razdes pelas quais se deve evitar a utilizacdo de solventes ou de veiculos sdo as seguintes: i) alguns solventes
podem gerar eles proprios toxicidade efou reacdes enddcrinas indesejadas ou inesperadas; ii) o ensaio de
produtos quimicos a concentragdes superiores a correspondente hidrossolubilidade (como sucede frequen-
temente ao utilizar um solvente) pode falsear a determina¢io das concentragdes efetivas; iii) a utilizagio de
solventes nos ensaios mais longos pode resultar na formacio significativa de biofilmes associados a atividade
microbiana. No caso dos produtos quimicos dificeis de ensaiar, pode, em dltimo recurso, utilizar-se um
solvente, devendo consultar-se o documento de orientacdes da OCDE sobre ensaios de toxicidade em meio
aqudtico de substincias e misturas dificeis (4) para determinar o melhor método. A escolha do solvente a
utilizar depende das propriedades quimicas do produto quimico em causa. Entre os solventes que se revelaram
adequados para ensaios de toxicidade em meio aquético contam-se a acetona, o etanol, o metanol, a dimetilfor-
mamida e o trietilenoglicol. Caso se utilize um solvente como veiculo, as concentra¢des do solvente devem ser
inferiores a concentracio sem efeitos observaveis (NOEC) — o documento de orientagdes da OCDE recomenda
que ndo seja ultrapassada a concentragdo de 100 pl/l, mas uma revisio recente recomenda concentra¢des de
solventes da ordem dos 20 pl por litro de dgua de diluicdo (12). Caso se utilize um solvente como veiculo, é
necessario efetuar um ensaio de controlo adequado do solvente, além do ensaio dos outros grupos de controlo
(dgua limpa). Se ndo for possivel introduzir o produto quimico através da dgua, quer devido as caracteristicas
fisico-quimicas (baixa solubilidade) do mesmo quer em virtude da reduzida disponibilidade do produto
quimico, pode ponderar-se a introdugdo por via alimentar. Realizaram-se alguns trabalhos preliminares sobre a
exposicdo pela via alimentar, mas esta via ndo é habitualmente utilizada. A escolha do método deve ser
justificada por via documental e ser objeto de uma verificagdo analitica.

Escolha das concentragdes a utilizar no ensaio
Definigio da concentragio mais elevada

16. A concentracdo mais elevada a ensaiar é a mais baixa das seguintes concentra¢des: limite de solubilidade do
produto quimico em estudo, concentragio méaxima tolerada (CMT, no caso dos produtos quimicos com efeitos
toxicos agudos) ou 100 mg/l.

17. Define-se a concentragdo mdxima tolerada como a concentragdo mais elevada do produto quimico em estudo
que gera menos de 10 % de mortalidade aguda. Esta abordagem pressupde a existéncia de dados empiricos de
mortalidade devida a toxicidade aguda a partir dos quais se pode estimar a concentragio mdxima tolerada. A
estimativa da concentracdo médxima tolerada pode ser inexata e, normalmente, requer uma certa capacidade de
apreciagdo na matéria. Embora, tecnicamente, a utilizagdo de modelos de regressdo seja o melhor método de
estimativa da concentragio mdxima tolerada, pode obter-se uma aproximacdo ttil a partir de dados de
toxicidade aguda utilizando o valor correspondente a 1/3 da CL,,. Todavia, pode dar-se o caso de ndo estarem
disponiveis dados de toxicidade aguda para a espécie em estudo. Se assim for, pode realizar-se um ensaio de
CL;, as 96 horas com girinos representativos (isto ¢, que se encontrem no mesmo estidio) dos ensaiados pelo
Ensaio de Metamorfose em Anfibios. Caso se disponha de dados relativos a outras espécies aqudticas (por
exemplo estudos de CL,, em peixes ou noutras espécies de anfibios), é igualmente possivel, com base na
experiéncia profissional, recorrer a uma extrapolacio interespécies para estimar o valor provivel da
concentra¢do maxima tolerada.
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18. Se o produto quimico nio tiver efeitos téxicos agudos e se mantiver solivel acima de 100 mg/l, pode, como
alternativa, considerar-se esta concentragdo a concentragdo mais elevada a ensaiar, dado que, normalmente, a
mesma é considerada “praticamente ndo-tdxica”.

19. Embora ndo constituam o procedimento recomendado, podem utilizar-se métodos de renovacio estaticos se os
métodos de fluxo continuo forem inadequados para atingir a concentragdio mdxima tolerada. Caso se utilize
um método de renovacio estatico, ¢ necessario justificar por via documental a estabilidade do produto quimico
a concentragdo em causa, que deve respeitar o limite estabelecido nos critérios de desempenho. Recomenda-se
que os periodos de renovagio tenham a duracdo de 24 horas, ndo sendo aceitdveis periodos de renovagio que
se prolonguem por mais de 72 horas. No final de cada periodo de renovacdo, imediatamente antes desta,
medem-se pardmetros de qualidade da d4gua como o oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH.

Gama de concentragdes a ensaiar

20. Constitui requisito minimo o ensaio de trés concentragdes e um ensaio de controlo da dgua limpa (assim como,
se necessdrio, um ensaio de controlo do veiculo). A relagio entre as concentracdes ensaiadas mais elevada e
mais baixa deve ser, no minimo, de aproximadamente uma ordem de grandeza. O fator que relaciona duas
quaisquer doses consecutivas deve estar compreendido entre 0,1 (separagdio méxima) e 0,33 (separagdo
minima).

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Inicio e prosseguimento do ensaio
Dia 0

21. Inicia-se a exposi¢do quando o nimero de girinos da populagio de reserva pré-exposicdo que atingiram o
estadio de desenvolvimento 51, segundo Nieuwkoop e Faber (8), for suficiente, sendo a idade dos mesmos
inferior ou igual a 17 dias apds a fertilizagdo. Tendo em vista a selegdo dos animais a utilizar no ensaio,
reinem-se girinos sauddveis e de aparéncia normal da populagio de reserva numa cuba Gnica com um volume
adequado de dgua de diluicdo. Para se determinar o estddio de desenvolvimento, retiram-se os girinos um a um
do tanque de reunido, utilizando uma pequena rede ou um pequeno coador, e transferem-se para uma célula de
medigdo transparente (por exemplo uma placa de Petri de 100 mm) contendo dgua de dilui¢do. Para se
determinar o estddio de desenvolvimento, é preferivel ndo utilizar anestesia, embora se possa anestesiar um a
um os girinos, antes de os manipular, com uma solugdo a 100 mg/l de metanossulfonato de tricaina (por
exemplo MS-222), adequadamente tamponada com bicarbonato de sédio (pH 7,0). Caso se recorra a anestesia,
é necessario obter de um laboratério experiente a metodologia adequada para utilizar, por exemplo, o0 MS-222
e descrevé-la no relatério juntamente com os resultados do ensaio. Importa manipular os animais com cuidado
durante esta transferéncia, a fim de minimizar a tensdo associada a manipulagio e de evitar causar-lhes alguma
lesdo.

22. Determina-se o estddio de desenvolvimento dos animais utilizando um microscépio binocular de dissecacio.
Para reduzir a variabilidade final do estddio de desenvolvimento, é importante que este estddio seja
determinado com o maximo de exatiddo possivel. Segundo Nieuwkoop e Faber (8), o primeiro referencial de
desenvolvimento para a selecio de organismos que se encontrem no estidio 51 ¢é a morfologia das patas
traseiras. Examinam-se as caracteristicas morfologicas das patas traseiras ao microscopio. Embora deva
consultar-se na integra o guia de Nieuwkoop e Faber (8) para obter informagdes completas sobre a
determinagdo do estddio de desenvolvimento dos girinos, este pode ser determinado com fiabilidade com base
em referenciais morfoldgicos claros. Pode utilizar-se o quadro seguinte para simplificar e normalizar o processo
de determinacdo do estddio de desenvolvimento ao longo do estudo, identificando os referenciais morfologicos
claramente associados aos diferentes estddios num processo de desenvolvimento normal.

Quadro 2.

Referenciais morfolégicos claros para determinacio do estidio de desenvolvimento, segundo as
orientagdes de Neuwkoop e Faber.

Estddio de desenvolvimento

Referencial morfoldgico
51 [ 52| 53 [ 54 | 55|56 57|58 |59 60|61 |62]|63]|064|65]| 66

Patas traseiras XX | X|X|X|X|X

Patas dianteiras X[ X[ X]|X]|X

Estrutura craniofacial X|X|X|X
Morfologia do nervo olfativo X|X|X

Comprimento da cauda X|X|X|X
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23. Os girinos com os quais se inicia 0 ensaio devem estar no estddio 51. O referencial morfoldgico mais claro
para determinagdo desse estddio de desenvolvimento é a morfologia das patas traseiras, mostrada na figura 1.

Figura 1.

Morfologia das patas traseiras num girino de Xenopus laevis no estiddio de desenvolvimento 51.

24. Além da selecdo em fungdo do estddio de desenvolvimento, os animais a utilizar no ensaio também podem ser
selecionados com base no seu tamanho. Para o efeito, mede-se no dia 0 o comprimento total do corpo (ndo a
distancia entre a boca e a cloaca) dos animais de uma subamostra de aproximadamente 20 girinos no estddio
de desenvolvimento 51 segundo Neuwkoop e Faber. Uma vez calculado o comprimento médio do corpo dos
animais deste subgrupo, podem ser estabelecidos um limite minimo e um limite mdximo para o comprimento
do corpo dos animais a utilizar no ensaio, admitindo um desvio mdximo de 3 mm em relagdo ao valor médio
(os valores médios do comprimento do corpo dos girinos no estddio de desenvolvimento 51 variam entre
24,0 mm e 28,1 mm). No entanto, o estddio de desenvolvimento continua a ser o pardmetro principal para
determinar a aptiddo de um animal para o ensaio. Excluem-se do ensaio os girinos com lesdes ou deformacdes
manifestas.

25. Os girinos que satisfacam o critério do estddio de desenvolvimento supra conservam-se num tanque de dgua de
criagdo limpa até ao termo do processo de determinagdo daquele estidio. Uma vez concluido este processo,
distribuem-se aleatoriamente as larvas pelos tanques de exposi¢do até que cada um contenha 20 larvas. Em
seguida, verifica-se se hd animais com aspeto anémalo (por exemplo lesdes, natagdo anormal etc.) em algum
tanque. Removem-se dos tanques de exposi¢do os girinos claramente com aspeto pouco sauddvel e substituem-
-se por novas larvas retiradas do tanque de reunido.

Exames

26. Para informagGes mais aprofundadas sobre a conclusio do ensaio e o tratamento dos girinos, consultar o
documento de orientagdes da OCDE sobre a histologia da tiroide em anfibios (9).

Medicdes a efetuar no dia 7

27. No dia 7, retiram-se de cada tanque de ensaio cinco girinos escolhidos aleatoriamente em cada replicado. O
processo de escolha aleatéria utilizado deve garantir a cada organismo que participa no ensaio a mesma
probabilidade de ser selecionado. Para isso, pode utilizar-se qualquer método de aleatorizacdo, mas todos os
girinos tém de ser capturados com uma rede. Os girinos ndo selecionados sdo repostos no tanque de origem;
os girinos selecionados sdo eutanasiados sem sofrimento, por exemplo numa solu¢do com a concentragio de
150-200 mg/l de MS-222, adequadamente tamponada com bicarbonato de sédio para pH 7,0. Lavam-se com
dgua os girinos eutanasiados e enxugam-se, determinando-se em seguida o peso de cada um com a
aproximagdo de 1 mg. Determinam-se em cada girino o comprimento das patas traseiras, a distancia entre a
boca e a cloaca e o estddio de desenvolvimento (utilizando um microscépio binocular de dissecagio).
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Medicdes a efetuar no dia 21 (termo do ensaio)

28. No final do ensaio (dia 21), retiram-se os girinos restantes dos tanques de ensaio e eutanasiam-se sem
sofrimento, como anteriormente indicado (por exemplo numa solugdo com a concentragio de 150-200 mg|l
de MS-222, adequadamente tamponada com bicarbonato de sédio para pH 7,0). Lavam-se os girinos com 4gua
e enxugam-se, determinando-se em seguida o peso de cada um com a aproximagio de 1 mg. Determinam-se
em cada girino o estddio de desenvolvimento, a distancia entre a boca e a cloaca e o comprimento das patas
traseiras.

29. Tendo em vista as avaliacdes histoldgicas, colocam-se todas as larvas durante 48 a 72 horas em fixador de
Davidson, sob a forma de amostras de corpo inteiro ou sob a forma de amostras unicamente da cabega,
incluindo a mandibula. Retira-se de cada tanque de replicagdo uma amostra de cinco girinos para a histopa-
tologia. Dado que a espessura de células foliculares da tiroide depende do estddio de desenvolvimento (10), o
método de amostragem mais adequado para as andlises histoldgicas consiste em selecionar individuos que se
encontrem, o mais possivel, no mesmo estddio. A fim de selecionar girinos nessas condi¢des, comega-se por
determinar o estddio de desenvolvimento de cada larva antes da selecdo de larvas e do tratamento posterior das
mesmas para recolha de dados e conservacio. E necessirio proceder deste modo porque as diferencas normais
de desenvolvimento traduzem-se na ocorréncia de diferentes estddios de desenvolvimento em cada tanque de
replicagdo.

30. Sempre que possivel, os animais selecionados para a histopatologia (n = 5 de cada replicado) devem
corresponder a mediana dos estddios de desenvolvimento em que se encontram os girinos de controlo (todos
os replicados de controlo reunidos). Nos tanques de replicagdo em que existam mais de cinco larvas no estidio
adequado, selecionam-se aleatoriamente cinco delas.

31. Nos tanques de replicagdo com menos de cinco larvas no estddio adequado, selecionam-se aleatoriamente
individuos no estddio de desenvolvimento imediatamente inferior ou superior, de modo a completar uma
amostra de cinco larvas por replicado. De preferéncia, a decisdo de incorporar na amostra larvas do estadio de
desenvolvimento imediatamente inferior ou superior deve basear-se numa avaliagdo global da distribuicdo por
estddios nos grupos de controlo e nos grupos expostos ao produto quimico em estudo. Ou seja, se & exposicdo
ao produto quimico em estudo estiver associado um atraso de desenvolvimento, as larvas adicionais a
incorporar na amostra devem provir do estddio imediatamente inferior. Em contrapartida, se a exposi¢do ao
produto quimico em estudo estiver associada uma aceleragdio do desenvolvimento, as larvas adicionais a
incorporar na amostra devem provir do estddio imediatamente superior.

32. Caso a exposicdo ao produto quimico em estudo altere fortemente o desenvolvimento dos girinos, pode ndo
haver nenhuma sobreposigdo entre a distribui¢do por estddios nos grupos expostos ao produto quimico em
estudo e a mediana calculada dos estddios de desenvolvimento dos girinos de controlo. Unicamente nesses
casos, modifica-se o processo de selecdo, utilizando um estddio diferente da mediana dos estddios em que se
encontram os girinos de controlo para estabelecer uma correspondéncia com o estddio em que se encontram
as larvas que integram as amostras destinadas a histopatologia da tiroide. Se os estddios forem indeterminados
(no caso de assincronia), selecionam-se aleatoriamente para as andlises histoldgicas cinco girinos de cada
replicado. As razdes que tiverem justificado a incorporagdo nas amostras de larvas cujo estddio de desenvol-
vimento ndo seja equivalente a mediana dos estddios de desenvolvimento em que se encontram os girinos de
controlo devem constar do relatério.

Determinacio dos parimetros bioldgicos

33. Durante a fase de exposigdo de 21 dias, medem-se os parametros principais nos dias 7 e 21, mas é necessdrio
examinar diariamente os animais que participam no ensaio. O quadro 3 resume os pardmetros a medir e o
momento em que os exames correspondentes devem ser efetuados. Os documentos de orientacdes da OCDE
(9) contém informagdes mais pormenorizadas sobre as técnicas de medi¢do dos pardmetros apicais e de
avaliacdo histologica.

Quadro 3.

Momento da realizacio dos exames correspondentes ao parimetros principais do Ensaio de
Metamorfose em Anfibios.

Parametro apical Diariamente Dia 7 Dia 21

— Mortalidade

— Estddio de desenvolvimento

— Comprimento das patas traseiras

— Distancia entre a boca e a cloaca

— Peso corporal hiimido

— Histologia da tiroide
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Parametros apicais

34. O estadio de desenvolvimento, o comprimento das patas traseiras, a distincia entre a boca e a cloaca e o peso
corporal himido constituem os pardmetros apicais do Ensaio de Metamorfose em Anfibios. Descrevem-se
resumidamente a seguir. Os documentos de orientacdes referidos contém informagdes técnicas suplementares
sobre a recolha destes dados, incluindo os métodos recomendados de andlise assistida por computador.

Estddio de desenvolvimento

35. Determina-se o estddio de desenvolvimento dos girinos de Xenopus laevis com base nos critérios estabelecidos
por Nieuwkoop e Faber (8) para classificar esses estddios. Utilizam-se os dados relativos ao estddio de desenvol-
vimento para determinar se o desenvolvimento é acelerado, assincrono ou retardado ou ndo é afetado.
Determinam-se as aceleracdes e os atrasos de desenvolvimento por comparagdo da mediana dos estddios
atingidos pelos grupos expostos e pelos grupos de controlo. Considera-se que existe uma assincronia de
desenvolvimento quando os tecidos examinados ndo apresentam nenhuma anomalia ou malformagio, mas se
verifica um desfasamento relativo da morfogénese ou do desenvolvimento entre os diferentes tecidos do girino
examinado.

Comprimento das patas traseiras

36. A diferenciacio e o crescimento das patas traseiras sio regulados pelas hormonas da tiroide e constituem
referenciais de desenvolvimento importantes, ja utilizados na determinacio do estddio de desenvolvimento. O
desenvolvimento das patas traseiras ¢ utilizado como elemento qualitativo na determinacdo do estddio de
desenvolvimento, mas neste item é considerado um pardmetro quantitativo. Mede-se, portanto, o parimetro
comprimento das patas traseiras para detetar efeitos no eixo tiréideo (figura 2). Por razdes de coeréncia, mede-
-se 0 comprimento da pata traseira esquerda. Determina-se este comprimento nos dias 7 e 21 do ensaio. No
dia 7, a medigdo deste comprimento ndo oferece dificuldades, como se ilustra na figura 2. Porém, no dia 21, a
medi¢do é mais complicada, devido as curvas existentes nas patas. As medicdes do comprimento das patas
traseiras realizadas no dia 21 sdo, portanto, efetuadas a partir da parede corporal, ao longo da linha média do
membro e absorvendo todos os desvios angulares. Mesmo que as alteragdes verificadas no comprimento das
patas traseiras ao dia 7 jd ndo sejam identificdveis ao dia 21, ndo deixam de ser consideradas um indicador de
atividade potencial sobre a tiroide. Utilizando software de andlise de imagem, medem-se estes comprimentos em
fotografias digitalizadas, conforme de explica no documento de orientagdes da OCDE sobre a histologia da
tiroide em anfibios (9).

Comprimento e peso hiimido do corpo

37. O protocolo do ensaio compreende a determinagdo da distdncia entre a boca e a cloaca (figura 2) e do peso
himido para avaliar eventuais efeitos do produto quimico em estudo na taxa de crescimento dos girinos,
comparativamente ao grupo de controlo, sendo ambos tteis na detegdo de toxicidade generalizada do produto
quimico em estudo. Uma vez que a eliminagio da dgua a superficie dos girinos para a realizacdo das pesagens
pode causar-lhes tensdo e lesionar-lhes a pele, as medi¢des realizam-se, no dia 7, na subamostra de girinos
entdo constituida, no final do ensaio (dia 21), em todos os girinos restantes. Por razdes de coeréncia, considera-
-se para extremo caudal da medi¢do o lado cranial da cloaca.

38. A distancia entre a boca e a cloaca que serve para avaliar o crescimento dos girinos ¢é ilustrada na figura 2.

Figura 2.

Tipos de medicdes de comprimento no corpo (A) e medi¢io do comprimento das patas traseiras (B),
em girinos de Xenopus laevis (1).

snout-vent length tail length H -
> hind limb
whole body length length

- P —P




1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/243

Histologia da tiroide

39. Embora o estddio de desenvolvimento e o comprimento das patas traseiras sejam pardmetros importantes para
avaliar alteracdes do desenvolvimento metamorfico causadas pela exposi¢do, ndo pode considerar-se que, por si
s6, um atraso de desenvolvimento seja indicador de atividade antitirdidea. Algumas alteragdes s6 sdo
observaveis através de andlises histopatoldgicas de rotina. Entre os critérios de diagndstico contam-se a atrofia/
[hipertrofia da tiroide, a hipertrofia ou hiperplasia das células foliculares da tiroide e os seguintes critérios
qualitativos adicionais: superficie do limen folicular, qualidade do coloide e espessura/forma das células
foliculares da tiroide. Indicam-se no relatério os graus de intensidade (4 niveis). A referéncia (9) (Amphibian
Metamorphosis Assay: Part 1 — Technical guidance for morphologic sampling and histological preparation e Amphibian
Metamorphosis Assay: Part 2 — Approach to reading studies, diagnostic criteria, severity grading and atlas) contém
informagdes relativas a obtencdo e ao tratamento de amostras destinadas a andlise histologica e sobre a
realizagdo de andlises histoldgicas a amostras de tecidos. Antes de efetuarem andlises e avaliacdes histologicas
da tiroide, os laboratdrios que realizem o ensaio pela primeira vez (ou nas primeiras vezes que o realizarem)
devem aconselhar-se com patologistas experientes a fim de obterem formagio neste dominio. A ocorréncia de
alteragdes importantes e manifestas dos pardmetros apicais que indiciem assincronias ou aceleragdes do
desenvolvimento podem dispensar a realizacdo de andlises histopatoldgicas da tiroide. Todavia, a auséncia de
alteracdes morfoldgicas manifestas ou a ocorréncia de atrasos de desenvolvimento justifica a realizagdo das
analises.

Mortalidade

40. Verifica-se diariamente em todos os tanques de ensaio se neles morreram girinos e regista-se a mortalidade por
tanque. Registam-se igualmente a data, a concentragdio e o numero de tanque correspondentes a cada
constatacdo de mortalidade. Logo que sejam detetados, retiram-se os animais mortos do tanque de ensaio.
Taxas de mortalidade superiores a 10 % podem indiciar condi¢bes experimentais inadequadas ou efeitos
téxicos do produto quimico em estudo.

Exames adicionais

41. Registam-se os casos de comportamento anormal e de lesdes e malformacdes visiveis por exame macroscépico.
Registam-se igualmente a data, a concentracdo e o niimero de tanque correspondentes a cada constatagio de
comportamento anormal ou de lesdes ou malformagdes visiveis por exame macroscopico. O comportamento
normal dos girinos caracteriza-se pela suspensio dos mesmos na coluna de dgua com a cauda a um nivel
superior a cabeca, pelo batimento ritmico regular da barbatana caudal, por emersdes periddicas, pelos
opérculos em movimento e pela reacdo a estimulos. Constituem comportamentos anormais, por exemplo, a
flutuagdo a superficie, a imobilizacdo no fundo do tanque, natacio invertida ou irregular, falta de atividade a
superficie e auséncia de reacdo aos estimulos. Registam-se ainda as diferencas importantes de consumo de
alimentos entre grupos expostos ao produto quimico em estudo. Entre as lesdes ou malformagdes visiveis por
exame macroscopico contam-se, nomeando apenas algumas, anomalias morfoldgicas (por exemplo
deformacdes nos membros), lesdes hemorrdgicas e infe¢des bacterianas ou fungicas. A determinagdo destes
casos é qualitativa, efetua-se por compara¢do com os animais dos grupos de controlo e a ocorréncia dos
mesmos equipara-se a de sinais clinicos de doenga ou de tens3o. Se a ocorréncia ou a taxa de ocorréncia destes
casos nos tanques expostos ao produto quimico em estudo for superior a verificada nos grupos de controlo,
fica comprovada a existéncia de toxicidade manifesta.

DADOS E RELATORIOS
Recolha de dados

42. Todos os sistemas (manuais ou eletrénicos) de recolha de dados devem ser conformes com as boas praticas de
laboratério. Os dados a obter no estudo sdo os seguintes:

Produto quimico em estudo

— caracterizagdio do produto quimico: propriedades fisico-quimicas; informagdes sobre estabilidade e

biodegradabilidade;

— informagdes e dados sobre o produto quimico: método e frequéncia de preparagio das dilui¢des. Entre estas
informagdes contam-se as concentra¢des reais e nominais do produto quimico em estudo e, nos casos em
que se justifique, de produtos quimicos ndo-parentais. As medi¢des do produto quimico em estudo podem
incidir tanto nas solucdes de reserva como nas solucdes ensaiadas;

— solvente (se ndo for dgua): justificagdo da escolha e caracterizacdo do solvente (natureza, concentracio
utilizada).
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Condigdes de realizacdo do ensaio

— registos operacionais: trata-se de observagdes relativas ao funcionamento do sistema de ensaio, bem como a
infraestrutura e ao ambiente de apoio. Os registos abrangem, habitualmente, a temperatura ambiente, a
temperatura de ensaio, o fotoperiodo, o estado dos componentes cruciais do sistema de exposicdo (por
exemplo bombas, contadores de ciclos e mandmetros), os caudais, os niveis de dgua, a renovagio dos
frascos de solugdes de reserva e a alimentacdo fornecida. Os pardmetros gerais de qualidade de dgua
incluem o pH, o oxigénio dissolvido, a condutividade, o iodo total, a alcalinidade e a dureza;

— desvios do método de ensaio: contempla todas as informagdes sobre desvios do método de ensaio e a
descri¢do dos mesmos.

Resultados

exames e dados bioldgicos: compreendem o exame didrio da mortalidade, do consumo de alimentos, de
comportamentos anormais de natagdo, dos casos de letargia, das perdas de equilibrio, das malformagdes,
das lesdes etc. Exames a intervalos predefinidos e dados coligidos nesse 4mbito: compreendem o estddio de
desenvolvimento, o comprimento das patas traseiras, a distancia entre a boca e a cloaca e o peso hiimido;

técnicas de andlise estatistica utilizadas e justificagio da escolha; resultados da andlise estatistica, de
preferéncia sob a forma de quadros;

dados histoldgicos: compreendem a descricio dos mesmos, assim como o grau de intensidade e a taxa de
incidéncia das observagdes, como se explica no documento de orientagdes sobre histopatologia;

observagdes ad hoc: compreendem as descri¢des do estudo que ndo se enquadram nas outras categorias
referidas.

Relatério dos dados

43. O apéndice 2 compreende quadros de recolha didria de dados que podem servir de orientacdo para a recolha
de dados brutos e para o cdlculo dos pardmetros estatisticos de sintese. Inclui igualmente quadros destinados a
facilitar a comunicacdo de resumos dos dados correspondentes aos diversos pardmetros. Compreende ainda

quadros para as avaliagdes histoldgicas.

Especificacdes e aceitabilidade[validade do ensaio

44. Em geral, grandes desvios do método de ensaio geram dados inaceitdveis, que ndo cabe interpretar nem deles

redigir relatorio. Elaboraram-se, portanto, os critérios de orientagdo enunciados no quadro 4 para determinar a
qualidade do ensaio realizado e dos resultados gerais obtidos para os organismos de controlo.

Quadro 4

Especificacdes do Ensaio de Metamorfose em Anfibios.

Critério

Limite de aceitabilidade

Concentragdes ensaiadas

Variabilidade, ao longo dos 21 dias do ensaio, da con-
centragdo de ensaio medida < 20 %

Mortalidade no grupo de controlo

< 10 %; em nenhum dos replicados de controlo mor-
rem mais de 2 girinos

Valor minimo da mediana dos estddios de desenvolvi-
mento em que se encontram os girinos de controlo
no final do ensaio

57

Dispersdo do estddio de desenvolvimento no grupo de
controlo

Os individuos do décimo e do nonagésimo percentil
da distribuicdo do estidio de desenvolvimento ndo di-
ferem de mais de 4 estddios

Oxigénio dissolvido

> 40 % da saturagdo com ar (¥)
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Critério

Limite de aceitabilidade

pH

Mantém-se entre 6,5 e 8,5. As diferencas entre replica-
dos e entre niveis de exposi¢do ndo excedem 0,5

Temperatura da dgua

22 °C = 1 °G; as diferengas entre replicados e entre ni-
veis de exposi¢do ndo excedem 0,5 °C.

Concentragdes ensaiadas que ndo geram toxicidade
manifesta

>2

Fungio dos replicados

Fica comprometida a fun¢do no ensaio de ndo mais de
dois replicados

Condi¢Bes especiais relativas a utilizacio de um sol-
vente

Caso se utilize um solvente, constitui-se um grupo de
controlo do solvente e um grupo de controlo da dgua
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limpa, sendo os resultados correspondentes inseridos
no relatério

As diferencas com significincia estatistica entre o
grupo de controlo do solvente e o grupo de controlo
da dgua tém um tratamento especifico. Figuram
adiante mais informagdes.

Condi¢des especiais relativas a utilizacdo de um sis-
tema de renovagio estitico

Figuram no relatério os resultados de andlises quimi-
cas representativas efetuadas antes e depois da renova-
¢do

Mede-se o teor de amoniaco imediatamente antes da
renovacao

Medem-se imediatamente antes da renovagdo todos os
parametros de qualidade da dgua indicados no qua-
dro 1 do apéndice 1

O periodo de renovacio nio se prolonga por mais de
72 horas

Programa de alimentagio adequado (50 % da ragdo
didria constituidos por alimento comercial para giri-
nos)

(*) Para arejar a dgua podem ser utilizados borbulhadores. Recomenda-se que sejam regulados a niveis que ndo gerem tensdes
desnecessarias nos girinos.

Validade do ensaio

45. Para que um teste possa ser considerado aceitdvel/vilido, é necessirio que estejam preenchidos os seguintes
requisitos:

Condi¢des de validade de um ensaio para que possa considerar-se que a atividade na tiroide deu resultado
negativo:

1) A mortalidade ndo excede 10 % em nenhum grupo exposto ao produto quimico em estudo (nem no grupo
de controlo). Em nenhum replicado a mortalidade excede trés girinos; caso contrdrio, considera-se que o
replicado ficou comprometido.

2) Estdo disponiveis para as andlises pelo menos dois niveis de exposigdo, ndo estando comprometido nenhum
dos quatro replicados (de cada um deles).

3) Estdo disponiveis para as andlises pelo menos dois niveis de exposi¢do que ndo geram toxicidade manifesta.

Condi¢des de validade de um ensaio para que possa considerar-se que a atividade na tiroide deu resultado
positivo:

1) A mortalidade mdxima admissivel no grupo de controlo é de dois girinos por replicado.
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46.

Fluxograma de decisdo para a conducio do Ensaio de Metamorfose em Anfibios

Elaborou-se para o Ensaio de Metamorfose em Anfibios um fluxograma de decisdo destinado a facilitar a
condugdo do bioensaio e a interpretagio dos resultados deste (ver o fluxograma que constitui a figura 3).
Essencialmente, a logica de decisio baseia-se numa ponderagio dos pardmetros, sendo esta elevada no caso do
desenvolvimento acelerado, do desenvolvimento assincrono e da histopatologia da tiroide e mais reduzida no
caso do desenvolvimento retardado, da distancia entre a boca e a cloaca e do peso corporal hiimido (estes
ultimos pardmetros suscetiveis de também serem afetados pela toxicidade generalizada).

Figura 3.

Fluxograma de decisdo para a conducio do Ensaio de Metamorfose em Anfibios (EMA).

Ensaio vélido Repetir o estudo

EMA realizado

SIM

A

Desenvolvimento acelerado Atividade na tiroide

NAO
i
Desenvolvimento assincrono SIM (%) Atwidade naoide
NAO
Y
Efeitos histoldgicos significativos SIM ) Aidbdemaiitaide

Sem atividade
aparente na
tiroide:
Fim

Algumas autoridades reguladoras podem exigir a histologia, apesar da ocorréncia de desenvolvimento acelerado ou assincrono significativo.
A fim de determinar que pardmetros é necessdrio avaliar, a entidade que ird realizar o ensaio deve consultar as autoridades competentes antes
de lhe dar inicio.
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Desenvolvimento acelerado (determinado com base no estddio de desenvolvimento, na distdncia entre a boca e a cloaca e no
comprimento das patas traseiras)

47. Tanto quanto se sabe, s6 ocorre desenvolvimento acelerado devido a efeitos relacionados com as hormonas da
tiroide. Pode tratar-se de efeitos nos tecidos periféricos, nomeadamente devido a interacio direta com os
recetores das hormonas tirbideas (como a T4), ou de efeitos que alteram os niveis de hormonas tirdideas em
circulacdo. Em qualquer dos casos, considera-se existir indicio suficiente de atividade do produto quimico na
tiroide. Avalia-se o desenvolvimento acelerado de uma de duas maneiras. A primeira passa pela avaliagio do
estddio de desenvolvimento geral segundo o método normalizado de Nieuwkoop e Faber (8). A segunda passa
pela quantificagdo de determinadas caracteristicas morfoldgicas, como o comprimento das patas traseiras, ao
sétimo e ao vigésimo primeiro dias, critério que reage positivamente a efeitos agonistas nos recetores das
hormonas tirdideas. Caso se detete uma aceleragdo com significincia estatistica do desenvolvimento ou do
comprimento das patas traseiras, conclui-se que o ensaio revela atividade do produto quimico na tiroide.

48. A avaliagio da ocorréncia de desenvolvimento acelerado, em relagio a populagio de controlo, nos animais
ensaiados baseia-se nos resultados de andlises estatisticas realizadas aos seguintes quatro parimetros:

— comprimento das patas traseiras (normalizado em fun¢io da distancia entre a boca e a cloaca) ao dia 7 do
ensaio;

— comprimento das patas traseiras (normalizado em funcio da distancia entre a boca e a cloaca) ao dia 21 do
€nsaio;

— estddio de desenvolvimento ao dia 7 do ensaio;
— estadio de desenvolvimento ao dia 21 do ensaio.

49. Realizam-se as andlises estatisticas do comprimento das patas traseiras com base em comprimentos medidos na
pata esquerda. Normaliza-se o comprimento das patas traseiras tomando em consideragio a razdo entre esse
comprimento e a distancia entre a boca e a cloaca de cada individuo. Comparam-se em seguida as médias dos
valores normalizados obtidos para os diversos niveis de exposi¢io. Um aumento com significincia estatistica
do valor médio do comprimento das patas traseiras (normalizado) num grupo exposto ao produto quimico em
estudo, comparativamente ao grupo de controlo, ao dia 7 efou ao dia 21 do ensaio, revela aceleracio do
desenvolvimento (ver o apéndice 3).

50. Realizam-se as andlises estatisticas do estddio de desenvolvimento com base na determinagdo desses estddios de
acordo com os critérios morfologicos descritos por Nieuwkoop e Faber (8). A detecdo, numa anélise
multiquantal, de um aumento com significincia estatistica dos valores do estddio de desenvolvimento num
grupo exposto ao produto quimico em estudo, comparativamente ao grupo de controlo, ao dia 7 efou ao dia
21 do ensaio, revela aceleragio do desenvolvimento.

51. No Ensaio de Metamorfose em Anfibios, considera-se que um efeito com significancia estatistica em qualquer
dos quatro parametros referidos ¢ suficiente para se concluir pela ocorréncia de desenvolvimento acelerado. Ou
seja, a detecdo de efeitos com significincia estatistica no comprimento das patas traseiras num determinado
momento ndo tem de ser corroborada por efeitos com significAncia estatistica no comprimento das patas
traseiras noutro momento do ensaio nem por efeitos com significancia estatistica no estadio de desenvol-
vimento no mesmo momento determinado. Analogamente, a detecdo de efeitos com significincia estatistica no
estadio de desenvolvimento num determinado momento ndo tem de ser corroborada por efeitos com signifi-
cancia estatistica no estddio de desenvolvimento noutro momento do ensaio nem por efeitos com significincia
estatistica no comprimento das patas traseiras no mesmo momento determinado. Todavia, a detegdo de efeitos
com significincia estatistica em mais do que um pardmetro reforga as provas reunidas a favor da ocorréncia de
desenvolvimento acelerado.

Desenvolvimento assincrono (determinado com base em critérios de estddio de desenvolvimento)

52. Um desenvolvimento assincrono caracteriza-se por um desfasamento relativo da morfogénese ou do desenvol-
vimento entre os diferentes tecidos do girino examinado. A impossibilidade de determinar claramente o estadio
de desenvolvimento de um organismo com base na série de pardmetros morfolgicos considerados tipicos de
cada estadio ¢ reveladora de desenvolvimento assincrono dos tecidos no processo de metamorfose. O desenvol-
vimento assincrono constitui um indicador de atividade na tiroide. Os dnicos modos de acio conhecidos
causadores de desenvolvimento assincrono manifestam-se através dos efeitos do produto quimico na agdo
periférica das hormonas tirdideas efou no metabolismo dessas hormonas nos tecidos em desenvolvimento,
como se observa com os inibidores da desiodinase.

53. A avaliagdo da ocorréncia de desenvolvimento assincrono nos animais sujeitos ao ensaio baseia-se no exame
morfoldgico macroscépico dos mesmos nos dias 7 e 21 do estudo, comparativamente a populagio de
controlo.

54. A descri¢io do desenvolvimento normal do Xenopus laevis segundo Nieuwkoop e Faber (8) permite identificar a
ordem sequencial normal de remodelacio dos tecidos. O termo “desenvolvimento assincrono” refere-se, especi-
ficamente, aos desvios no desenvolvimento morfologico macroscépico dos girinos que impedem a
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determinagdo definitiva de um estddio de desenvolvimento com base nos critérios de Nieuwkoop e Faber (8),
devido ao facto de haver referenciais morfologicos fundamentais que revelam caracteristicas indicadoras de
estadios diferentes.

55. Como estd implicito no termo “desenvolvimento assincrono”, apenas se consideram os casos que evidenciem
desvios no progresso da remodelagdo de determinados tecidos comparativamente ao progresso evidenciado na
remodelagio de outros tecidos. Entre os fendtipos cldssicos, contam-se atrasos ou auséncia total na emergéncia
das patas dianteiras, em contraste com o desenvolvimento normal ou acelerado dos tecidos das patas traseiras e
da cauda, ou a reabsor¢io precoce das guelras, comparativamente ao estddio de morfogénese das patas traseiras
ou de reabsor¢io da cauda. Considera-se que um animal evidencia desenvolvimento assincrono se nio for
possivel classificd-lo em nenhum estddio, por ndo satisfazer a maior parte dos critérios de referenciais de
desenvolvimento correspondentes a cada estddio definido por Nieuwkoop e Faber (8), ou se uma ou mais
caracteristicas fundamentais evidenciarem um atraso ou uma aceleragio extremos (por exemplo cauda comple-
tamente absorvida, mas patas dianteiras ausentes). Esta avaliagdo é qualitativa e assenta no exame da totalidade
dos referenciais caracterizadores enumerados por Nieuwkoop e Faber (8). Ndo é necessdrio conservar registo do
estddio de desenvolvimento correspondente aos varios referenciais caracterizadores dos animais examinados.
Aos animais registados com desenvolvimento assincrono nédo ¢é atribuido nenhum estddio de desenvolvimento
segundo Nieuwkoop e Faber (8).

56. Por conseguinte, um critério central para a atribui¢do da classificagdo “desenvolvimento assincrono” a casos de
desenvolvimento morfologico anormal é a ocorréncia de desfasamentos relativos na remodelagio e
morfogénese dos tecidos, sem que a morfologia dos tecidos afetados seja abertamente anémala. Um exemplo
ilustrativo desta interpretacio das anomalias morfoldgicas macroscopicas é que um atraso na morfogénese das
patas traseiras, comparativamente ao desenvolvimento de outros tecidos, satisfaz o critério de “desenvolvimento
assincrono”, ao passo que casos em que o animal simplesmente ndo possua patas traseiras, evidencie anomalias
digitais (por exemplo ectrodactilia ou polidactilia) ou tenha qualquer outra malformagio manifesta das patas
ndo sio considerados “desenvolvimento assincrono”.

57. Neste contexto, os principais referenciais morfolégicos cuja coordenagdo, em termos de progresso
metamoérfico, importa avaliar compreendem a morfogénese das patas traseiras, a morfogénese das patas
dianteiras, a emergéncia das patas dianteiras, o estddio de reabsor¢do da cauda (em especial a reabsor¢io da
barbatana caudal) e a morfologia da cabeca (tamanho das guelras, estddio de reabsorcdo das guelras, morfologia
da mandibula, protrusdo da cartilagem de Meckel etc.).

58. Podem ocorrer diversos fendtipos morfoldgicos macroscopicos, consoante o modo de agdo do produto
quimico em causa. Entre os fendtipos cldssicos, contam-se atrasos ou auséncia total na emergéncia das patas
dianteiras, em contraste com o desenvolvimento normal ou acelerado dos tecidos das patas traseiras e da
cauda, ou a reabsor¢do precoce das guelras, comparativamente a remodelacdo das patas traseiras e da cauda.

Histopatologia

59. Se o produto quimico em estudo ndo apresentar toxicidade manifesta e ndo acelerar o desenvolvimento nem
causar desenvolvimento assincrono, procede-se a avaliagdo histopatoldgica da tiroide com base no documento
de orientagdes adequado (9). Na auséncia de toxicidade, os atrasos de desenvolvimento constituem forte
indicador de atividade antitirdidea, pese embora a andlise do estddio de desenvolvimento ser menos sensivel, e
menos eficaz na orientagdo do diagndstico, do que a andlise histopatoldgica da tiroide. Neste caso, €, portanto,
necessdrio efetuar andlises histopatoldgicas a tiroide. Foi demonstrada a ocorréncia de efeitos na histologia da
tiroide sem correspondéncia em efeitos no desenvolvimento. Caso se detetem alteracdes na histopatologia da
tiroide, considera-se que o produto quimico tem atividade na tiroide. Caso ndo se observem atrasos de
desenvolvimento nem lesdes histoldgicas na tiroide, considera-se que o produto quimico nio tem atividade na
tiroide. A razdo desta decisdo é que a tiroide estd sob a influéncia da TSH e que qualquer produto quimico que
altere as hormonas tiréideas em circulagio em grau suficiente para alterar a secre¢do de TSH provocard
alteracdes histopatoldgicas na tiroide. Hd vdrios modos e mecanismos de alteragdo das hormonas tirdideas em
circulagdo. Por conseguinte, embora o nivel de hormonas tirbideas constitua um indicador de efeitos na tiroide,
é insuficiente para determinar o modo ou mecanismo de reacdo subjacente.

60. Uma vez que este pardmetro ndo se presta a aplicacdo de métodos estatisticos bésicos, a associagio de um
efeito a exposicdo a um produto quimico assenta necessariamente no parecer especializado de um patologista.

Desenvolvimento retardado (determinado com base no estddio de desenvolvimento, no comprimento das patas traseiras, no
peso corporal e na distdncia entre a boca e a cloaca)

61. Podem ocorrer atrasos de desenvolvimento através de mecanismos antitirbideos ou de toxicidade indireta. A
conjugacio de atrasos de desenvolvimento moderados com sinais manifestos de toxicidade constitui
provavelmente indicio de um efeito tdxico inespecifico. Para reduzir a probabilidade de falsos positivos, a
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avaliacdo da toxicidade ndo associada a tiroide é elemento essencial do ensaio. Uma mortalidade excessiva
constitui indicagdo 6bvia da ocorréncia de outros mecanismos toxicos. Analogamente, uma redu¢io moderada
do crescimento, determinada com base no peso corporal efou na distdncia entre a boca e a cloaca, também
sugere toxicidade ndo associada a tiroide. Observa-se frequentemente um aumento evidente do crescimento por
acdo de produtos quimicos que perturbam o desenvolvimento normal, pelo que a presenga de animais de
maior porte ndo constitui necessariamente um indicador de toxicidade ndo associada a tiroide. A ocorréncia de
toxicidade na tiroide ndo pode, portanto, ser determinada unicamente com base no crescimento. A existéncia
de atividade na tiroide deve, sim, ser determinada com base na conjugacio do crescimento com o estidio de
desenvolvimento e a histopatologia da tiroide. Para se determinar a existéncia de toxicidade manifesta recorre-
-se igualmente a outros pardmetros, como a ocorréncia de edemas, lesdes hemorrdgicas ou letargia, um
consumo reduzido de alimentos, comportamentos natatdrios errdticos ou alterados etc. Se todas as concen-
tragdes ensaiadas gerarem sinais de toxicidade manifesta, reavalia-se a concentragdes inferiores o produto
quimico em estudo, antes de tirar conclusdes sobre a potencial atividade ou inatividade do mesmo na tiroide.

62. Na auséncia de outros sinais de toxicidade manifesta, a ocorréncia de atrasos de desenvolvimento com signifi-
cancia estatistica é reveladora de que o produto quimico tem atividade (antagonista) na tiroide. Na auséncia de
uma resposta estatistica inequivoca, esta conclusio pode ser corroborada pelos resultados da histopatologia da
tiroide.

Andlises estatisticas

63. De preferéncia, as andlises estatisticas dos dados realizam-se pelos processos descritos no documento Current
Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application (11). No que respeita aos
pardmetros quantitativos continuos (comprimento das patas traseiras, distdncia entre a boca e a cloaca e peso
hiimido) cuja relagdo dose-resposta seja mondtona, aplica-se o teste de Jonckheere-Terpstra de forma regressiva
para determinar se existe algum efeito com significincia estatistica da exposi¢do ao produto quimico.

64. No caso dos pardmetros continuos cuja relacdo dose-resposta no seja monétona, avalia-se a normalidade (de
preferéncia por meio do teste de Shapiro-Wilk ou do teste de Anderson-Darling) e a homogeneidade da
varidncia (recorrendo preferencialmente ao teste de Levene) dos dados. Os dados a utilizar em ambos os testes
sdo os residuos de uma andlise de varidncia (ANOVA). Embora seja preferivel realizar os testes formais de
normalidade e de homogeneidade da varidncia, estes podem substituir-se pela apreciagio de um especialista na
matéria. Em caso de ndo-normalidade ou de heterogencidade da variancia, deve recorrer-se a uma
transformagdo normalizadora e estabilizadora da varidncia. Se a distribuicio dos dados for normal com
varidncia homogénea (eventualmente apds a transformagdo a que se aludiu), recorre-se ao teste de Dunnett
para determinar se existe algum efeito com significincia estatistica da exposi¢do ao produto quimico. Se a
distribui¢do dos dados for normal com varidncia heterogénea (eventualmente apds a transformacdo a que se
aludiu), recorre-se ao teste de Tamhane-Dunnett (ou T3) ou ao teste U de Mann-Whitney-Wilcoxon para
determinar se existe algum efeito com significancia estatistica da exposi¢do ao produto quimico. Caso ndo se
consiga realizar nenhuma transformacdo normalizadora, recorre-se ao teste U de Mann-Whitney-Wilcoxon,
com aplicagio do ajustamento de Bonferroni-Holm aos valores p, para determinar se existe algum efeito com
significancia estatistica da exposi¢do ao produto quimico. Aplica-se o teste de Dunnett independentemente de
qualquer teste F de andlise de varidncia e o teste de Mann-Whitney independentemente de qualquer teste global
de Kruskall-Wallis.

65. Nio ¢é de esperar mortalidade com significincia estatistica. Porém, se os dados traduzirem uma relagio dose-
-resposta mondtona, recorre-se ao teste de Cochran-Armitage regressivo para avaliar a mortalidade. Caso
contrério, recorre-se ao teste exato de Fisher com ajustamento de Bonferroni-Holm.

66. Para determinar se existe algum efeito com significancia estatistica no estddio de desenvolvimento, resultante da
exposicdo ao produto quimico, aplica-se o teste de Jonckheere-Terpstra de forma regressiva as medianas dos
replicados. Uma técnica alternativa para determinar se existe algum efeito desse tipo — e preferivel, pois tem
em conta variacdes do perfil de distribuicdo — consiste em aplicar o teste de Jonckheere com andlise
multiquantal entre o 20.° e 0 80.° percentis.

67. A unidade de andlise adequada é o replicado. Por conseguinte, aplicam-se o teste de Jonckheere-Terpstra e o
teste U de Mann-Whitney as medianas dos replicados e o teste de Dunnett as médias dos replicados. Pode
avaliar-se se existe ou ndo uma relagio mondtona dose-resposta examinando simplesmente as médias ou
medianas dos replicados e dos niveis de exposi¢do ou entdo realizando os testes formais jd referidos (11). Caso
o niimero de replicados por nivel de exposigdo ou por grupo de controlo seja inferior a cinco, deve recorrer-se,
se possivel, as versdes de permutacio exata do teste de Jonckheere-Terpstra e do teste de Mann-Whitney. Em
todos os testes referidos, o nivel de significincia a considerar para ajuizar da significincia estatistica é 0,05.

68. O fluxograma da figura 4 serve para determinar que testes estatisticos aplicar a dados continuos.



Figura 4.

Fluxograma para determinar que método estatistico aplicar a dados de resposta continuos.
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Sim Nio <5 replicados por concentragio,
utilizar, se possivel, a versdo exata do

teste. 7

Teste de Dunnett para
determiner os efeitos

Teste de Tamhane- V"'.a,
Dunnett (T3), se

possivel. Caso contrério,

% seguir a scta.

.,

,

§
kA
)

7
'

0ST/¥S 1
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erodoing ogrun ep [eYQ [eulof
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Consideracdes especiais relativas a andlise dos dados
Niveis de exposicio que ficam comprometidos

69. Had vdrios fatores a ponderar para determinar se um replicado ou todo um nivel de exposicdo gera toxicidade
manifesta e deve ser excluido da andlise. Considera-se que existe toxicidade manifesta num replicado se a
mortalidade unicamente explicdvel por toxicidade — e ndo por erro técnico — nele for superior a 2
individuos. As hemorragias, comportamentos anémalos, natacdo anémala, anorexia e quaisquer outros sinais
clinicos de doenga sdo indicios adicionais de toxicidade manifesta. No tocante a sinais de toxicidade subletais,
pode ser necessdrio efetuar uma avaliagio qualitativa, comparativamente ao grupo de controlo da dgua limpa.

Grupo de controlo do solvente

70. A utilizagdo de um solvente deve ser sempre considerada uma solugdo de dltimo recurso, quando todas as
outras possibilidades de distribui¢do do produto quimico jd tiverem sido ponderadas. Caso se utilize um
solvente, é necessdrio incluir no ensaio um grupo de controlo da dgua limpa. No termo de ensaio, avaliam-se
os efeitos potenciais do solvente. Para isso, efetua-se uma comparacdo estatistica do grupo de controlo do
solvente com o grupo de controlo da dgua limpa. Uma vez que podem ser afetados por toxicidades ndo
associadas a tiroide, os pardmetros mais importantes a ter em conta neste 4mbito sdo o estddio de desenvol-
vimento, a distancia entre a boca e a cloaca e o peso himido. Caso se detetem diferencas com significancia
estatistica nestes parametros, por comparagdo entre o grupo de controlo da dgua limpa e o grupo de controlo
do solvente, determinam-se os valores dos pardmetros de resposta medidos no estudo utilizando o grupo de
controlo da dgua limpa. Caso ndo se detetem diferengas com significancia estatistica entre o grupo de controlo
da dgua limpa e o grupo de controlo do solvente em nenhuma das varidveis de resposta medidas, determinam-
-se os valores dos pardmetros de resposta medidos no estudo utilizando os grupos de controlo da dgua de
dilui¢io e do solvente reunidos.

Grupos expostos que atingem um estddio de desenvolvimento igual ou superior a 60

71. Apbs o estddio 60, o tamanho e o peso dos girinos diminuem, devido & reabsor¢do de tecidos e a redugdo da
massa de dgua total que contém. Por conseguinte, ndo é adequado utilizar medi¢des de peso hiimido e de
distancia entre a boca e a cloaca na andlise estatistica de diferengas de taxas de crescimento. O peso himido e
os dados dimensionais dos organismos cujo estddio de desenvolvimento segundo Nieuwkoop e Faber seja
maior que 60 devem, portanto, ser excluidos e deixam de poder ser utilizados na andlise de médias ou
medianas de replicados. Nesse caso, hd duas maneiras de analisar estes pardmetros relacionados com o
crescimento.

72. Uma delas consiste em considerar nas andlises estatisticas do peso hiimido efou da distdncia entre a boca e a
cloaca apenas os girinos cujo estddio de desenvolvimento ndo exceda 60. Considera-se que esta abordagem
permite gerar informacdes suficientemente robustas acerca da intensidade dos eventuais efeitos no crescimento,
desde que seja pequena (< 20 %) a propor¢do de animais sujeitos ao ensaio que sdo excluidos das anlises. Se o
nimero de girinos num estddio de desenvolvimento superior a 60 for maior do que 20 % para uma ou mais
concentragdes nominais, é necessario efetuar uma andlise de varidncia bifatorial hierarquizada que abranja
todos os girinos para avaliar os efeitos da exposi¢do ao produto quimico no crescimento, tendo neste caso em
conta o efeito dos estddios de desenvolvimento avancados no crescimento. O apéndice 3 contém orientac¢des
relativas a andlise de varidncia bifatorial do peso e do comprimento.
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Apéndice 1

Quadro 1

Condicdes experimentais do Ensaio de Metamorfose em Anfibios a 21 dias

Animais sujeitos ao ensaio

Larvas de Xenopus laevis

Estado larvar inicial

Estddio 51 segundo Nieuwkoop e Faber

Periodo de exposi¢do

21 dias

Critérios de selecdo das larvas

Estddio de desenvolvimento e comprimento total (facultativo)

Concentragdes ensaiadas

Pelo menos 3 concentragdes, abrangendo aproximadamente uma or-
dem de grandeza

Regime de exposicdo

Fluxo continuo (preferido) efou estitico com renovagio

Caudal no sistema de ensaio

25 ml/minuto (renovagdo completa do volume aproximadamente
cada 2,7 horas)

Pardmetros principais | Dias das determina-
¢oes

Mortalidade Diariamente
Estddio de desenvolvimento Dias 7 e 21
Comprimento das patas traseiras Dias 7 e 21
Distancia entre a boca e a cloaca Dias 7 e 21
Peso corporal himido Dias 7 e 21
Histologia da tiroide Dia 21

Agua de diluicio | Controlo do laboratério

Agua da torneira desclorada (filtrada por carvio vegetal) ou fonte la-
boratorial equivalente

Densidade de larvas

20 larvas por cuba de ensaio (5 por litro)

Solugdo de ensaio por cuba de ensaio

4-10 1 (altura minima de dgua de 10-15 cm) por cuba de ensaio de
vidro ou de ago inoxidével (por exemplo 22,5 cm x 14 cm x
16,5 cm)

Replicados

4 cubas de replicagdo de cada concentra¢do ensaiada e 4 replicados
de controlo

Taxa de mortalidade aceitdvel nas cubas de
controlo

< 10 % em cada cuba de replicacio

Fixac¢do da tiroide Nimero fixado

Todos os girinos (avaliam-se inicialmente 5 girinos por replicado)

Zona

Cabega ou todo o corpo

Fluido de fixacdo

Fixador de Davidson
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Alimentacio Alimento Micron® da SERA ou equivalente
Quantidade | Fre- Ver no quadro 1 o regime alimentar para o produto Micron® da
quéncia SERA
Iluminagdo Fotoperiodo 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo
Intensidade 600 a 2 000 lux (medidos a superficie da dgua)
Temperatura da dgua 22°Cx1°C
pH 6,5a 8,5

Concentragdo de oxigénio dissolvido

>3,5 mg/l (>40 % da satura¢do com ar)

Colheita de amostras para as anélises quimi-

cas

Uma vez por semana (4 colheitas de amostras por ensaio)




1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/255
Apéndice 2
Quadros para apresentagio de dados brutos e de dados de sintese
Quadro 1
Informacdes gerais sobre o produto quimico em estudo.
Informagdes sobre o produto quimico
Indicar o produto quimico em estudo, as unidades de concentracio e as concentragdes de exposigio
Produto quimico em estudo:
Unidades de concentragio:
Exposicdo 1
Exposicdo 2
Exposicao 3
Exposicdo 4
Data (dia 0): Indicar a data (mm/dd/aa)
Data (dia 7): Indicar a data (mm/dd/aa)
Data (dia 21): Indicar a data (mm/dd/aa)
Quadro 2
Folha de registo de dados brutos para os dias 7 e 21.
DIA X
DATA 00/00/00
Distancia | Compri- Peso ha-
Concen- Nimero Nimero NQme_rg Identific_a— Estidio de | entrea | mento das midq do
tracao da exposi- do rgph- do éndwl- dg_r dg) in- dgsenv?l- boli)z:l Ceaa past::isr atga- ocr;gr:;mlsel?;
¢ao cado uo 1viauo vimento C P
(mm) (mm) (mg)
ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
1 0,00 1
2 0,00 1
3 0,00 1
4 0,00 1
5 0,00 1
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Distdncia | Compri- Peso ha-

Concen- Nflmerq Nﬁmerg Nf{me'r(), Identific'a— Estddio de entre a | mento das midq do

wacso | daexposi- | dorepli- | doindivi- | dor doin- | desenvol- | bocaea | patas tra- | organismo

¢do cado duo dividuo vimento cloaca seiras completo

(mm) (mm) (mg)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
6 0,00 1
7 0,00 1
8 0,00 1
9 0,00 1
10 0,00 1
11 0,00 1
12 0,00 1
13 0,00 1
14 0,00 1
15 0,00 1
16 0,00 1
17 0,00 1
18 0,00 1
19 0,00 1
20 0,00 1
21 0,00 2
22 0,00 2
23 0,00 2
24 0,00 2
25 0,00 2
26 0,00 2
27 0,00 2
28 0,00 2
29 0,00 2
30 0,00 2
31 0,00 2
32 0,00 2
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Distdncia | Compri- Peso ha-

Concen- Nflmerq Nﬁmerg Nf{me'r(), Identific'a— Estddio de entre a | mento das midq do

wacso | daexposi- | dorepli- | doindivi- | dor doin- | desenvol- | bocaea | patas tra- | organismo

¢do cado duo dividuo vimento cloaca seiras completo

(mm) (mm) (mg)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
33 0,00 2
34 0,00 2
35 0,00 2
36 0,00 2
37 0,00 2
38 0,00 2
39 0,00 2
40 0,00 2
41 0,00 3
42 0,00 3
43 0,00 3
44 0,00 3
45 0,00 3
46 0,00 3
47 0,00 3
48 0,00 3
49 0,00 3
50 0,00 3
51 0,00 3
52 0,00 3
53 0,00 3
54 0,00 3
55 0,00 3
56 0,00 3
57 0,00 3
58 0,00 3
59 0,00 3
60 0,00 3
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Distdncia | Compri- Peso ha-
Concen- Nflmerq Nﬁmerg Nf{me'r(), Identific'a— Estddio de entre a | mento das midq do
wacso | daexposi- | dorepli- | doindivi- | dor doin- | desenvol- | bocaea | patas tra- | organismo
¢do cado duo dividuo vimento cloaca seiras completo
(mm) (mm) (mg)

ROW TRT TRT# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
61 0,00 4
62 0,00 4
63 0,00 4
64 0,00 4
65 0,00 4
66 0,00 4
67 0,00 4
68 0,00 4
69 0,00 4
70 0,00 4
71 0,00 4
72 0,00 4
73 0,00 4
74 0,00 4
75 0,00 4
76 0,00 4
77 0,00 4
78 0,00 4
79 0,00 4
80 0,00 4
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Quadro 3
Resumo dos valores calculados para os diversos parimetros relativos aos dias 7 e 21.
Estddio de desenvolvimento b Distancia entre a Comprimento das Peso (mg)
oca e a cloaca (mm) | patas traseiras (mm)

Nivel
de Repli- Minimo | Mediana | Mdximo | Média Desvio- Média Desvio- Média Desvio-

expo- cado -padrdo -padrio -padrdo

sicdo
1 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/[0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

Nota: Efetuam-se os cédlculos por casa com base nos dados constantes do quadro 2.
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Quadro 4

Mortalidade didria.

Dia do Daa | 1| 2 |3 |41 |2 |3]a|1|2[3]4|1|2]3]4
0 00/00/00
1 #Value!
2 #Value!
3 #Value!
4 #Value!
5 #Value!
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!
Soma por replicado ofojo|jo|lojOoO|jO|lO|O]J]O|O|O]|]O|O]|]O]O
Soma por nivel de ex- | 0 0 0 0
posigdo

Nota: Efetuam-se os célculos por casa com base nos dados constantes do quadro 1.
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Quadro 5

Critérios de qualidade da dgua.

Sistema de exposicdo (fluxo continuo/estitico com renovagio):

Temperatura:

Intensidade luminosa:

Ciclo luz-escuridio:

Alimentos:

Quantidade e frequéncia da alimentacio:

pH da 4gua:

Concentragdo de iodo na dgua utilizada no ensaio:

Quadro 6

Sintese dos dados quimicos.

Denominacio do produto quimico:

Nimero CAS:

Dia do Data | 1|23 |41 |23 l4l1l2al3|al1]2]3]4]1]2]|3]4
€ensaio

0 00/00/00

1 #Value!

2 #Value!

3 #Value!

4 #Value!

5 #Value!
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Denominacio do produto quimico:
Namero CAS:
Dia do Data al1]2]3]4]1]2 4
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!

Nota: Efetuam-se os cédlculos por casa com base nos dados constantes do quadro 1.
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Quadro 7

Quadros de resultados para os critérios histopatoldgicos fundamentais.

Patologista:

Produto quimico:

Data:

9p1oIN EP SAIR[NOI[OJ
se[n}e sep eisejdiadiy

apIoIN) BP SATL[NII[O]
se[nypd sep ersejdiodiy

9pIOIN BP S2IB[NDI[0]
se[n[ad sep eyonsadiyg

9pIOIN P SAIR[NOI[O]
se[n[od sep eyonsadiyg

aproan ep aproan ep
eyony eyony
aproan ep aproan ep
egonsadiy eyoszadiy

1 opeotjder — asop

e 03s0dxo [ewrue

z opeorjdor — asop

& 0sodxo [ewurue

1 opeotjder — asop

© 0)sodxa [ewrue

Z opeorjdor — asop

© 0)sodxa [ewue

= =
op ogdeoynuap| op odeoynuap| s op ogdesynuap| op ogdesynuap| s
ap1oIn P SATL[NOI[O] apI0N P SATL[NOI[O]
se[nyeo sep eisejdrodiy se[n[9o sep eisejdiodiyg
ap1oI P SATR[NOI[O] ap1oIN P SATL[NOI[O]
se[n[9d sep eyonsadiyg se[n[9o sep eyonsadiyg
aproan ep aproan ep
egony ejony
aproan ep aproan ep
eyonsadiy eyontadiy
1 opeorjdas z opeorjdar 1 opeorjdor — asop z opeorjdar — asop
— 0[01]UOD 9P [ELUIUE — 0[0]U0d P [ELUIUE - ® 0150dx0 [ewIIUE ® 0150dx0 [ewIIUE -
op ogdesynuap| Op 0opdedynuapP| M op ogdesynuap| op ogdesynuap| Tm
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Quadro 8

7

ogicos.

Outros critérios histopatol

Patologista:

Produto quimico:

Data:

,HESUSOm EUEHJ Oﬁ

anyIadns ep opdmuruiq

.HNTAUSO.W uswmj op

apy1adns ep opdmunurq

JIB[NJ1[0] UAN] Op
apy1adns ep oyuawny

JTe[ndI[0] USWN] Op
apyIadns ep ojuswINy

1 opeotjdar — asop
© 0150dxo [ewue

z opeorjdor — asop
® 0150dxo [ewue

1 opedyydar — asop
© 0150dxo [ewue

7 opeorjdar — asop
© 01s0dxo [ewue

op oededynuap] Op OBdedyNUIP] Im Op OB3eINUIP] op oedednnuAp] Moa
= =
Ie[NdI[0] USUN] Op JIe[NDI[0] U] Op
apradns ep oedmuriq anyIadns ep opdmuruiq
Ie[NOI[0] U] Op JIe[NdI[0] US| Op
apysadns ep oyuawny apy1adns ep oyuowny
1 opeorydas z opearpdas 1 opeorjdar — asop 7 opeordar — asop
— 0[01IU0D 3P [eLTUE — 0[0I1U0D dp [eLUIUE .. & 03sodxa [ewurue © 0)sodxa [ewrue ..
Op OB3BIYNUIP] Op OB3EINUIP] _m Op OB3BIYNUIP] Op 03eINUIP] M
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Quadro 9

dgicas.

2

Descrigio das observacdes histopatol

Data:

Produto quimico:

Patologista:

Descricao

1 O—umuﬂmuu — OJ0Iu0d °9p

[EWIUE Op OB3EIYIIUP]

C O@Nu:&w.ﬁ — 0]o1Iu0d °9p

[EWIUE Op OB3EIYIIUSP]

1 opeorjdor —osop e

01sodxa [euriue op oededynuap]

C Oﬁumuﬂmuu —os0pe

03sodxa [ewrue op oedesynuap]
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1 opeorjdor —osop e

01sodxa [eurtue op oededynuap]

C Oﬁwu:&oh —9os0pe

01s0dxa [ewiue op 0B3edyNUIP]

1 O@mu:&uh —9s0pe

03s0dxa [euriue op oededynuIp]

z opeordar —asop e

03sodxa [ewrue op oededynuap]




Quadro 10

Quadro-resumo para o dia x (7 ou 21) do Ensaio de Metamorfose em Anfibios.

910C°¢’L

[1d ]

erodoing ogrun ep [eYQ [euIof

Grupo de controlo Nivel de exposicdo 1 Nivel de exposi¢do 2 Nivel de exposicdo 3
Desv- Desv- Desv- Desv-
Pardmetro Replicado | Média | ' v N | Média | ' v N Valor p | Média | '} v N Valor p | Média | % cv N Valor p
-padr- -padr- -padr- -padr-
ao ao ao ao
Comprimento 1
das patas tra-
seiras
2
(mm)
3
4
Média:
Distancia en- 1
treabocaea
1
cloaca P
(mm)
3
4
Média:
Peso hdmido 1
(mg)
2
3
4
Média:

L9T/¥S 1




Quadro 11

Quadro-resumo dos dados do estddio de desenvolvimento no dia x (7 ou 21) do Ensaio de Metamorfose em Anfibios.

Grupo de controlo

Nivel de exposi¢do 1

Nivel de exposi¢do 2

Nivel de exposi¢do 3

Replicado | Mediana | Min. | Max. Mediana | Min. | Mdx. | N | Valor p | Mediana | Min. | Mdx. | N | Valor p | Mediana | Min. | Mdx. | Mediana | Valor p
Estddio de de- 1
senvolvi-
mento
2
3
4
Média:

897/¥S 1

[1d ]

erodoing ogrun ep [eYQ [eulof

910C°¢’1L
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Apéndice 3

Andlise alternativa do peso e do comprimento quando mais de 20 % dos girinos se encontram
num estddio de desenvolvimento avancado no caso de uma ou mais concentracdes

Se o nimero de girinos num estddio de desenvolvimento superior a 60 for maior do que 20 % para uma ou mais
concentracdes nominais, é necessdrio efetuar uma andlise de varidncia bifatorial hierarquizada que abranja todos os
girinos para avaliar os efeitos da exposi¢do ao produto quimico no crescimento, tendo neste caso em conta o efeito
dos estddios de desenvolvimento avangados no crescimento.

Trata-se de utilizar todos os dados, tendo em conta o efeito dos estddios de desenvolvimento avancados. Para isso,
pode recorrer-se a uma andlise de varidncia bifatorial hierarquizada. Define-se o critério Estadio avancado = «Sim»
para os animais cujo estddio de desenvolvimento seja igual ou superior a 61. Caso contrdrio, define-se Estddio
avancado = «(Ndo». Em seguida, realiza-se uma andlise de variancia bifatorial da concentragdo e do estidio avancado
e da interacdo destes, utilizando Rep(Conc) como fator aleatério e girino(Rep) como outro efeito aleatdrio. Esta
metodologia continua a tratar o replicado como unidade de andlise e gera essencialmente os mesmos resultados que
uma andlise das médias replicado*estddio avangado ponderada pelo nimero de animais considerados na média. Se
os dados nio satisfizerem os requisitos da andlise de varidncia no tocante a normalidade ou a homogeneidade da
varidncia, pode resolver-se o problema por meio de uma transformada de ordenamento normalizada.

Além do teste F de andlise de varidncia classico dos efeitos da concentragio, do estddio avangado e das interacdes
destes, pode cindir-se o teste F das interacdes em dois testes F de andlise de varidncia suplementares, o primeiro
aplicado as respostas médias correspondentes as diversas concentra¢des para Estddio Avangado = «Nio» e o segundo
aplicado as respostas médias correspondentes as diversas concentragdes para Estddio Avancado = «Sim». Realizam-se
para cada nivel de Estddio Avangado comparagdes suplementares das médias correspondentes as diversas concen-
tracdes de exposigdo e ao grupo de controlo. Caso se evidencie uma relagio dose-resposta nio-mondtona em algum
dos niveis da varidvel Estddio Avangado, pode efetuar-se uma andlise de tendéncia utilizando os contrastes
adequados ou comparagdes par a par simples. Procede-se a um ajustamento de Bonferroni-Holm dos valores p
apenas se a parte correspondente do teste F resultante da referida cisdo ndo tiver significancia. Estas operagdes
podem ser realizadas por SAS e, presumivelmente, por outros softwares estatisticos. A situagdo pode complicar-se se,
para algumas concentra¢des, nenhum animal estiver num estddio avancado. Porém, esses casos podem resolver-se
sem dificuldade.
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Apéndice 4

Definicdes

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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C.39. ENSAIO DE REPRODUCAO DE COLEMBOLOS NO SOLO
INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 232 (2009) da OCDE. Destina-se a avaliar os efeitos de
produtos quimicos na reprodugdo de colémbolos no solo. Baseia-se em procedimentos estabelecidos (1)(2). A
Folsomia candida, que se reproduz por partenogénese, e a Folsomia fimetaria, que se reproduz por via sexual, sdo
duas das espécies mais acessiveis de colémbulos, pois é possivel crid-las e estdo disponiveis no comércio.
Quando ¢ necessario avaliar habitats ndo abrangidos por nenhuma destas espécies, o0 método é extensivel a
outras espécies de colémbolos que cumpram os critérios de validade do ensaio.

2. Os colémbolos, que vivem no solo, sdo espécies com interesse ecoldgico para ensaios de ecotoxicidade. Trata-se
de hexdpodes com um exosqueleto fino muito permedvel ao ar e a dgua e constituem espécies de artrépodes
caracterizadas por uma via e uma taxa de exposicdo distintas das correspondentes as minhocas e aos vermes
da familia Enchytraeidae.

3. Em muitos ecossistemas terrestres, a densidade populacional de colémbulos é habitualmente da ordem de
10° m?2 no solo e na manta morta (3)(4). Os adultos medem normalmente 0,5 a 5 mm e é baixa a
contribui¢do destes animais para a respiracdo e a biomassa animal totais do solo, apontando as estimativas
para valores entre 1 % e 5 % (5). O papel mais importante que desempenham poderd, portanto, ser o de
reguladores potenciais de determinados processos através da predagio de microrganismos e da microfauna.
Uma grandes variedade de invertebrados endogeicos e epigeicos, como os dcaros, as centopeias, as aranhas, os
carabideos e os estafilinideos, sdo predadores dos colémbolos. Os colémbolos participam nos processos de
decomposi¢do nos solos dcidos, nos quais, juntamente com os enquitraideos, podem ser os invertebrados mais
importantes do solo, dada a auséncia habitual das minhocas e dos diplépodes nesses casos.

4. A Folsomia fimetaria tem uma distribui¢do planetdria e é comum em muitos tipos de solo, desde os solos
arenosos aos francos e dos solos hiimicos doces (mull) aos dcidos (mor). Trata-se de um colémbolo sem olhos e
sem pigmentacio que se encontra em solos agricolas de toda a Europa (6). E um animal omnivoro, de cuja
alimentagio fazem parte hifas fiingicas, bactérias, protozodrios e detritos. Por via da pastagem dos animais,
interage com infe¢des imputdveis a fungos fitopatogénicos (7) e pode influenciar micorrizas, como se sabe ser
o caso da Folsomia candida. Tal como sucede com a maior parte dos colémbulos, esta espécie reproduz-se por
via sexual, sendo necessdria a presenga permanente de machos para fertilizagdo dos ovos.

5. A Folsomia candida tem igualmente uma distribui¢do planetdria. Embora ndo seja comum na maior parte dos
solos naturais, ocorre frequentemente em grande niimero em locais ricos em hiimus. Trata-se também de um
colémbolo sem olhos e sem pigmentagdo. Dispdem de uma furca (6rgdo de salto) bem desenvolvida, correm
com desenvoltura e saltam facilmente se forem perturbados. Embora viva em solos mais ricos em matéria
orgénica, o papel ecoldgico da Folsomia candida é semelhante ao da Folsomia fimetaria. Reproduz-se por parteno-
génese e a ocorréncia de machos pode ser inferior a 1 em mil individuos.

PRINCIPIO DO METODO

6. Expdem-se colémbolos adultos (Folsomia fimetaria) ou juvenis (Folsomia candida) a uma gama de concentragdes
do produto quimico em estudo incorporado num solo artificial modificado (8), com teor de matéria orgénica
de 5 % (ou num solo alternativo). Pode estabelecer-se uma subdivisdo em duas etapas:

— Um ensaio exploratério da gama de concentragdes a utilizar, caso ndo se disponha de informacdes de
toxicidade suficientes, no qual os principais pardmetros avaliados sio a mortalidade e a reprodu¢io — apds
duas semanas na Folsomia fimetaria e ap6s trés semanas na Folsomia candida.

— Um ensaio de reproducio definitivo, no qual se avaliam o niimero de juvenis gerados pelos progenitores e
a sobrevivéncia destes tiltimos. Este ensaio prolonga-se por trés semanas no caso da Folsomia fimetaria e por
quatro semanas no caso da Folsomia candida.

Exprime-se o efeito téxico do produto quimico em estudo ao nivel da mortalidade e da reprodugdo dos adultos
pelos valores CL_ e CE, efetuando, por regressdo ndo-linear, um ajustamento dos dados obtidos a um modelo
adequado, a fim de estimar a concentragio que causaria x % de mortalidade ou de redu¢do da reprodugio ou,
em alternativa, o valor NOEC ou LOEC (9).
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INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUfMICO EM ESTUDO

7. E preferivel conhecer previamente as propriedades fisicas, a hidrossolubilidade, o log K, o coeficiente de
parti¢do entre a dgua e o solo e a pressdo de vapor do produto quimico em estudo. E ainda desejdvel ter
conhecimento do devir no solo do produto quimico em estudo, nomeadamente as taxas de fotélise, hidrélise e
biodegradagdo. Caso se disponha dessas informagdes, devem ser também indicados a identificagdo do produto
quimico segundo a nomenclatura da IUPAC, o nimero CAS, o lote de fabrico, o lote de acondicionamento, a
formula estrutural e o grau de pureza.

8.  Este método de ensaio serve para produtos quimicos hidrossoliveis ou insoliiveis em dgua, embora o modo
como se aplica ao produto quimico em causa varie concomitantemente. O método ndo é aplicdvel a produtos
quimicos volateis, isto ¢, a produtos quimicos cuja constante de Henry ou cujo coeficiente de particdo arfagua
seja superior a um, nem a produtos quimicos cuja pressio de vapor a 25 °C exceda 0,0133 Pa.

VALIDADE DO ENSAIO

9. Para que os resultados do ensaio sejam considerados vélidos, os grupos de controlo, ndo expostos, devem
satisfazer os seguintes critérios:

— Mortalidade média dos adultos no final do ensaio inferior a 20 %;
— Nuamero médio de juvenis por recipiente no final do ensaio nio inferior a 100;

— Coeficiente de variacdo, calculado para o niimero de juvenis no final do ensaio definitivo, inferior a 30 %.

PRODUTO QUIMICO DE REFERENCIA

10. A fim de verificar se os organismos ensaiados no sistema de ensaio estdo a responder dentro dos niveis
normais, ensaia-se periodicamente, ou inclui-se em todos os ensaios, um produto quimico de referéncia a
concentragdo CE,, para o tipo de solo escolhido para o ensaio. Um produto quimico de referéncia adequado é
o é4cido bérico, que, a cerca de 100 mg/kg de residuo seco de solo, deve reduzir a reprodugio de ambas as
espécies em 50 % (10)(11).

DESCRICAO DO ENSAIO
Recipientes e equipamento

11. Sdo recipientes adequados para o ensaio os que puderem conter 30 g de solo himido. Podem ser de vidro ou
de pléstico inerte (ndo-téxico). Todavia, nio devem ser utilizados recipientes de plastico que, devido a
fenémenos de sor¢do, reduzam a exposicio ao produto quimico. A superficie do fundo do recipiente deve
permitir que a profundidade do solo seja de 2 a 4 cm. Os recipientes devem dispor de tampas (de vidro ou de
polietileno, por exemplo) destinadas a reduzir a evaporagio de dgua, mas que ndo impecam as permutas
gasosas entre o solo e a atmosfera. Para possibilitar a passagem de luz, os recipientes devem ser, pelo menos,
translicidos.

12. E necessirio o equipamento normal de laboratério, designadamente o seguinte:
— camara de secagem;
— microscopio estereoscopico;
— medidor de pH e fotémetro;
— balangas de precisio adequadas;
— equipamento adequado de regulacio da temperatura;

— equipamento adequado de regulagio da humidade do ar (ndo essencial se os recipientes de exposicdo
tiverem tampa);

— incubador ou pequena cAmara com temperatura controlada;

— pingas ou um dispositivo aspirador de baixa succio.
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Preparacio do solo a ensaiar

13. Utiliza-se um solo artificial modificado (8) com teor de matéria organica de 5 %. Caso um solo artificial ndo se
assemelhe ao solo natural, pode utilizar-se como alternativa um solo natural. A composi¢do recomendada do
solo artificial (pesos secos, apds secagem até peso constante a 105 °C) é a seguinte:

— 5 % de turfa Sphagnum seca ao ar e finamente moida (granulometria aceitdvel: 2 + 1 mm);
— 20 % de argila caulinica (de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %);

— aproximadamente 74 % de areia industrial seca ao ar (em fungio da quantidade de CaCO, necessdria), com
predominancia de areia fina constituida por mais de 50 % de particulas de 50 a 200 micra. A quantidade
exata de areia depende da quantidade de CaCO, (ver a seguir); juntos, devem representar 75 %;

— 1,0 % de carbonato de cdlcio (CaCO, de qualidade analitica pulverizado), a fim de obter um pH de 6,0 *
0,5; a quantidade de carbonato de célcio a adicionar depende sobretudo da qualidade/natureza da turfa (ver
anota 1).

Nota 1: A quantidade de CaCO, necessdria depende dos componentes do substrato de solo e determina-se
medindo imediatamente antes do ensaio o pH de subamostras de solo hiimido pré-incubado.

Nota 2: Tendo em vista a normaliza¢do ulterior e uma melhor interpretagdo dos resultados, recomenda-se a
medicdo do pH e, facultativamente, da razdo C/N, da capacidade de permuta catibnica e do teor de matéria
organica do solo.

Nota 3: Se necessério, por exemplo para determinadas finalidades de ensaio, também podem ser utilizados
como substrato de ensaio efou de cultura solos naturais ndo-poluidos. Porém, caso se utilizem solos naturais,
estes devem estar isentos de qualquer contaminagdo e é necessdrio caracterizd-los, pelo menos, quanto a
origem (local de proveniéncia), ao pH, a textura (distribui¢do granulométrica), a capacidade de permuta
catiénica e ao teor de matéria orgdnica. Antes de utilizar um solo natural num ensaio definitivo, é aconselhdvel
demonstrar que o mesmo ¢é adequado para o ensaio e que permite cumprir os critérios de validade do ensaio.

14. Misturam-se cuidadosamente os componentes secos do solo (por exemplo num misturador laboratorial
grande). Determina-se a capacidade médxima de retencdo de dgua do solo artificial como se descreve no
apéndice 5. Otimiza-se o teor de humidade do solo utilizado no ensaio de modo a obter uma estrutura solta
porosa que permita aos colémbolos penetrarem nos poros. Este teor situa-se, normalmente, entre 40 % e 60 %
da capacidade médxima de retencdo de dgua.

15. Para equilibrar/estabilizar a acidez do solo, 2 a 7 dias antes do inicio do ensaio pré-humedece-se o solo
artificial seco com a quantidade de dgua desionizada suficiente para obter aproximadamente metade do teor
final de humidade. Para determinar o pH, utiliza-se (como se explica no apéndice 6) uma mistura 1:5 de solo
com solucdo 1 M de cloreto de potéssio (KCI) ou com solu¢do 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,). Se o solo
for mais dcido do que o intervalo admitido, pode ajustar-se a acidez adicionando uma quantidade adequada de
CaCO,. Se o solo for demasiado alcalino, pode ajustar-se a alcalinidade como um 4cido inorganico inécuo para
os colémbolos.

16. Divide-se o solo pré-humedecido num ndmero de porcdes correspondente ao nimero de concentragdes e de
grupos de controlo a ensaiar (acrescidos do produto quimico de referéncia, se for o caso). Adicionam-se os
produtos quimicos em estudo e regula-se o teor de dgua de acordo com o ponto 24.

Selecdo e preparacio dos animais a utilizar no ensaio

17. Dado que o estudo interlaboratorial comparativo deste método de ensaio (11) revelou que a Folsomia candida
cumpre os critérios de validade relativos a sobrevivéncia mais frequentemente do que a Folsomia fimetaria, a
espécie recomendada ¢ a primeira (reprodugdo por partenogénese). Caso se utilize outra espécie, terd a mesma
de cumprir os critérios de validade indicados no ponto 9. No inicio do ensaio, os animais devem apresentar-se
bem alimentados e ter idade compreendida entre 23 e 26 dias (Folsomia fimetaria) ou 9 e 12 dias (Folsomia
candida). O nimero de animais por replicado é o seguinte: 10 machos e 10 fémeas no caso da Folsomia
fimetaria; 10 fémeas no caso da Folsomia candida (ver o apéndice 2 e o apéndice 3). Para cada replicado,
selecionam-se aleatoriamente animais sincronos das placas e verifica-se o estado fisico e de satide em que os
mesmos se encontram. Deposita-se cada grupo de 10 ou 20 individuos num recipiente de ensaio selecionado
aleatoriamente, escolhendo-se fémeas grandes de Folsomia fimetaria, de modo que possam distinguir-se
facilmente dos machos da mesma espécie.
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Preparacio das concentragdes a utilizar no ensaio

18. Sdo quatro os métodos de aplicagdo do produto quimico em estudo que podem ser utilizados: 1) incorporacio
do produto quimico no solo utilizando dgua como veiculo; 2) incorpora¢do do produto quimico no solo
utilizando um solvente orgdnico como veiculo; 3) incorporagio do produto quimico no solo utilizando areia
como veiculo; ou 4) aplicacdo do produto quimico na superficie do solo. A escolha do método mais adequado
depende das caracteristicas do produto quimico e da finalidade do ensaio. Em geral, recomenda-se a mistura do
produto quimico em estudo com o solo. Pode, no entanto, exigir-se um método de aplicagdo coerente com a
utilizagdo pratica do produto quimico (por exemplo pulverizagdo de formulagdes liquidas ou utilizagdo de
formulacdes pesticidas especiais, como granulos ou produtos de tratamento de sementes). A menos que seja
aplicado a superficie do solo, aplica-se o produto quimico em estudo antes de se transferirem o colémbolos
para o solo e de os deixar penetrar em seguida neste.

Produtos quimicos hidrossoltiveis

19. Prepara-se uma solugdo do produto quimico em estudo em dgua desionizada, em quantidade suficiente para
todos os replicados de cada concentragio a ensaiar. Mistura-se cuidadosamente cada solugdo do produto
quimico em estudo com um lote de solo pré-humedecido, apés o que se transferem as misturas para os
recipientes de ensaio.

Produtos quimicos insoliiveis em dgua

20. No caso dos produtos quimicos insoliiveis em dgua, mas soliveis em solventes organicos, pode dissolver-se o
produto quimico em estudo no volume minimo de um solvente adequado (por exemplo acetona) que permita
uma boa mistura do produto quimico com o solo, misturando-o em seguida com uma parte da areia
quartzitica necessdria. Apenas podem ser utilizados solventes orgdnicos voldteis. Caso se utilize um solvente
organico, todas as concentra¢des a ensaiar e o grupo adicional de controlo negativo do solvente devem conter
a mesma quantidade minima de solvente. Para que o solvente utilizado na aplicacdo do produto quimico téxico
em estudo se possa evaporar, deixam-se algum tempo sem tampa os recipientes onde aquele foi aplicado, mas
inviabilizando qualquer dissipagdo do produto quimico durante esse periodo.

Produtos quimicos fracamente soliiveis em dgua e em solventes orgdnicos

21. No caso dos produtos quimicos fracamente soltveis em dgua e em solventes orgdnicos, mistura-se uma parte
da areia quartzitica de constitui¢io do solo com a quantidade do produto quimico em estudo necessaria para
obter a concentragdo pretendida no ensaio. Mistura-se cuidadosamente esta mistura de areia quartzitica e
produto quimico com o solo previamente humedecido por adi¢io da quantidade de dgua desionizada adequada
para obter o teor de humidade necessédrio. Distribui-se a mistura final pelos recipientes de ensaio. Repete-se o
processo para cada concentragdo a ensaiar, preparando-se igualmente um grupo de controlo adequado.

Aplicagdo na superficie do solo do produto quimico em estudo

22. Caso o produto quimico em estudo seja um pesticida, pode justificar-se aplicd-lo por pulverizacio na superficie
do solo. Nesta eventualidade, procede-se a aplicacio do produto quimico depois de os colémbolos serem
transferidos para o solo. Comega-se por colocar o substrato de solo humedecido nos recipientes de ensaio,
transferem-se os animais para os recipientes e, em seguida, pesam-se estes um a um. Para evitar a exposicdo
direta dos animais ao produto quimico por contacto direto daqueles com este, aplica-se o produto quimico em
estudo pelo menos meia hora antes da transferéncia dos colémbolos para o solo. Utilizando um pulverizador
de laboratdrio que permita simular adequadamente a pulverizacdo no terreno, aplica-se, 0 mais uniformemente
possivel, o produto quimico em estudo na superficie do solo. A aplicagdo deve decorrer dentro de uma
margem de temperatura de = 2 °C e, no caso das solugdes, emulsdes ou dispersdes aquosas, em observancia da
taxa de aplicacdo de dgua prevista nas recomendacdes de avaliacdo de riscos (a verificar por uma técnica de
calibracio adequada). O método de aplicacio de formulagBes especiais como grinulos ou produtos de
tratamento de sementes pode ser coerente com a pratica agricola. Fornece-se o alimento depois da
pulverizagdo.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Condigdes de realizacio do ensaio

23. Realiza-se o ensaio a temperatura média de 20 °C £ 1 °C, sendo a gama de temperaturas admitida de 20 °
C + 2 °C. Durante o ensaio sucedem-se ciclos controlados de luz-escuridio (12 horas de luz seguidas de
12 horas de escuriddo), devendo a iluminacio da zona onde se encontram os recipientes de ensaio situar-se
entre 400 lux e 800 lux.
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24. Para verificar a humidade do solo, pesam-se os recipientes no inicio, a meio e no final do ensaio. Caso se
detetem perdas de peso superiores a 2 %, adiciona-se dgua desionizada para as compensar. Note-se que as
perdas de dgua podem ser reduzidas mantendo uma humidade do ar elevada no incubador utilizado no ensaio.

25. Mede-se o pH no inicio e no final do ensaio exploratdrio da gama de concentra¢des e do ensaio definitivo.
Efetuam-se as medicdes numa amostra de controlo suplementar e numa amostra suplementar de solo exposto
por cada concentragio do produto quimico em estudo, preparadas e mantidas do mesmo modo que as culturas
ensaiadas, mas sem para elas transferir os colémbolos.

Procedimento de ensaio e medicdes

26. A quantidade de solo a transferir para os recipientes de ensaio de cada concentragdo ¢ de 30 g (peso fresco)
por recipiente. Preparam-se igualmente recipientes de controlo da dgua, sem incorporagio do produto quimico
em estudo. Caso se utilize um veiculo para a aplicagdo do produto quimico em estudo, procede-se ao ensaio,
paralelamente a série exposta aquele, de uma série de controlo apenas com o veiculo. Se forem utilizados
solventes ou dispersantes, a sua concentracdo deve ser igual a utilizada nos recipientes de ensaio que contém o

produto quimico em estudo.

27. Transfere-se com cuidado cada colémbolo para o recipiente de ensaio que lhe foi atribuido aleatoriamente,
colocando-se o animal na superficie do solo. Para melhor transferir os colémbolos, pode recorrer-se a um
dispositivo aspirador de ar de baixa suc¢gdo. O ntmero de replicados das concentragdes ensaiadas e de
replicados de controlo depende do tipo de ensaio utilizado. Dispéem-se os recipientes de ensaio aleatoriamente
no incubador e modifica-se aleatoriamente a posi¢do de cada recipiente uma vez por semana.

28. Nos ensaios com Folsomia fimetaria, utilizam-se em cada recipiente vinte adultos (10 machos e 10 fémeas) com
23 a 26 dias de idade. Ao 21.c dia, retiram-se os colémbolos do solo e contam-se. O sexo dos Folsomia
fimetaria que integram o lote de animais sincronizados utilizado no ensaio distingue-se pelo tamanho. Com
efeito, as fémeas sdo nitidamente maiores do que os machos (ver o apéndice 3).

29. Nos ensaios com Folsomia candida utilizam-se em cada recipiente dez juvenis com 9 a 12 dias. Ao 28.° dia,
retiram-se os colémbolos do solo e contam-se.

30. Como fonte alimentar adequada, adiciona-se no inicio do ensaio e apds cerca de duas semanas a cada
recipiente uma quantidade suficiente (por exemplo 2 a 10 mg) de levedura de padeiro desidratada granulada,
disponivel no comércio para uso doméstico.

31. No final do ensaio, determina-se a mortalidade e a reproducdo. Apds 3 semanas (Folsomia fimetaria) ou 4
semanas (Folsomia candida), retiram-se os colémbolos do solo utilizado no ensaio (ver o apéndice 4) e contam-
-se (12). Contam-se como mortos os colémbulos que ndo sejam retirados. Os métodos de retirada e de
contagem carecem de validacdo. Para que um método de retirada possa ser validado, a extragio de juvenis tem
de ser superior a 95 %, o que pode ser avaliado adicionando um ntiimero conhecido de individuos ao solo.

32. No apéndice 2, resumem-se e estabelece-se a cronologia das diversas etapas do procedimento de ensaio.

Planeamento do ensaio
Ensaio exploratdrio da gama de concentragdes

33. Se necessdrio, realiza-se um ensaio exploratério da gama de concentra¢des a utilizar ensaiando, por exemplo,
dois replicados de cada uma de cinco concentragdes do produto quimico em estudo (0,1, 1,0, 10, 100 e
1 000 mg/kg de peso seco de solo ) e de cada grupo de controlo. Para tomar decisdes acerca das concentragdes
a utilizar neste ensaio exploratério, pode ser ttil dispor de informagdes adicionais acerca da mortalidade e
reprodugio dos colémbolos, provenientes de ensaios de produtos quimicos semelhantes ou de referéncias
bibliogréficas.

34. Para garantir o surgimento de uma geragdo de juvenis, a duragdo do ensaio exploratério ¢ de duas semanas no
caso da Folsomia fimetaria e de trés semanas no caso da Folsomia candida. No final do ensaio, determina-se a
mortalidade e a reproducdo dos colémbolos. Registam-se o nimero de adultos e o niimero de juvenis.
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Ensaio definitivo

35. Para determinar uma CE_ (por exemplo CE,, ou CE,), ensaiam-se doze concentra¢des. Recomenda-se a
utilizagdo de, pelo menos, dois replicados de cada concentracio de exposicdo ensaiada e de seis replicados de
controlo. O intervalo entre as diversas concentracdes utilizadas varia em funcio da relacio dose-resposta.

36. Para determinar a NOEC/LOEC, é necessdrio ensaiar, pelo menos, cinco concentragdes em série geométrica.
Recomenda-se a utilizagdo de quatro replicados de cada concentragdo de exposicdo ensaiada e de oito
replicados de controlo. O intervalo entre concentracdes consecutivas deve ser expresso por um fator nio
superior a 1,8.

37. E possivel determinar conjuntamente a NOEC/LOEC e a CE, utilizando para o efeito oito concentragdes de
exposicdo em série geométrica. Recomenda-se, neste caso, a utilizagdio de quatro replicados de cada
concentragdo de exposi¢do ensaiada e de oito replicados de controlo. O intervalo entre concentra¢des
consecutivas deve ser expresso por um fator ndo superior a 1,8.

38. Se ndo for observado nenhum efeito para a concentracio mais elevada do ensaio exploratério da gama de
concentragdes a utilizar (1 000 mg/kg), pode assimilar-se o ensaio da reproducio a um ensaio do limite,
utilizando uma concentragdo de exposicio de 1 000 mglkg e o grupo de controlo. Um ensaio do limite
permitird demonstrar a inexisténcia de efeitos com significdncia estatistica a concentragdo limite. Nesse caso,
utilizam-se oito replicados do solo exposto e oito replicados de controlo.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

39. O principal pardmetro é a producio de descendéncia (ntimero de juvenis produzido por recipiente de ensaio).
Efetua-se uma andlise estatistica, por exemplo uma andlise de varidncia (ANOVA), para estabelecer uma
comparagdo por meio do teste t de Student, do teste de Dunnett ou do teste de Williams entre os niveis de
exposigdo. Calculam-se os intervalos de confianga a 95 % para as médias correspondentes a cada nivel de
exposi¢do.

40. O ntmero de adultos sobreviventes nos grupos de controlo, ndo-expostos ao produto quimico em estudo, é
um critério de validacdo fundamental de que é necessdrio guardar registo. Tal como no ensaio exploratério da
gama de concentra¢es a utilizar, também devem ser referidos no relatorio final todos os outros indicios de
efeitos nocivos.

CL, e CE,

41. Calculam-se os valores de CE,, assim como os correspondentes limites de confianca a 95 % superior e inferior
deste pardmetro, recorrendo a métodos estatisticos adequados (funcdo logistica ou de Weibull, método
simplificado de Spearman-Karber ou interpolagio simples). Determina-se a CE_inserindo na equagdo obtida o
valor correspondente a x % da média do grupo de controlo. Para calcular a CE,, ou qualquer outra CE,
procede-se a uma andlise de regressdo da série completa de dados. A CL,, é normalmente estimada por analise
da funcdo probit ou por andlises similares que tenham em conta a distribuicio binomial dos dados de
mortalidade.

NOEC/LOEC

42. Caso se pretenda determinar a NOEC/LOEC por andlise estatistica, é necessdrio dispor de dados estatisticos por
recipiente (sendo cada recipiente considerado um replicado). Devem ser utilizados métodos estatisticos
adequados, de acordo com o documento n.> 54 da OCDE intitulado Current approaches in the statistical analysis of
ecotoxicity data: a guidance to application (9). Em geral, investigam-se os efeitos adversos do produto quimico em
estudo, comparativamente ao grupo de controlo, efetuando testes de hipéteses unilaterais para p<0,05.

43. Pode testar-se a normalidade da distribui¢do e a homogeneidade da varidncia recorrendo a um teste estatistico
adequado, por exemplo o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Levene, respetivamente (p<0,05). Podem também
ser efetuados uma andlise de varidncia unifatorial e os subsequentes testes de multiplas comparagdes. Pode
recorrer-se a multiplas comparagdes (por exemplo o teste de Dunnett) ou a testes de tendéncia regressivos (por
exemplo o teste de Williams) para determinar se hd diferencas com significincia estatistica (p<0,05) entre os
grupos de controlo e as diversas concentragdes do produto quimico em estudo — para escolher o teste
recomendado, consultar o documento n.° 54 da OCDE (9). Alternativamente, pode recorrer-se a métodos nio-
-paramétricos (por exemplo, o teste U com ajustamento de Bonferroni-Holm ou o teste de tendéncia de
Jonckheere-Terpstra) para determinar a NOEC e a LOEC.
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44,

45.

46.

Ensaio do limite

Caso se tenha realizado um ensaio do limite (comparagdo do grupo de controlo unicamente com um nivel de
exposi¢do) e estejam preenchidos os requisitos para a realizagio de testes paramétricos (no tocante a
normalidade e homogeneidade), pode efetuar-se uma avaliagio das respostas mensurdveis recorrendo ao teste t
de Student. Se aqueles requisitos ndo estiverem preenchidos, pode utilizar-se um teste t de variancia desigual
(teste t de Welch) ou um teste ndo-paramétrico, como o teste U de Mann-Whitney.

Para verificar se existem diferencas com significincia entre grupos de controlo (grupo de controlo e grupo de
controlo do solvente), pode efetuar-se um teste aos replicados de cada grupo de controlo como se explicou
para o ensaio do limite. Caso os testes realizados ndo detetem diferengas com significancia estatistica, podem
agregar-se todos os replicados do grupo de controlo e do grupo de controlo do solvente. Caso contrério, é
necessario comparar cada nivel de exposi¢do com o grupo de controlo do solvente.

Relatério do ensaio

Elementos minimos a constar do relatério do ensaio:
Produto quimico em estudo
— identidade, lote de fabrico, lote de acondicionamento, nimero CAS, grau de pureza;

— propriedades fisico-quimicas (por exemplo log K, hidrossolubilidade, pressio de vapor, constante de
Henry (H) e, de preferéncia, informagdes sobre o devir no solo do produto quimico em estudo) conhecidas;

— formulagdo do produto quimico e aditivos, caso ndo se ensaie o produto quimico puro.
Organismos utilizados no ensaio

— identificacdo da espécie e do fornecedor, descricdo das condi¢des de criagdo e faixa etdria.
Condigdes de realizagdo do ensaio

— descricdo do esquema e do protocolo experimental;

— pormenores da preparacdo do solo ensaiado; caso se utilize um solo natural, especificagdes pormenorizadas
do mesmo (origem, histéria, distribuicdo granulométrica, pH, teor de matéria organica);

— capacidade de retengdo de dgua do solo;

— descricdo da técnica utilizada para aplicar ao solo o produto quimico em estudo;

— condicdes de realizagio do ensaio: intensidade luminosa, duragdo dos ciclos luz-escuridio, temperatura;
— descri¢do do regime alimentar, tipo e quantidade do alimento utilizado no ensaio, datas de alimentagio;

— pH e teor de humidade do solo no inicio e no final do ensaio (grupo de controlo e cada nivel de
concentragdo);

— descri¢do pormenorizada do método de retirada dos animais dos recipientes e eficiéncia desta.
Resultados do ensaio
— namero de juvenis determinado em cada recipiente de ensaio no final do ensaio;

— numero de adultos determinado em cada recipiente de ensaio no final do ensaio e mortalidade corres-
pondente ( %);

— descricdo dos sintomas fisiologicos ou patoldgicos manifestos e das alteragdes comportamentais evidentes;
— resultados obtidos com o produto quimico de referéncia;
— valores NOEC/LOEC, CL, referente a mortalidade e CE, referente a reproducio (principalmente CL,, CL,,,

CE,, e CE,,) e respetivos intervalos de confianga a 95 %; grafico do modelo de ajustamento utilizado no
célculo, equagdo da funcio correspondente e pardmetros do mesmo — ver (9);



L 54/278

Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

10)

11)

12)

13)

14)

15)

— todas as informacdes e constata¢des dteis para a interpretacio dos resultados;

— poder do teste realizado, caso se tenham efetuado testes de hipéteses (9);

— desvios dos procedimentos descritos neste método de ensaio e ocorréncias inabituais durante o ensaio;
— validade do ensaio;

— relativamente a NOEC, quando estimada, diferenca minima detetdvel.
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Apéndice 1

Definicdes

Aplicam-se neste método as seguintes defini¢des (neste ensaio, as concentra¢des definidas com base nos efeitos que
lhes estdo associados exprimem-se em termos de massa do produto quimico em estudo por massa de residuo seco
do solo ensaiado):

Produto quimico: substincia ou mistura.

NOEC (concentragio sem efeitos observéveis): concentragdo do produto quimico em estudo a qual ndo se observa
nenhum efeito do mesmo. Neste ensaio, a concentragio NOEC ndo tem nenhum efeito com significincia estatistica
(p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo.

LOEC (menor concentragdo com efeitos observéveis): menor concentracio do produto quimico em estudo que tem
algum efeito com significincia estatistica (p < 0,05) num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao
grupo de controlo.

CE, (concentracdo com x % de efeitos): concentragio que causa efeitos em x % dos organismos sujeitos a ensaio
num determinado periodo de exposi¢do, comparativamente ao grupo de controlo. Por exemplo, a CE, é uma

concentracdo que causa efeitos, num pardmetro ensaiado, em 50 % da populagio exposta durante o periodo
definido.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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Apéndice 2

Principais etapas do ensaio com colémbolos e cronologia das mesmas

As etapas do ensaio podem ser resumidas da seguinte forma:

Cronologia (dia) Acdo
-23a-26 Preparagdo de uma cultura sincrona de Folsomia fimetaria.
-14 Preparagdo do solo artificial (mistura dos componentes secos).

Verificagdo do pH do solo artificial e ajustamento eventualmente necessario.

Medigdo da capacidade méxima de retencdo de dgua do solo.

-9a-12 Preparagio de uma cultura sincrona de Folsomia candida.
-2a-7 Pré-humedecimento do solo.
-1 Reparti¢do dos juvenis por lotes.

Preparagdo das solucdes de reserva e aplicagio do produto quimico em estudo, caso a aplicagio
seja por meio de um solvente organico.

0 Preparagdo das solucdes de reserva e aplicacdo do produto quimico em estudo, caso se trate da
aplicacdo de um produto quimico sélido ou hidrossoliivel ou se 0 mesmo for aplicado a superficie
do solo.

Medi¢do do pH do solo e pesagem de cada recipiente.

Fornecimento de alimento. Introdu¢do dos colémbolos.

14 Ensaio exploratério da gama de concentra¢des a utilizar no caso da Folsomia fimetaria: termo do
ensaio, retirada dos animais, medi¢do do pH do solo e da perda de dgua (peso) do solo.

Ensajos definitivos: medi¢do do teor de humidade, reposi¢do de dgua e adicdo de 2-10 mg de leve-
duras.

21 Ensaio definitivo da Folsomia fimetaria: termo do ensaio, retirada dos animais, medi¢do do pH do
solo e da perda de dgua (peso) do solo.

Ensaio exploratdrio da gama de concentra¢des a utilizar no caso da Folsomia candida: termo do en-
saio, retirada dos animais, medi¢do do pH do solo e da perda de dgua (peso) do solo.

28 Ensaio definitivo da Folsomia candida: termo do ensaio, retirada dos animais, medicio do pH do
solo e da perda de dgua (peso) do solo.
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Apéndice 3

Orientagdes relativas a criagdo e sincronizacio de Folsomia fimetaria e de Folsomia candida

A cronologia e as duragdes aqui indicadas devem ser verificadas para cada estirpe de colémbolos, a fim de garantir
que os tempos previstos sdo suficientes para que se disponha do ndmero necessrio de juvenis sincronizados.
Basicamente, sdo a postura de ovos ap6s transferéncia dos adultos para um substrato fresco e a subsequente eclosio
dos mesmos que determinam o dia adequado de recolha de ovos e de juvenis sincronos.

Recomenda-se a existéncia em permanéncia de uma cultura de reserva, constituida, por exemplo, por 50 recipientes|
[placas de Petri. Deve manter-se a cultura de reserva em boas condi¢des de alimentagdo, fornecendo-lhe
semanalmente alimentos e dgua e dela retirando o alimento velho e as carcacas. Se o nimero de colémbolos
presentes no substrato for demasiado pequeno, pode haver um acréscimo de desenvolvimento fingico com
consequéncias em termos de inibicdo. Caso se utilize muito frequentemente a cultura de reserva na produgdo de
ovos, a cultura pode esgotar-se. Constituem sinais de esgotamento a presenga de adultos mortos e de bolores no
substrato. Os ovos sobejantes da produgdo de animais sincronos podem ser utilizados para rejuvenescer a cultura.

Numa cultura sincrona de Folsomia fimetaria, distinguem-se os machos das fémeas em primeiro lugar pelo tamanho.
Os machos sdo claramente mais pequenos do que as fémeas e deslocam-se mais rapidamente do que estas. Ndo é
necessdria grande experiéncia para determinar corretamente o sexo, podendo este ser confirmado por inspecio da
zona genital ao microscépio (13).

1. Criacdo
1.a) Preparacgdo do substrato de cultura

O substrato de cultura é constituido por gesso de paris (sulfato de cdlcio) com carvdo vegetal ativado. Esta
mistura proporciona um substrato hiimido, sendo a funcdo do carvdo vegetal absorver as excre¢des e os gases
gerados (14)(15). Podem ser utilizadas diversas formas de carvido vegetal para facilitar o exame dos colémbolos.
Por exemplo, utiliza-se carvdo vegetal em p6 para a Folsomia candida e a Folsomia fimetaria (obtendo-se um gesso
de paris negro ou cinzento):

Componentes do substrato:
— 20 ml de carvio vegetal ativado,
— 200 ml de dgua destilada,

— 200 ml de gesso de paris;

— 50 g de carvido vegetal ativado em po,
— 260-300 ml de dgua destilada,
— 400 g de gesso de paris.

Deixa-se a mistura constituinte do substrato repousar antes de a utilizar.

1.b) Reprodugio

Mantém-se os colémbolos em recipientes — por exemplo placas de Petri (90 mm x 13 mm) — com o fundo
coberto por uma camada de 0,5 cm de substrato de gesso e de carvdo vegetal. Criam-se os animais a
temperatura de 20 °C + 1 °C com ciclos de 12 horas de luz seguidos de 12 horas de escuriddo (400-800 lux).
Mantém-se os recipientes sempre himidos, de modo que a humidade relativa do ar dentro deles seja de 100 %.
Para isso, pode haver dgua livre no interior do gesso (poroso), mas ndo uma pelicula de dgua a superficie deste.
Podem ser evitadas perdas de dgua mantendo himido o ar ambiente. Removem-se dos recipientes todos os
individuos mortos e o alimento bolorento. Para estimular a producio de ovos, é necessirio transferir espécimes
adultos para placas de Petri guarnecidas com substrato fresco de gesso de paris e carvdo vegetal.
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1.c) Fonte alimentar

A tnica fonte alimentar utilizada para a Folsomia candida e a Folsomia fimetaria é um granulado de levedura de
padeiro desidratada. Para evitar a formagio de bolores, prepara-se alimento novo uma ou duas vezes por
semana. Coloca-se o alimento a superficie do gesso de paris, formando um pequeno monticulo. Ajusta-se a
quantidade de levedura de padeiro a dimensdo da populagdo de colémbolos; em geral, sdo suficientes 2-15 mg.

2. Sincronizacio

A fim de obter animais homogéneos, no mesmo estidio de desenvolvimento e com o mesmo tamanho, é
necessdrio realizar o ensaio com animais sincronizados. Além disso, a sincronizagdo permite distinguir os
machos das fémeas de Folsomia fimetaria a partir das trés semanas de idade, com base no dimorfismo sexual
refletido na diferenca de tamanhos. Descreve-se a seguir uma maneira de obter animais sincronizados (as etapas
préticas sdo meras sugestdes).

2.a) Sincronizagdo

— Preparam-se recipientes com uma camada de substrato de gesso de paris e carvdo vegetal com 0,5 cm de
espessura.

— Para a postura, transferem-se para novos recipientes 150 a 200 adultos de Folsomia fimetaria ¢ 50 a 100
adultos de Folsomia candida dos melhores 15 a 20 recipientes da cultura de reserva com substrato de 4 a 8
semanas e fornece-se-lhes 15 mg de levedura de padeiro. Néo transferir juvenis juntamente com os adultos,
pois a presenga de juvenis pode inibir a producio de ovos.

— Mantém-se a cultura a temperatura de 20 °C + 1 °C (média de 20 °C), com ciclos de 12 horas de luz
seguidos de 12 horas de escuriddo (400-800 lux). E necessdrio que haja alimento fresco e que o ar esteja
saturado de humidade. A falta de alimento pode levar os animais a defecarem nos ovos, com formagio de
fungos a superficie destes; no caso da Folsomia candida, os animais podem comer os préprios ovos. Apés
10 dias, recolhem-se cuidadosamente os ovos com uma agulha e uma espitula e transferem-se para
pequenos pedagos de papel de filtro previamente embebido numa calda de gesso de paris e carvido vegetal,
colocados num recipiente com substrato fresco de gesso e carvdo vegetal. Para atrair os juvenis e fazé-los
sair do papel de filtro, adicionam-se alguns granulos de levedura. E importante que o papel de filtro e o
substrato estejam himidos, para que os ovos ndo se desidratem. Outra possibilidade é remover os adultos
das caixas de cultura sincronizada depois de produzirem ovos durante 2 ou 3 dias.

— Ap6s trés dias, a maior parte dos ovos a superficie do papel de filtro terdo eclodido, podendo encontrar-se
alguns juvenis por debaixo desse papel.

— Para que a idade dos juvenis seja homogénea, retira-se com uma pinga da placa de Petri o papel de filtro
com os ovos ainda nio eclodidos. Deixam-se os juvenis (que tém 0 a 3 dias) na placa de Petri e alimentam-
-se com levedura de padeiro. Descartam-se os ovos nio eclodidos.

— Cultivam-se os ovos e os juvenis do mesmo modo que os adultos. No caso da Folsomia fimetaria, procede-se
do seguinte modo: fornece-se alimento fresco em quantidade suficiente e retira-se o alimento velho
bolorento; apds uma semana, distribuem-se os juvenis por novas placas de Petri, mantendo uma densidade
superior a 200.

2.b) Manipulagio dos colémbolos no inicio do ensaio

— Recolhem-se os animais (com 9 a 12 dias no caso da Folsomia candida ou com 23 a 26 dias no caso da
Folsomia fimetaria), por exemplo por aspiracdo, e transferem-se para um pequeno recipiente guarnecido com
substrato humedecido de gesso e de carvdo vegetal; verifica-se a0 microscépio o estado fisico em que se
encontram, descartando-se os animais feridos ou lesionados. Realizam-se todas as etapas mantendo os
colémbolos numa atmosfera hdmida — utilizando superficies htimidas, por exemplo — para evitar stress
hidrico.

— Vira-se o recipiente ao contrrio e dio-se pequenas pancadas nele para transferir os colémbolos para o solo.
E necessario descarregar a eletricidade estdtica, caso contrario os animais poderiam ficar suspensos no ar ou
aderentes ao recipiente de ensaio, acabando por secar. Para descarregar a eletricidade estdtica, pode colocar-
-se um ionizador ou um tecido himido debaixo do recipiente.

— Distribui-se o alimento a superficie do solo, sem o amontoar.
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— Durante o transporte e o ensaio é conveniente nio dar pancadas nos recipientes de ensaio nem os
perturbar de qualquer outro modo, pois isso poderia aumentar a compactagdo do solo e dificultar as
interagdes dos colémbolos.

3. Outras espécies de colémbolos possiveis

Para a realizacdo deste ensaio, podem ser utilizadas outras espécies de colémbolos, como a Proisotoma minuta, a
Isotoma viridis, a Isotoma anglicana, a Orchesella cincta, a Sinella curviseta, a Paronychiurus kimi, a Orthonychiurus
folsomi e a Mesaphorura macrochaeta. A utilizacdo de espécies alternativas estd subordinada aos seguintes
requisitos:

— identificacdo inequivoca da espécie;
— fundamentacio da utilizacdo da espécie;

— inclusdo da biologia reprodutiva na fase de ensaio, para que a mesma possa constituir um alvo potencial
durante a exposi¢io;

— ciclo de vida conhecido: idade de maturagdo, duracio do desenvolvimento dos ovos e estidios de desenvol-
vimento expostos;

— condicdes 6timas de crescimento e de reprodugdo proporcionadas pelo substrato utilizado no ensaio e pela
alimentagio fornecida;

— variabilidade suficientemente reduzida, para que possa estimar-se a toxicidade com precisdo e exatiddo.
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Apéndice 4

Retirada e contagem dos animais

1. Distinguem-se dois métodos de retirada dos animais:

1.a) Primeiro método: Utiliza-se um extrator com gradiente de temperatura regulado baseado nos principios de
MacFayden (1). O calor provém de um elemento térmico existente na parte superior da caixa de extracdo e é
regulado por um termistor colocado na superficie da amostra de solo. A temperatura do liquido refrigerado que
rodeia o recipiente de recolha é regulada por um termistor existente na superficie da caixa de recolha (situado
abaixo do solo). Os termistores estdo ligados a uma unidade reguladora programédvel que aumenta a
temperatura segundo um programa pré-definido. Recolhem-se os animais na caixa de recolha arrefecida (2 °C),
em cujo fundo se colocou uma camada de gesso de paris e carvdo vegetal. Inicia-se a retirada a 25 °C e
aumenta-se automaticamente a temperatura 5 °C de 12 em 12 horas, durante 48 horas. Ap6s 12 horas a 40 °
C, dé-se a retirada por terminada.

1.b) Segundo método: Apds o periodo de incubagio experimental, avalia-se pelo método de flutuacdo o nimero de
colémbolos juvenis presentes. Para isso, realiza-se o ensaio em recipientes com volume aproximado de 250 ml.
No final do ensaio, adicionam-se aproximadamente 200 ml de dgua destilada. Para que os colémbolos fiquem a
flutuar, mexe-se suavemente o solo com um pequeno pincel. Para facilitar a contagem, aumentando o contraste
entre a dgua e os colémbolos (que sdo brancos), pode adicionar-se a d4gua uma pequena quantidade (aproxima-
damente 0,5 ml) de pigmento fotogréfico negro Kentmere. O pigmento nio é toxico para os colémbolos.

2. Contagem:

Pode efetuar-se a contagem a olho nu ou com um microscépio ético, apds colocagdo de uma grelha por cima
do recipiente de flutuacdo, ou fotografando a superficie de cada recipiente e contando posteriormente os
colémbolos em fotografias ampliadas ou diapositivos projetados. Também pode efetuar-se a contagem
recorrendo a técnicas de digitalizacdo de imagem (12). E necessdrio validar a técnica utilizada.
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Apéndice 5

Determinacio da capacidade maxima de retencio de dgua do solo

Considera-se adequado o método a seguir descrito de determinac¢do da capacidade mdxima de retencdo de dgua do
solo. Consta do anexo C da norma ISO DIS 11268-2 [Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia
fetida). Parte 2: Determination of effects on reproduction].

Utilizando um instrumento adequado (tubo helicoidal para recolha de amostras ou outro), recolhe-se uma
quantidade definida (por exemplo 5 g) do solo que serve de substrato para o ensaio. Cobre-se o fundo do tubo com
um pedago de papel de filtro humedecido e coloca-se o tubo num suporte dentro de um banho de dgua. Imerge-se o
tubo gradualmente, até que o nivel da dgua fique acima do nivel do solo. Deixa-se o tubo em dgua durante cerca de
trés horas. Uma vez que nem toda a dgua absorvida pelo solo por capilaridade pode ficar retida, deixa-se escorrer a
amostra de solo durante duas horas, colocando o tubo em cima de um leito de areia quartzitica finamente moida
muito humedecida, dentro de um recipiente tapado (para evitar a secagem). Em seguida, pesa-se a amostra e seca-se
amesma a 105 °C até massa constante. Calcula-se a capacidade de retengdo de dgua (CRA) do seguinte modo:

N D

CRA ( % midssica no residuo seco) = % x 100

em que:

S = massa do substrato saturado de dgua + massa do tubo + massa do papel de filtro,
= tara (massa do tubo + massa do papel de filtro),

= massa do residuo seco do substrato.

i
I



L 54/286 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

Apéndice 6

Determinacio do pH do solo

O método de determinagio do pH do solo a seguir descrito baseia-se na norma ISO DIS 10390: Soil Quality —
Determination of pH.

Deixa-se secar a temperatura ambiente uma quantidade definida de solo durante, pelo menos, 12 horas. Prepara-se
uma suspensdo de, pelo menos, 5 g de solo em cinco vezes o volume deste de solu¢do 1 M de cloreto de potdssio
(KCl) de qualidade analitica ou de solugdo 0,01 M de cloreto de célcio (CaCl,) de qualidade analitica. Agita-se vigoro-
samente a suspensdo durante cinco minutos e deixa-se decantar durante, pelo menos, duas horas, mas nio mais de
24 horas. Em seguida, mede-se o pH da fase liquida com um medidor de pH — previamente calibrado antes de cada
medicdo, utilizando uma série adequada de solu¢des tampdo (pH 4,0 e 7,0, por exemplo).
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C.40. ENSAIO DE TOXICIDADE NO CICLO DE VIDA EM QUIRONOMfDEOS NUM SISTEMA
SEDIMENTOS-AGUA COM SEDIMENTOS OU AGUA ENRIQUECIDOS

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 233 (2010) da OCDE. Foi concebido para avaliar os efeitos de
uma exposi¢do ao longo de todo o ciclo de vida dos dipteros de dgua doce Chironomus sp. a produtos
quimicos e cobre toda a 1.2 geracdo (geracdo P) e a fase inicial da vida da 2.2 geragdo (geragdo F1). Constitui
uma extensdo dos métodos de ensaio C.28 (1) ou C.27 (15), cujo cendrio de exposicdo compreende, respeti-
vamente, dgua enriquecida e sedimentos enriquecidos. Baseia-se nos atuais protocolos de ensaios de
toxicidade para as espécies Chironomus riparius e Chironomus dilutus — anteriormente Chironomus tentans (2) —,
que foram desenvolvidos na Europa e na América do Norte (3)(4)(5)(6)(7)(8)(9) e subsequentemente sujeitos a
estudos interlaboratoriais comparativos (1)(7)(10)(11)(12). Podem também ser utilizadas outras espécies de
quironomideos bem documentadas, como a Chironomus yoshimatsui (13)(14). A duragdo da exposigio
completa é de cerca 44 dias no caso da Chironomus riparius e de cerca de 100 dias no caso da Chironomus
dilutus.

2. Este método descreve tanto o cendrio de exposicdo na dgua como o cendrio de exposi¢do nos sedimentos. A
selecdo do cendrio de exposicio adequado depende da finalidade do ensaio. O cendrio de exposi¢do na dgua,
que envolve o enriquecimento da coluna de dgua no produto quimico em estudo, tem por objetivo simular
as perdas por dispersio na aplicagdo de pesticidas e abrange o pico de concentracdo inicial nas dguas de
superficie. O processo de enriquecimento da dgua também ¢ atil para outros tipos de exposicio (incluindo o
derrame de produtos quimicos), mas ndo se aplica a processos de acumulacio em sedimentos mais
demorados do que o periodo de ensaio. Neste dltimo caso e também quando a principal via de chegada dos
pesticidas as massas de dgua é por via de escorréncias, pode ser mais adequado um cendrio de sedimentos
enriquecidos. Caso se perspetivem outros cendrios de exposi¢do, o planeamento do ensaio pode ser adaptado
com facilidade. Por exemplo, se a reparti¢io do produto quimico em estudo entre a fase aquosa e a camada
de sedimentos nio for relevante e for necessario minimizar a adsorc¢do aos sedimentos, pode utilizar-se em
alternativa um sedimento artificial (areia quartzitica etc.).

3. Os produtos quimicos a ensaiar em organismos que vivem nos sedimentos persistem, em geral, nos
sedimentos por longos periodos. A exposi¢do dos referidos organismos pode ter lugar por virias vias. A
importancia relativa de cada via de exposi¢do, bem como o tempo de contribui¢do de cada uma delas para o
efeito téxico global, depende das propriedades fisico-quimicas do produto quimico em causa. No caso de
produtos quimicos fortemente adsorventes e dos produtos quimicos que se ligam aos sedimentos por
ligacdes covalentes, a ingestdo de alimentos contaminados pode constituir uma via de exposicio significativa.
Para ndo subestimar a toxicidade dos produtos quimicos muito lipdfilos, pode ponderar-se a adi¢io de
alimentos aos sedimentos antes da aplicacgdo do produto quimico em estudo (ver o ponto 31). Por
conseguinte, podem ser contempladas todas as vias de exposicdo e todos os estddios do ciclo de vida.

4. Os pardmetros medidos sio o niimero total de individuos adultos emergidos (da primeira e da segunda
geragdes), a taxa de desenvolvimento (idem), o racio sexual dos individuos adultos totalmente emergidos e
vivos (idem), o ndmero de aglomerados de ovos por fémea (unicamente da primeira geragio) e a fertilidade
desses aglomerados de ovos (unicamente da primeira geracdo).

5. Recomenda-se vivamente a utilizagdo de sedimentos formulados, que apresentam vdrias vantagens relati-
vamente aos sedimentos naturais:

— variabilidade experimental reduzida, porque os sedimentos passam a constituir uma matriz “normalizada”
reprodutivel, eliminando-se a necessidade de encontrar fontes de sedimentos limpos e ndo-contaminados;

— possibilidade de iniciar os ensaios em qualquer momento, sem nenhuma variabilidade sazonal dos
sedimentos ensaiados, ndo sendo também necessdrio pré-trati-los para remover a fauna indigena;

— custo reduzido, comparativamente & colheita no terreno de quantidades suficientes de sedimentos para os
ensaios de rotina;

— possibilidade de efetuar comparagdes de toxicidade entre varios estudos e de escalonar os produtos
quimicos em conformidade (3).

6. Definem-se no apéndice 1 alguns conceitos utilizados.
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PRINCIPIO DO METODO

7. Expdem-se larvas de quironomideos do primeiro estidio larvar a uma gama de concentra¢des do produto
quimico em estudo num sistema sedimentos-dgua. Inicia-se o ensaio com a coloca¢do de larvas do primeiro
estddio larvar (1.2 geragdo) em copos de ensaio que contém os sedimentos enriquecidos, ou entdo adiciona-se
o produto quimico em estudo a dgua depois de introduzidas as larvas nos copos. Determinam-se a
emergéncia de quironomideos, o tempo de emergéncia e o rcio sexual dos insetos totalmente emergidos e
vivos. A fim de facilitar a enxameagdo, o acasalamento e a postura, transferem-se os adultos emergidos para
gaiolas de criagdo. Determinam-se o niimero de aglomerados de ovos produzidos e a fertilidade dos mesmos.
A partir desses aglomerados de ovos, obtém-se larvas de 2.* geragdo no primeiro estddio larvar. Colocam-se
estas larvas em copos de ensaio preparados de fresco (procedimento de enriquecimento idéntico ao da 1.2
geracdo), para determinar a viabilidade da 2.2 geragdo por meio de uma avaliagdo da emergéncia, do tempo
de emergéncia e do ricio sexual dos insetos totalmente emergidos e vivos (esquematiza-se no apéndice 5 este
ensaio no ciclo de vida). Analisam-se os dados por recurso a um modelo de regressdo, de forma a estimar a
concentragdo que causaria uma reducio de x % do pardmetro considerado, ou recorrendo a testes de
hipéteses para determinar a NOEC. Este tiltimo método passa pela comparagio, mediante testes estatisticos,
das respostas a exposi¢do ao produto quimico em estudo com as respostas obtidas para o grupo de controlo
adequado. Note-se que, no cendrio da dgua enriquecida e no caso dos produtos quimicos que se degradam
rapidamente, os estddios do ciclo de vida mais adiantados de cada geragdo (por exemplo a fase de ninfa)
podem estar expostos a concentragdes consideravelmente mais baixas na dgua sobrenadante do que as larvas
do primeiro estddio larvar. Nesta eventualidade e caso seja necessdrio um nivel de exposicio compardvel em
cada estddio do ciclo de vida, sdo de ponderar as seguintes adaptagdes do método de ensaio:

— realizagdo de experiéncias paralelas, procedendo ao enriquecimento com o produto quimico em estudo
em diversos estddios do ciclo de vida, ou

— repeticdo do enriquecimento (ou renovagio da dgua sobrenadante) do sistema de ensaio durante ambas as
fases do ensaio (1.2 e 2.2 geragBes), adaptando os intervalos entre enriquecimentos (renovagdes) ao devir
caracteristico do produto quimico em estudo.

Estas adaptacdes s6 sdo realizaveis no cendrio da dgua enriquecida; ndo o sdo no cendrio dos sedimentos
enriquecidos.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

8. E necessdrio conhecer a hidrossolubilidade, a pressio de vapor e o log K, do produto quimico em estudo, a
parti¢do deste nos sedimentos, medida ou calculada, e a estabilidade do mesmo na dgua e nos sedimentos. E
necessario dispor de um método analitico fidvel, com exatiddo e limite de detecdo conhecidos e referidos no
relatdrio, para a determinagdo quantitativa do produto quimico em estudo na dgua sobrenadante, na dgua
dos poros e nos sedimentos. A féormula estrutural e o grau de pureza do produto quimico constituem
igualmente informagdes uteis. O devir quimico do produto quimico em estudo (dissipagdo, degradagdo
bidtica ou abidtica etc.) é outra informagdo til. Para mais orienta¢des sobre o ensaio de produtos quimicos
cujas propriedades fisico-quimicas dificultam a realizagdo dos ensaios, pode consultar-se a referéncia (16).

PRODUTOS QUfMICOS DE REFERENCIA

9. Para ter a certeza de que a sensibilidade da populacdo do laboratério ndo sofreu alteragdes, pode proceder-se
ao ensaio periédico de produtos quimicos de referéncia. Tal como no caso das dafnias, seria suficiente um
ensaio de toxicidade aguda as 48 horas (17). Todavia, enquanto ndo se dispde de orientacdes validadas para o
ensaio de toxicidade aguda, é de ponderar a realizacio de um ensaio de toxicidade crénica de acordo com o
capitulo C.28 deste anexo. Sdo exemplos de produtos quimicos téxicos de referéncia utilizados com éxito em
estudos interlaboratoriais comparativos e estudos de validagdo o lindano, a trifluralina, o pentaclorofenol, o
cloreto de cddmio e o cloreto de potédssio (1)(3)(6)(7)(18).

VALIDADE DO ENSAIO

10.  Para que um ensaio possa considerar-se valido, tém de ser cumpridas as seguintes condi¢des:

— a emergéncia média no grupo de controlo no final do periodo de exposicdo ¢, pelo menos, de 70 % para
ambas as geragdes (1)(7);

— no caso da Chironomus riparius e da Chironomus yoshimatsui, 85 % do total de emersdes de insetos adultos
no grupo de controlo ocorrem, em ambas as geragdes, 12 a 23 dias apds a introdugio, nos recipientes de
ensaio, das larvas do primeiro estddio larvar; no caso da Chironomus dilutus, é aceitdvel um perfodo de 20
a 65 dias;
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— o récio sexual médio dos individuos adultos totalmente emergidos e vivos (propor¢io de fémeas ou de
machos) no grupo de controlo é, pelo menos, de 0,4, mas ndo superior a 0,6, em ambas as geragdes;

— em cada gaiola de criacdo dos grupos de controlo da 1.2 geragdo, o niimero de aglomerados de ovos é,
pelo menos, de 0,6 por fémea nela introduzida;

— em cada gaiola de criacdo dos grupos de controlo da 1.2 geragdo, a fracio de aglomerados de ovos férteis
¢, pelo menos, de 0,6;

— no termo do periodo de exposicio de ambas as geracdes, medem-se em cada recipiente de ensaio o pH e
a concentragio de oxigénio dissolvido; em todos os recipientes de ensaio, a concentragdo de oxigénio ¢,
pelo menos, de 60 % do valor da saturagio com ar (VSA (})) e o pH da dgua sobrenadante estd
compreendido entre 6 ¢ 9;

— a temperatura da dgua ndo varia mais de 1,0 °C.

DESCRICAO DO METODO
Recipientes de ensaio e gaiolas de criagio

11.  Expdem-se as larvas em copos de vidro de 600 ml com cerca de 8,5 cm de didmetro (ver o apéndice 5).
Podem ser utilizados outros recipientes que possibilitem uma espessura adequada da dgua sobrenadante e dos
sedimentos. A superficie dos sedimentos deve ser suficiente para proporcionar 2 a 3 cm? por larva. A razdo
entre a espessura da camada de sedimentos e a espessura da dgua sobrenadante deve ser de aproximadamente
1:4. Utilizam-se gaiolas de criagdo (minimo de 30 cm para cada uma das trés dimensdes) dotadas de uma
tela (malha de aproximadamente 1 mm) na parte superior e, pelo menos, num dos lados (ver o apéndice 5).
Tendo em vista a postura dos ovos, coloca-se em cada gaiola uma placa de cristalizacio de 2 I com os
sedimentos e a dgua preparados para o ensaio. Também na placa de cristalizacdo a razdo entre a espessura da
camada de sedimentos e a espessura da dgua sobrenadante deve ser de aproximadamente 1:4. Transferem-se
os aglomerados de ovos da placa de cristalizagdo para placas de microtitulagio com doze alvéolos (um
aglomerado de ovos por alvéolo, contendo este pelo menos 2,5 ml de dgua enriquecida proveniente da placa
de cristalizacdo) e cobrem-se as placas de microtitulagdo com uma tampa, para evitar que ocorra evaporagio
significativa. Podem ser utilizados outros recipientes para conservar os aglomerados de ovos. Com excegdo
das placas de microtitulagdo, os recipientes de ensaio e os outros equipamentos que entram em contacto
com o sistema de ensaio devem ser exclusivamente de vidro ou de outro material quimicamente inerte (por
exemplo politetrafluoroetileno).

Escolha da espécie

12.  De preferéncia, utiliza-se no ensaio a espécie Chironomus riparius, embora também possa utilizar-se a
Chironomus yoshimatsui. A espécie Chironomus dilutus também é adequada, mas é mais dificil de manipular e
exige um periodo de ensaio mais longo. O apéndice 2 descreve o método de cultura da Chironomus riparius.
Dispde-se igualmente de informagdes sobre as condigdes de cultura da Chironomus dilutus (5) e da Chironomus
yoshimatsui (14). Deve confirmar-se a identidade da espécie antes de cada ensaio, exceto se 0os organismos
provierem de uma cultura interna do laboratério.

Sedimentos

13.  De preferéncia, utilizam-se sedimentos formulados (igualmente designados por sedimentos reconstituidos,
artificiais ou sintéticos). Contudo, se forem utilizados sedimentos naturais, estes devem ser caracterizados
(pelo menos pH e teor de carbono orgénico, recomendando-se a determina¢do de outros pardmetros, como a
razdo C|N e a granulometria) e devem estar isentos de qualquer contaminagdo e de outros organismos que
possam competir com as larvas de quironomideos ou comé-las. Recomenda-se igualmente que os sedimentos
sejam mantidos durante sete dias em condi¢des idénticas as que se verificardo durante o ensaio a realizar.
Recomenda-se (1)(20)(21) a seguinte composicdo de sedimentos formulados, descrita em (1):

a) 4-5 % (peso seco) de turfa: pH tdo préximo quanto possivel de 5,5 a 6,0; é importante utilizar turfa em
p6 finamente moida (granulometria <1 mm), seca unicamente ao ar;

b) 20 % (peso seco) de argila caulinica, de preferéncia com teor de caulinite superior a 30 %;

(") A20°Ceapressdo atmosférica normal, o VSA da dgua doce ¢ de 9,1 mg/1 (60 % deste valor correspondem a 5,46 mg|/l).
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¢) 75-76 % (peso seco) de areia quartzitica (com predominincia de areia fina, com mais de 50 % de
particulas de granulometria compreendida entre 50 pm e 200 pm);

d) quantidade de dgua desionizada necessdria para que o teor de humidade da mistura final se situe na gama
30-50 %;

e) quantidade de carbonato de cilcio (CaCO,) quimicamente puro necessiria para ajustar o pH da mistura
final dos sedimentos a 7,0 £ 0,5;

f) teor de carbono orgénico da mistura final: 2 % £ 0,5 %, a ajustar por recurso a quantidades adequadas de
turfa e areia, em conformidade com as alineas a) € c).

14.  As origens da turfa, da argila caulinica e da areia devem ser conhecidas. Deve confirmar-se a auséncia de
contaminagio quimica (metais pesados, compostos organoclorados, compostos organofosforados etc.) nos
componentes dos sedimentos. Exemplifica-se no apéndice 3 a preparagio de sedimentos formulados. Uma
mistura de componentes secos também ¢é aceitdvel caso se demonstre que, apds a adicdo da dgua
sobrenadante, ndo ocorre separagio de componentes dos sedimentos (por exemplo, particulas de turfa
flutuantes) e que a turfa ou os sedimentos sio suficientemente condicionados.

Agua

15.  Qualquer dgua com as caracteristicas quimicas de uma 4dgua de dilui¢do aceitdvel enunciadas nos apéndices 2
e 4 é adequada para o ensaio. Para a cultura e o ensaio, é aceitdvel qualquer d4gua adequada, seja dgua natural
(superficial ou subterrdnea), dgua reconstituida (ver o apéndice 2) ou dgua da torneira desclorada, desde que
os quironomideos nela sobrevivam durante todo o periodo de cultura e de ensaio sem evidenciarem sinais de
stress. No inicio do ensaio, o pH da dgua nele utilizada deve estar compreendido entre 6 e 9 e a dureza total
da dgua, expressa em CaCO,, ndo deve exceder 400 mg/l. No entanto, caso se suspeite de uma interagdo
entre os ides responsaveis pela dureza e o produto quimico em estudo, deve utilizar-se uma dgua mais macia
(nessa eventualidade, ndo pode utilizar-se o meio Elendt M4). Deve utilizar-se 0 mesmo tipo de dgua em todo
o estudo. As caracteristicas de qualidade da dgua indicadas no apéndice 4 devem ser determinadas, pelo
menos, duas vezes por ano ou sempre que se suspeite que tenham mudado significativamente.

Solucdes de reserva — dgua enriquecida

16.a) Calculam-se as concentragdes de ensaio com base nas concentra¢des da dgua da coluna de dgua, ou seja, da
dgua sobrenadante aos sedimentos. De modo geral, preparam-se as soluc¢des de ensaio com as concentra¢des
escolhidas por diluicdo de uma solugio de reserva. De preferéncia, preparam-se as solugdes de reserva por
dissolugdo, na 4gua utilizada no ensaio, do produto quimico em estudo. Em alguns casos, pode ser
necessario utilizar solventes ou dispersantes para obter uma solu¢do de reserva com a concentragio
adequada. A acetona, os éteres mono e dimetilico do etilenoglicol, a dimetilformamida e o trietilenoglicol
constituem exemplos de solventes adequados. No que respeita aos dispersantes, podem ser utilizados o
Cremophor RH40, o Tween 80, a metilcelulose a 0,01 % e o HCO-40. A concentra¢do do agente solubi-
lizante no meio de ensaio final deve ser minima (ou seja, < 0,1 ml/l) e deve ser a mesma para todas as
concentragdes de exposicdo. Caso se utilize um agente solubilizante, o agente em causa ndo deve ter efeitos
com significAncia na sobrevivéncia, a confirmar por compara¢do de um grupo de controlo do solvente com
um grupo de controlo negativo (da dgua) No entanto, deve evitar-se a0 maximo utilizar tais produtos.

Solucdes de reserva — sedimentos enriquecidos

16.b) O enriquecimento dos sedimentos nas concentragdes escolhidas é geralmente efetuado por adigdo direta aos
sedimentos de uma solucdo do produto quimico em estudo. Com o auxilio de um moinho de rolos ou de
um misturador de alimentos, ou manualmente, misturam-se os sedimentos formulados com solucio de
reserva do produto quimico em estudo dissolvido em dgua desionizada. Se o produto quimico for pouco
solivel em dgua, pode dissolver-se 0 mesmo no menor volume possivel de um solvente orginico adequado
(por exemplo hexano, acetona ou cloroférmio). Seguidamente, mistura-se esta solugdo com 10 g de areia
quartzitica fina por recipiente de ensaio. Deixa-se evaporar o solvente até ser totalmente removido da areia e
mistura-se entdo esta com a quantidade adequada de sedimentos. Para solubilizar, dispersar ou emulsionar o
produto quimico em estudo, apenas podem ser utilizados agentes muito voldteis. Ao preparar os sedimentos,
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ha que ter em conta a areia que é misturada com o produto quimico (ou seja, deve utilizar-se menos areia na
preparagdo dos sedimentos). Deve ter-se o cuidado de assegurar uma distribui¢io completa e uniforme do
produto quimico nos sedimentos aos quais este é adicionado. Se necessario, pode recorrer-se a andlise de
subamostras para determinar o grau de homogeneidade.

PLANEAMENTO DO ENSAIO

17.  Consiste na escolha do ntimero de concentra¢des a ensaiar e do intervalo entre elas, do niimero de
recipientes para cada concentragdo, do nimero de larvas por recipiente e do niimero de placas de crista-
lizagdo e de gaiolas de criacdo. Descreve-se a seguir o protocolo de determinac¢io de CE, e de NOEC, bem
como de realizacio de ensaios do limite.

Andlise por regressio

18. O ensaio deve abranger a concentragdo com efeitos CE, e a gama de concentragdes na qual o produto
quimico em estudo tem efeitos significativos, de modo que o pardmetro escolhido ndo seja obtido por
extrapolagdo além dos limites dos dados obtidos. Sdo de evitar extrapolagdes muito abaixo da concentragdo
mais baixa ou muito acima da concentragdo mais elevada. Para escolher uma gama adequada de concen-
tragdes a ensaiar, pode ser Gtil realizar um ensaio exploratério preliminar da gama de concentracdes a
utilizar.

19.  Para determinar uma CE, sdo necessdrios, pelo menos, cinco concentragdes diferentes e oito replicados de
cada uma delas. Utilizam-se duas gaiolas de criacio (A e B) para cada concentra¢io. Dividem-se os oito
replicados em dois grupos de quatro, sendo um associado a uma das gaiolas e o outro a outra. Procede-se a
esta agregagdo de replicados devido ao nimero de insetos que é necessdrio ter em cada gaiola para uma
avaliacdo fidvel da reproducio. Constituem-se igualmente oito replicados na 2.* geracdo, obtidos a partir das
populagdes expostas nas gaiolas de criagdo. O fator entre concentra¢des consecutivas ndo deve ser superior a
dois (salvo se a curva dose-resposta tiver um declive reduzido). Caso se ensaie um niimero maior de concen-
tragdes com respostas diferentes, pode reduzir-se a seis o nimero de replicados correspondente a cada nivel
de exposicdo (trés replicados em cada gaiola de criagdo). O aumento do nimero de replicados ou a redugdo
do intervalo entre concentra¢des consecutivas ensaiadas tende a estreitar o intervalo de confianga em volta
da CE,.

Estimativa da NOEC/LOEC

20.  Para determinar uma NOEC, sdo necessarios cinco concentragdes diferentes e, pelo menos, oito replicados de
cada uma delas (4 para a gaiola de criacdo A e 4 para a gaiola de criagdo B) e o fator entre concentracdes
consecutivas ndo deve ser superior a dois. O nimero de replicados deve ser suficiente para detetar estatisti-
camente uma diferenca de 20 % relativamente ao grupo de controlo, com um grau de significAncia de 5 % (a
= 0,05). Para a taxa de desenvolvimento, a fecundidade e a fertilidade, é normalmente adequada uma andlise
de varidncia (ANOVA), seguida de um teste de Dunnett ou de um teste de Williams (22)(23)(24)(25). Para a
taxa de emergéncia e o rdcio sexual, podem ser adequados o teste de Cochran-Armitage, o teste exato de
Fisher (com a corregdo de Bonferroni) ou o teste de Mantel-Haentzal.

Ensaio do limite

21.  Caso ndo se observem efeitos a concentracio mdxima no ensaio exploratério facultativo preliminar da gama
de concentragdes a utilizar, pode efetuar-se um ensaio do limite (ensaio de uma concentracdo e de ou mais
grupos de controlo). O objetivo do ensaio do limite consiste em obter a indicagdo de que os eventuais efeitos
téxicos do produto quimico em estudo ocorrem a concentragdes superiores a concentragio-limite ensaiada.
As concentragdes recomendadas sio 100 mg/l para a dgua e 1 000 mg/kg (peso seco) para os sedimentos.
Em geral, sdo necessdrios, pelo menos, oito replicados de exposicdo e oito replicados de controlo. Deve
demonstrar-se ser possivel detetar estatisticamente uma diferenca de 20 % relativamente ao grupo de
controlo, com um grau de significincia de 5 % (a = 0,05). No caso das respostas mensurdveis (por exemplo a
taxa de desenvolvimento), o teste t é um método estatistico adequado se os dados satisfizerem os requisitos
deste teste (normalidade, varidncias homogéneas). Se esses requisitos ndo estiverem preenchidos, pode
utilizar-se um teste t de varidncia desigual ou um teste ndo-paramétrico, como o teste de Wilcoxon-Mann-
-Whitney. O teste exato de Fisher é adequado para a taxa de emergéncia.
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Condigdes de exposicio
Preparagdo do sistema dgua-sedimentos (enriquecimento da dgua)

22.a) Coloca-se em cada recipiente de ensaio e em cada placa de cristalizagio a quantidade de sedimentos
formulados (ver os pontos 13 e 14 e o apéndice 3) necessdria para constituir uma camada de espessura
compreendida entre 1,5 cm (podendo ser um pouco menos nas placas de cristalizagdo) e 3 cm. Adiciona-se
dgua (ver o ponto 15) de modo que a razdo entre a espessura da camada de sedimentos e a espessura da
camada de dgua ndo exceda 1:4. Depois da preparagio dos recipientes de ensaio e antes de neles se
introduzirem as larvas do primeiro estddio larvar da 1.2 ou 2.2 geracdes, deixam-se os sistemas sedimentos-
-4gua sob arejamento ligeiro durante aproximadamente sete dias (ver o ponto 14 e o apéndice 3). Durante o
ensaio, ndo se areja o sistema sedimentos-dgua das placas de cristalizagdo, pois este ndo tem de sustentar a
sobrevivéncia das larvas (recolhem-se os aglomerados de ovos antes da eclosdo). Para evitar a separacdo de
componentes dos sedimentos e a ressuspensdo de finos durante a criagdo da coluna de dgua, enquanto a
dgua € vertida os sedimentos podem ser cobertos com um disco de plastico, que se remove imediatamente a
seguir. Podem ser igualmente adequados outros dispositivos.

Preparagio do sistema dgua-sedimentos (enriquecimento dos sedimentos)

22.b) Colocam-se nos recipientes de ensaio e nas placas de cristalizagdo os sedimentos enriquecidos preparados de
acordo com o ponto 16.b) e adiciona-se dgua de modo a formar uma camada sobrenadante com a razdo
voliimica 1:4 entre os sedimentos e a dgua. A espessura da camada de sedimentos deve estar compreendida
entre 1,5 cm e 3 cm (podendo ser um pouco menos nas placas de cristalizacdo). Para evitar a separagio de
componentes dos sedimentos e a ressuspensdo de finos durante a criagdo da coluna de dgua, enquanto a
dgua é vertida os sedimentos podem ser cobertos com um disco de plistico, que se remove imediatamente a
seguir. Podem ser igualmente adequados outros dispositivos. Uma vez preparados os sedimentos enriquecidos
com a fase aquosa sobrenadante, é conveniente permitir a reparti¢do do produto quimico em estudo entre a
fase aquosa e os sedimentos (4)(5)(7)(18). Esta reparticdo deve ocorrer, de preferéncia, as condigdes de
temperatura e arejamento utilizadas no ensaio. O tempo necessirio para atingir o equilibrio depende dos
sedimentos e do produto quimico em causa, podendo variar de algumas horas a vdrios dias e mesmo, em
casos raros, chegar a ser de 5 semanas. Dado que, nesse periodo, muitos produtos quimicos poderiam
degradar-se, ndo se espera até atingir o equilibrio, recomendando-se um periodo de equilibragio de 48 horas.
Todavia, quando se sabe que o periodo de semidegradagio do produto quimico em causa nos sedimentos é
longo (ver o ponto 8), pode dilatar-se o periodo de equilibragdo. No final deste periodo de equilibragio,
mede-se a concentragdo do produto quimico em estudo na dgua sobrenadante, na dgua dos poros e nos
sedimentos, pelo menos no caso da concentracio mais elevada e de uma concentragio menor (ver o
ponto 38). Estas determinaces analiticas do produto quimico permitem efetuar o balan¢o de massas e
exprimir os resultados com base em concentra¢des medidas.

23.  Cobrem-se os recipientes de ensaio (por exemplo com placas de vidro). Se necessdrio, o nivel inicial de dgua
pode ser reposto durante o ensaio, para compensar a evaporacdo. Para tal, utiliza-se dgua destilada ou
desionizada, de modo a evitar a acumulagdo de sais. Ndo é necessdrio cobrir as placas de cristalizacdo
colocadas nas gaiolas de criacdo, embora possa repor-se o nivel inicial de dgua para compensar as perdas
durante o periodo de ensaio; porém, esta reposi¢do ndo é indispensével, porque os aglomerados de ovos s6
estdo em contacto com a dgua cerca de um dia e estas placas s6 sdo utilizadas durante uma curta fase do
ensaio.

Introducdo dos organismos utilizados no ensaio

24.  Quatro a cinco dias antes da introdugdo das larvas do primeiro estddio larvar da 1. geracdo, transferem-se os
aglomerados de ovos da cultura para pequenos recipientes com meio de cultura. Pode utilizar-se meio
proveniente da cultura de reserva ou um meio preparado recentemente. Em qualquer dos casos, adiciona-se
uma pequena quantidade de alimento ao meio de cultura, por exemplo algumas goticulas de filtrado de uma
suspensdo de flocos de alimento para peixes finamente moidos (ver o apéndice 2). Apenas devem ser
utilizados aglomerados de ovos de postura recente. Normalmente, as larvas comecam a eclodir alguns dias
apds a postura dos ovos (2 a 3 dias no caso da Chironomus riparius a 20 °C e 1 a 4 dias no caso da
Chironomus dilutus a 23 °C e da Chironomus yoshimatsui a 25 °C), e passam depois por quatro estidios de
crescimento, cada um dos quais com a duragdo de 4 a 8 dias. Utilizam-se no ensaio larvas do primeiro
estddio larvar (mdximo 48 h ap6s a eclosdo). O estidio de desenvolvimento larvar em que se encontram as
larvas pode, eventualmente, ser verificado por exame da largura da cépsula cefélica (7).
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25.  Com o auxilio de uma pipeta embotada, colocam-se vinte larvas do primeiro estddio larvar da 1.2 geracio,
escolhidas aleatoriamente, em cada recipiente de ensaio jé com o sistema sedimentos-dgua. Suspende-se o
arejamento da 4dgua durante a transferéncia das larvas para os recipientes de ensaio e as 24 horas
subsequentes (ver o ponto 32). Consoante o tipo de ensaio realizado (ver os pontos 19 e 20), o niimero
minimo de larvas por nivel de concentragio é de 120 (6 replicados por nivel de concentragdo) para a
determinagio da CE, e de 160 para a determinagdo da NOEC (8 replicados por nivel de concentracdo). No
protocolo de ensaio com sedimentos enriquecidos, a exposi¢do inicia-se com a transferéncia das larvas para
os recipientes de ensaio.

Enriquecimento da dgua sobrenadante

26.  Vinte e quatro horas ap6s a transferéncia das larvas do primeiro estddio larvar da 1. geragdo, adiciona-se o
produto quimico em estudo a coluna de dgua sobrenadante e reinicia-se um arejamento ligeiro (para
possiveis adaptagdes do protocolo de ensaio, ver o ponto 7). Com o auxilio de uma pipeta, injetam-se na
dgua, abaixo da superficie, pequenos volumes da soluc¢do de reserva do produto quimico em estudo. Em
seguida, homogeneiza-se a dgua sobrenadante com cuidado, para ndo revolver os sedimentos. No protocolo
de ensaio com dgua enriquecida, a exposicdo inicia-se com o enriquecimento da dgua (ou seja, um dia apds a
transferéncia das larvas para os recipientes de ensaio).

Recolha dos adultos emergidos

27.  Utilizando um aspirador, um exaustor ou dispositivo semelhante (ver o apéndice 5), retiram-se dos
recipientes de ensaio os insetos emergidos da 1.2 geragdo uma ou, de preferéncia, duas vezes por dia (ver o
ponto 36). Devem ser tomadas as precaugdes necessdrias para ndo lesionar os insetos. Transferem-se os
insetos retirados de quatro dos recipientes de ensaio com o mesmo nivel de exposi¢do para a gaiola de
criagio a qual foram previamente destinados. No dia em que emergem os primeiros insetos (machos),
enriquece-se a dgua das placas de cristalizacdo injetando na dgua com uma pipeta, abaixo da superficie, um
pequeno volume da solucgdo de reserva do produto quimico em estudo (protocolo com dgua enriquecida). Em
seguida, homogeneiza-se a dgua sobrenadante com cuidado, para ndo revolver os sedimentos. O valor
nominal da concentracio do produto quimico em estudo em cada placa de cristalizagdo é idéntico ao da
concentragdo do mesmo nos recipientes de exposi¢do associados a gaiola de criacdo em causa. No caso do
protocolo dos sedimentos enriquecidos, preparam-se as placas de cristalizagdo cerca de 11 dias apds o inicio
da exposicdo (ou seja, da transferéncia das larvas da 1. geracdo), a fim de que possa estabelecer-se um
equilibrio durante cerca de 48 horas, antes da postura dos primeiros aglomerados de ovos.

28.  Utilizando uma pinga ou uma pipeta embotada, retiram-se os aglomerados de ovos das placas de cristalizacio
da gaiola de criagdo. Transfere-se cada aglomerado de ovos para um recipiente onde se colocou meio de
cultura da placa de cristalizagdo de proveniéncia dos ovos (por exemplo um alvéolo de uma placa de microti-
tulagdo com 12 alvéolos, no qual se colocaram, pelo menos, 2,5 ml de meio de cultura). Para evitar
evaporagdo significativa, tapam-se com uma tampa os recipientes nos quais foram introduzidos os
aglomerados de ovos. Mantém-se os aglomerados de ovos sob observagido durante, pelo menos, seis dias ap6s
a postura, para que se lhes possa atribuir a classificacdo de férteis ou inférteis.

Para iniciar a 2.* geracdo, selecionam-se em cada gaiola de criagdo pelo menos trés, mas de preferéncia seis,
aglomerados férteis de ovos, que se deixam eclodir na presenga de um pouco de alimento. A postura destes
aglomerados de ovos deve ter ocorrido no pico da postura, o qual, nos recipientes de controlo, normalmente
ocorre cerca do 19.° dia de ensaio. O ideal é que a 2. geracdo se inicie no mesmo dia para todos os niveis de
exposicdo; porém, devido aos efeitos do produto quimico no desenvolvimento das larvas, isto nem sempre é
possivel. Nesse caso, pode comegar-se pelas concentragdes mais baixas e pelo grupo de controlo (do
solvente), passando depois as concentra¢des mais elevadas.

29.a) No protocolo com dgua enriquecida, prepara-se o sistema sedimentos-dgua para a 2. geracdo injetando o
produto quimico em estudo na coluna de dgua sobrenadante cerca de uma hora antes da transferéncia das
larvas do primeiro estddio larvar para os recipientes de ensaio. Com o auxilio de uma pipeta, injetam-se na
dgua, abaixo da superficie, pequenos volumes das solu¢des do produto quimico em estudo. Em seguida,
homogeneiza-se a agua sobrenadante com cuidado, para ndo revolver os sedimentos. Depois do enrique-
cimento da dgua, da-se inicio a um ligeiro arejamento.

29.b) No protocolo com sedimentos enriquecidos, preparam-se os recipientes de exposi¢do com o sistema
sedimentos-dgua para a 2.2 geracdo do mesmo modo que para a 1.2 geracdo.

30.  Com o auxilio de uma pipeta embotada, colocam-se vinte larvas do primeiro estddio larvar (no méximo 48 h
ap6s a eclosdo) da 2. geragdo, escolhidas aleatoriamente, em cada recipiente de ensaio jd com o sistema
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sedimentos-dgua enriquecido. Suspende-se o arejamento da dgua durante a transferéncia das larvas do
primeiro estddio larvar para os recipientes de ensaio e as 24 horas subsequentes. Consoante o tipo de ensaio
realizado (ver os pontos 19 e 20), o niimero minimo de larvas por nivel de concentragio é de 120 (6
replicados por nivel de concentragio) para a determinagdo da CE, e de 160 para a determinagio da NOEC (8
replicados por nivel de concentragio).

Alimentacdo

31.  E necessdrio alimentar as larvas dos recipientes de ensaio, de preferéncia diariamente, mas, pelo menos, trés
vezes por semana. Uma quantidade didria por larva de 0,25 mg a 0,5 mg (0,35 mg a 0,5 mg no caso da
Chironomus yoshimatsui) de alimento para peixes (suspenso em dgua ou finamente moido, por exemplo
Tetra Min ou Tetra Phyll — para mais informagdes, ver o apéndice 2) é adequada para larvas jovens, nos
primeiros dez dias de desenvolvimento. Apds este periodo, as larvas podem precisar de mais alimento:
0,5 mg a 1,0 mg didrios por larva devem ser suficientes durante o resto do ensaio. Deve reduzir-se a racdo
alimentar de todos os grupos expostos e de controlo nos quais se observe desenvolvimento de fungos ou
caso se verifique mortalidade nos grupos de controlo. Se ndo for possivel eliminar o desenvolvimento de
fungos, deve repetir-se o ensaio.

A relevancia toxicoldgica da via de exposicdo por ingestio é geralmente maior no caso dos produtos
quimicos com elevada afinidade por carbono orginico e dos produtos quimicos que formem ligaces
covalentes com os sedimentos. Portanto, ao ensaiar produtos quimicos com essas propriedades, pode
adicionar-se a quantidade de alimento necessaria para a sobrevivéncia e o crescimento natural das larvas aos
sedimentos formulados antes do periodo de estabilizagdo, conforme o imponha a regulamentacio. Para evitar
a deterioragdo da qualidade da dgua, devem ser utilizadas matérias vegetais em vez de alimentos para peixes;
por exemplo, 0,5 % (peso seco) de folhas finamente moidas de espécies como a urtiga comum (Urtica dioica),
a amoreira (Morus alba), o trevo branco (Trifolium repens) ou o espinafre (Spinacia oleracea) ou outras matérias
de origem vegetal (Cerophyl ou a-celulose). A incorporagio nos sedimentos da quantidade total de um
alimento orgénico antes do enriquecimento daqueles com o produto quimico em estudo ndo deixa de
influenciar a qualidade da dgua e as funcdes bioldgicas (21) nem é método normalizado, mas estudos
recentes revelaram que funciona (19)(26). Os insetos adultos das gaiolas de criagdio normalmente nio
necessitam de alimentacdo, mas a fecundidade e a fertilidade sio favorecidas quando se coloca na gaiola,
como fonte alimentar para os adultos emergidos, um tampdo de algoddo embebido numa solucio saturada
de sacarose (34).

Condigbes de incubagio

32.  Inicia-se um arejamento ligeiro da dgua sobrenadante nos recipientes de ensaio 24 horas ap6s a introducio
das larvas do primeiro estddio larvar, de ambas as geracdes, o qual se mantém até ao final do ensaio (a
concentragdo de oxigénio dissolvido ndo pode descer abaixo de 60 % do valor da saturagdo com ar). Procede-
-se ao arejamento a razdo de algumas bolhas por segundo, mergulhando a ponta de uma pipeta de Pasteur
de vidro 2 cm a 3 cm acima da camada de sedimentos. Quando se ensaiam produtos quimicos voldteis, é de
ponderar ndo arejar o sistema sedimentos-dgua, mas sem que deixe de ser cumprido o critério de validade
minimo de 60 % do valor da saturagdo com ar (ponto 10). Para mais orienta¢des, pode consultar-se a
referéncia (16).

33.  Os ensaios com a espécie Chironomus riparius realizam-se a temperatura constante de 20 °C (+ 2 °C). No caso
das espécies Chironomus tentans e Chironomus yoshimatsui, as temperaturas recomendadas sdo 23 °C e 25 °C
(£ 2 °C), respetivamente. Utiliza-se um fotoperiodo de 16 horas, com uma intensidade luminosa de 500 lux a
1 000 lux. No caso das gaiolas de criacdo, pode incluir-se uma fase de alvorada e uma fase de crepisculo
com a duracdo de uma hora.

Periodo de exposigdo

34.  Protocolo com dgua enriquecida: O periodo de exposi¢do da 1.2 geragdo tem inicio quando se injeta o
produto quimico em estudo na dgua sobrenadante dos recipientes de ensaio (operagdo realizada um dia apds
a introducdo das larvas — ver no ponto 7 eventuais alteracdes do protocolo de exposi¢do). A exposicio das
larvas da 2.2 gera¢do inicia-se imediatamente, uma vez que aquelas sdo inseridas num sistema sedimentos-
-4gua ja enriquecido no produto quimico em estudo. Nos ensaios com as espécies Chironomus riparius ou
Chironomus yoshimatsui, o perfodo médximo de exposicdo é de 27 dias, no caso da 1.2 geragdo, e de 28 dias, no
caso da 2.* geragdo (as larvas da 1.2 geragdo passam nos recipientes um dia sem serem expostas). Tendo em
conta a sobreposicdo parcial, a duracdo total do ensaio é de aproximadamente 44 dias. No caso da espécie
Chironomus dilutus, o periodo médximo de exposicdo é de 64 dias para a 1.* geragdo e de 65 dias para a 2.2
geragdo. A duragdo total do ensaio é de 100 dias, aproximadamente.

Protocolo com sedimentos enriquecidos: A exposi¢do inicia-se com a introducgdo das larvas; no caso de
ambas as geragdes das espécies Chironomus riparius e Chironomus yoshimatsui, prolonga-se, no méaximo, por 28
dias; no caso de ambas as geragdes da espécie Chironomus dilutus, prolonga-se, no méaximo, por 65 dias.
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Exames
Emergéncia

35.  Determinam-se para ambas as geracdes o tempo de desenvolvimento e o niimero de insetos machos e fémeas
totalmente emergidos e vivos. Distinguem-se facilmente os machos pelas suas antenas plumosas e pelo seu
corpo fino.

36.  Pelo menos trés vezes por semana, examinam-se visualmente os recipientes de ensaio correspondentes a
ambas as geragOes para verificar se as larvas manifestam algum comportamento anormal (saida dos
sedimentos, natagdo inabitual etc.) comparativamente ao grupo de controlo. Durante o periodo de
emergéncia, iniciado cerca de 12 dias ap6s a introdugdo das larvas de Chironomus riparius e Chironomus
yoshimatsui e cerca de 20 dias apds a introdugdo das larvas de Chironomus dilutus, contam-se os insetos
emergidos e determina-se o sexo de cada um deles pelo menos uma vez por dia, mas, de preferéncia, duas
vezes por dia (de manhi cedo e ao fim da tarde). Apés a identificacdo, transferem-se cuidadosamente os
insetos da 1.* geragdo para a gaiola de criacdo. Depois de identificados, retiram-se e matam-se os insetos da
22 geragdo. Transfere-se cada um dos aglomerados de ovos depositados nos recipientes de ensaio da
1.2 geragdo, juntamente com, pelo menos, 2,5 ml de dgua nativa, para placas de microtitulagio de 12
alvéolos (ou outros recipientes adequados), que em seguida se cobrem com uma tampa, para evitar
evaporacdo significativa. Regista-se igualmente o ndmero de larvas mortas e de ninfas visiveis que ndo
emergiram. O apéndice 5 apresenta exemplos de uma gaiola de criagdo, de um recipiente de ensaio e de um
exaustor.

Reprodugdo

37.  Avaliam-se os efeitos na reprodugido através do nimero de aglomerados de ovos produzidos pela 1.2 geragdo
de insetos e da fertilidade desses aglomerados. Uma vez por dia, recolhem-se os aglomerados da placa de
cristalizagdo colocada em cada gaiola de criacdo. Transferem-se os aglomerados de ovos juntamente com,
pelo menos, 2,5 ml de dgua nativa, para placas de microtitulagio de 12 alvéolos (um aglomerado por
alvéolo) ou outros recipientes adequados, que em seguida se cobrem com uma tampa, para evitar evaporagio
significativa. Registam-se as seguintes caracteristicas de cada aglomerado: dia de produgio, tamanho (normal,
ou seja, 1,0 cm + 0,3 cm, ou pequeno, normalmente < 0,5 cm), estrutura (normal: corddo espiralado de ovos
em forma de banana; ou anormal: por exemplo cordio de ovos ndo espiralado) e fertilidade (fértil ou
infértil). Avalia-se a fertilidade de cada aglomerado de ovos durante o periodo de seis dias subsequente a
postura. Considera-se um aglomerado fértil se, pelo menos, um ter¢o dos ovos eclodir. Utiliza-se o niimero
de fémeas transferidas para a gaiola de criacdo para calcular o niimero de aglomerados de ovos por fémea e
o numero de aglomerados de ovos férteis por fémea. Se necessdrio, pode determinar-se o niimero de ovos de
um aglomerado pelo método nido destrutivo da contagem em anéis — descrito nas referéncias (32) e (33).

Determinacdes analiticas
Concentragio do produto quimico em estudo

38.  No minimo, analisam-se amostras da dgua sobrenadante, da dgua dos poros e dos sedimentos, correspon-
dentes a concentragdo mais elevada e a uma concentra¢do inferior, no inicio da exposi¢do (no caso do
protocolo de enriquecimento da dgua, de preferéncia uma hora ap6s a inje¢do do produto quimico em
estudo) e no final do ensaio. Esta recomendacio aplica-se aos recipientes de ambas as geragdes. Das placas de
cristalizacdo das gaiolas de criagdio apenas se analisa a dgua sobrenadante, pois é com esta que os
aglomerados de ovos entram em contacto (no caso do protocolo dos sedimentos enriquecidos, é de ponderar
uma confirmagio analitica da concentra¢do dos sedimentos). Durante o ensaio, podem ser realizadas outras
determinagdes consideradas necessdrias aos sedimentos, & dgua dos poros e a dgua sobrenadante. Estas
determinagdes da concentracdo do produto quimico em estudo proporcionam informagdes sobre o compor-
tamento deste efou a reparticio do mesmo no sistema dgua-sedimentos. A colheita de amostras dos
sedimentos e da dgua dos poros no inicio e no decurso do ensaio (ver o ponto 39) exige recipientes de
ensaio adicionais para as determinacdes analiticas. Se a reparti¢do do produto quimico em estudo entre a
dgua e os sedimentos tiver sido determinada com clareza num estudo dgua/sedimentos em condi¢des
compardveis (no tocante a proporg¢do relativa de dgua e de sedimentos, tipo de aplicacdo, teor de carbono
organico dos sedimentos etc.) ou se as concentra¢des medidas da dgua sobrenadante se mantiverem compro-
vadamente entre 80 % e 120 % das concentragdes nominais ou medidas iniciais, pode ndo ser necessirio
efetuar determinagdes nos sedimentos no caso do protocolo da dgua enriquecida.

39.  Quando se efetuam medi¢des intermédias (por exemplo no 7.° efou no 14.c dias) e a andlise necessita de
amostras grandes que ndo possam ser colhidas dos recipientes de ensaio sem influenciar o sistema de ensaio,
as determinagdes analiticas devem ser realizadas com amostras colhidas de recipientes de ensaio adicionais
tratados da mesma forma (incluindo a presenca dos organismos), mas ndo utilizados nos exames bioldgicos.
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40. A centrifugagdo a 10 000 g, a 4 °C, durante 30 minutos, por exemplo, é o procedimento recomendado para
isolar a dgua intersticial (dgua dos poros). No entanto, caso se demonstre que o produto quimico em estudo
ndo é adsorvido pelos filtros, a filtragem também ¢é aceitdvel. Em alguns casos, se a amostra for demasiado
pequena, pode ndo ser possivel analisar concentra¢des na dgua dos poros.

Pardmetros fisico-quimicos

41.  Determinam-se de modo adequado (ver o ponto 10) o pH, o oxigénio dissolvido na dgua utilizada no ensaio
e a temperatura da dgua nos recipientes de ensaio e nas placas de cristalizagdo. No inicio e no final do
ensaio, determinam-se a dureza e o teor de amoniaco nos grupos de controlo, bem como num dos
recipientes de ensaio e numa placa de cristalizagdo correspondentes a concentragdo mais elevada.

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

42.  Este ensaio de ciclo de vida visa determinar o efeito do produto quimico em estudo na reproducio e, em
duas geragdes, na taxa de desenvolvimento e no nimero de insetos machos e fémeas totalmente emergidos e
vivos. Para a determinacdo da taxa de emergéncia, agregam-se os dados correspondentes a machos e fémeas.
Caso ndo haja diferengas de sensibilidade com significincia estatistica entre os dois sexos ao nivel de taxa de
desenvolvimento, os resultados correspondentes a machos e fémeas podem ser agregados para andlise
estatistica.

43.  Em geral, calculam-se as concentragdes com efeitos, expressas em concentracio na agua sobrenadante
(protocolo da dgua enriquecida) ou nos sedimentos (protocolo dos sedimentos enriquecidos), com base nas
concentragdes medidas no inicio da exposicdo (ver o ponto 38). Portanto, no caso do protocolo da dgua
enriquecida, determina-se a média correspondente a cada concentracio de exposi¢do das concentra¢des
normalmente medidas no inicio da exposi¢do na dgua sobrenadante dos recipientes de ambas as geragdes e
das placas de cristalizagdo. No caso do protocolo dos sedimentos enriquecidos, determina-se a média corres-
pondente a cada concentragdo de exposi¢do das concentra¢des normalmente medidas no inicio da exposi¢io
nos recipientes de ambas as geracdes (e, facultativamente, nas placas de cristalizacdo).

44.  Para efetuar uma estimativa pontual, ou seja, para determinar uma CE_, os dados estatisticos por recipiente e
por gaiola de criagdo podem equiparar-se a replicados reais. No célculo de um intervalo de confianca para
qualquer valor CE, ¢ necessirio ter em conta a variabilidade entre recipientes, ou deve demonstrar-se que
essa variabilidade é tdo reduzida que pode ser ignorada. Se o modelo for ajustado pelo método dos minimos
quadrados, deve aplicar-se uma transformagdo aos dados estatisticos por recipiente, para melhorar a homoge-
neidade da variancia. Contudo, os valores de CE_s6 devem ser calculados apés retransformacgdo da resposta
no valor original (31).

45.  Se a andlise estatistica tiver por objetivo determinar a NOEC recorrendo a testes de hipdteses, é necessério ter
em conta a variabilidade entre recipientes, o que fica garantido pelo recurso a métodos de andlise de
varidncia (por exemplo os testes de Williams e de Dunnett). O teste de Williams é adequado quando,
teoricamente, é de esperar uma relagdo dose-resposta mondtona; caso contririo, é adequado um teste de
Dunnett. Se ndo se verificarem os pressupostos habituais da andlise de varidncia, testes mais robustos (27)
podem constituir uma alternativa adequada (31).

Taxa de emergéncia

46.  Os dados relativos as taxas de emergéncia sdo dados quantais, que podem ser analisados através de um teste
de Cochran-Armitage aplicado de forma regressiva, nos casos em que se prevé uma relagio dose-resposta
monodtona e os dados sdo compativeis com a previsdo. Caso contrdrio, pode recorrer-se a um teste exato de
Fisher ou a um teste de Mantel-Haentzal com valores p ajustados segundo o método de Bonferroni-Holm. Se,
para a mesma concentragdo, houver indicios de uma maior variabilidade entre replicados do que a sugerida
por uma distribui¢do binomial (frequentemente referida como variagdo “extrabinomial”), deve utilizar-se um
teste exato de Fisher ou um teste de Cochran-Armitage robusto, como proposto na referéncia (27).
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Determina-se a soma dos insetos (machos e fémeas) vivos emergidos por recipiente, n, e divide-se esse
niimero pelo nimero de larvas introduzidas, n:

TE ==
n,
em que:
TE = taxa de emergéncia,
n, = ndmero de insetos vivos emergidos no recipiente,
n, = numero de larvas introduzidas no recipiente (normalmente 20).

Quando n, é superior a n, (ou seja, quando foi introduzido involuntariamente um nimero de larvas maior do
que o previsto), considera-se n, igual a n,.

47.  Uma alternativa mais adequada a amostras grandes, quando se regista varidncia extrabinomial, consiste em
tratar a taxa de emergéncia como uma resposta continua e aplicar métodos compativeis com os dados de
taxa de emergéncia em causa. Neste contexto, uma amostra “grande” é definida como aquela em que o
nimero total de insetos emergidos e ndo emergidos é, cada um deles, superior a cinco por replicado
(recipiente).

48. A aplicagdo de métodos de andlise de varidncia implica a aplicagdo prévia aos valores de taxa de emergéncia
de uma transformada de arco-seno da raiz quadrada ou de uma transformada de Tukey-Freeman, de forma a
obter uma distribui¢do aproximadamente normal e uniformizar as varidncias. Quando se utilizam as
frequéncias absolutas, podem ser aplicados os testes de Cochran-Armitage, exato de Fisher (com ajustamento
de Bonferroni) e de Mantel-Haentzal. A transformagdo arco-seno da raiz quadrada consiste em calcular o
inverso do seno (sin") da raiz quadrada do valor da taxa de emergéncia.

49.  No respeitante as taxas de emergéncia, calculam-se os valores CE, por andlise de regressio — por exemplo
por recurso aos modelos probit, logit ou Weibull (28). Se a andlise de regressdo ndo resultar (por exemplo se
o nimero de respostas parciais for inferior a dois), utilizam-se outros métodos ndo-paramétricos, como a
média mével ou interpolagdo simples.

Taxa de desenvolvimento

50. O tempo de desenvolvimento médio representa o tempo médio decorrido entre a introdugdo das larvas (dia
0 do ensaio) e a emergéncia dos insetos correspondentes (para o célculo do tempo de desenvolvimento real,
é necessdrio ter em conta a idade das larvas no momento da introducio). A taxa de desenvolvimento é o
inverso do tempo de desenvolvimento (unidade: 1/dia) e representa a quantidade de desenvolvimento larvar
que ocorre por dia. A taxa de desenvolvimento é o pardmetro preferido para a avaliagio destes estudos de
toxicidade de sedimentos, dado que a sua variancia é mais baixa que a do tempo de desenvolvimento, sendo
também mais homogénea e mais préxima da distribuicdo normal. Os testes paramétricos mais potentes
adaptam-se, portanto, a taxa de desenvolvimento, mas nio ao tempo de desenvolvimento. Tratando a taxa de
desenvolvimento como uma resposta continua, os valores de CE_ podem ser estimados por recurso a uma
andlise de regressio — por exemplo como descrito em (29)(30). Os métodos de andlise de variancia (por
exemplo o teste de Williams ou o teste de Dunnett) permitem determinar uma NOEC correspondente a taxa
de desenvolvimento média. Dado que os insetos machos emergem antes das fémeas, isto é, tém uma taxa de
desenvolvimento maior, é conveniente calcular uma taxa de desenvolvimento para cada sexo, além da corres-
pondente a todos os insetos.

51.  Para efeitos dos testes estatisticos, considera-se que o niimero de insetos observados no dia de inspegdo x
emergiu no ponto médio do intervalo de tempo compreendido entre o dia x e o dia x-d (d = duragdo do
intervalo de inspecdo, em geral 1 dia). A taxa de desenvolvimento média por recipiente ( x ) é calculada com
base na seguinte equagio:

_ "X
x:zfne

i=1
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em que:

=l

taxa de desenvolvimento média por recipiente,

i indice do intervalo de inspegio,

m: nlmero maximo de intervalos de inspecdo,

f: ntGmero de insetos emergidos no intervalo de inspegio i,
n: namero de insetos emergidos no final do ensaio (),

x;: taxa de desenvolvimento dos insetos emergidos no intervalo i,

x; =1/ emque; - %
dia

dia; dia de inspegdo (dias decorridos desde a introducdo das larvas),

d:  duragdo do intervalo de inspecdo i (niimero de dias, normalmente 1 dia).

Rdcio sexual

52.  Os rdcios sexuais sio dados quantais, pelo que devem ser avaliados por recurso ao teste exato de Fisher ou a
outro método adequado. O récio sexual natural da Chironomus riparius tem o valor um, o que significa que a
abundéncia dos machos é igual a das fémeas. O tratamento dos dados de racio sexual deve ser 0 mesmo para
as duas geragdes. Uma vez que o nimero mdximo de insetos por recipiente (ou seja, 20) é demasiado
pequeno para possibilitar andlises com significancia estatistica, determina-se o nimero total de insetos de
cada sexo totalmente emergidos e vivos em todos os recipientes correspondentes & mesma concentragio.
Comparam-se numa tabela de contingéncia 2 x 2 esses dados ndo-transformados com os dados correspon-
dentes ao grupo de controlo (do solvente) ou com os dados de controlo agregados.

Reprodugdo

53.  Calcula-se a reprodugdo, expressa em fecundidade, como o niimero de aglomerados de ovos por fémea. Mais
concretamente, divide-se o nimero de aglomerados de ovos produzidos numa gaiola de criagio pelo nimero
de fémeas vivas nio-lesionadas nela introduzidas. Os métodos de andlise de varidncia (por exemplo o teste de
Williams ou o teste de Dunnett) permitem determinar uma NOEC correspondente a fecundidade.

54. A fertilidade dos aglomerados de ovos serve para quantificar o niimero de aglomerados de ovos férteis por
fémea. Divide-se o nimero de aglomerados de ovos férteis produzidos numa gaiola de criagdo pelo nimero
de fémeas vivas ndo-lesionadas nela introduzidas. Os métodos de andlise de varidncia (por exemplo o teste de
Williams ou o teste de Dunnett) permitem determinar uma NOEC correspondente a fertilidade.

Relatério do ensaio

55.  Elementos a constar do relatério do ensaio:
Produto quimico em estudo

— estado fisico e propriedades fisico-quimicas (hidrossolubilidade, pressio de vapor, log K, coeficiente de
parti¢do no solo — ou nos sedimentos, se disponivel —, estabilidade na dgua e nos sedimentos etc.);

— dados de identificacdo quimica (denominagio comum, denominag¢do quimica, férmula estrutural, nimero
CAS etc.), incluindo o grau de pureza e o método analitico de determinacdo quantitativa do produto
quimico.

Espécie utilizada no ensaio

— organismos utilizados no ensaio: espécie, nome cientifico, origem e condigdes de criacio;

— informagdes sobre o modo de manipulagdo dos aglomerados de ovos e das larvas;
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— informacdes sobre a manipulagio dos adultos emergidos da 1.2 geragdio com um exaustor etc. (ver o
apéndice 5);

— idade dos organismos ao serem introduzidos nos recipientes de ensaio da 1.2 e 2.* geracdes.
Condigdes de realizacdo do ensaio
— sedimentos utilizados — de origem natural ou formulados (artificiais);

— sedimentos naturais: localizagdo e descri¢do do local de colheita dos sedimentos, incluindo, se possivel, o
historial de contaminacdo; caracteristicas dos sedimentos: pH, teor de carbono organico, razio C/N e
granulometria (se pertinente);

— sedimentos formulados: preparagdo, ingredientes e caracteristicas (teor de carbono orgénico, pH,
humidade etc. medidos no inicio do ensaio);

— preparagdo da dgua para os ensaios, caso seja utilizada dgua reconstituida, e caracteristicas da mesma
(concentracdo de oxigénio, pH, dureza etc. medidos no inicio do ensaio);

— espessura dos sedimentos e da camada de dgua sobrenadante nos recipientes de ensaio e nas placas de
cristalizacdo;

— volume da dgua sobrenadante e da dgua dos poros; peso dos sedimentos himidos (com e sem a dgua dos
poros) dos recipientes de ensaio e das placas de cristalizacio;

— recipientes de ensaio (material e dimensdes);
— placas de cristalizagdo (material e dimensdes);
— gaiolas de criacdo (material e dimensdes);

— método de preparacio das solugdes de reserva e concentragdes ensaiadas nos recipientes de ensaio e nas
placas de cristalizagdo;

— aplicagdo do produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio e nas placas de cristalizagdo: concen-
tracdes ensaiadas, niimero de replicados e (se necessarios) solventes;

— condi¢des de incubacio nos recipientes de ensaio: temperatura, ciclo de iluminacio e intensidade
luminosa, arejamento (bolhas por segundo);

— condi¢des de incubagdo nas gaiolas de criagdio e nas placas de cristalizagdo: temperatura, ciclo de
iluminacio e intensidade luminosa;

— condig¢des de incubagio dos aglomerados de ovos nas placas de microtitulagdo (ou noutros recipientes):
temperatura, ciclo de iluminagdo e intensidade luminosa;

— informagGes pormenorizadas sobre a alimentagio dos organismos, incluindo o tipo de alimentos, a
preparacdo destes e a quantidade e frequéncia da alimentagio.

Resultados

— concentragdes de ensaio nominais, concentra¢des de ensaio medidas e resultados de todas as andlises
efetuadas para determinar a concentragio do produto quimico em estudo nos recipientes de ensaio e nas
placas de cristalizagdo;

— qualidade da dgua nos recipientes de ensaio e nas placas de cristalizacdo (pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, dureza e amoniaco);

— 4gua evaporada no ensaio eventualmente reposta nos recipientes de ensaio;

— namero de insetos machos e fémeas emergidos diariamente por recipiente (1.2 e 2.2 geragdes separa-
damente);

— récio sexual de insetos totalmente emergidos e vivos por nivel de exposi¢do (1.2 e 2.2 geragdes separa-
damente);

— niimero de larvas, por recipiente, que nio emergiram como insetos adultos (1. e 2.2 geracdes separa-
damente);

— percentagem/fracdo de emergéncia por replicado e por concentragio ensaiada (insetos machos e fémeas
agregados) (1.2 e 2.2 geragdes separadamente);

— taxa de desenvolvimento média dos insetos totalmente emergidos e vivos por replicado e por
concentracdo ensaiada (insetos machos e fémeas separados e também agregados) (1.2 e 2.2 geracdes
separadamente);
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— namero de aglomerados de ovos depositados diariamente nas placas de cristalizagdo, por gaiola de
criagdo;

— caracteristicas dos aglomerados de ovos (dimensio, forma e fertilidade de cada um);

— fecundidade — ntimero de aglomerados de ovos dividido pelo nimero de fémeas introduzidas na gaiola
de criagdo;

— fertilidade — niimero de aglomerados de ovos férteis dividido pelo nimero de fémeas introduzidas na
gaiola de criacdo;

— estimativas de parametros de toxicidade, por exemplo CE_ (e os intervalos de confianca associados) e
NOEC, e métodos estatisticos utilizados para a determinagdo dos mesmos;

— discussdo dos resultados, incluindo qualquer influéncia nos resultados do ensaio decorrente de alteragdes
efetuadas ao método de ensaio.
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baseline experiments for future multi-generation studies. J. Environ. Sci. Health, Parte A, 42:1-9.

34)  OCDE (2010). Validation report of the Chironomid full life-cycle toxicity test. A publicar na “Series on Testing and
Assessment”. OCDE, Paris.
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Apéndice 1

Definicdes

Aplicam-se neste método de ensaio as seguintes defini¢des:

Produto quimico: substancia ou mistura.

Sedimentos formulados ou reconstituidos ou artificiais ou sintéticos: mistura de matérias utilizadas para simular
os componentes de sedimentos naturais.

Agua sobrenadante: dgua a superficie dos sedimentos, no recipiente de ensaio.
Agua intersticial ou dgua dos poros: dgua que ocupa o espaco entre as particulas de sedimentos e de solo.
Agua enriquecida: dgua utilizada no ensaio, a qual foi adicionado o produto quimico em estudo.

Produto quimico em estudo: qualquer substancia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/303

Apéndice 2

Recomendacdes para a cultura de Chironomus riparius

1. As larvas de Chironomus podem ser criadas em placas de cristalizagdo ou em recipientes de maiores dimensdes.
Espalha-se no fundo do recipiente areia quartzitica fina de modo a constituir uma camada fina com 5 mm a
10 mm de espessura. Verificou-se que o kieselguhr (por exemplo o artigo Merck 8117) é também um substrato
adequado; neste caso, pode utilizar-se uma camada mais fina, da ordem de poucos milimetros. Adiciona-se em
seguida uma camada de vérios centimetros de uma dgua adequada. Se necessdrio, os niveis de dgua podem ser
repostos para compensar a evaporacdo e evitar a dessecacdo. Se necessdrio, a dgua pode ser substituida. Deve
efetuar-se um arejamento ligeiro. Os recipientes de criagio das larvas devem ser mantidos em gaiolas
adequadas, de forma a evitar fugas de adultos emergentes. A gaiola deve ser suficientemente grande (no
minimo cerca de 30 cm x 30 cm x 30 cm) para permitir a enxameagdo dos adultos emergidos, sem o que
poderd ndo ocorrer copulacio.

2. As gaiolas devem ser mantidas a temperatura ambiente ou a uma temperatura constante de 20 °C £ 2 °C, com
um periodo de luminosidade (cerca de 1 000 lux de intensidade) de 16 horas seguido de oito horas de
escuriddo. Existem indicagdes de que uma humidade relativa do ar inferior a 60 % pode impedir a reproducio.

Agua de diluicio

3. Pode utilizar-se qualquer dgua natural ou sintética adequada. Utiliza-se, em geral, dgua de pocos, dgua da
torneira desclorada ou meios artificiais (por exemplo meio M4 de Elendt ou meio M7; ver adiante). A dgua tem
de ser arejada antes da utilizagdo. Se necessdrio, a dgua das culturas pode ser renovada por vazamento ou
sifonagem cuidadosos da dgua usada dos recipientes de cultura sem destruir os tubos das larvas.

Alimentagio das larvas

4. As larvas de Chironomus sdo alimentadas com cerca de 250 mg por recipiente e por dia de um alimento
floculado para peixes (Tetra Min®, Tetra Phyll® ou outra marca registada semelhante). Os alimentos podem ser
fornecidos na forma de um pé seco obtido por moagem ou de uma suspensdo em 4dgua (adiciona-se 1,0 g de
alimento floculado a 20 ml de dgua de diluicio e mistura-se, de modo a obter uma mistura homogénea). A
suspensdo pode ser fornecida a razdo aproximada de 5 ml didrios por recipiente (agitar antes de utilizar). As
larvas com mais idade podem receber mais alimento.

5. Ajusta-se a alimentagdo em funcdo da qualidade da dgua. Se o meio de cultura se tornar turvo, deve reduzir-se
a alimentacdo. O fornecimento de alimentos deve ser cuidadosamente vigiado. A escassez de alimentos causaria
a migragdo das larvas para a coluna de dgua, enquanto uma alimentacio demasiado rica aumentaria a atividade
microbiana e reduziria a concentragio de oxigénio. Ambas as situacdes podem resultar na reducio das taxas de
crescimento.

6. Ao preparar novos recipientes de cultura, podem também ser adicionadas algumas células de algas verdes (por
exemplo Scenedesmus subspicatus ou Chlorella vulgaris).

Alimentacio dos adultos emergidos

7. Alguns experimentadores sugeriram que um tampéo de algoddo embebido numa solugdo saturada de sacarose
pode servir de alimento para os adultos emergidos.

Emergéncia

8. A temperatura de 20 °C + 2 °C, os adultos comecam a emergir dos recipientes de criacio das larvas decorridos
13 a 15 dias. Distinguem-se facilmente os machos pelas suas antenas plumosas e pelo seu corpo fino.

Aglomerados de ovos

9. A partir do momento em que estejam presentes adultos nas gaiolas de criagdo, deve verificar-se trés vezes por
semana se ocorre a deposicdo de aglomerados gelatinosos de ovos nos recipientes de criacdo das larvas. Se tal
suceder, esses aglomerados devem ser transferidos com cuidado para uma pequena cdpsula que jd contenha um
pouco de dgua de criagdo. Utilizam-se os aglomerados de ovos para iniciar novas culturas noutros recipientes
(por exemplo 2 a 4 aglomerados de ovos por recipiente) ou em ensaios de toxicidade.

10. Decorridos 2 a 3 dias, devem eclodir larvas no primeiro estddio larvar.



L 54/304 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

Preparagdo de novos recipientes de cultura

11. Uma vez estabelecidas as culturas, deve ser possivel preparar um novo recipiente de cultura de larvas por
semana, ou menos frequentemente (consoante as necessidades do ensaio), removendo-se os recipientes mais
antigos ap6s a emergéncia dos insetos adultos. O recurso a este sistema permite um aprovisionamento regular
de insetos adultos com uma gestdo minima.

Preparacio das solugdes de ensaio M4 e M7

12. O meio M4 foi descrito por Elendt (1990). Prepara-se o meio M7 do mesmo modo que o M4, exceto no que
respeita as substancias indicadas no quadro 1, cujas concentragdes sdo quatro vezes inferiores as do meio M4.
A solugdo de ensaio ndo deve ser preparada segundo Elendt e Bias (1990), pois as concentragdes de
NaSiO,*x5H,0, NaNO,, KH,PO, e K,HPO, indicadas para a preparagio das solu¢des de reserva nio sdo
adequadas.

Preparacio do meio M7

13. Prepara-se cada solucdo de reserva (I) separadamente e, em seguida, a partir destas, uma solucdo de reserva
combinada (Il) (ver o quadro 1). Prepara-se o meio M7 diluindo para 1 litro, com dgua desionizada, 50 ml da
solugdo de reserva combinada (Il) e as quantidades de cada solugdo de reserva de macronutrientes indicadas no
quadro 2. Prepara-se uma solugio de reserva de vitaminas juntando trés vitaminas a dgua desionizada como
indicado no quadro 3; adiciona-se 0,1 ml da solucdo de reserva combinada de vitaminas ao meio M7 final
pouco antes da utilizacdo (a solucdo de reserva de vitaminas é conservada congelada, em pequenas aliquotas).
Areja-se e estabiliza-se o meio.

Quadro 1

Solucdes de reserva de elementos vestigiais para os meios M4 e M7.

Para preparar a solucdo de reserva
. combinada (II), misturam-se as o N
Q;?Sftéiadaerinig) seguintes quantidades (ml) de solu- Concentragoee;séf{l;;at;ne/lls) solugdes de
Solugdes de reserva (1) litro corfl 4oua ¢oes de reserva (I) e diluiu-se para 1 8
desionizaga litro com dgua desionizada
M4 M7 M4 M7
H,BO, (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl,x4H,0 () 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6 120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl,x6H,0 (1) 3 040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr () 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, x 2H,0 (") 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl,x2H,0 (1) 335 1,0 0,25 0,017 0,004




1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/305
Para preparar a solucdo de reserva
. combinada (Il), misturam-se as P ~
Q;?nftédader(n;g) seguintes quantidades (ml) de solu- Concentracdes flhnats ne/lls) solucdes de
Solugdes de reserva (I) cruida para ¢oes de reserva (I) e diluiu-se para 1 ensaio {mg
litro com dgua . . -
desionizada litro com dgua desionizada
M4 M7 M4 M7

ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl,x6H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO, 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO, 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA x 2H,0 (1) (%) 5 000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, x 7H,0 (1) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") As quantidades destas substancias sdo diferentes nos meios M4 e M7, como se indica no quadro.
() Preparam-se estas solu¢des separadamente, misturam-se e colocam-se de imediato numa autoclave.

Quadro 2

Solucdes de reserva de macronutrientes para os meios M4 e M7.

Quantidade diluida para 1 litro
com dgua desionizada

Quantidade de cada solugdo
de reserva de macronutrientes
adicionada para preparar os

Concentracdes finais nas solu-
¢des de ensaio M4 e M7

(mg) meios M4 e M7 (mg/l)
(mlf)

CaCl, x 2H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, x 7H,0 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO, 64 800 1,0 64,8
NaSiO, x 9H,0 50 000 0,2 10,0
NaNoO, 2 740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
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Combinam-se as trés solugdes de vitaminas numa Gnica solugdo de reserva de vitaminas.

Quadro 3

Solucdes de reserva de vitaminas para os meios M4 e M7.

Quantidade diluida para 1 li-
tro com 4gua desionizada

Quantidade de cada solugdo
de reserva de vitaminas adi-
cionada para preparar os

Concentracdes finais nas solu-
¢des de ensaio M4 e M7

(mg) meios M4 e M7 (mg/l)
(mlf)
Cloridrato de tiamina 750 0,1 0,075
Cianocobalamina (B12) 10 0,1 0,0010
Biotina 7,5 0,1 0,00075
REFERENCIAS

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system.
Editado por M. Streloke e H. Képp, Berlim.

Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in Crustacea. Protoplasma, 154:25-33.

Elendt, B.P., Bias, W.-R. (1990).Trace nutrient deficiency in Daphnia magna cultured in standard medium for toxicity
testing, Effects on the optimisation of culture conditions on life history parameters of D. magna. Water Research,

24:1157-1167.
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Apéndice 3

Preparacio de sedimentos formulados

COMPOSICAO DOS SEDIMENTOS

Composi¢do dos sedimentos formulados:

Componente Caracteristicas Percentagem .do peso seco dos
sedimentos
Turfa Turfa de Sphagnum, com pH tdo préximo quanto possi- 4-5
vel do intervalo 5,5-6,0, sem restos visiveis de plantas,
finamente moida (granulometria < 1 mm) e seca ao ar
Areia quartzitica Granulometria: > 50 % das particulas de granulometria 75-76
na gama 50-200 pm
Argila caulinica Teor de caulinite > 30 % 20
Carbono organico Ajustado por adigdo de turfa e areia 2(x0,5)
Carbonato de célcio CaCO, pulverizado quimicamente puro 0,05-0,1
Agua Condutividade < 10 pS/cm 30 - 50

PREPARACAO

Seca-se a turfa ao ar e mdi-se até se obter um po fino. Prepara-se uma suspensdo da quantidade necessaria de turfa
pulverizada em dgua desionizada, por recurso a um dispositivo de homogeneizagio de alta eficiéncia. Ajusta-se o pH
desta suspensdo a 5,5 £ 0,5 com CaCO,. Condiciona-se a suspensdo durante, pelo menos, dois dias, com agitacdo
ligeira a 20 °C = 2 °C, para estabilizar o pH e estabelecer um perfil microbiano estdvel. Findo este periodo,
determina-se novamente o pH, que deve ser de 6,0 * 0,5. Mistura-se entdo a suspensdo de turfa com os outros
compornentes (areia e argila caulinica) e dgua desionizada, de forma a obter sedimentos homogéneos com teor de
dgua da ordem de 30-50 % do peso seco dos sedimentos. Determina-se uma vez mais o pH da mistura final e, se
necessario, ajusta-se a 6,5-7,5 com CaCO,. Colhem-se amostras dos sedimentos para determinar o peso seco e o
teor de carbono organico. Recomenda-se que, antes de serem utilizados em ensaios de toxicidade em quironomideos,
os sedimentos formulados sejam mantidos durante sete dias em condigdes idénticas as do ensaio subsequente.

CONSERVACAO

Os componentes secos para a preparacdo de sedimentos artificiais podem ser conservados a temperatura ambiente
num local seco e fresco. Os sedimentos formulados (hiimidos) nio devem ser armazenados antes de serem utilizados
nos ensaios. Devem ser utilizados imediatamente apds o periodo de condicionamento de sete dias que conclui a sua
preparacdo.

REFERENCIAS

OCDE (1984). Earthworm, Acute Toxicity Test. Test Guideline No. 207. Guidelines for the Testing of Chemicals. OCDE,
Paris.

Meller, M., Egeler, P., Roembke, J., Schallnass, H., Nagel, R., Streit, B. (1998). Short-term toxicity of lindane, hexachlo-
robenzene and copper sulfate on tubificid sludgeworms (Oligochaeta) in artificial media. Ecotox. Environ. Safety,
39:10-20.
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Apéndice 4

Caracteristicas quimicas de uma dgua de dilui¢io adequada

COMPONENTE CONCENTRAGCAO
Particulas <20 mg/l
Carbono organico total < 2 mg/l
Amoniaco ndo—ionizado <1 pgfl

Dureza, expressa em CaCO,

< 400 mg/l (¥

Cloro residual

<10 pgfl

Pesticidas organofosforados totais

Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais

< 50 ng/l

Cloro organico total

/
< 50 ng/l
/
/

<25 ng/l

(*) No entanto, caso se suspeite de uma intera¢do entre os ides responsdveis pela dureza e o produto quimico em estudo, deve utili-
zar-se uma dgua mais macia (nessa eventualidade, ndo pode utilizar-se 0 meio M4 descrito por Elendt).
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Apéndice 5

Orientagdes para a realiza¢io do ensaio

Exemplo de gaiola de criagdo:

TR TN
) 4
vs)

< >
A: tela na face superior e, pelo menos, num dos lados da gaiola (malha de aproximadamente 1 mm);

B: abertura para introducio, na gaiola de criacdo, dos adultos emergidos e para remogdo dos aglomerados de ovos
das placas de cristalizagdo (ndo representadas na figura);

C: dimensdes minimas da gaiola de criagdo: 30 cm de comprimento, 30 cm de altura e 30 cm de largura.
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Exemplo de recipiente de ensaio:

-~ -

pipeta de Pasteur para arejamento da dgua sobrenadante;
tampa de vidro para evitar fugas de insetos emergidos;

superficie da dgua;

e 0 % 2

recipiente de ensaio (copo de vidro com, pelo menos, 600 ml de capacidade);

camada de sedimentos.

™
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Exemplo de exaustor de captura de insetos adultos (as setas indicam o sentido do fluxo de ar):

551

A: tubo de vidro (didmetro interno de aproximadamente 5 mm) ligado a uma bomba autoferrante;

rolha de borracha vulcanizada, atravessada pelo tubo A; para nio lesionar os insetos sugados para o exaustor, a
abertura interior do tubo de vidro A estd coberta com algoddo e uma tela (malha de aproximadamente 1 mm);

C: recipiente transparente (de plastico ou de vidro, com cerca de 15 cm de altura) para os insetos capturados;

D: rolha de borracha vulcanizada, atravessada pelo tubo E; para transferir os insetos para a gaiola de criacdo, retira-
-se a rolha D do recipiente C;

E: tubo (de plastico ou de vidro, com didmetro interno de aproximadamente 8 mm) para recolha de insetos adultos
dos recipientes.
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Representacdo esquemdtica de um ensaio de ciclo de vida:

F

U0
(e
U0
(i

Jggd

A: 12 geracdo — recipientes de ensaio com um sistema sedimentos-dgua; oito replicados; 20 larvas no primeiro
estddio larvar por recipiente;

associagdo de quatro recipientes de ensaio a cada gaiola de criacdo (A e B);
gaiolas de criagdo A e B, para enxameagdo, acasalamento e postura de ovos;

: placas de cristalizagdo para deposigio dos aglomerados de ovos;

m g N wW

placas de microtitulagio; um aglomerado de ovos por alvéolo;

o

2.2 geragdo — recipientes de ensaio com um sistema sedimentos-dgua; oito replicados; 20 larvas no primeiro
estadio larvar por recipiente.
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C.41. ENSAIO DE DESENVOLVIMENTO SEXUAL EM PEIXES
INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 234 (2011) da OCDE. Baseia-se numa decisio de 1998 com
vista a elaboracdo de métodos de ensaio atualizados ou novos para despistagem e ensaio de potenciais desregu-
ladores do sistema endécrino. O Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes foi considerado um método de
ensaio prometedor com incidéncia numa fase da vida dos peixes sensivel a produtos quimicos estrogénicos e
androgénicos. Este método de ensaio foi objeto de um exercicio de validagdo interlaboratorial que decorreu de
2006 a 2010, tendo sido validado para o peixe-do-arroz-japonés (Oryzias latipes), o peixe-zebra (Danio rerio) e o
esgana-gata (Gasterosteus aculeatus) e parcialmente validado para o vairdo-de-cabega-gorda (Pimephales promelas)
(41)(42)(43). O presente protocolo aplica-se ao peixe-do-arroz-japonés, ao esgana-gata e ao peixe-zebra.
Constitui, em principio, um aperfeicoamento do Test Guideline 210 da OCDE (1), um ensaio de toxicidade
aplicdvel aos primeiros estddios da vida dos peixes, prosseguindo a exposicdo até a diferenciagdo sexual dos
peixes — a qual ocorre cerca de 60 dias ap6s a eclosdo no caso do peixe-do-arroz-japonés, do esgana-gata e do
peixe-zebra (o periodo de exposi¢do poderd ser mais curto ou mais longo no caso de outras espécies que
venham a ser validadas) — e tendo sido incluidos parimetros de sensibilidade enddcrina. O Ensaio de
Desenvolvimento Sexual em Peixes avalia efeitos nos primeiros estddios de vida e possiveis consequéncias
indesejadas de produtos quimicos potencialmente desreguladores do sistema endécrino (por exemplo,
estrogénios, androgénios e inibidores da esteroidogénese) no desenvolvimento sexual. A combinacio dos dois
parametros enddcrinos principais — concentracdo de vitelogenina e ricio sexual fenotipico — possibilita que o
ensaio revele o modo de agdo do produto quimico em estudo. Dado que as variagdes do rdcio sexual
fenotipico sdo caracteristicas da populagdo em causa, pode utilizar-se o Ensaio de Desenvolvimento Sexual em
Peixes para avaliar perigos e riscos. Todavia, caso se pretenda recorrer a este ensaio para avaliar perigos e
riscos, ndo deve utilizar-se o esgana-gata, pois os dados de validagdo atualmente disponiveis mostram que, no
caso desta espécie, ndo sdo comuns alteragdes do rdcio sexual fenotipico induzidas por produtos quimicos.

2. O protocolo baseia-se na exposi¢do de peixes a produtos quimicos através da dgua durante o periodo sexual
14bil, no decurso do qual os peixes sdo previsivelmente mais sensiveis aos efeitos dos produtos quimicos
desreguladores do sistema enddcrino que interferem no desenvolvimento sexual. Medem-se dois pardmetros
principais indicadores de aberragdes de desenvolvimento de carcter enddcrino: as concentragdes de
vitelogenina e os rdcios sexuais (propor¢do de cada sexo) determinados por histologia das génadas. A histopa-
tologia das génadas (avaliagio e classificagdo do estidio de desenvolvimento dos ovécitos e das células
espermatogénicas) ¢ facultativa. Sempre que possivel, também se determina o sexo genético (designadamente
no peixe-do-arroz-japonés e no esgana-gata). A presenca de um marcador do sexo genético constitui uma
vantagem considerdvel, pois este aumenta o poder estatistico dos efeitos no ricio sexual e permite indivi-
dualizar as inversdes de sexo fenotipico. Outros pardmetros apicais a medir sio a taxa de eclosdo, a sobrevi-
véncia, o comprimento dos peixes e o peso corporal destes. Este método de ensaio poderd ser adaptado a
espécies diferentes das mencionadas, desde que as espécies pretendidas sejam objeto de uma validagdo
equivalente a efetuada para o peixe-do-arroz-japonés, o esgana-gata e o peixe-zebra, que os peixes de controlo
se apresentem sexualmente diferenciados no final do ensaio, que os niveis de vitelogenina sejam suficien-
temente elevados para que possam detetar-se variagdes significativas devidas ao produto quimico em estudo e
que se determine a sensibilidade do sistema de ensaio utilizando determinados produtos quimicos com
atividade endécrina de referéncia — (anti)estrogénios, (anti)androgénios, inibidores da aromatase etc. Além
disso, é necessario que a OCDE examine os relatérios de validagio do Ensaio de Desenvolvimento Sexual em
Peixes noutras espécies e que o resultado dessas validacdes seja considerado satisfatério.

Consideracdes iniciais e limita¢des

3. As fémeas de vertebrados oviparos produzem normalmente vitelogenina como reagdo aos estrogénios
enddgenos em circulagdo (2). Trata-se se um precursor das proteinas do vitelo que, uma vez produzido no
figado, é transportado na corrente sanguinea até aos ovérios, onde é absorvido e modificado pelos ovécitos em
desenvolvimento. A sintese de vitelogenina é muito reduzida, embora seja detetdvel, nos peixes imaturos e nos
peixes machos adultos, que ndo tém estrogénios suficientes em circulagio. Porém, o figado é capaz de sintetizar
e segregar vitelogenina como reacdo a uma estimulacdo estrogénica exdgena (3)(4)(5).

4. A medigdo da vitelogenina serve para detetar produtos quimicos com modos de acdo estrogénicos, antiestro-
génicos ou androgénicos e produtos quimicos (como os inibidores da aromatase) que interferem com a esteroi-
dogénese. E possivel detetar produtos quimicos estrogénicos medindo a inducdo de vitelogenina em peixes
machos, método documentado em numerosas publica¢des cientificas pré-avaliadas por especialistas. Também
se demonstrou a inducdo de vitelogenina apds exposi¢do a androgénios aromatizdveis (6)(7). A diminuicdo do
nivel de estrogénios em circulacio nas fémeas, por exemplo através da inibicio da aromatase, que converte o
androgénio endbgeno no estrogénio natural 17f-estradiol, provoca uma diminui¢do da concentragio de
vitelogenina, efeito que é utilizado para detetar produtos quimicos com propriedades inibidoras da aromatase
ou, mais genericamente, inibidores da esteroidogénese (33). As consequéncias bioldgicas de uma inibicio
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estrogénica/da aromatase no nivel de vitelogenina sdo um facto assente e estio amplamente documentadas (8)
(9). Todavia, a produgdo de vitelogenina nas fémeas também pode ser afetada por toxicidade generalizada e por
modos de acdo toxica ndo-enddcrinos.

5. Foram desenvolvidos e normalizados com éxito vdrios métodos de medigdo para ensaios de rotina com vista a
determinagdo quantitativa da vitelogenina em amostras de sangue, do figado, do corpo inteiro e de homoge-
neizado da cabeca e da cauda, colhidas individualmente em peixes. No caso do peixe-zebra, do esgana-gata e
do peixe-do-arroz-japonés, bem como da espécie parcialmente validada vairdo-de-cabega-gorda, existem
métodos ELISA especificos para cada espécie que recorrem a processos imunoquimicos para quantificar a
vitelogenina (5)(10)(11)(12)(13)(14)(15)(16). No peixe-do-arroz-japonés e no peixe-zebra, existe boa correlacio
entre a vitelogenina determinada em amostras de plasma sanguineo, figado e homogeneizado, embora os
valores medidos no homogeneizado tendam a ser ligeiramente inferiores aos valores medidos no plasma (17)
(18)(19). Descrevem-se no apéndice 5 os procedimentos recomendados para a colheita de amostras destinadas
a andlise da vitelogenina.

6. A variagdo do rdcio sexual fenotipico (propor¢do de cada sexo) é um pardmetro indicador da inversdo de sexo.
Em principio, os estrogénios, os antiestrogénios, os androgénios, os antiandrogénios e os produtos quimicos
inibidores da esteroidogénese podem afetar o racio sexual dos peixes em desenvolvimento (20). Mostrou-se que
esta inversdo de sexo € parcialmente reversivel no peixe-zebra (21) apés exposicdo a produtos quimicos de tipo
estrogénico, ao passo que a inversio de sexo apds exposi¢do a produtos quimicos de tipo androgénico é
permanente (30). O sexo é determinado em cada peixe por exame histologico das génadas e define-se como
feminino, masculino, intersexual (ovécitos e células espermatogénicas presentes simultaneamente na mesma
génada) ou indiferenciado. O apéndice 7 e o documento de orientagdes da OCDE sobre o diagndstico de
histopatologias de tipo end6crino em génadas de peixes (22) contém orientacdes neste dominio.

7. Examina-se o sexo genético por meio dos marcadores genéticos eventualmente existentes na espécie de peixes
em causa. No peixe-do-arroz-japonés, os genes femininos XX ou masculinos XY podem ser detetados por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o gene do dominio DM ligado ao cromossoma Y (DMY) pode ser
analisado (DMY negativo ou positivo) conforme se descreve nas referéncias (23)(24). Descreve-se no
apéndice 10 um método PCR equivalente para a determina¢do do sexo genético no esgana-gata. O poder
estatistico do ensaio sai refor¢ado quando é possivel relacionar individualmente o sexo genético com o sexo
fenotipico, pelo que deve determinar-se o sexo genético nas espécies que possuam marcadores documentados
de sexo genético.

8. A combinacio dos dois pardmetros enddcrinos principais concentragio de vitelogenina e ricio sexual
fenotipico — permite demonstrar o modo de acdo endécrina (MAE) do produto quimico em estudo
(quadro 1). Dado que o racio sexual é um biomarcador caracteristico da populagdo em causa (25)(26), no caso
de alguns modos de acdo bem definidos, os resultados obtidos pelo Ensaio de Desenvolvimento Sexual em
Peixes podem ser utilizados para avaliar perigos e riscos, quando a autoridade reguladora o considerar
adequado. Presentemente, esses modos de agdo sdo os dos estrogénios, dos androgénios e dos inibidores da
esteroidogénese.

Quadro 1

Reacdo dos parimetros enddcrinos a diversos modos de agio de produtos quimicos:

1= aumento, |= diminuicio, — = ndo investigado.
Modo de acio VTG & VTG ¢ Récio sexual Referéncias
Agonista fraco dos estrogénios 1 1 19 ou Tindiferenciado (27)(40)
Agonista forte dos estrogénios 7 1 12 ou Tindiferenciado, (28)(40)
nulo &
Antagonista dos estrogénios — — 1%, Tindiferenciado (29)
Agonista dos androgénios |l ou— lou— 13, nulog (28)(30)
Antagonistas dos androgénios — — 12, (31)
Tintersexual
Inibidor da aromatase 1 1 19 (33)
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9. O Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes ndo abrange o estddio reprodutivo da vida dos peixes. Por esse
motivo, os produtos quimicos suspeitos de afetarem a reproducio a concentragdes inferiores as que afetam o
desenvolvimento sexual devem ser examinados num ensaio que abranja a reprodugdo.

10. No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

11. O Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes visa detetar produtos quimicos com propriedades androgénicas
e estrogénicas, bem como com propriedades antiandrogénicas, antiestrogénicas e de inibicio da esteroido-
génese. As fases (1 e 2) de validagdo do Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes abrangeram produtos
quimicos estrogénicos, androgénicos e inibidores da esteroidogénese. O quadro 1 contempla os efeitos de
antagonistas dos estrogénios e de antagonistas dos androgénios no Ensaio de Desenvolvimento Sexual em
Peixes, mas estes modos de acdo ainda estio pouco documentados.

PRINCIPIO DO METODO

12. Neste ensaio, expdem-se os peixes, desde o ovo recentemente fecundado até ao termo da diferenciagio sexual,
a, pelo menos, trés concentragdes do produto quimico em estudo dissolvido em dgua. O ensaio decorre em
fluxo continuo, a menos que ndo seja possivel realizd-lo nessas condi¢des por motivos ligados a disponibilidade
ou a natureza (solubilidade reduzida, por exemplo) do produto quimico em estudo. Inicia-se o ensaio com a
colocagdo de ovos recentemente fertilizados (antes da segmentagio do blastodisco) nas cubas de ensaio. A
carga das cubas € descrita para cada espécie no ponto 27. Para as espécies de peixes validadas (peixe-do-arroz-
-japonés, esgana-gata e peixe-zebra), o ensaio termina 60 dias ap6s a eclosdo. Eutanasiam-se sem sofrimento os
peixes no final do ensaio. Colhe-se uma amostra bioldgica (plasma sanguineo, figado ou homogeneizado da
cabeca e da cauda) de cada peixe para a andlise da vitelogenina, procedendo-se a fixagdo do restante para
avaliagdo histoldgica das génadas com vista a determinagdo do sexo fenotipico. A histopatologia (por exemplo
classificagdo do estddio de desenvolvimento das génadas, grau de intersexualidade) é facultativa. Nas espécies
que possuem biomarcadores adequados, colhe-se uma amostra bioldgica (barbatana anal ou dorsal) para
determinagio do sexo genético (apéndices 9 e 10).

13. O apéndice 2 recapitula as condi¢des experimentais relevantes para as espécies validadas (peixe-do-arroz-
-japonés, esgana-gata e peixe-zebra).

INFORMAGCOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

14. E necessdrio dispor de resultados de um ensaio de toxicidade aguda ou de outro ensaio de toxicidade a curto
prazo [por exemplo o método de ensaio C.14 (34) e o Test Guideline 210 da OCDE (1)], de preferéncia
realizado com a espécie escolhida para este ensaio. Isto implica que a hidrossolubilidade e a pressdo de vapor
do produto quimico em estudo sdo conhecidas e que se dispde de um método analitico fidvel de determinacio
quantitativa daquele nas cubas de ensaio, sendo que a exatiddo e o limite de detecio desse método sio
conhecidos e estio documentados.

15. A férmula estrutural, o grau de pureza, a estabilidade em dgua e a luz, o pK,, o P, e os resultados de um
ensaio de biodegradabilidade “ficil” (método de ensaio C.4) do produto quimico em estudo constituem outras
informacdes tteis (35).

Critérios de aceitacio do ensaio

16. Para que os resultados do ensaio possam considerar-se aceitdveis, tém de ser cumpridas as seguintes condi¢des:

— concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo do ensaio igual ou superior a 60 % do valor da saturagdo
com ar (VSA);

— diferenca de temperatura da dgua entre as diversas cubas de ensaio ndo superior a 1,5 °C em qualquer
momento do perfodo de exposicdo, mantendo-se a temperatura da dgua de cada cuba sempre na gama de
temperaturas especificada para a espécie utilizada no ensaio (apéndice 2);

— disponibilidade de um método validado de andlise do produto quimico ao qual a espécie utilizada no
ensaio € exposta, com limite de detecdo bastante abaixo da concentracio nominal mais baixa, e existéncia
de dados demonstrativos de que a concentracio em solu¢do do produto quimico em estudo se manteve
satisfatoriamente num intervalo de +20 % relativamente a média dos valores medidos;
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— taxa global de sobrevivéncia dos ovos fertilizados do grupo de controlo e, quando aplicdvel, do grupo de
controlo do solvente igual ou superior aos limites definidos no apéndice 2;

— critérios de aceitagdo relativos ao crescimento e a proporgdo de cada sexo no termo do ensaio, baseados
nos dados dos grupos de controlo (grupos de controlo do solvente e da dgua agregados, a menos que os
resultados sejam significativamente diferentes, caso em que prevalecem os resultados do grupo do solvente):

Peixe-do-arroz- Peixe-zebra Esgana-gata
-japonés
Crescimento Peso hiimido de peixe (enxuto) >150 mg >75 mg >120 mg
Comprimento (padrio) >20 mm >14 mm >20 mm
Récio sexual (percentagem de machos ou fémeas) 30-70 % 30-70 % 30-70 %

— solvente eventualmente utilizado sem efeitos com significancia estatistica na sobrevivéncia e sem nenhum
efeito desregulador do sistema enddcrino nem outros efeitos indesejados nos primeiros estddios de vida,
comprovado por um grupo de controlo do solvente.

Caso se observe algum desvio dos critérios de aceitagio do ensaio, ponderam-se as consequéncias na
fiabilidade dos dados do ensaio e inclui-se essa andlise no relatério.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Cubas de ensaio

17. Podem ser utilizadas quaisquer cubas de vidro, de ago inoxiddvel ou de outro material quimicamente inerte. As
dimensdes das cubas devem ser suficientes para que possam ser cumpridos os requisitos relativos a taxa de
carga adiante enunciados. £ desejavel que as cubas de ensaio sejam posicionadas de forma aleatéria na drea de
ensaio. Porém, em vez de uma disposicdo completamente aleatdria, é preferivel uma organizagio por blocos e
uma disposi¢do aleatéria em cada bloco, estando todas as concentra¢des presentes em cada bloco. As cubas de
ensaio devem estar protegidas contra perturbagdes indesejadas.

Escolha da espécie

18. O apéndice 2 refere as espécies recomendadas. O processo de inclusio de novas espécies é descrito no ponto 2.

Manutencio dos peixes progenitores

19. O Test Guideline 210 da OCDE (1) descreve o modo de manutencdo dos peixes progenitores em condicdes
satisfatorias. Devem ser fornecidos aos peixes progenitores alimentos adequados uma ou duas vezes por dia.

Manipulacio de embrides e de larvas

20. Inicialmente, os embrides e larvas podem ser expostos em cubas de vidro ou de ago inoxiddvel mais pequenas,
dispostas no interior da cuba principal e cujos lados ou extremidades sejam constituidos por uma rede que
possibilite o fluxo do produto quimico em estudo através de cada cuba. Uma forma de criar um fluxo nio-
-turbulento através dessas cubas mais pequenas consiste em pendurd-las num braco que as movimente para
cima e para baixo, mas mantenha os organismos sempre submersos.

21. Quando se utilizam recipientes, grelhas ou malhas para confinar os ovos na cuba principal de ensaio, esses
dispositivos de confinamento devem ser removidos apds a eclosio das larvas, com excecio das malhas
necessdrias para evitar que os peixes escapem. Caso seja necessdrio transferir larvas, estas ndo devem ser
expostas ao ar. Também ndo devem ser utilizadas redes para retirar peixes de recipientes de ovos. O momento
adequado para efetuar esta transferéncia (que nem sempre € necessiria) varia de espécie para espécie.
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Agua

22. A dgua utilizada no ensaio pode ser qualquer dgua na qual a taxa de sobrevivéncia do grupo de controlo da
espécie ensaiada seja, pelo menos, tdo elevada quanto a verificada na dgua caracterizada no apéndice 3. A
qualidade da dgua deve manter-se constante durante o ensaio. Para assegurar que a dgua de dilui¢do ndo
influencia indevidamente o resultado do ensaio (por exemplo por reagdo com o produto quimico em estudo)
nem afeta negativamente o desempenho da progenitura, colhem-se regularmente amostras para andlise. De trés
em trés meses, por exemplo, caso se saiba que a qualidade da dgua de dilui¢do se mantém aproximadamente
constante, medem-se o carbono orgénico total, a condutividade, o pH e os sdlidos em suspensdo. Se a
qualidade da dgua suscitar diividas, medem-se as concentragdes de metais pesados (por exemplo Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd, Ni), dos principais catides e anides (por exemplo CaZ, Mg?*, Na*, K*, Cl-, SO,>) e de pesticidas. O
ponto 34 dd mais pormenores sobre a andlise quimica e as amostras de dgua colhidas.

Solucdes utilizadas no ensaio

23. Se isso for possivel do ponto de vista pratico, deve utilizar-se um sistema de fluxo continuo. Nos ensaios de
fluxo continuo, tendo em vista a manutencdo da série pretendida de concentracdes nas cubas utilizadas no
ensaio, é necessdrio um sistema que fornega e dilua continuamente (por exemplo por meio de uma bomba
doseadora, de um diluidor proporcional ou de um sistema saturador) uma solu¢do de reserva do produto
quimico em estudo. Os caudais das solugdes de reserva e da dgua de diluigdo devem ser verificados
regularmente durante o ensaio e ndo devem variar mais de 10 % ao longo do ensaio. Considera-se adequado
um caudal equivalente a, pelo menos, o volume de cinco cubas de ensaio em 24 horas (1). Ndo deve utilizar-se
tubagem de pldstico ou outros materiais que possam conter produtos quimicos biologicamente ativos ou
adsorver o produto quimico em estudo.

24. Preferencialmente, prepara-se a solucdo de reserva sem utilizar solventes, por simples mistura ou agitagdo do
produto quimico em estudo na dgua de dilui¢do, utilizando meios mecdnicos (agitagdo ou dispersio
ultrassénica, por exemplo). Caso seja dificil dissolver em dgua o produto quimico em estudo, procede-se como
¢ descrito no documento de orientagdes da OCDE sobre ensaios de toxicidade em meio aqudtico de substancias
e misturas dificeis (36). Deve evitar-se a utilizagdo de solventes, embora estes possam ser necessrios em alguns
casos, para obter uma solugdo de reserva com a concentragdo adequada. A referéncia (36) indica alguns
solventes adequados.

25. Os ensaios ndo devem ser realizados em condi¢des semiestdticas, a menos que possam ser apresentadas razdes
ponderosas associadas ao produto quimico em estudo (por exemplo estabilidade, disponibilidade reduzida,
custo elevado ou perigo associado). Na técnica semiestdtica, podem adotar-se dois métodos de renovagio
diferentes: ou se preparam novas solucdes de ensaio em cubas limpas e se transferem cautelosamente os ovos e
larvas sobreviventes para as novas cubas ou se mantém os organismos em estudo nas cubas de ensaio e se
renova diariamente uma parte (pelo menos dois tergos) da dgua utilizada no ensaio.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO
Condigdes de exposicio
Colheita de ovos e duragdo do ensaio

26. Para evitar distor¢Bes estatisticas de cariz genético, colhem-se ovos de, pelo menos, trés casais ou grupos
reprodutores, misturam-se todos os ovos e selecionam-se aleatoriamente os ovos necessdrios para iniciar o
ensaio. Ver no apéndice 11 a descri¢do da fertilizacdo artificial no caso do esgana-gata. Inicia-se o ensaio o
mais rapidamente possivel apds a fertilizacdo dos ovos, sendo preferivel imergir os embrides nas solu¢des em
estudo antes de iniciada a segmentagdo do blastodisco ou o minimo de tempo possivel apds esse estddio, mas
ndo mais de 12 horas ap0s a fertilizagdo. Prossegue-se o ensaio até terminar a diferenciacdo sexual no grupo de
controlo (60 dias apds a eclosdo no caso do peixe-do-arroz-japonés, do esgana-gata e do peixe-zebra).

Carga

27. O nimero minimo de ovos fertilizados no inicio do ensaio é de 120 por nivel de concentragio, repartidos por,
pelo menos, quatro replicados (admite-se uma atribuicdo por raiz quadrada ao grupo de controlo). Utilizando
tabelas estatisticas de aleatorizacdo, distribuem-se os ovos aleatoriamente pelos grupos expostos. A taxa de
carga (ver a definicdio no apéndice 1) tem de ser suficientemente baixa para que, sem necessidade de
arejamento direto das cubas, possa manter-se uma concentragio de oxigénio dissolvido nio inferior a 60 % do
valor da saturacdo com ar. Para os ensaios de fluxo continuo, recomenda-se uma taxa de carga ndo superior a
0,5 g/l em 24 horas e sempre ndo superior a 5 g/l de solugdo. O mais tardar 28 dias apés a fertilizagdo,
redistribuem-se os peixes por replicado em funcdo do ntimero de efetivos, de modo que todos os replicados
passem a conter um ndmero de peixes o mais idéntico possivel. Se morrerem peixes devido a exposicio,
reduz-se em conformidade o nimero de replicados, de modo que a densidade de peixes seja 0 mais possivel
idéntica em todos os niveis de exposicio.
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Luz e temperatura

28. O fotoperiodo e a temperatura da dgua devem ser adequados a espécie utilizada no ensaio (ver no apéndice 2
as condi¢des experimentais para este ensaio).

Alimentagdo

29. O regime alimentar dos peixes é um aspeto da maior importancia, sendo essencial fornecer o alimento correto
para cada estddio a intervalos adequados e em quantidade suficiente para um crescimento normal. O alimento
deve ser fornecido ad libitum, mas minimizando os excedentes. Para obter um crescimento normal, alimentam-
-se os peixes pelo menos duas vezes por dia (¢ aceitdvel uma dose didria tinica nos fins de semana), com, pelo
menos, trés horas de intervalo entre cada fornecimento de alimento. Para evitar a acumulagio de residuos,
removem-se o excesso de alimento e as fezes sempre que necessirio. Deve procurar aperfeicoar-se
continuamente o regime alimentar em fun¢do da experiéncia adquirida, de modo a melhorar a taxa de sobrevi-
véncia e otimizar o crescimento. Deve, portanto, procurar obter-se de peritos reconhecidos a confirmacio do
regime proposto. Suspende-se a alimentagdo dos peixes 24 horas antes do termo do ensaio. Indicam-se no
apéndice 2 alguns exemplos de regimes alimentares adaptados [ver igualmente a referéncia (39) da OCDE,
relativa a aspetos gerais dos ensaios de toxicidade em peixes].

Concentrag¢des ensaiadas

30. As concentragdes do produto quimico em estudo devem relacionar-se conforme se indica no apéndice 4. O
minimo a ensaiar sdo quatro replicados de cada uma de trés concentragdes diferentes. Na escolha da gama de
concentragdes a ensaiar, deve atender-se a curva que relaciona a CL;, com o periodo de exposi¢do nos estudos
de toxicidade aguda disponiveis. Caso os dados se destinem a avaliacdo de riscos, recomenda-se o ensaio de
cinco concentragdes diferentes.

31. Nio € necessdrio ensaiar concentra¢des do produto quimico que excedam 10 % do valor da CL,, aguda em
adultos ou 10 mg/l, prevalecendo como critério o valor mais baixo. A concentracdo mais elevada a ensaiar
deve corresponder a 10 % da CL,, na fase larvar/juvenil.

Grupos de controlo

32. Além do ensaio das concentracdes de exposicio, deve realizar-se um ensaio de controlo da dgua de diluicio
(pelo menos 4 replicados) e, se for caso disso, um ensaio de controlo do solvente (pelo menos 4 replicados).
Apenas devem ser utilizados nestes ensaios solventes que, comprovadamente, ndo tenham nenhuma influéncia
com significancia estatistica nos parametros ensaiados.

33. Caso seja utilizado um solvente, a concentragdo final do mesmo nido deve exceder 0,1 ml/l (36) e a
concentragio de solvente deve ser idéntica em todas as cubas de ensaio, exceto nas do grupo de controlo da
dgua de diluicio. No entanto, deve evitar-se o mais possivel utilizar solventes; se for utilizado um solvente, a
concentragdo do mesmo deve ser reduzida ao minimo.

Frequéncia das medicdes e das determinagdes analiticas

34. A fim de verificar a observancia dos critérios de aceitacdo, antes de iniciar o ensaio procede-se a determinacio,
por andlise quimica, da concentragio do produto quimico em estudo. No inicio e no termo do ensaio,
analisam-se individualmente todos os replicados. Durante o ensaio, analisa-se, pelo menos uma vez por
semana, um replicado de cada concentragdo ensaiada, percorrendo sistematicamente todos os replicados
(1,2,3,4,1,2....). Caso se guardem amostras para andlise posterior, é necessirio que o método de armazenagem
das amostras tenha sido previamente validado. Para garantir que as determinagdes do produto quimico se
realizam na verdadeira solu¢do do mesmo, filtram-se (utilizando filtros com porosidade de 0,45 pm, por
exemplo) ou centrifugam-se as amostras.

35. Durante o ensaio, medem-se em todas as cubas o oxigénio dissolvido, o pH, a dureza total, a condutividade, a
salinidade (se tiver interesse) e a temperatura. O oxigénio dissolvido, a salinidade (se tiver interesse) e a
temperatura sdo medidos, pelo menos, semanalmente; o pH, a condutividade e a dureza, pelo menos no inicio
e no final do ensaio. De preferéncia, monitoriza-se a temperatura continuamente em, pelo menos, uma das
cubas de ensaio.

36. Recomenda-se que os resultados se baseiem em concentracdes medidas. Todavia, se, durante todo o ensaio, as
concentragdes em solucio do produto quimico em estudo ndo se tiverem satisfatoriamente desviado mais de
20 % das concentracdes nominais, os resultados podem basear-se nos valores nominais ou nos valores
medidos.
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Exames e medicOes
Estddio do desenvolvimento embriondrio

37. Inicia-se a exposi¢do o mais rapidamente possivel apés a fertilizagdo, antes de iniciada a segmentacdo do
blastodisco e ndo mais de 12 horas ap6s a fertilizagdo, a fim de que haja exposi¢do durante as primeiras fases
do desenvolvimento embriondrio.

Eclosdo e sobrevivéncia

38. O exame da eclosdo e da sobrevivéncia deve ser, pelo menos, didrio, registando-se os niimeros apurados.
Removem-se os embrides, larvas e peixes juvenis mortos logo que sejam detetados, pois podem decompor-se
rapidamente e ser despedacados pelos outros peixes. A remogdo dos individuos mortos deve ser extremamente
cuidadosa, de modo a ndo tocar nos ovos e larvas vizinhos e a ndo os danificar, pois sio extremamente frageis
e sensiveis. Os critérios de morte variam de acordo com o estddio vital:

— ovos: particularmente nos estddios iniciais, acentuada perda de translucidez e alteragdo da coloragio,
causadas por coagulacdo efou precipitagio de proteinas e conduzindo a um aspeto branco opaco;

— larvas e peixes juvenis: imobilidade efou auséncia de movimentos respiratorios efou auséncia de batimentos

cardfacos efou coloragdo branca opaca do sistema nervoso central efou auséncia de reagdo a estimulos
mecanicos.

Aspeto andmalo

39. Regista-se o nimero de larvas e de peixes cuja forma do corpo seja anormal e descreve-se o aspeto e a
natureza da anomalia. A ocorréncia de embrides e larvas com anomalias é um fenémeno natural, podendo,
nalgumas espécies, afetar alguns pontos percentuais dos efetivos do(s) grupo(s) de controlo. Os animais com
aspeto andémalo s6 sio retirados das cubas de ensaio quando morrerem. Todavia, em conformidade com a
Diretiva 2010/623/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protegio
dos animais utilizados para fins cientificos, se das anomalias resultarem dor, sofrimento, angistia ou dano
duradouro e a previsio de morte for segura, os animais em causa devem ser anestesiados, eutanasiados
conforme se descreve no ponto 44 e tratados como mortalidade na andlise dos dados.

Comportamemo andémalo

40. Registam-se as anomalias a este nivel (por exemplo hiperventilagdo, natacio descoordenada, inatividade atipica
e comportamento alimentar atipico) logo que surjam.

Peso

41. No termo do ensaio, eutanasiam-se os peixes sobreviventes (sendo primeiro anestesiados se estiver prevista a
colheita de amostras de sangue) e pesam-se um a um (peso himido de cada peixe enxuto).

Comprimento
42. No termo do ensaio, mede-se cada peixe (comprimento padrio).

43, Estes exames permitem obter e inserir no relatério alguns ou a totalidade dos seguintes dados:
— mortalidade acumulada,
— ntmero de peixes sauddveis no final do ensaio,
— tempo decorrido até ao inicio e até ao final da eclosdo,
— comprimento e peso dos sobreviventes,
— numero de larvas deformadas,

— numero de peixes com comportamento anémalo.
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Colheita de amostras de peixes

44. No final do ensaio procede-se a colheita de amostras dos peixes. Eutanasiam-se os peixes que integram as
amostras, por exemplo com MS-222 (100-500 mg por litro, tamponado com 200 mg de NaHCO; por litro)
ou FA-100 (4-alil-2-metoxifenol, sinénimo de eugenol), medem-se um a um e pesam-se individualmente (peso
himido enxuto); ou entdo anestesiam-se, se for necessario colher uma amostra de sangue (ver o ponto 49).

Colheita de amostras para andlise da vitelogenina e determinac¢io do sexo por avaliacio histoldgica

45. Todos os peixes vdo integrar as amostras e ser preparados para a determinagdo do sexo e a andlise da
vitelogenina. Procede-se em todos os peixes a uma andlise histologica para determinacio do sexo. Para a andlise
da vitelogenina, aceita-se a constituicio de subamostras compostas por, pelo menos, 16 peixes de cada
replicado. Se os resultados obtidos para as subamostras forem pouco claros, é necessirio efetuar a andlise da
vitelogenina a mais peixes.

46. A constituicdo das amostras para andlise da vitelogenina e para determinacio do sexo depende do método de
andlise da vitelogenina.

Método do homogeneizado da cabega e da cauda para andlise da vitelogenina

47. Eutanasiam-se os peixes. Separam-se do corpo a cabeca e a cauda de cada peixe efetuando os cortes com um
bisturi imediatamente atrds das barbatanas peitorais e imediatamente atrds da barbatana dorsal (ver a figura 1).
Retinem-se a cabega e a cauda de cada peixe, pesa-se este conjunto e numera-se cada conjunto de cabeca e
cauda, apds o que se congela em azoto liquido e se conserva a — 70 °C, ou a temperatura inferior, para a
andlise da vitelogenina. Numera-se o resto do corpo de cada peixe e fixa-se essa parte com um fixador
apropriado para avaliacdo histoldgica (22). O recurso a este método permite determinar a vitelogenina e efetuar
uma avaliacdo histopatologica em cada peixe, pelo que pode relacionar-se uma variagio do nivel de
vitelogenina com o sexo fenotipico ou (no caso do peixe-do-arroz-japonés e do esgana-gata) com o sexo
genético do peixe. Para mais informagdes, ver as orientagdes relativas a homogeneizacdo (apéndice 5) e as
orientagdes relativas a determinagdo quantitativa da vitelogenina (apéndice 6).

Método do homogeneizado hepdtico para andlise da vitelogenina

48. Eutanasiam-se os peixes. Disseca-se o figado e conserva-se a — 70 °C ou a temperatura inferior. O Test Guideline
229 da OCDE (37) e o capitulo C.37 deste anexo (38) descrevem procedimentos recomendados para a excisio
e o pré-tratamento dos figados. Em seguida, homogeneiza-se separadamente cada figado como se explica no
Test Guideline 229 da OCDE (37) ou no capitulo C.37 deste anexo. Utiliza-se o sobrenadante para determinar a
vitelogenina recorrendo a uma técnica ELISA homodloga — ver exemplos de determinagdo quantitativa no
apéndice 6 (peixe-zebra) ou no Test Guideline 229 da OCDE (37) (peixe-do-arroz-japonés). Por esta via, também
é possivel obter dados por peixe da vitelogenina e da histologia das génadas.

Meétodo do plasma sanguineo para andlise da vitelogenina

49. Colhe-se sangue do peixe anestesiado, por puncio cardiaca, na veia caudal ou por corte da cauda, e centrifuga-
-se a amostra a 4 °C para separar o plasma. Conserva-se o plasma a — 70 °C ou a temperatura inferior até ser
utilizado. Eutanasia-se o peixe e fixa-se o peixe inteiro para a histologia. Numeram-se individualmente as
amostras de plasma e os peixes, para se poder relacionar o nivel de vitelogenina com o sexo do peixe corres-
pondente.

Figura 1:
Modo de cortar um peixe para a determinacio da vitelogenina no homogeneizado da cabeca e da

cauda e para a avaliacio histolégica da seccio intermédia (corte atrds da barbatana dorsal e atrds da
barbatana peitoral).

Corte atras da barbatana dorsal ~ Corte atrds da barbatana peitoral
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Determinagdo do sexo genético

50. Nas espécies para as quais existem marcadores adequados, colhe-se uma amostra bioldgica em cada peixe para
determinagio do sexo genético. No caso do peixe-do-arroz-japonés, colhe-se a barbatana anal ou a barbatana
dorsal. O apéndice 9 apresenta uma descri¢gdo pormenorizada, nomeadamente da colheita dos tecidos e da
determinagdo do sexo por um método PCR. No apéndice 10, apresenta-se igualmente uma descri¢do da
colheita dos tecidos e da determinagdo do sexo por um método PCR no caso do esgana-gata.

Determinacio quantitativa da vitelogenina

51. A determinagdo quantitativa da vitelogenina deve ser realizada por um método analitico quantitativo validado.
Deve dispor-se de informagdes sobre a variabilidade do método utilizado nos ensaios realizados num
laboratdrio, bem como sobre a variabilidade de ensaio para ensaio no mesmo laboratério. A variabilidade
interlaboratorial e intralaboratorial depende (muito provavelmente) do estddio de desenvolvimento (varidvel) da
populacio de peixes. Dada a variabilidade da determinacio quantitativa da vitelogenina, hd que ser prudente na
interpretagdo de concentragdes sem efeitos observiveis (NOEC) baseadas unicamente neste pardmetro. Existem
véarios métodos que permitem avaliar a producio de vitelogenina da espécie de peixes utilizada no ensaio. O
método ELISA é uma técnica quantitativa relativamente sensivel e especifica de determinacdo de concentragdes
proteicas. E necessdrio utilizar anticorpos homélogos (ativos em relagdo a vitelogenina da mesma espécie) e,
especialmente importante, padrdes homologos.

Determinacio do sexo

52. Consoante o método de constitui¢do da amostra destinada a determinagio da vitelogenina, coloca-se cada peixe
inteiro ou a sec¢do intermédia restante de cada peixe numa caixinha de tratamento pré-rotulada e procede-se a
fixagdo com um fixador adequado para a determinacdo histoldgica do sexo (facultativamente também para a
avaliagdo do estddio de desenvolvimento das génadas). O apéndice 7 e o documento de orientagdes da OCDE
sobre o diagndstico de histopatologias de tipo enddcrino em génadas de peixes (22) contém orientagdes sobre
a fixagdo e o embebimento. Depois de tratado, embebe-se cada peixe num bloco de parafina. Dispdem-se os
peixes longitudinalmente nos blocos de parafina. Efetuam-se em cada peixe, pelo menos, seis cortes longitu-
dinais, com 3 a 5 pm de espessura, segundo um plano frontal, que abranjam tecido de ambas as génadas. O
intervalo entre esses cortes é de aproximadamente 50 pm nos machos e 250 pm nas fémeas. Todavia, dado
que ¢ frequente estarem presentes machos e fémeas no mesmo bloco (caso sejam embebidos vérios peixes em
cada bloco), o intervalo entre os cortes realizados por bloco deve ser de aproximadamente 50 pm, até se
obterem, pelo menos, seis cortes das génadas de cada macho. Em seguida, pode ampliar-se o intervalo entre os
cortes para 250 pm, para as fémeas. Coloram-se os cortes com hematoxilina e eosina e examinam-se com um
microscopio 6tico, para determinagdo do sexo (macho, fémea, intersexual ou indiferenciado). A intersexualidade
é definida pela presenca de mais de um ovécito nos testiculos por conjunto de seis cortes examinados ou pela
presenga (sim ou ndo) de células espermatogénicas nos ovdrios. A histopatologia e a classificacdo do estddio de
desenvolvimento dos ovirios e dos testiculos ¢ facultativa, mas, se forem realizadas, os resultados obtidos
devem ser analisados estatisticamente e incluidos no relatério. E de referir que algumas espécies de peixes ndo
tém, na natureza, um par de génadas totalmente desenvolvido, podendo estar presente apenas uma génada
(caso do peixe-do-arroz-japonés e, por vezes, do peixe-zebra). E conservado registo dos resultados de todos
estes exames.

53. A determinagdo do sexo genético no peixe-do-arroz-japonés baseia-se na presenca ou auséncia do gene DMY,
que determina o sexo masculino nesta espécie, localizado no cromossoma Y. Pode determinar-se o sexo
genotipico de exemplares de peixe-do-arroz-japonés por sequenciacdo do gene DMY a partir de ADN extraido,
por exemplo, de um fragmento de barbatana anal ou de barbatana dorsal. A presenca do gene DMY indica que
se trata de um individuo do sexo masculino (XY), independentemente do fenétipo que evidencie; a auséncia do
gene DMY indica que se trata de um individuo do sexo feminino (XX), independentemente do fenétipo que
evidencie (23). O apéndice 9 fornece orientagdes sobre a preparagio dos tecidos e o método PCR. A
determinagio do sexo genético de esgana-gatas também se faz por um método PCR, descrito no apéndice 10.

54. Os casos de intersexualidade (ver a defini¢do no apéndice 1) devem ser referidos no relatério.

Caracteres sexuais secunddrios

55. Em espécies como o peixe-do-arroz-japonés, os caracteres sexuais secunddrios estdo sob controlo do sistema
endécrino. Por conseguinte, o exame do aspeto fisico de cada peixe deve, se possivel, ser efetuado no final da
exposigdo. No peixe-do-arroz-japonés, a formagdo de tubérculos papilares na parte posterior da barbatana anal
das fémeas ¢é sensivel aos androgénios. O capitulo C.37 deste anexo (38) contém fotografias elucidativas dos
caracteres sexuais secunddrios masculinos e de fémeas androgenisadas.
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DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

56. E importante recorrer ao teste estatistico valido mais poderoso para determinar o valor do parimetro em
causa. A unidade experimental é o replicado, mas é necessario ter em conta no teste estatistico a variabilidade
interna dos replicados. O fluxograma de decisdo do apéndice 8 visa facilitar a escolha do teste estatistico mais
adequado a utilizar, com base nas caracteristicas dos dados obtidos no ensaio. O nivel de significincia
estatistica é de 0,05 para todos os pardmetros contemplados.

Proporcio de cada sexo e sexo genético

57. Se a resposta a dosagem for uma fungdo mondtona, recorre-se ao teste de Jonckheere-Terpstra (teste de
tendéncia) para ajuizar da existéncia de efeitos com significincia (abordagem NOEC/LOEC) da exposi¢do na
proporcdo dos sexos. Se a relagdo ndo for monétona, utiliza-se um teste de comparagdes par a par: em caso de
normalidade e de varidncia homogénea, utiliza-se o teste de Dunnett; em caso de varidncia heterogénea, utiliza-
-se o teste de Tamhane-Dunnett; nos outros casos, utiliza-se um teste exato de Mann-Whitney com ajustamento
de Bonferroni-Holm. O apéndice 8 contém um fluxograma para a andlise estatistica das propor¢des dos sexos.
Estas apresentam-se em quadros de proporgdo de concentragio * desvio-padrio de machos, fémeas, peixes
intersexuais e peixes de sexo indiferenciado. Deve destacar-se a significincia estatistica. Apresentam-se
exemplos no relatério de validagdo da fase 2 do Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes (42). O sexo
genético ¢ referido no relatorio em percentagem de inversdo do sexo fenotipico em machos, fémeas, peixes
intersexuais e peixes indiferenciados.

Concentragdes de vitelogenina

58. Analisam-se as concentragdes de vitelogenina para ajuizar da existéncia de efeitos com significancia (abordagem
NOEC/LOEC) da exposicio. E preferivel o teste de Dunnett ao teste t com correcio de Bonferroni. Caso se
utilize uma corregdo de Bonferroni, é preferivel a corre¢do de Bonferroni-Holm. Tendo em vista a normalidade
e uma varidncia homogénea, admite-se uma transformagdo logaritmica da concentra¢do de vitelogenina. Se a
resposta a concentragdo for coerente com uma fun¢io monétona, é preferivel o teste de Jonckheere-Terpstra a
qualquer dos ja referidos. Caso se utilize um teste t ou o teste de Dunnett, é desnecessdrio um teste F de signifi-
cancia (andlise de varidncia) para prosseguir. Ver mais pormenores no fluxograma do apéndice 8. Os resultados
apresentam-se em quadros de média de concentracio + desvio-padrio de machos, fémeas, peixes intersexuais e
peixes de sexo indiferenciado, separadamente. Deve destacar-se a significAncia estatistica associada as fémeas
fenotipicas e aos machos fenotipicos. Apresentam-se exemplos no relatério de validacio da fase 2 do Ensaio de
Desenvolvimento Sexual em Peixes (42).

Concentragdes reais do produto quimico em estudo

59. As frequéncias de andlise da concentracdo real, nas cubas, do produto quimico em estudo sio indicadas no
ponto 34. Os resultados apresentam-se em quadros de concentracdo média * desvio-padrio por replicado e
por concentragdo, destacando o nimero de amostras e os resultados aberrantes relativamente & concentragio
média de exposicio * 20 %. Apresentam-se exemplos no relatério de validacdo da fase 2 do Ensaio de
Desenvolvimento Sexual em Peixes (42).

Interpretacio dos resultados

60. Os resultados do ensaio devem ser interpretados com prudéncia quando as concentra¢des do produto quimico
em estudo medidas nas solugdes de ensaio sdo proximas do limite de detecdo do método analitico.

Relatério do ensaio

61. Elementos a constar do relatrio do ensaio:
Produto quimico em estudo

— propriedades fisico-quimicas pertinentes, dados de identificagdo quimica, incluindo o grau de pureza e o
método analitico de determinac¢do quantitativa do produto quimico em estudo.
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Condigdes de realizacdo do ensaio

— protocolo experimental utilizado (fluxo continuo, semiestdtico/com renovacdo); planeamento do ensaio,
incluindo as concentracdes ensaiadas, o método de preparacio das solucdes de reserva (em anexo) e a
frequéncia de renovagdo (indicar o agente de solubilizagdo e a concentragdo deste, quando utilizado);

— concentra¢des nominais ensaiadas, médias dos valores medidos nas cubas de ensaio e desvios-padrio
correspondentes, bem como o método utilizado para os obter (0 método analitico utilizado deve ser
descrito em anexo); elementos comprovativos de que as medigdes dizem respeito as concentragdes reais em
solugdo do produto quimico em estudo;

— qualidade da dgua nas cubas de ensaio: pH, dureza, temperatura e concentragio de oxigénio dissolvido;

— informagdes pormenorizadas sobre a alimentagio dos peixes — por exemplo, tipo(s) de alimento,
proveniéncia do(s) mesmo(s), quantidade e frequéncia do fornecimento de alimento e, se for caso disso,
resultados das andlises de contaminantes (por exemplo bifenilos policlorados, hidrocarbonetos arométicos
policiclicos e pesticidas organoclorados).

Resultados

— elementos comprovativos de que os grupos de controlo satisfizeram os critérios de validade do ensaio: os
dados relativos a eclosdo sio apresentados em quadros de percentagem por replicado e por concentragio,
destacando os resultados aberrantes relativamente aos critérios de aceitagio (nos grupos de controlo); os
dados relativos a sobrevivéncia sio apresentados em percentagem por replicado e por concentragio,
destacando os resultados aberrantes relativamente aos critérios de validacdo (nos grupos de controlo);

— indicagdo clara dos resultados obtidos para os diversos pardmetros examinados: sobrevivéncia dos embrides
e éxito da eclosdo; anomalias externas; comprimento e peso; medigdes da vitelogenina (ng/g de homoge-
neizado, ng/ml de plasma ou ng/mg de figado); dados relativos a histologia das génadas, ao ricio sexual e
ao sexo genético; incidéncia de quaisquer reagdes inabituais dos peixes e de quaisquer efeitos visiveis
gerados pelo produto quimico em estudo.

62. Apresentam-se os resultados sob a forma de valor médio + desvio-padrio ou valor médio * erro-padrdo. Os
resultados estatisticos minimos sdo o NOEC (concentragdo sem efeitos observdveis)) o LOEC (menor
concentragdo com efeitos observaveis) e os intervalos de confianga. Deve utilizar-se o fluxograma estatistico do
apéndice 8.
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Apéndice 1

Abreviaturas e definicdes

Pardmetro apical: Indicador de efeitos ao nivel de toda a populacio.
VSA: Valor da saturagdo com ar.

Biomarcador: Indicador de efeitos ao nivel individual.

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Dae: Dias apos a eclosdo.

DMY: Gene do dominio DM especifico do cromossoma Y, necessario ao desenvolvimento masculino no peixe-do-
-arroz-japoneés.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Ensaio de imunossor¢do com ligagdo enzimatica.
Peso de peixe: Peso himido de peixe (enxuto).

EDSP: Ensaio de desenvolvimento sexual em peixes.

Eixo HHG: Eixo hipotilamo-hipéfise-génadas.

Peixe intersexual: Peixe com mais de um ovdcito nos testiculos (por série de seis cortes analisados) ou com células
espermatogénicas nos ovarios (ocorréncia ou nao).

Taxa de carga: Peso hiimido de peixe por volume de dgua.

MDA: Modo de agio.

RT-PCR: Reacdo em cadeia da polimerase apds transcriptase inversa.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura & qual seja aplicado este método de ensaio.
Peixe indiferenciado: Peixe cujas génadas ndo apresentam células germinativas visiveis.

VTG: Vitelogenina.
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Apéndice 2

Condicdes experimentais do ensaio de desenvolvimento sexual em peixes (espécies de dgua

doce)

1. Espécies recomen-
dadas

Peixe-do-arroz-japonés (Ory-
zias latipes)

Peixe-zebra (Danio rerio)

Esgana-gata (Gasterostreus acu-
leatus)

2. Tipo de ensaio

Fluxo continuo ou ensaio se-
miestatico

Fluxo continuo ou ensaio se-
miestatico

Fluxo continuo ou ensaio se-
miestatico

3. Temperatura da
agua

25+2°C

27 £2°C

20+ 2°C

4. Tluminagio

Lampadas fluorescentes
(espetro largo)

Lampadas fluorescentes
(espetro largo)

Lampadas fluorescentes (espe-
tro largo)

5. Intensidade lumi-
nosa

10-20 pE/m2[s, 540-1 080
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

10-20 pE/m?/s, 540-1 080
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

10-20 pE/m?fs, 540-1 080
lux ou 50-100 ft-c (niveis
ambientes no laboratério)

6. Fotoperiodo

12-16 horas de luz seguidas
de 8-12 horas de escuriddo

12-16 horas de luz seguidas
de 8-12 horas de escuriddo

16 horas de luz seguidas de
8 horas de escuriddo

7. Volume minimo
das cubas

7 litros de dgua por cuba

7 litros de dgua por cuba

7 litros de dgua por cuba

8. Substituicdo total
do volume de solu-
¢do em cada cuba

Minimo 5 didrias

Minimo 5 didrias

Minimo 5 didrias

9. Idade dos organis-
mos utilizados no
ensaio, no inicio
da exposigio

Ovos recentemente fertiliza-
dos (estddio de bldstula ini-
cial)

Ovos recentemente fertiliza-
dos (estddio de bldstula ini-
cial)

Ovos recentemente fertiliza-

dos

10. Ndamero de ovos
por concentra¢io
de exposigdo

Minimo 120

Minimo 120

Minimo 120

11. Ntmero de con-
centracdes de ex-
posicdo

Minimo 3 (mais as cubas de
controlo adequadas)

Minimo 3 (mais as cubas de
controlo adequadas)

Minimo 3 (mais as cubas de
controlo adequadas)

12. Namero de repli-
cados por con-
centragdo de ex-
posi¢do

Minimo 4 (exceto atribuicio
por raiz quadrada ao grupo
de controlo)

Minimo 4 (exceto atribuicdo
por raiz quadrada ao grupo
de controlo)

Minimo 4 (exceto atribuicio
por raiz quadrada ao grupo
de controlo)

13. Alimentacio

Artémias vivas, artémias
adultas congeladas, alimento
em flocos para peixes etc.
Recomenda-se que os peixes
sejam alimentados duas ve-
zes por dia.

Alimento especial para ale-
vins, artémias vivas, arté-
mias adultas congeladas, ali-
mento em flocos para peixes
etc. Recomenda-se que os
peixes sejam alimentados
duas vezes por dia.

Artémias vivas, artémias adul-
tas congeladas, alimento em
flocos para peixes etc. Reco-
menda-se que os peixes sejam
alimentados duas vezes por

dia.
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14. Arejamento Nenhum, salvo se a concen- | Nenhum, salvo se a concen- | Nenhum, salvo se a concen-
tracdo de oxigénio dissol- tracdo de oxigénio dissol- tragdo de oxigénio dissolvido
vido descer abaixo de 60 % | vido descer abaixo de 60 % | descer abaixo de 70 % do va-
do valor de saturacio do valor de saturagio lor de saturacido
15. Agua de diluigio | Agua de superficie, de poco | Agua de superficie, de poco | Agua de superficie, de poco
ou reconstituida, limpa ou reconstituida, limpa ou reconstituida, limpa
16. Duragdo da expo- | 60 dias apds a eclosdo 60 dias apds a eclosio 60 dias apds a eclosio
sicdo ao produto
quimico em es-
tudo
17. Parametros biol6- | Exito da eclosdo, sobrevivén- | Exito da eclosio, sobrevivén- | Exito da eclosdo, sobrevivén-

gicos

cia, morfologia macroscé-
pica, vitelogenina, histologia
das gdnadas, sexo genético,
racio sexual

cia, morfologia macroscé-
pica, vitelogenina, histologia
das gbnadas, racio sexual

cia, morfologia macroscépica,
vitelogenina, histologia das
génadas, racio sexual

18.

Critérios de acei-
tabilidade do en-
saio aplicados aos
replicados de
controlo reunidos

Exito da eclosdo > 80 %

Exito da eclosio > 80 %

Exito da eclosio > 80 %

Sobrevivéncia apds a eclosdo
270 %

Sobrevivéncia apds a eclosdo
>70 %

Sobrevivéncia apds a eclosdo
270 %

Crescimento (peso himido
de peixe enxuto) > 150 mg

Crescimento (peso hiimido
de peixe enxuto) > 75 mg

Crescimento (peso himido de
peixe enxuto) > 120 mg

Comprimento (padrio)
> 20 mm

Comprimento (padrio)
> 14 mm

Comprimento (padrio)
> 20 mm

Récio sexual (percentagem
de machos ou de fémeas):
30-70 %

Récio sexual (percentagem
de machos ou de fémeas):
30-70 %

Récio sexual (percentagem de
machos ou de fémeas): 30-
-70 %
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Apéndice 3

Caracteristicas quimicas de uma dgua de diluicio aceitdvel

COMPONENTE CONCENTRAGCAO

Particulas < 20 mg/l
Carbono organico total <2 mg/l
Amoniaco nio-ionizado <1 pgfl

Cloro residual <10 pg/l
Pesticidas organofosforados totais <50 ng/l
Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais < 50 ng/l
Cloro organico total <25 ngfl
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Apéndice 4

Orientagdes relativas as concentracdes a utilizar nos ensaios (extraidas do método C.14)

Coluna (nimero de concentra¢des entre 100 e 10 ou entre 10 e 1) (¥)

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 52 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

(*) Pode escolher-se uma série de trés (ou mais) concentragdes sucessivas de uma coluna. Os pontos intermédios entre as concen-
tracdes de uma coluna x encontram-se na coluna 2x + 1. Os valores listados podem representar concentragdes expressas em
percentagem por volume ou em peso (mg/l ou ugfl). Os valores podem ser multiplicados ou divididos por qualquer poténcia de
10, conforme seja apropriado. Caso exista uma incerteza considerdvel relativamente ao nivel de toxicidade, pode usar-se a co-
luna 1.
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Apéndice 5

Orienta¢des relativas a homogeneizagio da cabeca e da cauda de peixes-zebra, vairdes-de-
-cabeca-gorda, esgana-gatas e peixes-do-arroz-japoneses juvenis

Este apéndice visa descrever os procedimentos que precedem a determinagdo quantitativa da concentragdo de
vitelogenina. Podem ser aplicados outros protocolos, desde que o resultado da determina¢do quantitativa da
vitelogenina seja compardvel. Em alternativa a determinacdo no homogeneizado da cabeca e da cauda, pode
determinar-se a concentracdo de vitelogenina no plasma sanguineo ou no figado.

Procedimento de ensaio
1. Anestesia-se e eutanasia-se cada peixe conforme consta da descri¢do do ensaio.

2. Cortam-se a cabega e a cauda de cada peixe conforme consta da descricio do ensaio. Importante: Para evitar
que machos ndo-induzidos sejam contaminados por vitelogenina proveniente de fémeas ou de machos
induzidos, é necessdrio lavar e limpar corretamente (por exemplo com etanol a 96 %) os instrumentos de
dissecacdo e a placa de corte antes de passar ao peixe seguinte.

3. Pesa-se com aproximacdo de 1 mg o conjunto da cabega e da cauda de cada peixe.

4. Apds pesagem, colocam-se ambas as partes em tubos adequados (por exemplo tubos de Eppendorf de 1,5 ml)
e congela-se a — 80 °C até a homogeneizagdo ou procede-se a homogeneizacdo imediata sobre gelo com dois
pildes de plastico. (Podem ser utilizados outros métodos, se forem realizados sobre gelo e deles resultar uma
massa homogénea). Importante: E necessdrio numerar corretamente os tubos, a fim de que a cabeca e a cauda de cada
peixe possam ser relacionadas com o resto do corpo correspondente, utilizado na histologia das génadas.

5. Uma vez homogeneizada a massa, adiciona-se uma quantidade de tampdo de homogenizacdo (*) gelado
correspondente a quatro a dez vezes o peso dos tecidos. A mistura deve continuar a ser homogeneizada com
os pildes até o estar completamente. Nota importante: E necessdrio utilizar pildes novos para cada peixe.

6. Colocam-se as amostras em gelo até a centrifugacio a 4 °C, durante 30 minutos, a 50 000 g.

7. Por meio de uma pipeta, transferem-se volumes de 20 a 50 pl (anotar o volume) do sobrenadante para, pelo
menos, dois tubos, mergulhando para o efeito a ponta da pipeta através da camada superficial lipidica e
aspirando cuidadosamente sobrenadante sem residuos da fragdo lipidica nem da camada depositada.

8. Armazenam-se os tubos a — 80 °C até serem utilizados.

(*) Tampdo de homogeneizagdo:

Tris-HCl 50 mM, pH 7,4; 1 % da mistura de inibidores de proteases da Sigma: 12 ml de Tris-HCl, pH 7,4, + 120 pl da mistura
de inibidores de proteases (ou de uma mistura de inibidores de proteases equivalente).

TRIS: TRIS-ULTRAPURO (ICN)

Mistura de inibidores de proteases: da Sigma, para tecidos de mamiferos (n.> do produto P8340).

Nota: O tampio de homogeneizacio tem de ser utilizado no proprio dia de preparacdo e de ser mantido em gelo
durante esse periodo.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/333

Apéndice 6

Orientacdes relativas a determinacio quantitativa da vitelogenina em homogeneizados da
cabeca e da cauda de peixes-zebra (Danio rerio) (modificado a partir de Holbech et al., 2001) —
admite-se o recurso a outros protocolos que utilizem padrdes e anticorpos homélogos

1. Descongelam-se placas de microtitulacgio (Maxisorp F96 certificadas da Nunc, Roskilde, Dinamarca)
previamente revestidas com IgG antilipovitelina de peixe-zebra a 5 pg/ml e lavam-se trés vezes com tampdo de
lavagem (¥).

2. Dilui-se padrdo de vitelogenina de peixe-zebra purificada (') a 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 ng/ml com tampdo de
diluigdo (**) e diluem-se as amostras pelo menos 200 vezes (para evitar o efeito da matriz) em tampdo de
dilui¢do, apds o que se aplicam padrdes e amostras as placas. Constitui-se nas placas um controlo do ensaio
em duplicado. Introduz-se um volume de 150 pl em cada alvéolo. Dos padrdes constituem-se duplicados; das
amostras, triplicados. Incuba-se de um dia para o outro a 4 °C num agitador.

3. Lavam-se as placas 5 vezes com tampdo de lavagem (*).

4. Diluem-se em tampio de lavagem HRP (peroxidase de raiz-forte) acoplado a uma cadeia de dextrano (por
exemplo da AMDEX A[S, Dinamarca) e anticorpos conjugados. A dilui¢do a utilizar depende do lote e da idade.
Introduzem-se 150 pl em cada alvéolo e incubam-se as placas num agitador, durante uma hora, a temperatura
ambiente.

5. Lavam-se as placas 5 vezes com tampdo de lavagem (*) e limpa-se cuidadosamente o fundo das placas com
etanol.

6. Introduz-se um volume de 150 pl de TMB plus (***) em cada alvéolo. Protegem-se as placas da luz com folha
de aluminio e acompanha-se a evolucdo da cor num agitador.

7. Uma vez obtida a curva de calibragdo, para-se a atividade enzimdtica adicionando a cada alvéolo 150 pl de
H,S0, 0,2 M.

8. Mede-se a absorvancia a 450 nm (por exemplo num leitor de placas Thermomax da Molecular Devices).
Analisam-se os dados com o software associado (Softmax, por exemplo).

*) Tampdo de lavagem:

Tampio fosfato (PBS) de reserva 500,0 ml

(****)
Albumina sérica bovina (BSA) 50 ¢
Tween 20 50 ml

Ajusta-se 0 pH a 7,3 e completa-se o volume até 5 litros com dgua Millipore. Guarda-se a 4 °C.

(**)  Tampdo de diluigdo:

Tampdo fosfato (PBS) de re- 100,0 ml
serva****

Albumina sérica bovina (BSA) 30 g
Tween 20 1,0 ml

Ajusta-se o pH a 7,3 e completa-se o volume até um litro com dgua Millipore. Guarda-se a 4 °C.

(" Battelle AP4.6.04 (1,18 mg/ml (AAA)), purificado de acordo com: Denslow, N.D., Chow, M.C., Kroll, KJ., Green, L. (1999).
Vitellogenin as a biomarker of exposure for estrogen or estrogen mimics. Ecotoxicology, 8:385-398.
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(**)  TMB plus é um substrato pronto a utilizar produzido pela KemEnTec (Dinamarca). E fotossensivel. Guarda-se
a4°C

(****) Tampdo fosfato (PBS) de reserva

NaCl 1600 g
KH,PO, 40 g
Na,HPO,x2H,0 266 g
KCl 40 g

Ajusta-se 0 pH a 6,8 e completa-se o volume até 2 litros com dgua Millipore. Guarda-se a temperatura ambiente.
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Apéndice 7

Orientacdes relativas a preparacio de cortes de tecido para determinagio do sexo e classi-
ficagdo do estidio de desenvolvimento das génadas

Este apéndice visa descrever os procedimentos que precedem a avaliacio dos cortes histoldgicos. Podem ser
aplicados outros protocolos, desde que o sexo determinado e a classificacio do estddio de desenvolvimento das
génadas sejam idénticos.

Salvo algumas excecdes, estes protocolos s3o iguais para o peixe-do-arroz-japonés e o peixe-zebra.

Eutandsia, necropsia e fixacio dos tecidos
Objetivos:

1. Eutandsia sem sofrimento dos peixes.

2. Obtencdo dos pesos corporais e medicdes necessrios.
3. Avaliacdo dos caracteres sexuais secundarios.

4. Dissecacdo de tecidos para andlise da vitelogenina.

5. Fixacdo das génadas.

Procedimentos:

1. Eutanasiam-se os peixes imediatamente antes da necropsia. Por conseguinte, a menos que estejam disponiveis
muitos prossetores, ndo se eutanasiam muitos peixes simultaneamente.

2. Recorrendo a um pequeno coador de rede, retira-se um peixe da cuba de ensaio e transfere-se num recipiente de
transporte para a bancada onde vai realizar-se a necropsia.

3. Introduz-se o peixe na solugdo eutanasiante. Retira-se o peixe desta solugdo quando deixar de respirar e de reagir
a estimulos externos.

4. Determina-se o peso hiimido do peixe.

5. Para a preparacdo dos tecidos para andlise da vitelogenina, pode colocar-se o peixe numa placa de cortica na
plataforma destinada a esse fim de um microscépio de dissecagio.

a) No caso do peixe-zebra, corta-se a cabega imediatamente atrds da barbatana peitoral e a cauda imediatamente
atrds da barbatana dorsal.

b) No caso do peixe-do-arroz-japonés, abre-se o abdémen por meio de uma incisdo efetuada cuidadosamente ao
longo da linha média ventral, entre a cintura escapular e um ponto imediatamente anterior ao dnus. Remove-
-se cuidadosamente o figado com uma pequena pinga e uma pequena tesoura.

6. Colocam-se os espécimes para andlise da vitelogenina em tubos de Eppendorf e congela-se imediatamente em
azoto liquido.

7. Coloca-se a carcaga, incluindo as génadas, numa caixinha de pldstico para tecidos previamente rotulada, apds o
que se mergulha em fixador de Davidson ou de Bouin. O volume de fixador deve ser, pelo menos, dez vezes
maior do que o volume aproximado dos tecidos. Agita-se suavemente o recipiente do fixador durante cinco
segundos, para soltar as bolhas de ar da caixinha de tecidos.

8. a) Deixam-se os tecidos no fixador de Davidson de um dia para o outro, apés o que se transferem para
recipientes individuais contendo formol a 10 % tamponado a pH neutro. Agitam-se suavemente os recipientes
com as caixinhas durante cinco segundos, para que o formol nelas penetre adequadamente.

b) No caso do fixador de Bouin, deixam-se os tecidos mergulhados no fixador durante 24 horas, apés o que se
transferem as caixinhas para etanol a 70 %.
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Tratamento dos tecidos
Objetivos:

1. Desidratagio dos tecidos para boa penetracdo da parafina.

2. Impregnacio dos tecidos com parafina, para manter a integridade dos tecidos e criar uma superficie firme para a
microtomia.

Procedimentos:

3. Retiram-se as caixinhas de tecidos rotuladas do formol ou do etanol e colocam-se no(s) cesto(s) de tratamento.
Introduz(em)-se ofs) cesto(s) no aparelho de tratamento dos tecidos.

4. Escolhe-se o programa de tratamento.

5. Quando o aparelho de tratamento dos tecidos terminar o ciclo de tratamento, ofs) cesto(s) pode(m) ser
transferido(s) para a bancada de embebimento.

Embebimento
Objetivo:

Orientacdo adequada dos espécimes em parafina sélida para realizacdo da microtomia.

Procedimentos:

1. Retira(m)-se ofs) cesto(s) das caixinhas de tecidos do aparelho de tratamento e mergulha(m)-se no compartimento
frontal, cheio de parafina, da consola térmica da unidade de embebimento, ou introduzem-se as caixinhas num
aquecedor de parafina auténomo.

2. Retira-se a primeira caixinha a embeber do compartimento frontal da consola térmica ou do aquecedor de
parafina. Retira-se e descarta-se a tampa da caixinha e confronta-se o rétulo da caixinha com os registos dos
peixes, a fim de resolver eventuais discrepancias antes do embebimento.

3. Seleciona-se um molde de embebimento de dimensdes adequadas.

4. Coloca-se o molde junto do bico da consola de distribuicdo e enche-se o molde com parafina fundida.

5. Retira-se o espécime da caixinha e introduz-se o espécime na parafina fundida do molde. Repete-se este
procedimento com 4 a 8 espécimes em cada molde cheio de parafina. Marca-se a posi¢do dos peixes, colocando
o peixe n.° 1 a 180.° relativamente aos peixes 2 a 4/8.

6. Acrescenta-se parafina, para cobrir os espécimes.

7. Coloca-se 0 molde, com a base da caixinha, na placa fria da consola criogénica.

8. Uma vez solidificada a parafina, retira-se o bloco (isto é, a parafina endurecida contendo os tecidos e a base da
caixinha) do molde.

Microtomia
Objetivo:

Obtengdo e montagem de cortes histoldgicos para serem corados.

Procedimentos:

1. Realiza-se do seguinte modo a primeira fase da microtomia (faceado):
a) Coloca-se o bloco de parafina no porta-blocos do micrétomo.

b) Faz-se avancar o porta-blocos girando a roda do micrétomo e efetuam-se cortes espessos na superficie da
parafina do bloco, até a lamina atingir aos tecidos embebidos.
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¢) Regula-se a espessura de corte do micrétomo entre 3 e 5 micra. Faz-se avancar o porta-blocos e efetuam-se
vérios cortes no bloco, para eliminar os artefactos eventualmente criados na superficie de corte dos tecidos
durante o desbaste grosseiro.

d) Retira-se o bloco do porta-blocos e coloca-se o bloco em gelo, virado para baixo, para por os tecidos em
contacto com gelo.

2. A fase seguinte da microtomia compreende o corte final e a montagem dos cortes de tecido nas laminas.
Procede-se do seguinte modo:

a) Se o bloco tiver sido colocado em gelo, retira-se o bloco do gelo e recoloca-se no porta-blocos do micrétomo.
b) Regula-se a espessura de corte do micrétomo entre 3 e 5 micra e faz-se avangar o porta-blocos girando a roda
do micrétomo. Vai-se cortando o bloco até obter uma fita que contenha, pelo menos, um corte aceitdvel que
inclua as génadas. (Se necessario, durante o corte do bloco, pode retirar-se este do porta-blocos e colocar-se o
bloco em gelo, para por novamente os tecidos em contacto com gelo, recolocando-se depois o bloco no

porta-blocos.)

¢) Colocam-se os cortes a flutuar a superficie de um banho de dgua, para os aplanar. Deve procurar obter-se
pelo menos um corte sem rugas e sem bolhas de ar aprisionadas por debaixo dele.

d) Imerge-se uma lamina de microscépio por debaixo do melhor corte e retira-se este da dgua com a ajuda da
lamina. Este processo designa-se por montagem do corte na lamina.

e) Preparam-se trés cortes por conjunto de peixes. Apbs o primeiro corte, efetuam-se o segundo e o terceiro
com intervalos de 50 micra. Se os peixes (com as génadas) ndo estiverem embebidos no mesmo nivel de
corte, é necessdrio efetuar mais cortes, para obter, pelo menos, seis cortes, com génadas, de cada peixe.

f) Utilizando uma caneta marcadora, escreve-se em cada lamina o bloco de que provém.

g) Coloca-se a lamina num suporte de coloragdo.

h) Retira-se o bloco do porta-blocos e guarda-se voltado para baixo.

Coloragio, cobertura com lamelas e identificacio das liminas
Objetivos:

— Coloragdo dos cortes para o exame histopatoldgico.
— Confinamento permanente dos tecidos montados e corados.

— Identificagdo duradoura dos cortes corados, de modo a garantir perfeita rastreabilidade.

Procedimentos:

1. Coloragio
a) Antes da coloracdo, secam-se as laminas ao ar de um dia para o outro.
b) Coram-se os cortes com hematoxilina-eosina.
2. Cobertura com lamelas
a) As lamelas de cobertura podem ser aplicadas manualmente ou automaticamente.

b) Mergulha-se a ldmina em xileno ou em Tissue-Clear® e sacode-se cuidadosamente o excesso de xileno ou
Tissue-Clear® da lamina.

¢) Aplica-se cerca de 0,1 ml de meio de montagem junto da extremidade da lamina oposta a extremidade
esmerilada, ou sobre a lamela de cobertura.

d) Inclinando ligeiramente a lamela relativamente a horizontal, aplica-se a lamela a lamina.



L 54/338 Jornal Oficial da Unido Europeia

1.3.2016

3. Identificacdo

a) Elementos identificativos a figurar em cada lamina:

i

ii.

iii.

iv.

V.

Nome do laboratério;

Espécie;

Namero do espécime | Nimero da 1dmina;
Produto quimico | Grupo de exposi¢io;

Data.
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Apéndice 9
Orientagdes relativas a colheita de amostras de tecidos para determinacio do sexo genético e a

determinacio do sexo genético pelo método PCR

Colheita de amostras, preparacio e conservacio de tecidos antes da determinagio do sexo genético pelo
método PCR no peixe-do-arroz (elaborado pelo laboratério dos organismos aquiticos da Bayer CropScience
AG)

1. Utilizando uma tesoura fina, corta-se a barbatana anal ou a barbatana dorsal de cada peixe e coloca-se a
barbatana num tubo com 100 pl de tampéo de extragdo 1 (ver adiante a preparagdo deste tampdo). Apds cada
peixe, lava-se a tesoura num copo de dgua destilada e seca-se com papel absorvente.

2. Homogeneizam-se os tecidos da barbatana com um pildo de teflon para microtubos, de modo a obter a lise
das células. A fim de evitar contaminagdes, utiliza-se um pildo novo para cada tubo. Deixam-se os pildes numa
solucdo 0,5 M de NaOH de um dia para o outro; lavam-se durante 5 minutos com 4dgua destilada e guardam-se
em etanol até 4 utilizacdo, ou esterilizam-se em autoclave antes de serem utilizados.

3. Os tecidos de barbatana também podem ser conservados em neve carbdnica, sem o tampdo de extracio 1, e,
em seguida, ser refrigerados a — 80 °C, para impedir a degeneracdo do ADN. Porém, a extragdo do ADN resulta
melhor se for imediata (ver acima o modo de proceder). Antes de introduzir o tampdo nos tubos,
descongelam-se sobre gelo as amostras conservadas a — 80 °C.

4. Depois da homogeneizagdo, colocam-se os tubos num banho de dgua e mantém-se a 100 °C durante 15
minutos.

5.  Em seguida, pipetam-se para cada tubo 100 pl do tampdo de extragdo 2 (ver adiante a preparagdo deste
tampdo). Conservam-se as amostras 4 temperatura ambiente durante 15 minutos, agitando-as suavemente, de
vez em quando, a mio.

6. Colocam-se de novo os tubos no banho de dgua e mantém-se a 100 °C durante mais 15 minutos.
7. Em seguida, conservam-se os tubos a — 20 °C até ao prosseguimento das andlises.
Preparacio dos tampdes

Tampdo 1 para PCR:
500 mg de N-Lauroilsarcosina (por exemplo Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha);
2 ml de solugdo 5 M de NaCl;
100 ml de 4gua destilada;
— autoclave.
Tampdo 2 para PCR:
20 g de Chelex (por exemplo da Biorad, Munique, Alemanha);
Hidratar em 100 ml de dgua destilada;

— autoclave.

Determinacio do sexo genético pelo método PCR no peixe-do-arroz (elaborado pelo laboratério dos
organismos aqudticos da Bayer CropScience AG e pelo Biozentrum da Universidade de Wiirzburg )

Descongelam-se sobre gelo os tubos preparados e congelados como se descreveu. Em seguida, centrifugam-se numa
centrifugadora de Eppendorf (30 s a velocidade maxima, a temperatura ambiente). Utiliza-se no método PCR o
sobrenadante limpido separado do precipitado. E indispensavel evitar qualquer participagio do Chelex (por transfe-
réncia do precipitado, onde estd presente) na reagdo PCR, dado que isso interferiria na atividade da Tag-polimerase.
Pode utilizar-se imediatamente o sobrenadante ou pode-se guardd-lo congelado (a — 20 °C) e descongelé-lo e
recongeld-lo vdrias vezes, sem impacto negativo no ADN nas andlises ulteriores.
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1. Preparagio da designada “mistura reacional” (25 pl por amostra):

Volume Concentracdo final
ADN modelo 0,5 pl-2 pl
Tampéo 10x para PCR, com Mg(Cl, 2,5 ul 1x
Nucleétidos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 4l (5 mM) 200 pM
Iniciador direto (10 pM) (ver os pontos 3 a 5 infra) 0,5 ul 200 nM
Iniciador inverso (10 uM) (ver os pontos 3 a 5 infra) 0,5 ul 200 nM
DMSO 1,25 ul 5%
Agua para PCR completar o volume

até 25 pl
Tag-E polimerase 0,3 ul 1,5U

Tampéo 10x para PCR, com MgCl,: 670 mM de Tris/HCI (pH 8,8 a 25 °C), 160 mM de (NH,),SO,, 25 mM de

MgCl,, 0,1 % de Tween 20.

Sdo necessdrios para cada PCR (ver os pontos 3 a 5 infra) o iniciador especial, constituido por uma nova
combina¢do de “mistura reacional”, e a quantidade de ADN modelo adequada a cada amostra (ver acima).
Pipetam-se os volumes correspondentes para tubos novos. Em seguida, tapam-se os tubos, agitam-se (cerca de
10 s) e centrifugam-se (10 s a temperatura ambiente), apos o que pode dar-se inicio aos programas PCR.
Utilizam-se ainda em cada programa PCR um controlo positivo (uma amostra de ADN de atividade conhecida
e com resultados claros) e um controlo negativo (1 pl de dgua destilada).

2. Preparagdo do gel de agarose a 1 % — durante a execucdo dos programas PCR:

— Dissolvem-se 3 g de agarose em 300 ml de tampao TAE 1 x (gel de agarose a 1 %).

— Leva-se esta solugdo a ebulicdo num forno de micro-ondas (2 a 3 minutos).

— Transfere-se a solugdo quente para um molde especial colocado sobre gelo.

— Ap0s cerca de 20 minutos, o gel de agarose estd pronto a utilizar.

— Guarda-se o gel de agarose em tamp3o TAE 1 x até ao final dos programas PCR.

3. Programa PCR para a actina:

Esta reacdo PCR visa demonstrar que o ADN da amostra ndo estd danificado.

— Iniciador especial:

“Mact]1(superior/direto)” — TTC AAC AGC CCT GCC ATG TA

“Mact2(inferior/inverso)” — GCA GCT CAT AGC TCT TCT CCA GGG AG

— Programa:
5 minutos a 95 °C
Ciclo (35 vezes):
Desnaturagao — 45s5a95°C
Hibridizacdo — 45sa56°C

Extensdo — 1 minuto a 68 °C

15 minutos a 68 °C
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6.

7.

Programa PCR para os genes X e Y:

Neste programa PCR, utilizam-se as amostras com ADN intacto para detetar os genes X e Y. Apds coloragio e
eletroforese em gel, o ADN masculino evidencia uma banda dupla e 0 ADN feminino uma banda singela.
Inclui-se neste programa um controlo positivo masculino (amostra XY) e um controlo positivo feminino

(amostra XX).
— Iniciador especial:
“PG 17.5” (superior/direto) — CCG GGT GCC CAA GTG CTC CCG CTG
“PG 17.6” (inferior/indireto) — GAT CGT CCC TCC ACA GAG AAG AGA
— Programa:
5 minutos a 95 °C
Ciclo (40 vezes):

Desnaturagao — 45s5a95°C
Hibridizacdo — 45sa55°C

Extensdo — 1 minuto e 30 sa 68 °C

15 minutos a 68 °C

Programa PCR para o gene Y utilizado como controlo do programa PCR para os genes X e Y:

Este programa PCR serve para verificar os resultados do “programa PCR para os genes X e Y”. Apds coloragio
e eletroforese em gel, as amostras “masculinas” evidenciam uma banda singela e as amostras “femininas”

nenhuma.
— Iniciador especial:
“DMTYa (superior/direto)” — GGC CGG GTC CCC GGG TG
“DMTYd (inferior/indireto)” — TTT GGG TGA ACT CAC ATG G
— Programa:
5 minutos a 95 °C
Ciclo (40 vezes):

Desnaturagao —45s5a95°C
Hibridizacdo — 45sa56°C

Extensdo — 1 minuto a 68 °C

15 minutos a 68 °C

Coloragdo das amostras para o método PCR:

Solu¢do de coloracio:
50 % de glicerol
100 mM de EDTA
1 % de SDS
0,25 % de azul de bromofenol
0,25 % de xilenocianol

Pipeta-se 1 pl da solugdo corante para cada tubo.

Eletroforese em gel:

— Transfere-se o gel de agarose a 1 % preparado para uma tina de eletroforese em gel cheia de tampdo TAE 1

x.

— Pipetam-se 10 a 15 pl de cada amostra para PCR corada para a fenda correspondente do gel de agarose.
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— Pipetam-se 5 a 15 pl de escada de 1 kb (Invitrogen) para outra fenda no gel.
— Inicia-se a eletroforese, aplicando 200 V.

— Termina-se a eletroforese ap6s 30 a 45 minutos.
8.  Determinacdo das bandas:
— Lava-se o gel de agarose com dgua destilada.
— Mergulha-se o gel de agarose em brometo de etidio durante 15 a 30 minutos.

— Em seguida, fotografa-se o gel de agarose numa caixa de luz ultravioleta.

— Analisam-se as amostras comparando-as com a banda ou bandas de controlo positivo e com a escada de
ADN.
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Apéndice 10

Orientagdes relativas a colheita de amostras de tecidos no esgana-gata para determinagio do
sexo genético pelo método PCR

Colheita de amostras de tecidos e extracio do ADN

Pode extrair-se o ADN utilizando diversos reagentes comercializados e um sistema de extracdo manual ou
automatico. Descreve-se a seguir o protocolo utilizado no laboratério de Weymouth do Cefas, complementado por
métodos alternativos em alguns casos.

1.  Utilizando uma tesoura fina, corta-se em cada peixe um pequeno pedago de tecido (10-20 mg) da zona dorsal
lateral, ap6s remogdo da cabega e da cauda para andlise da vitelogenina,. Transfere-se o tecido para um tubo e
coloca-se o tubo em azoto liquido (para armazenagem a — 80 °C) ou enche-se o tubo com etanol a 70 % (para
transporte e subsequente conservacio a 4 °C). Apds cada peixe, limpa-se a tesoura, primeiro em etanol a 70 %
e depois em dgua destilada, secando-se em seguida com papel absorvente.

2. Por meio de aspiracdo, remove-se o etanol eventualmente presente e, em seguida, digere-se o tecido de um dia
para o outro com proteinase K em 400 pl de tampdo ATL (Qiagen). Transfere-se uma aliquota (200 pl) do
produto da digestdo para um bloco S de 96 alvéolos da Qiagen e extrai-se 0 ADN para 96 alvéolos utilizando
o sistema BioRobot Universal da Qiagen e o kit Qlamp “Investigator BioRobot”. Elui-se o ADN para 50 pl de
gua isenta de DNase e RNase. Caso se utilizem tecidos duros para extrair o ADN (como um espinho ou uma
barbatana peitoral), pode ser necessirio homogeneizar a amostra no tampio de lise recorrendo ao sistema
FastPrep® de lise de tecidos ou a um sistema equivalente de rotura de tecidos.

Em alternativa:

a) Digere-se o tecido de um dia para o outro com proteinase K em 400 pl de tampio de lise G2 da Qiagen e
extrai-se 0 ADN de 200 pl do produto da digestdo, utilizando o kit EZ-1 “DNA easy tissue” e o biorrobd
EZ-1 ou o minikit'‘DNA easy tissue”. Elui-se 0 ADN para 50 pl.

b) Tratam-se os tecidos com o reagente DNAzol. Em resumo, procede-se a lise das amostras de tecidos em
1 ml de DNAzol, durante 10 minutos, num microtubo de centrifugagio de 1,5 ml, e centrifuga-se a
13 000 rpm durante 5 minutos, para remover as particulas eventualmente presentes. Em seguida, transfere-
-se o produto da lise para novo microtubo de centrifugacio de 1,5 ml, contendo 500 pl de etanol a 100 %
para biologia molecular, e centrifuga-se a 13 000 rpm, durante 10 minutos, para precipitar o ADN.
Remove-se o etanol e substitui-se por 400 pl de etanol a 70 % para biologia molecular, centrifuga-se a
13 000 rpm, durante 5 minutos, e dissolve-se o depdsito de ADN com 50 pl de dgua isenta de DNase e
RNase para biologia molecular. Novamente, caso se utilizem tecidos duros (barbatana peitoral), pode ser
necessdrio homogeneizar a amostra no tampdo de lise recorrendo ao sistema FastPrep® de lise de tecidos,
ou a um sistema equivalente de rotura de tecidos, para extrair o ADN.

3. Guarda-se o ADN a — 20 °C até ser utilizado.

Nota importante: E necessdrio utilizar luvas durante estas manipulagdes.

Andlise pelo método da reagio em cadeia da polimerase (PCR)

Realizaram-se as amplifica¢des utilizando 2,5 pl do extrato de ADN num volume reacional de 50 pl e recorrendo
aos iniciadores do locus IDH [conforme descrito em Peichel et al. (2004). Current Biology, 1:1416-1424]:

Iniciador direto 5 GGG ACG AGC AAG ATT TAT TGG 3’

Iniciador inverso 5" TAT AGT TAG CCA GGA GAT GG 3’

Hé numerosos fornecedores de reagentes adequados para PCR. O método a seguir descrito é o atualmente utilizado
no laboratério de Weymouth do Cefas.
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1. Preparagdo da designada “mistura reacional” (50 pl por amostra)

Prepara-se uma mistura reacional como se indica a seguir. Pode preparar-se antecipadamente e guardar-se congelada
a — 20 °C até ser utilizada. Deve preparar-se uma quantidade de mistura reacional de reserva suficiente para um
controlo negativo (apenas dgua para biologia molecular).

Volume (solucio de reserva
concentrada)/famostra

Concentragdo final

Tampdo reacional 5x GoTag®

10 pl

1x

Mgdl,

5 ul (25 mM)

2,5 mM

Nucleétidos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)

0,5 pl (25 mM cada um)

250 pM cada um

Iniciador direto 0,5 pl (0,1 nmol/ul) 2,0 pM
Iniciador inverso 0,5 pl (0,1 nmol/ul) 2,0 pM
Agua para biologia molecular 30,75 pl

Polimerase GoTaq 0,25 pl 1,25 U

— Transferem-se 47,5 pl para um tubo

de parede fina de 0,5 ml para PCR, rotulado.

— Adicionam-se 2,5 pl do ADN purificado para o tubo convenientemente identificado. Repete-se esta operagio

para todas as amostras e o controlo

negativo.

— Constitui-se uma sobrecamada em cada tubo adicionando 2 gotas de 6leo mineral. Em alternativa, pode utilizar-
-se um termociclador com tampa aquecida.

— Fecham-se as tampas.

— Desnaturaram-se as amostras num termociclador Peltier PTC-225 a 94 + 2 °C durante 5 minutos, seguindo-se 39
ciclos de 94 £ 2 °C durante 1 minuto, 55 * 2 °C durante 1 minuto, 72 % 2 °C durante 1 minuto e um prolon-

gamento final de 72 + 2 °C durante

2. Preparagio do gel de agarose (2 %)

10 minutos.

Normalmente, procede-se a resolugdo dos produtos da PCR num gel de agarose a 20 % contendo brometo de etidio.

Também podem ser utilizados sistemas de eletroforese capilar.

— Pesam-se 2 g de agarose e adicionam-se a 100 ml de tampdo TAE 1 x.

— Aquece-se num forno de micro-ondas (2 a 3 minutos) para dissolver a agarose.

— Adicionam-se duas gotas de brometo de etidio, para obter a concentragdo final de 0,5 pg/ml.

— Transfere-se a solu¢do quente para o molde do gel.

— Aguarda-se que o gel endureca.

3. Eletroforese em gel

— Transfere-se o gel de agarose para o equipamento de eletroforese e mergulha-se no tampdo TAE 1 x.

— Transferem-se 20 pl de todas as amostras para alvéolos separados e um marcador de peso molecular (escada de
ADN 100 bp da Promega) para um alvéolo livre.

— Realiza-se a eletroforese a 120 V durante 30 a 45 minutos.
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4. Visualizagdo dos produtos da amplificagdo

Caso tenha sido incorporado brometo de etidio no gel de agarose como se referiu, visualizam-se os produtos de
ADN sob luz ultravioleta. Em alternativa, procede-se a coloragdo do gel antes da visualiza¢do, cobrindo-o durante 30
minutos com uma solu¢do aquosa diluida de brometo de etidio (0,5 pg/ml).
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10.

Apéndice 11

Orientagdes relativas a fertiliza¢do artificial no Esgana-Gata

Este apéndice descreve o método de obtencio de ovos fertilizados de esgana-gata para serem utilizados no
Ensaio de Desenvolvimento Sexual em Peixes.

Procedimento
Obtengdo de esperma
Eutanasia-se um macho com boas cores da populagio pretendida.

Dissecam-se os testiculos de cada um dos lados do peixe. Os testiculos sdo, geralmente, estruturas muito
pigmentadas em forma de bastonete, facilmente identificiveis na linha média lateral do corpo. Escolhe-se um
dos seguintes métodos:

Com uma tesoura fina, efetua-se de uma s6 vez uma incisdo de 1 a 1,5 cm a cerca de 45 °C, com inicio na
cloaca.

Utiliza-se um bisturi para efetuar uma pequena incisdo lateral no peixe, ligeiramente posterior a pélvis e em
posicdo ligeiramente ventral em relagdo as placas laterais.

Retiram-se os testiculos com uma pinga fina e colocam-se numa placa de Petri.
Cobre-se cada testiculo com 100 pl de solugdo final de Hank (*) preparada de fresco.

Utilizando uma ldmina de barbear ou um bisturi, cortam-se os testiculos em pequenos cubos. Esta operacio
provoca a libertagdo de esperma e confere a solugdo de Hank um aspeto leitoso.

Pipeta-se o fluido que contém o esperma para um tubo, procurando ndo transferir fragmentos dos testiculos
nesta operagao.

Transferem-se para o tubo 800 pl de solugdo final de Hank e mistura-se bem.

Se necessdrio, pode conservar-se o peixe fixando-o com etanol a 100 % ou com outro fixador. Este aspeto é
especialmente importante se o estudo visa associar o progenitor as progenituras.

(*) Solucdo salina tampdo de Hank:

Esta solugdo é necessdria para conservar o esperma durante os preparativos para a fertilizacdo.

Nota importante: Embora a maior parte das solugbes de reserva possam ser preparadas antecipadamente, a solugdo 5 ¢ a
solucdo final devem ser preparadas no préprio dia da utilizagdo.

Solucdo de reserva 1

NaCl 8,00 g
Kl 0,40 g
Agua destilada 100 ml
Solucio de reserva 2

Na,HPO, (anidro) 0,358 g
KH,PO, 0,60 g
Agua destilada 100 ml
Solucio de reserva 3

Ca(l, 0,72 ¢g
Agua destilada 50 ml
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Solucio de reserva 4
MgSO, x 7H,0

Agua destilada

Solucio de reserva 5 (preparada de fresco)

NaHCO,

Agua destilada

1,23 g

50 ml

035g¢g

10 ml

Nota: Caso o laboratério ja disponha dos sais indicados, mas com teor de dgua diferente (por exemplo, com duas
moléculas de dgua de hidratacdo em vez de sais anidros), esses sais ndo deixam de poder ser utilizados; porém, é

necessario ajustar primeiro o peso com base no peso molecular.

Prepara-se a solugdo final de Hank do seguinte modo:

Solu¢do de reserva 1 1,0 ml
Soluc¢do de reserva 2 0,1 ml
Solu¢do de reserva 3 0,1 ml
Agua destilada 8,6 ml
Solu¢do de reserva 4 0,1 ml
Solu¢io de reserva 5 0,1 ml

Misturar bem antes de utilizar.

Fertilizacdo

Identificam-se fémeas grdvidas grandes na populacio pretendida. As fémeas sé estdo prontas para serem
espremidas quando forem visiveis ovos protuberantes na cloaca. As fémeas nessa situagio apresentam a
postura caracteristica de cabega para cima.

Passa-se suavemente com um dedo ao longo do peixe, lateralmente no sentido da cauda, para facilitar a
expulsdo de um saco de ovos para uma placa de Petri fresca. Repete-se do outro lado e repde-se o peixe do
aquario.

Para espalhar os ovos, pode utilizar-se um pincel fino de modo a formar uma monocamada. E importante
propiciar a exposi¢do ao esperma do méximo niimero de ovos possivel, pelo que é vantajoso maximizar a
superficie dos ovos. Nota importante: Os ovos devem ser mantidos himidos por contacto com um tecido
humedecido (ndo devem entrar em contacto direto com dgua, pois isso poderia provocar o endurecimento
prematuro do cérion, inviabilizando a fertilizagdo). E grande a diversidade do niimero de ovos que cada fémea
pode produzir, mas, em média, podem ser facilmente obtidos cerca de 150 de uma fémea gravida.

Utilizando o pincel, espalham-se uniformemente 25 pl de esperma em mistura de Hank sobre toda a superficie
dos ovos. Uma vez iniciada a fertilizagdo, os ovos endurecem e mudam de cor rapidamente (um minuto). Se o
nimero estimado de ovos exceder 150, repete-se esta operagdo. Se os ovos ndo tiverem endurecido ao fim de
um minuto, adiciona-se um pouco mais de esperma. Nota importante: A adicdo de mais esperma ndo faz
necessariamente aumentar a taxa de fertilizacio.

Deixam-se os ovos e a solucdo de esperma interagir durante, pelo menos, 15 minutos; colocam-se 0s ovos
fertilizados no aqudrio de exposicdo antes de transcorridas 1,5 horas apés a fertilizacdo.

Repete-se a operacdo com outra fémea até se colher o niimero pretendido de ovos.

Reservam-se alguns dos dltimos ovos, que se fixam com solugdo a 10 % de dcido acético.
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Contagem dos ovos e distribuicio dos ovos pelos aquirios de exposi¢io

1. Para evitar distor¢des de cariz genético, distribuem-se os ovos uniformemente pelos niveis de exposicdo.
Utilizando um instrumento sem pontas nem gumes (por exemplo uma pinga de entomologia de ldminas largas
ou uma ansa de inocula¢do), divide-se cada lote de ovos fertilizados em grupos com o mesmo nimero de ovos
(tantos grupos quantos os niveis de exposi¢do). Caso se pretenda ter 4 replicados por nivel de exposicdo, cada
um dos quais com 20 ovos, serd necessirio introduzir 80 ovos em cada aqudrio de exposi¢do. Nota
importante: Até se ter a certeza de obter taxas de fertilizagio de 100 %, é aconselhdvel adicionar um
suplemento de 20 % (ou seja, 96 ovos por nivel de exposicio).

2. Os ovos de esgana-gata sio muito propensos a infe¢des fiingicas fora do ninho protegido pelo macho. Por esse
motivo, é fundamental tratar os ovos com azul de metileno nos primeiros dias do ensaio. Prepara-se uma
solugdo de reserva de 1 miligrama de azul de metileno por mililitro e adiciona-se a cada aqudrio de exposicdo
o volume necessirio para obter uma concentragdo maxima final de 2,125 mg/l. Nota importante: Depois da
eclosdo, os esgana-gatas ndo devem ser expostos ao azul de metileno, pelo que, a partir do sexto dia, o sistema
ndo deve conter azul de metileno.

3. Examinam-se os ovos diariamente, registando-se como tal os ovos mortos ou ndo fertilizados. Nota
importante: Em nenhum momento, até a eclosdo, os ovos podem estar emersos, mesmo por periodos muito
curtos.
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C.42 BIODEGRADABILIDADE NA AGUA DO MAR
INTRODUCAO GERAL

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 306 (1992) da OCDE. Quando foram elaborados os primeiros
métodos de ensaio, desconhecia-se em que medida os resultados dos ensaios de despistagem da biodegradabi-
lidade facil em dgua doce, utilizando indculos de efluentes de depuracdo ou de lamas ativadas, podiam ser
aplicados ao ambiente marinho. Tém sido publicados resultados varidveis sobre esta questdo (por exemplo (1)).

2. Muitas dguas residuais industriais, com uma diversidade de produtos quimicos, atingem o mar por descarga
direta ou através de estudrios ou de rios, nos quais os tempos de residéncia sdo baixos comparativamente ao
periodo necessario para a biodegradacdo completa de muitos dos produtos quimicos nelas presentes. Devido a
sensibilizacdo crescente para a necessidade de proteger o ambiente marinho de cargas cada vez maiores de
produtos quimicos e porque é necessdrio estimar a concentragdo provavel dos produtos quimicos no mar,
elaboraram-se métodos de ensaio da biodegradabilidade na dgua do mar.

3. Os métodos aqui descritos utilizam dgua do mar natural como fase aquosa e como fonte de microrganismos.
Tendo em vista a aproximacdo aos métodos de determinacio da biodegradabilidade ficil na dgua doce,
investigou-se a utilizagdo de dgua do mar ultrafiltrada e centrifugada, bem como de sedimentos marinhos
como indculos. Estes estudos revelaram-se infrutiferos. Por conseguinte, o meio de ensaio é dgua do mar
natural, previamente tratada para remocdo das particulas grosseiras.

4. Para determinar a biodegradabilidade total pelo método do baldo agitado, sio necessdrias concentra¢des relati-
vamente elevadas da substincia em estudo, devido a baixa sensibilidade do método analitico de determinacio
do carbono organico dissolvido (COD). Esta circunstdncia requer, por sua vez, a adi¢do a dgua do mar de
nutrientes minerais (N e P); caso contrdrio, as baixas concentracdes destes nutrientes limitariam a remocio do
carbono organico dissolvido. E igualmente necessirio adicionar os nutrientes no método do frasco fechado,
devido a concentracio da substincia em estudo adicionada.

5. Nenhum dos dois métodos é, portanto, um ensaio de biodegradabilidade ficil, pois ndo se adiciona nenhum
inéculo aos microrganismos presentes na dgua do mar. Nenhum dos ensaios simula também o ambiente
marinho, pois adicionam-se nutrientes e a concentragdo da substincia em estudo é muito superior a que
estaria presente na dgua do mar. Por estas razdes, propdem-se estes métodos na nova subsecgdo “Biodegradabi-
lidade na dgua do mar”.

APLICACAO

6. Os ensaios sdo efetuados no caso de as condicdes de utilizacio e de eliminacio da substincia indicarem o
caminho do mar e os resultados neles obtidos ddo uma primeira indica¢do da biodegradabilidade na dgua do
mar. Se o resultado for positivo (mais de 70 % de remogdo do carbono organico dissolvido; mais de 60 % da
caréncia tedrica de oxigénio — CTO), pode concluir-se pela existéncia de um potencial de biodegradagio no
ambiente marinho. Porém, um resultado negativo ndo exclui esse potencial, mas aponta para a necessidade de
mais estudos, por exemplo reduzindo o mais possivel a concentragdo da substancia em estudo.

7. Em qualquer dos casos, se for necessirio um valor mais definitivo da taxa ou do grau de biodegradagdo na
dgua do mar num determinado local, terd de se recorrer a métodos mais complexos, mais sofisticados e,
consequentemente, mais dispendiosos. Por exemplo, pode efetuar-se um ensaio de simulagdo utilizando uma
concentragio da substdncia em estudo mais proxima da concentragdo provavel desta no ambiente. Também
pode utilizar-se dgua do mar ndo-enriquecida, sem pré-tratamento, colhida no local em estudo,
acompanhando-se a biodegradagdo primdria por meio de uma andlise quimica especifica. Para determinar a
biodegradabilidade total, sio necessarias substincias marcadas com carbono 14, a fim de se poderem medir as
taxas de desaparecimento do carbono 14 organico solivel e de producdo de'*CO, a concentragdes realistas em
termos ambientais.

ESCOLHA DO METODO

8. A escolha do método a utilizar depende de vérios fatores, facultando-se o quadro seguinte para facilitar essa
escolha. As substancias cuja hidrossolubilidade seja inferior ao equivalente a cerca de 5 mg de Cflitro ndo
podem ser ensaiadas pelo método do baldo agitado, mas as substancias fracamente soliveis podem, em
principio, ser ensaiadas pelo método do frasco fechado.
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Quadro:

Vantagens e desvantagens do ensaio do balio agitado e do ensaio do frasco fechado.

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS
BALAO AGITADO material simples, exceto o analisa- necessidade de um analisador de C;

dor de C; concentragdo de carbono organico

a duracio de 60 dias ndo constitui dissolvido, eventualmente inibidora,

um problema; na gama 4-50 mg/l;

sem interferéncia da nitrificacio; dificil determinacio de baixas con-

adaptdvel a substncias volateis. centracdes de carbono orgénico dis-
solvido na dgua do mar (efeito dos
cloretos);

— concentragdo por vezes elevada de
carbono organico dissolvido na dgua
do mar.

FRASCO FECHADO — material simples; — pode ser dificil manter os frascos es-

— determinagdo simples do final; tanques ao ar;

— baixa concentracio da substancia | — @ proliferacdo de bactérias nas pare-
em estudo (2 mgfl), logo menos des pode falsear os resultados;
probabilidade de inibigio; — possibilidade de valores elevados de

— facilmente adaptdvel a substancias absor¢do de O, no branco, especial-
volateis. mente ap6s 28 dias; pode ser ultra-

passado envelhecendo a dgua do
mar,

— possibilidade de interferéncia da ab-
sor¢do de O, na nitrificacdo.

METODO DO BALAO AGITADO
INTRODUCAO

1. Este método constitui uma variante para dgua do mar do Teste de Despiste da OCDE Modificado descrito no
capitulo C.4-B deste anexo (2). Foi finalizado no seguimento do estudo interlaboratorial comparativo
organizado para a Comissdo Europeia pelo Instituto da Qualidade da Agua da Dinamarca (3).

2. Tal como sucede relativamente aos resultados do método do frasco fechado para a dgua do mar, os resultados
deste ensaio ndo devem ser considerados indicadores de biodegradabilidade facil, destinando-se especificamente
a obter informacgdes sobre a biodegradabilidade de substancias em ambientes marinhos.

PRINCIPIO DO METODO

3. Dissolve-se no meio de ensaio uma quantidade predeterminada da substincia em estudo, de modo a obter uma
concentragdo de carbono orgénico dissolvido compreendida entre 5 mg e 40 mg por litro. Se os limites de
sensibilidade das andlises do carbono organico forem melhorados, pode ser vantajoso utilizar concentra¢des
mais baixas da substincia em estudo, em especial no caso das substincias inibidoras. Incuba-se a solugio da
substincia em estudo no meio de ensaio, na obscuridade ou com iluminacio difusa, em condi¢des aerébias,
sob agitacdo e a uma dada temperatura (com variagdo contida a £ 2 °C), normalmente compreendida entre 15
°C e 20 °C. Se o objetivo do estudo for simular situagdes ambientais, o ensaio pode estender-se a temperaturas
fora deste intervalo normal. A duracio médxima recomendada do ensaio é de aproximadamente 60 dias.
Acompanha-se a degradagdo determinando o carbono organico dissolvido (degradacio total) e, em alguns
casos, realizando uma andlise especifica (degradagio primdria).

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

4. Para avaliar se o ensaio ¢ aplicdvel a uma determinada substancia, hd que conhecer algumas propriedades da
mesma. E necessdrio conhecer o teor de carbono organico da substancia, a volatilidade desta ndo deve dar azo
a perdas significativas durante o ensaio e a hidrossolubilidade da substancia deve exceder o equivalente a 25-
-40 mg C/l. Além disso, ndo deve ser significativa a adsor¢do da substincia em estudo as superficies de vidro.
Para que seja possivel interpretar os resultados, é necessdrio dispor igualmente de informagdes sobre a pureza
ou as proporcdes relativas dos principais componentes da substincia em estudo, especialmente quando os
resultados estiverem préximos do limiar de aceitacdo.
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5. Para selecionar as concentracdes adequadas para o ensaio, pode ser ttil dispor de informagdes sobre a
toxicidade da substincia em estudo para as bactérias, determinada, por exemplo, em ensaios de taxa de
respiragdo de curta duragdo (4), podendo essas informacdes ser mesmo essenciais para a correta interpretagio
de valores de biodegradacio baixos. Porém, nem sempre estas informacdes sdo suficientes para interpretar os
resultados dos ensaios de biodegradacio, sendo mais adequado o processo descrito no ponto 18.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

6. Utilizam-se substancias de referéncia adequadas para verificar a atividade microbiana das amostras de dgua do
mar. O benzoato de sédio, o acetato de sddio e a anilina sdo exemplos de substancias utilizdveis para este fim.
As substancias de referéncia devem degradar-se num periodo relativamente curto; caso contrario, recomenda-se
a repeti¢do do ensaio com outra amostra de dgua do mar.

7. No estudo interlaboratorial comparativo realizado na UE, foram colhidas amostras de dgua do mar em diversos
locais e em diversos periodos do ano (3), tendo a fase de laténcia (t;) e o tempo necessério, apds a fase de
laténcia, para atingir 50 % de degradagdo (t,) sido de 1 a 4 dias e de 1 a 7 dias, respetivamente, para o
benzoato de sédio. No caso da anilina, o t; variou entre 0 e 10 dias e o ty, entre 1 e 10 dias.

REPRODUTIBILIDADE E SENSIBILIDADE DO METODO

8. A reprodutibilidade do método foi determinada no estudo interlaboratorial comparativo (3). A concentra¢io
minima da substincia em estudo que permite utilizar este método com a andlise do carbono organico
dissolvido depende, em grande medida, do limite de dete¢do da andlise do carbono organico (presentemente
cerca de 0,5 mg C/l) e da concentragio de carbono orgénico dissolvido da dgua do mar utilizada (normalmente
3-5 mg/l, no caso de dgua do mar colhida ao largo). A concentracio de fundo de carbono orgénico dissolvido
ndo deve exceder cerca de 20 % da concentragdo total de carbono organico dissolvido apés a adicdo da
substancia em estudo. Caso isso ndo seja exequivel, por vezes pode reduzir-se a concentra¢do de fundo de
carbono organico dissolvido envelhecendo a dgua do mar antes do ensaio. Se o método for utilizado apenas
com uma andlise quimica especifica (para determinacio da degradagdo primdria), o investigador deve
comprovar, fornecendo informagdes adicionais, se é de esperar degradabilidade total. Estas informacdes
adicionais podem consistir de resultados de outros ensaios, de biodegradabilidade ficil ou intrinseca.

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem

9.  Material corrente de laboratério e:

a) Agitador para baldes de Erlenmeyer de 0,5-2 litros de capacidade, com regulacio automatica de temperatura
ou colocado num recinto a temperatura constante de 15 °C a 20 °C, com varia¢io contida a + 2 °C;

b) Baldes de Erlenmeyer de gargalo estreito, de 0,5-2 litros de capacidade;
¢) Aparelho de filtragdo por membrana, ou centrifugadora;

d) Filtros de membrana, com porosidade de 0,2 pm a 0,45 pm;

e) Analisador de carbono;

f) Equipamento para a andlise especifica (facultativo).

Agua do mar

10. Colhe-se uma amostra de dgua do mar num recipiente cuidadosamente limpo e transporta-se a amostra para o
laboratério, de preferéncia ndo mais de um a dois dias apds a colheita. Durante o transporte, a temperatura da
amostra ndo pode exceder significativamente a temperatura do ensaio. E necessario identificar com precisio o
local de colheita da amostra e caracterizd-lo em termos de estado de poluicio e de nutrientes presentes.
Sobretudo no caso das dguas costeiras, esta caracterizacdo deve compreender uma contagem das colénias de
microrganismos heterotréficos e a determinagdo das concentragdes de nitratos, aménio e fosfatos dissolvidos.
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11. Informacdes a fornecer relativamente a amostra de dgua do mar:
— data da colheita;
— profundidade da colheita;
— aspeto da amostra — turva etc.;
— temperatura no momento da colheita;
— salinidade;
— carbono organico dissolvido;
— periodo compreendido entre a colheita e a utilizagdo no ensaio.

12. Caso se determine um teor elevado de carbono organico dissolvido na amostra de dgua do mar (pontos 8),
recomenda-se o envelhecimento desta durante cerca de uma semana, antes da utilizacdo. O envelhecimento
processa-se por conservagio da amostra na obscuridade ou com iluminagdo difusa, em condicdes aerdbias, a
temperatura do ensaio. Se necessdrio, mantém-se condigdes aerébias efetuando um arejamento ligeiro. Durante
o envelhecimento, diminui o teor da matéria organica facilmente degraddvel. No estudo interlaboratorial
comparativo (3), ndo foi detetada nenhuma diferenga de potencial de degradacdo entre amostras de dgua do
mar envelhecidas e amostras de dgua do mar colhidas recentemente. Antes de utilizar as amostras, procede-se a
um tratamento prévio da dgua do mar para retirar as particulas grosseiras, por exemplo por filtragdo através de
um filtro de nylon ou de um filtro de papel para filtragdes grosseiras (ndo utilizar filtros de membrana nem
filtros GF-C), ou por sedimenta¢do seguida de decantagdo. O processo utilizado deve ser referido no relatério.
O eventual envelhecimento deve preceder o tratamento prévio.

Solucdes de reserva de nutrientes minerais

13. Preparam-se as seguintes solugdes de reserva, utilizando reagentes da qualidade analitica:

a)  Di-hidrogeno-ortofosfato de potdssio (KH,PO,) 8,50 g
Hidrogeno-ortofosfato de dipotéssio (K,HPO,) 21,75 ¢
Hidrogeno-ortofosfato de dissédio di-hidratado (Na,HPO,x2H,0) 33,30 g
Cloreto de aménio (NH,Cl) 0,50 g

Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.

b)  Cloreto de cilcio (CaCl,) 27,50 g
Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.

¢)  Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,x7H,0) 2250 g
Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.

d) Cloreto de ferro (Ill) hexa-hidratado (FeCl,x6H,0) 025¢

Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.

Para evitar a precipitacdo na solugdo d) pode adicionar-se uma gota de HCl concentrado ou 0,4 g do sal
dissédico do écido etilenodiaminotetraacético (EDTA) por litro. Caso se forme algum precipitado numa solugdo
de reserva, hd que substitui-la por solugio fresca.

Preparacio do meio a utilizar no ensaio

14. Adiciona-se 1 ml de cada uma das solugdes de reserva acima indicadas por litro de d4gua do mar pré-tratada.

Inéculo

15. Nio se adiciona nenhum inéculo aos microrganismos jé presentes na dgua do mar. Para determinar (facultati-
vamente) o nimero de colénias de microrganismos heterotréficos no meio de dgua do mar ensaiado (e, de
preferéncia, também nas amostras originais de dgua do mar), efetua-se, por exemplo, uma contagem em placa
de dgar marinho. Este procedimento é especialmente desejdvel no caso das amostras provenientes de locais
costeiros ou poluidos. Verifica-se a atividade microbiana heterotréfica na dgua do mar realizando um ensaio
com uma substancia de referéncia.
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Preparacio dos baldes

16. Antes de ser utilizado, para evitar contaminacdes por residuos de ensaios anteriores, o material de vidro tem de
ser escrupulosamente limpo (utilizando, por exemplo, uma solu¢do alcodlica de é4cido cloridrico), mas ndo
necessariamente esterilizado, ap6s o que é enxaguado e seco. Os baldes também tém de ser limpos antes de
serem utilizados pela primeira vez.

17. Utilizam-se simultaneamente baldes em duplicado para a avaliagdo da substincia em estudo e um baldo para a
substincia de referéncia. Para determinacio dos brancos analiticos, realiza-se um ensaio em branco, em
duplicado, sem a substincia em estudo nem a substincia de referéncia. Dissolve-se a substincia em estudo no
meio de ensaio — é pratico adiciond-la recorrendo a uma solugdo de reserva concentrada — de modo a obter
as concentragdes iniciais pretendidas, normalmente 5 mg a 40 mg de carbono organico dissolvido por litro.
Procede-se ao ensaio da substancia de referéncia utilizando, normalmente, uma concentracdo inicial corres-
pondente a 20 mg de carbono organico dissolvido por litro. Caso se utilizem solucdes de reserva da substincia
em estudo efou da substincia de referéncia, é importante que a salinidade do meio de dgua do mar néo seja
muito alterada.

18. Se forem previsiveis ou ndo forem de excluir efeitos téxicos, pode ser aconselhdvel incluir no ensaio uma
experiéncia, em duplicado, de inibigdo. Para isso, adicionam-se as substincias em estudo e de referéncia a um
mesmo recipiente, sendo a concentragio desta Gltima normalmente igual & do ensaio de controlo (ou seja,
20 mg de carbono organico dissolvido por litro), para permitir comparagdes.

19. Transferem-se volumes adequados das solugdes em estudo para baldes de Erlenmeyer (sdo aceitdveis volumes
até metade do volume do baldo) e tapa-se cada balio de modo ndo-hermético (por exemplo com folha de
aluminio), a fim de possibilitar permutas gasosas entre os baldes e o ar circundante. (Caso se recorra a andlise
do carbono organico dissolvido, é inadequado utilizar tampdes de algoddo). Colocam-se os recipientes no
agitador e agita-se continuamente a baixa velocidade (por exemplo a 100 rpm) ao longo de todo o ensaio. E
necessdrio manter a temperatura constante (15-20 °C, com variagdo contida a # 2 °C) e proteger os recipientes
da luz, a fim de evitar o crescimento de algas. E igualmente necessdrio que o ar esteja isento de matérias
toxicas.

Ensaio de controlo fisico-quimico (facultativo)

20. Se houver suspeitas de degradagdo abidtica ou de mecanismos de perdas, como hidrélise (problemdtico apenas
no caso de uma andlise especifica), volatilizacgdo ou adsorcdo, é aconselhdvel realizar uma experiéncia de
controlo fisico-quimico. Para o efeito, a fim de suspender a atividade microbiana, pode adicionar-se cloreto de
mercario (1) (HgCl,) () (50-100 mg/l) a recipientes que contenham a substincia em estudo. Uma diminui¢do
significativa, neste ensaio de controlo fisico-quimico, do carbono orgénico dissolvido ou da concentragio da
substancia especifica indicia mecanismos de remocdo abidticos. (Caso se utilize cloreto de merciirio, é
necessario ter presente a possibilidade de interferéncias ou de envenenamento catalitico na andlise do carbono
organico dissolvido.)

Ndmero de baldes
21. Utilizam-se normalmente num ensaio os seguintes baldes:

Baldes 1 e 2 contém a substancia em estudo (suspensdo ensaiada);
Baldes 3 e 4 contém apenas dgua do mar (branco);
Baldo 5 contém a substancia de referéncia (controlo do método);

Baldo 6 contém a substincia em estudo e a substincia de referéncia (experiéncia de verificagio da
toxicidade) — facultativo;

Baldo 7 contém a substdncia em estudo e o agente esterilizante (experiéncia em meio estéril de
verificacdo de acdo abidtica) — facultativo.

Anilise do carbono orginico dissolvido

22. No decurso do ensaio, colhem-se amostras a intervalos adequados para a andlise do carbono orgénico
dissolvido (apéndice 1). Colhem-se sempre amostras no inicio do ensaio (dia 0) e no dia 60. Sdo necessarias
pelo menos cinco amostras para descrever a evolucdo da degradacdo. Dada a variagdo das taxas de
biodegradagdo, ndo é possivel estabelecer uma cronologia fixa de colheita de amostras. Determina-se em
duplicado o carbono organico dissolvido em cada amostra.

(") O cloreto de merciirio () (HgCl) é uma substdncia muito téxica, que deve ser manuseada com as precaucdes adequadas. Os
residuos aquosos que a contenham devem ser eliminados de modo adequado; ndo devem ser encaminhados para a rede de esgotos.
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Amostras

23. O volume necessdrio das amostras depende do método analitico (andlise especifica), do analisador de carbono
utilizado e do processo (filtragdo por membrana ou centrifugagio) escolhido para o tratamento prévio das
amostras antes da determinagdo do carbono (pontos 25 e 26). Antes de colher as amostras, é necessirio
misturar bem o meio de ensaio e dissolver ou suspender quaisquer matérias aderentes as paredes do baldo.

24. Filtra-se por membrana ou centrifuga-se cada amostra imediatamente apds a colheita. Se necessirio,
conservam-se as amostras filtradas ou centrifugadas a 2-4 °C por periodos ndo superiores a 48 horas ou abaixo
de — 18 °C por periodos mais longos (caso se saiba que isso ndo afetard a substancia em causa, acidificam-se as
amostras a pH 2 antes de serem armazenadas).

25. Os filtros de membrana (0,2-0,45 pm) sio adequados se, comprovadamente, ndo libertarem carbono nem
adsorverem a substancia durante a filtragdo (por exemplo membranas filtrantes de policarbonatos). Alguns
filtros de membrana estdo impregnados de substancias tensioativas para hidrofilagio e podem libertar
quantidades considerdveis de carbono dissolvido. Preparam-se esses filtros fervendo-os em dgua desionizada
durante trés periodos consecutivos de uma hora cada. Depois de fervidos, guardam-se os filtros em dgua
desionizada. Eliminam-se os primeiros 20 ml do filtrado.

26. A centrifugacio das amostras constitui uma alternativa a filtracdo por membranas. Centrifuga-se a 40 000 m.s-
2 (~ 4 000 g) durante 15 minutos, de preferéncia numa centrifugadora refrigerada.

Nota: Aparentemente, a concentragdes muito baixas, ndo ¢ possivel diferenciar por centrifugacdo o carbono
organico total (TOC) do carbono orgéanico dissolvido (DOC), pois ou as bactérias ndo sdo todas removidas ou
ha redissolucio de carbono constituinte do plasma bacteriano. A concentracdes de ensaio mais elevadas
(> 10 mg C por litro), o erro associado a centrifugacdo parece ser comparativamente pequeno.

Frequéncia da colheita de amostras

27. Caso as andlises sejam realizadas logo apds a colheita das amostras, determina-se o momento da préxima
colheita de amostras em fung¢do do resultado da determinacdo analitica.

28. Caso as amostras sejam conservadas (ponto 24) para serem analisadas mais tarde, é necessdrio colher mais
amostras do que o minimo exigido de cinco. Analisam-se primeiro as amostras mais recentes, seguindo-se,
uma a uma, a andlise de amostras adequadamente escolhidas das mais recentes para as mais antigas, de modo a
obter uma boa descri¢do da curva de biodegradagio com um nimero relativamente pequeno de determinagdes
analiticas. Se ndo se verificar nenhuma degradagdo até ao final do ensaio, ndo é necessirio analisar mais
nenhuma amostra — nesta eventualidade, o processo retrogrado preconizado permite reduzir considera-
velmente os custos analiticos.

29. Caso a curva de degradagio atinja um patamar antes do dia 60, pde-se fim ao ensaio. Se, ao dia 60, a

degradagdo ja tiver manifestamente tido inicio, mas ainda ndo tiver atingido um patamar, serd necessario
prolongar o ensaio.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

30. Registam-se os resultados analiticos na folha de dados apensa (apéndice 2) e calculam-se os valores de
biodegradagio para a substincia em estudo e a substincia de referéncia por meio da seguinte equacio

G~ Gy
D = |1- —22] x 100
Co = Cyqo)
em que:
D, = degradagdo em percentagem de remocdo de carbono organico dissolvido, ou percentagem de
remogdo da substancia especifica, no instante t;
C, = concentragdo inicial de carbono organico dissolvido ou da substancia especifica, no meio de ensaio;
C, = concentragdo de carbono orginico dissolvido ou da substincia especifica, no meio de ensaio, no
instante t;
Cy,o = concentragio inicial de carbono organico dissolvido ou da substancia especifica, no branco;

Cirgy = concentragio de carbono organico dissolvido ou da substancia especifica, no branco, no instante t.
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31. Indica-se a degradacio em percentagem de remogdo de carbono orgénico dissolvido (degradagdo total), ou
percentagem de remocdo da substancia especifica (degradagio primadria), no instante t. Calculam-se as concen-
tracdes de carbono orgénico dissolvido com a aproximacio de 0,1 mg/l e arredondam-se as médias dos valores
de D, para o valor de percentagem inteiro mais proximo.

32. Traga-se a curva da degradagio em fun¢do do tempo como se ilustra na figura inserida no item “Validade e
interpretagdo dos resultados”. Caso se disponha de dados suficientes, calcula-se a partir da curva a fase de
laténcia (t;) e o tempo decorrido, ap6s o termo dessa fase, até se atingir 50 % de remogdo (ts).

Relatério do ensaio

33. Elementos a constar do relatério do ensaio:
Substdncia em estudo
— estado fisico e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— dados de identificacdo.
Condicdes de realizacdo do ensaio

— localizagdo e descri¢gdo do local de colheita das amostras; estado de poluicdo e nutrientes presentes
(contagem de coldnias, nitratos, aménio, fosfatos, se for caso disso);

— caracteristicas da amostra — data e profundidade da colheita, aspeto, temperatura, salinidade, carbono
organico dissolvido (facultativo), tempo decorrido entre a colheita e a utilizagdo da amostra no ensaio;

— método eventualmente utilizado para envelhecer a dgua do mar;

— método utilizado no tratamento prévio da dgua do mar (filtracio/sedimentacio);
— método utilizado na determinagdo do carbono orgénico dissolvido;

— método utilizado na andlise especifica (facultativo);

— método utilizado na determinacio do niimero de microrganismos heterotréficos na dgua do mar (contagem
em placas ou outro método) (facultativo);

— outros métodos (facultativos) utilizados para caracterizar a dgua do mar (medicdes de ATP etc.).
Resultados
— registo dos resultados analiticos numa folha de dados (apéndice 2);

— tragado da curva de degradagdo em funcio do tempo num diagrama que mostre a fase de laténcia (t,), o
declive e o tempo decorrido, apds o termo daquela fase, até se atingir 50 % de remocdo (ts,). Pode estimar-
-se graficamente a fase de laténcia como se ilustra na figura inserida no item “Validade e interpretagdo dos
resultados” ou considerar-se corresponder essa fase ao periodo decorrido até se atingir 10 % de degradagio;

— percentagem de degradacio medida ap6s 60 dias ou no final do ensaio.

Discussdo dos resultados.

Validade e interpretacio dos resultados

34. Os resultados obtidos com as substancias de referéncia (por exemplo benzoato de s6dio, acetato de sédio ou
anilina) devem ser compardveis aos obtidos no estudo interlaboratorial comparativo (3) (ver o ponto 7 do item
“Substncias de referéncia”). Se os resultados obtidos com as substincias de referéncia forem atipicos, deve
repetir-se 0 ensaio com outra amostra de dgua do mar. Embora nem sempre seja fcil interpretar os resultados
dos ensaios de inibigdo, devido ao carbono organico dissolvido proveniente da substincia em estudo, uma
diminui¢do significativa da taxa de remogdo do carbono orgéinico dissolvido total, comparativamente a
experiéncia de controlo, constitui uma indica¢ido de efeitos tdxicos.



L 54/358 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

35. Dadas as concentracdes relativamente elevadas utilizadas neste ensaio comparativamente a maior parte dos
sistemas naturais (e & consequente relacio desfavordvel entre as concentra¢des da substincia em estudo e das
outras fontes de carbono), deve encarar-se este método como um ensaio preliminar destinado a avaliar se uma
substincia é ou ndo facilmente biodegraddvel. Nessa perspetiva, um resultado baixo ndo significa necessa-
riamente que a substincia em estudo ndo é biodegraddvel em ambientes marinhos, mas antes que é necessdrio
mais trabalho para tirar conclusdes acerca disso.

Apresenta-se na figura seguinte um exemplo de uma experiéncia de degradagio tedrica que ilustra um modo
de estimar os valores de t, (duragdo da “fase de laténcia”) e de t;, (tempo decorrido apés t, até se atingir 50 %
de remogio).
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METODO DO FRASCO FECHADO

INTRODUCAO

1. Este método constitui uma variante para dgua do mar do Ensaio em Frasco Fechado (5). Foi finalizado no
seguimento do estudo interlaboratorial comparativo organizado para a Comissio Europeia pelo Instituto da
Qualidade da Agua da Dinamarca (3).

2. Tal como sucede relativamente aos resultados do método do baldo agitado para a dgua do mar, os resultados
deste ensaio ndo devem ser considerados indicadores de biodegradabilidade facil, destinando-se especificamente
a obter informagdes sobre a biodegradabilidade de substancias em ambientes marinhos.

PRINCIPIO DO METODO

3. Dissolve-se no meio de ensaio uma quantidade predeterminada da substincia em estudo, de modo a obter uma
concentragio desta normalmente compreendida entre 2 mg e 10 mg por litro (pode utilizar-se uma ou mais
concentragdes). Conserva-se a solugdo na obscuridade, num frasco cheio fechado, num banho ou numa cimara
termostdtica a uma temperatura compreendida entre 15 °C e 20 °C, com variacdo contida a £ 1 °C. Se o
objetivo do estudo for simular situagdes ambientais, o ensaio pode estender-se a temperaturas fora deste
intervalo normal, desde que se ajuste convenientemente a regulagio de temperatura. Acompanha-se o processo
de degradagio por meio de analises de oxigénio durante 28 dias.

4. O estudo interlaboratorial comparativo revelou que, se o ensaio for prolongado além de 28 dias, na maior
parte dos casos ndo se obtém informacdes dteis, devido a fortes interferéncias. Os valores de caréncia
bioquimica de oxigénio do branco eram excessivamente elevados, provavelmente devido a crescimento nas
paredes do recipiente (causado por falta de agitacdo) e a nitrificagdo. A duragdo recomendada é, pois, de 28
dias, mas, se o valor de caréncia bioquimica de oxigénio do branco se mantiver dentro do limite de 30 %
(pontos 15 e 40), pode prolongar-se o ensaio.
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INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

5. Para avaliar se o ensaio é aplicdvel a uma determinada substincia, hi que conhecer algumas propriedades da
mesma. A fim de calcular a caréncia teérica de oxigénio (ver o apéndice 3), é necessirio conhecer a férmula
empirica; caso contrario, determina-se a caréncia quimica de oxigénio (CQO) da substancia, para servir de valor
de referéncia. O recurso a caréncia quimica de oxigénio é menos satisfatorio, pois algumas substincias ndo se
oxidam completamente no ensaio no qual aquela é determinada.

6. A solubilidade da substancia ndo deve ser inferior a 2 mg/l, embora, em principio, possam ensaiar-se
substancias menos soltveis (por exemplo utilizando ultrassons), bem como substincias voldteis. Para que seja
possivel interpretar os resultados, é necessirio dispor igualmente de informagdes sobre a pureza ou as
proporgdes relativas dos principais componentes da substincia em estudo, especialmente quando os resultados
estiverem proximos do limiar de aceitacdo.

7. Para selecionar as concentra¢des adequadas para o ensaio, pode ser muito 1til dispor de informacdes sobre a
toxicidade da substincia em estudo para as bactérias, determinada, por exemplo, em ensaios de respiracdo de
curta duragdo (4), podendo essas informagdes ser mesmo essenciais para a correta interpretacio de valores de
biodegradagdo baixos. Porém, nem sempre estas informagdes sdo suficientes para interpretar os resultados dos
ensaios de biodegradacio, sendo mais adequado o processo descrito no ponto 27.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

8.  Utilizam-se substancias de referéncia adequadas para verificar a atividade microbiana das amostras de dgua do
mar. A anilina, o acetato de sédio e o benzoato de sédio sdo exemplos de substincias utilizaveis para este fim.
As substancias de referéncia devem degradar-se pelo menos 60 % (da caréncia tedrica de oxigénio) num
periodo relativamente curto; caso contrdrio, recomenda-se a repeti¢do do ensaio com outra amostra de dgua do
mar.

9.  No estudo interlaboratorial comparativo realizado na UE, foram colhidas amostras de dgua do mar em diversos
locais e em diversos periodos do ano, tendo a fase de laténcia (t,) e o tempo necessdrio, apds a fase de laténcia,
para atingir 50 % de degradacio (ts,) sido de 0 a 2 dias e de 1 a 4 dias, respetivamente, para o benzoato de
sodio. Para a anilina, os valores de t, e de t;, foram, respetivamente, de 0 a 7 e de 2 a 12 dias.

REPRODUTIBILIDADE

10. A reprodutibilidade dos métodos foi determinada no estudo interlaboratorial comparativo (3).

DESCRICAO DO METODO
Material e aparelhagem

11. Equipamento normal de laboratdrio e:

a) Frascos de 250 ml a 300 ml para determinacdo da caréncia bioquimica de oxigénio ou baldes de 250 ml de
gargalo estreito, em ambos os casos com tampa de vidro;

b) Virios frascos de 2, 3 e 4 litros graduados em litros, para a preparagdo da experiéncia e o enchimento dos
frascos para determinagio da caréncia bioquimica de oxigénio;

¢) Banho de dgua ou recinto a temperatura constante para conservagio dos frascos a temperatura constante (+
1 °C), ao abrigo da luz;

d) Equipamento para andlise do oxigénio dissolvido;
e) Filtros de membrana, com porosidade de 0,2 pm a 0,45 um (facultativo);

f) Equipamento para a andlise especifica (facultativo).
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Agua do mar

12. Colhe-se uma amostra de dgua do mar num recipiente cuidadosamente limpo e transporta-se a amostra para o
laboratério, de preferéncia ndo mais de um a dois dias apds a colheita. Durante o transporte, a temperatura da
amostra ndo pode exceder significativamente a temperatura do ensaio.

13. E necessdrio identificar com precisio o local de colheita da amostra e caracterizd-lo em termos de estado de
poluicdo e de nutrientes presentes. Sobretudo no caso das dguas costeiras e das dguas poluidas, esta caracte-
rizagdo deve compreender uma contagem das col6nias de microrganismos heterotroéficos e a determinagdo das
concentra¢des de nitratos, amonio e fosfatos dissolvidos.

14. Informagdes a fornecer relativamente a amostra de dgua do mar:
— data da colheita;
— profundidade da colheita;
— aspeto da amostra — turva etc.;
— temperatura no momento da colheita;
— salinidade;
— carbono organico dissolvido;
— periodo compreendido entre a colheita e a utilizagdo no ensaio.
15. Se o teor de carbono orgénico dissolvido da amostra for elevado ou a caréncia bioquimica de oxigénio do

branco apés 28 dias for previsivelmente superior a 30 % da caréncia bioquimica de oxigénio das substincias de
referéncia, recomenda-se que a dgua do mar seja envelhecida durante uma semana antes de ser utilizada.

16. O envelhecimento da amostra processa-se por conservagdo desta na obscuridade ou com iluminagdo difusa, em
condi¢des aerébias, & temperatura do ensaio. Se necessirio, mantém-se condicdes aerébias efetuando um
arejamento ligeiro. Durante o envelhecimento, diminui o teor da matéria organica facilmente degraddvel. No
estudo interlaboratorial comparativo (3), ndo foi detetada nenhuma diferenga de potencial de degradacio entre
amostras de dgua do mar envelhecidas e amostras de d4gua do mar colhidas recentemente.

17. Antes de utilizar as amostras, procede-se a um tratamento prévio da dgua do mar para retirar as particulas
grosseiras, por exemplo por filtracio através de um filtro de nylon ou de um filtro de papel para filtragdes
grosseiras (ndo utilizar filtros de membrana nem filtros GF-C), ou por sedimentac¢io seguida de decantacio. O
processo utilizado deve ser referido no relatério. O eventual envelhecimento deve preceder o tratamento
prévio.

Solucdes de reserva de nutrientes minerais

18. Preparam-se as seguintes solugdes de reserva, utilizando reagentes da qualidade analitica:

a)  Di-hidrogeno-ortofosfato de potdssio (KH,PO,) 8,50 g
Hidrogeno-ortofosfato de dipotéssio (K,HPO,) 21,75 ¢
Hidrogeno-ortofosfato de dissédio di-hidratado (Na,HPO, x 2H,0) 33,30 g
Cloreto de aménio (NH,Cl) 0,50¢g

Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.
b)  Cloreto de cilcio (CaCl,) 27,50 g

Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.
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¢)  Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO, x 7H,0) 2250 g
Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.
d) Cloreto de ferro (Ill) hexa-hidratado (FeCl, x 6H,0) 0,25¢

Dissolver em dgua destilada e completar o volume até um litro.

Para evitar a precipitacdo na solugdo d) pode adicionar-se uma gota de HCl concentrado ou 0,4 g do sal
dissédico do dcido etilenodiaminotetraacético (EDTA) por litro. Caso se forme algum precipitado numa solugdo
de reserva, hd que substitui-la por solugio fresca.

Preparacio do meio a utilizar no ensaio

19. Adiciona-se 1 ml de cada uma das solugdes de reserva acima indicadas por litro de dgua do mar pré-tratada.
Satura-se o meio de ensaio com ar a temperatura do ensaio efetuando um arejamento durante 20 minutos com
ar comprimido limpo. Para efeitos de controlo, determina-se a concentragdo de oxigénio dissolvido. Pode obter-
-se a concentragdo de saturagdo de oxigénio dissolvido em fungdo da salinidade e da temperatura por leitura no
dbaco inserido no apéndice 4 deste método de ensaio.

Inéculo

20. Nio se adiciona nenhum in6culo aos microrganismos ja presentes na dgua do mar. Para determinar (facultati-
vamente) o nimero de colonias de microrganismos heterotréficos no meio de dgua do mar ensaiado (e, de
preferéncia, também na amostra original de dgua do mar), efetua-se, por exemplo, uma contagem em placa de
dgar marinho. Este procedimento é especialmente desejivel no caso das amostras provenientes de locais
costeiros ou poluidos. Verifica-se a atividade microbiana heterotréfica na dgua do mar realizando um ensaio
com uma substancia de referéncia.

Preparacio dos frascos a utilizar no ensaio

21. As manipula¢des necessdrias, incluindo o envelhecimento e o tratamento prévio da dgua do mar, sio realizadas
a temperatura escolhida para o ensaio, entre 15 °C e 20 °C; o material de vidro deve estar limpo, mas nio é
necessario esterilizd-lo.

22. Preparam-se grupos de frascos para CBO para determinar a caréncia bioquimica de oxigénio da substancia em
estudo e da substancia de referéncia em séries experimentais simultaneas. Preparam-se dois frascos para cada
determinagio, a fim de realizar todas as andlises (branco, substancia em estudo e substincia de referéncia) em
frascos duplicados. Realizam-se as andlises, pelo menos, nos dias 0, 5, 15 e 28 (quatro determinacdes). Para as
andlises do oxigénio, sdo necessdrios 3 x 2 x 4 = 24 frascos para quatro determinagdes (branco, substancia em
estudo e substincia de referéncia) e, portanto, cerca de 8 litros de meio de ensaio (para cada concentragio da
substancia em estudo).

23. Preparam-se separadamente solucdes da substancia em estudo e da substincia de referéncia em frascos grandes
de volume suficiente (ponto 11), comegando por adicionar a substincia em causa, diretamente ou recorrendo a
uma solugdo de reserva concentrada, a frascos parcialmente cheios. Acrescenta-se o meio de ensaio necessario
para obter as concentragdes finais pretendidas. Caso se utilizem solugdes de reserva da substincia em estudo e/
Jou da substincia de referéncia, é importante que a salinidade do meio de dgua do mar néo seja significati-
vamente alterada.

24, Selecionam-se as concentracdes da substincia em estudo e da substincia de referéncia tendo em atengdo os
seguintes aspetos:

a) solubilidade do oxigénio dissolvido na dgua do mar, a temperatura e com a salinidade a que se realiza o
ensaio (ver o dbaco do apéndice 4);

b) caréncia bioquimica de oxigénio do branco de dgua do mar; e
c) biodegradabilidade esperada da substincia em estudo.

25. A 15°Ce 20 °C e com 32 partes por mil de salinidade (dgua oceénica), a solubilidade do oxigénio dissolvido é,
respetivamente, de cerca de 8,1 mg/l e de cerca de 7,4 mg/l. Se a d4gua do mar ndo for envelhecida, o consumo
de oxigénio da prépria dgua (respiragio do branco) pode atingir 2 mg ou mais de O, por litro. Por
conseguinte, a fim de que a concentragio de oxigénio restante ap6s a oxidagdo da substancia em estudo ainda
seja significativa, utiliza-se uma concentragdo inicial desta de 2 mg/l a 3 mg/l (em fungdo da caréncia tedrica de
oxigénio) no caso das substincias que (como as substincias de referéncia) previsivelmente se degradardo
completamente nas condicdes de realizacio do ensaio. Desde que ndo ocorram efeitos tdxicos, ensaiam-se as
substincias menos degraddveis a concentragdes mais elevadas, até cerca de 10 mg/l. Pode ser dtil realizar em
paralelo um ensaio com uma concentragdo baixa da substincia em estudo (cerca de 2 mgfl) e um ensaio com
uma concentracio elevada da mesma (cerca de 10 mg/l).
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26. Realiza-se em paralelo um ensaio em branco do oxigénio, em frascos sem a substincia em estudo nem a
substéncia de referéncia.

27. Caso se pretenda determinar efeitos inibidores, prepara-se a seguinte série de solu¢des em frascos grandes (ver
o ponto 13):

a) concentragdo de 2 mg por litro de uma substincia facilmente degradavel, por exemplo uma das substancias
de referéncia mencionadas;

b) concentracdo de x mg por litro da substancia em estudo (x tem normalmente o valor 2);

¢) concentragdo de 2 mg por litro de uma substancia facilmente degradével e de x mg por litro da substancia
em estudo.

Ensaio de controlo fisico-quimico (facultativo)

28. Caso se opte por realizar andlises especificas, pode realizar-se uma experiéncia fisico-quimica para verificar se a
substancia em estudo ¢é removida por mecanismos abidticos, por exemplo hidrdlise ou adsor¢do. Pode realizar-
-se um ensaio de controlo fisico-quimico adicionando cloreto de merctrio (II) (HgCl) (*) (50-100 mg/l), a fim
de suspender a atividade microbiana, a frascos em duplicado que contenham a substincia em estudo. Uma
diminuigdo significativa, neste ensaio de controlo fisico-quimico, da concentracdo da substancia especifica
indicia mecanismos de remogdo abidticos.

Niimero de frascos para determinagio da caréncia bioquimica de oxigénio normalmente utilizados
num ensaio

29. Utilizam-se normalmente num ensaio os seguintes frascos:
— pelo menos 8 com a substancia em estudo;
— pelo menos 8 apenas com dgua do mar enriquecida com nutrientes;
— pelo menos 8 com a substancia de referéncia; e, se necessario,

— 6 frascos de verificacdo da toxicidade, com a substincia em estudo e a substancia de referéncia.
PROCEDIMENTO DE ENSAIO

30. Ap6s a preparagio, sifona-se de imediato o volume necessdrio de cada solugio, a partir do quarto de volume
inferior (mas ndo do fundo) do frasco grande adequado, para o grupo correspondente de frascos para
determinacdo da caréncia bioquimica de oxigénio. Analisa-se de imediato o oxigénio dissolvido nos frascos de
controlo do instante zero (ponto 33) ou conservam-se estes frascos efetuando uma precipitagio com MnCl,
(cloreto de manganés (II)) e NaOH (hidréxido de sédio), para andlise quimica ulterior.

31. Incubam-se na obscuridade, a temperatura de ensaio (15-20 °C), os restantes frascos para determinacio da
caréncia bioquimica de oxigénio ensaiados em paralelo, retirando-os da zona de incubagio a intervalos
adequados (pelo menos ap6s 5, 15 e 28 dias, por exemplo) e neles analisando em seguida o oxigénio
dissolvido (ponto 33).

32. Filtram-se por membrana (0,2-0,45 pm) ou centrifugam-se durante 15 minutos as amostras destinadas a
andlises especificas (facultativo). Se ndo forem analisadas imediatamente, conservam-se estas amostras filtradas
ou centrifugadas a 2-4 °C por periodos ndo superiores a 48 horas ou a -18 °C por perfodos mais longos (caso

se saiba que isso ndo afetard a substincia em estudo, acidificam-se as amostras a pH 2 antes de serem
armazenadas).

Determinacio do oxigénio dissolvido

33. Determina-se a concentragdo de oxigénio dissolvido por meio de um método quimico ou eletroquimico
reconhecido a nivel nacional ou internacional.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados
34. Registam-se os resultados analiticos na folha de dados apensa (apéndice 5).

(") O cloreto de merctirio (Il) (HgCl,) é uma substincia muito téxica, que deve ser manuseada com as precau¢des adequadas. Os residuos
aquosos que a contenham devem ser eliminados de modo adequado; ndo devem ser encaminhados diretamente para a rede de esgotos.
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35. Calcula-se a caréncia bioquimica de oxigénio como a diferenca no consumo de oxigénio entre um branco e
uma solu¢do da substincia em estudo nas condi¢des de ensaio. Divide-se esse consumo liquido de oxigénio
pela concentracio (peso/volume) da substincia, a fim de exprimir a caréncia bioquimica de oxigénio em mg de
CBO/mg da substincia em estudo. Define-se a degradacio como a razio, expressa em percentagem, entre (de
preferéncia) a caréncia bioquimica de oxigénio e a caréncia tedrica de oxigénio ou entdo entre a caréncia
bioquimica de oxigénio e a caréncia quimica de oxigénio (ver o ponto 36).

36. Calculam-se os valores de biodegradagio correspondentes a cada momento de colheita de amostras e as
substincias em estudo e de referéncia por meio de uma das seguintes equagdes:

mg de O,/mg de substdncia em estudo

% de biodegradacdo = x 100
o de Dlosegradagao mg de CTO/mg de substdncia em estudo
mg de O,/mg de substdncia em estudo
% de biodegradagio = g 2/mg_de substa - a. ° x 100
mg de CQO/mg de substdncia em estudo
em que:
CTO = caréncia tedrica de oxigénio (ver o cdlculo no apéndice 3);
CQO = caréncia quimica de oxigénio, determinada experimentalmente.

Nota: Por vezes, as duas formas de cdlculo (percentagem da CTO ou percentagem da CQO) ndo ddo os
mesmos resultados. E preferivel utilizar a caréncia tedrica de oxigénio, pois algumas substancias ndo se oxidam
completamente no ensaio de caréncia quimica de oxigénio.

37. Traga-se a curva da degradagdo em fun¢do do tempo como se ilustra na figura inserida no item “Validade e
interpretacdo dos resultados”. Caso se disponha de dados suficientes, calcula-se, a partir da curva de

biodegradagdo, a fase de laténcia (t;) e o tempo decorrido, apds o termo dessa fase, até se atingir 50 % de
remogao (ts).

38. Caso se opte por realizar uma andlise especifica (facultativo), a percentagem de degradagio primdria
corresponde a percentagem de remocio da substincia especifica no periodo de ensaio (ap6s correcio em
fungdo dos brancos analiticos).

Relatério do ensaio

39. Elementos a constar do relatério do ensaio:
Substancia em estudo
— estado fisico e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— dados de identificacio.
Condigdes de realizacdo do ensaio

— localizagdo e descrigdo do local de colheita das amostras; estado de polui¢do e nutrientes presentes
(contagem de coldnias, nitratos, aménio, fosfatos, se for caso disso);

— caracteristicas da amostra — data e profundidade da colheita, aspeto, temperatura, salinidade, carbono
organico dissolvido (facultativo), tempo decorrido entre a colheita e a utilizagdo da amostra no ensaio;

— método eventualmente utilizado para envelhecer a dgua do mar;

— método utilizado no tratamento prévio da dgua do mar (filtragio/sedimentacio);
— método de determinacio da caréncia quimica de oxigénio (se efetuada);

— método utilizado nas medigdes de oxigénio;

— processo de dispersdo das substancias fracamente solveis nas condigdes do ensaio;

— método utilizado na determinagdo do niimero de microrganismos heterotréficos na dgua do mar (contagem
em placas ou outro método);
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— método utilizado na determinagdo do carbono organico dissolvido na dgua do mar (facultativo);
— método utilizado na andlise especifica (facultativo);

— outros métodos facultativos utilizados para caracterizar a dgua do mar (medigdes de ATP etc.).
Resultados

— registo dos resultados analiticos numa folha de dados (apéndice 5);

— tracado da curva de degradacio em fun¢io do tempo num diagrama que mostre a fase de laténcia (t;), o
declive e o tempo decorrido, apds o termo daquela fase, até se atingir 50 % do consumo final de oxigénio
devido a oxidagdo da substancia em estudo (t,,). Pode estimar-se graficamente a fase de laténcia como se
ilustra na figura inserida adiante ou considerar-se corresponder essa fase ao periodo decorrido até se atingir
10 % de degradagio;

— percentagem de degradacio medida apds 28 dias.

Discussdo dos resultados.

Validade e interpretacio dos resultados

40. A respiragio no branco nio deve exceder 30 % do oxigénio do frasco correspondente. Se ndo for possivel
satisfazer este critério utilizando amostras de dgua do mar colhidas recentemente, é necessrio envelhecer
(estabilizar) a 4gua do mar antes de utilizar as amostras.

41. H4 que ponderar a possibilidade de os resultados serem influenciados por substancias azotadas.

42. Os resultados obtidos com as substincias de referéncia benzoato de sédio e anilina devem ser compardveis aos
obtidos no estudo interlaboratorial comparativo (3) (ver o ponto 9). Se os resultados obtidos com as
substéincias de referéncia forem atipicos, deve repetir-se o ensaio com outra amostra de dgua do mar.

43. Pode considerar-se que (a concentragio utilizada) a substancia em estudo inibe as bactérias se a caréncia
bioquimica de oxigénio da mistura da substancia de referéncia e da substincia em estudo for inferior a soma
das caréncias bioquimicas de oxigénio das solu¢des separadas das duas substéncias.

44. Dadas as concentragdes relativamente elevadas utilizadas neste ensaio comparativamente a maior parte dos
sistema naturais (e a consequente relagdo desfavordvel entre as concentragdes da substincia em estudo e das
outras fontes de carbono), deve encarar-se este método como um ensaio preliminar destinado a avaliar se uma
substancia é ou nio facilmente biodegraddvel. Nessa perspetiva, um resultado baixo ndo significa necessa-
riamente que a substancia em estudo ndo ¢ biodegraddvel em ambientes marinhos, mas antes que é necessario
mais trabalho para tirar conclusdes acerca disso.

Apresenta-se na figura seguinte um exemplo de uma experiéncia de degradagio tedrica que ilustra um modo
de estimar os valores de t, (duragdo da “fase de laténcia”) e de ty, (tempo decorrido apés t, até se atingir 50 %
do consumo final de oxigénio devido a oxidagdo da substincia em estudo).

oxygen consumption
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Apéndice 1

Determinacio do carbono orgéinico na dgua do mar
METODO DO BALAO AGITADO

Para determinar o carbono orgdnico de uma amostra de dgua, oxidam-se os compostos organicos da amostra a
diéxido de carbono. Em geral, utiliza-se uma das seguintes técnicas:

— oxidagdo por via himida com persulfatos/irradiagio UV;
— oxidagdo por via hiimida com persulfatos/temperatura elevada (116-130 °C);
— combustio.

Mede-se a quantidade libertada de CO, por espetrometria de infravermelhos ou titulagio. Outra possibilidade
consiste na reducio do CO, a metano e na determinagdo quantitativa deste com um detetor de ionizacdo de chama.

Recorre-se habitualmente ao método dos persulfatos/UV para analisar dguas “limpas”, com baixo teor de particulas.
Os outros dois métodos sdo aplicdveis a maior parte das amostras de dgua: o método de oxidagdo pela via dos
persulfatos/temperatura elevada é mais adequado para amostras com baixo teor de carbono organico; a técnica de
combustdo ¢ aplicdvel a amostras com teor de carbono orgénico ndo-volatil bem acima de 1 mg de C/l.

Interferéncias

Em qualquer dos trés métodos é necessdrio eliminar ou contrabalangar o carbono inorganico presente da amostra. O
método mais frequentemente utilizado para eliminar o carbono inorganico consiste na purga do CO, da amostra
acidificada, embora neste processo também se verifiquem perdas de compostos organicos volateis (1). E necessdrio
eliminar ou contrabalancar completamente o carbono inorganico em todas as matrizes de amostras e, consoante o
tipo de amostra, determinar o carbono orgénico volatil além do carbono organico nio-volatil.

Concentragdes elevadas de cloretos reduzem a eficiéncia oxidativa do método persulfatos/UV (2). Este interferéncia
pode, no entanto, ser eliminada utilizando um reagente de oxidacdo modificado pela adi¢do de nitrato de merctrio
(IN. Quando se avaliem amostras que contenham cloretos, recomenda-se a utilizagdo do maximo volume de amostra
possivel. No método de combustdo, a presenga de concentracdes elevadas de sais nas amostras analisadas pode
provocar a formagio de depésitos salinos no catalisador e uma corrosio excessiva do tubo de combustio. E
necessdrio tomar as precaugdes recomendadas no manual do fabricante.

No método dos persulfatos/UV, a oxidagdo de amostras muito turvas ou com particulas pode revelar-se incompleta.

Exemplo de um método adequado

Determina-se o carbono orginico nio-volitil por oxidagdo com persulfatos/irradiacgio UV e quantifica-se o CO,
libertado por espetrometria de infravermelhos nio-dispersiva.

Modifica-se o reagente de oxida¢do de acordo com as sugestdes constantes da referéncia (2) e o referido no manual
do fabricante:

a) Dissolvem-se 8,2 g de HgCl, e 9,6 g de Hg(NO,),.H,O em algumas centenas de mililitros de d4gua com baixo teor
de carbono;

b) Dissolvem-se 20 g de K,S,0, na solucdo de sais de merctrio;
¢) Adicionam-se a mistura 5 ml de HNO, (concentrado);

d) Completa-se o volume do reagente com dgua até 1 000 ml.
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Elimina-se a interferéncia dos cloretos utilizando um volume de amostra de 40 pl para 10 % de cloretos e um
volume de amostra de 200 pl para 1,9 % de cloretos. E possivel analisar por este método amostras com concen-
tracdes elevadas de cloretos e/ou maiores volumes de amostra, desde que se impeca a acumulagdo de cloretos no
recipiente de oxidagdo. Caso se justifique para o tipo de amostra em causa, pode, em seguida, determinar-se o
carbono orgénico volatil.

REFERENCIAS

1)  ISO, Water quality — determination of total organic carbon. Draft International Standard ISO/DIS 8245, 16 de
janeiro de 1986.

2)  American Public Health Association. Standard Methods for the Estimation of Water and Wastewater. American
Water Works Association & Water Pollution Control Federation, 16.2 edi¢do, 1985.

Também com interesse (descreve um sistema de autoandlise):

3)  Schreurs, W. (1978). An automated colorimetric method for the determination of dissolved organic carbon in
seawater by UV destruction. Hydrobiological Bulletin, 12, 137-142.
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METODO DO BALAO AGITADO

FOLHA DE DADOS

LABORATORIO:

DATA DE INICIO DO ENSAIO:

SUBSTANCIA EM ESTUDO:

Nome:

Concentragdo da solucio de reserva:

Concentragdo inicial no meio (t,):

AGUA DO MAR:

Origem:

Data da colheita:

Profundidade da colheita:

Apéndice 2

Biodegradacio na dgua do mar

mg da substancia/l
mg da substancia/l

mg de carbono organico dissolvido/l

Aspeto no momento da colheita (por exemplo turva etc.):

Salinidade no momento da colheita: %o
Temperatura no momento da colheita: °C
Carbono organico dissolvido “x” horas apés a colheita: ~ mg|l

Tratamento prévio antes do ensaio (por exemplo filtragdo, sedimentagdo, envelhecimento etc.):

Contagem de coldnias microbianas — amostra original: col6nias/ml

Outras caracteristicas:

— no inicio do ensaio: colénias/ml
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5. DETERMINACOES DE CARBONO:

Analisador de carbono:

Ne do Carbono orgénico dissolvido ap6s n dias (mg]l)
baldo 0 n, , , n,
Ensaio de: dgua do 1 a,
mar com a substan-
cia em estudo, enri- .
quecida com nu- 2
trientes
média, C,,
2 b,
b,
média, C,,
Branco de: dgua do 1 [
mar sem a substin-
cia em estudo, enri-
quecida com nu- C
trientes
média, C,,
2 d,
d,
média, Cy,
, Cp + G
media, Cbl(t) = %

6. AVALIACAO DOS DADOS BRUTOS:

Ne do % de degradagdo apds n dias
s Célculo dos resultados
baldo 0
o, n, n; n,
1 Ciop-C 0
D,=1-—=9 ~"9 100
Co-Cy (0)
2 Cypy—-C 0
D,=1-—9 _~"0 100
C 0~ C bl (0)
Média D — D,+D, 0
(*) ' 2

(*) Se D, e D, diferirem consideravelmente, ndo deve calcular-se a média correspondente.

Nota: Podem ser utilizados quadros semelhantes quando se realizar uma andlise especifica para acompanhar a
degradacdo, bem como para a substancia de referéncia e a experiéncia de verificagdo da toxicidade.
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7.

DEGRADACAO ABIOTICA (facultativo)

Tempo (dias)

Concentragdo de carbono organico dissolvido (mg/l) C
no frasco de controlo estéril

ce(t)

Cy0) — G
% de degradacio abidtica = % x 100
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Apéndice 3

Cilculo da caréncia bioquimica de oxigénio teédrica

METODO DO FRASCO FECHADO

Calcula-se do seguinte modo a caréncia teérica de oxigénio (CTO) da substancia CH,CI,N,Na O.PS  de peso
molecular PM:

16(2c+2(h-c-3n) +3s+>+— -0

5
2 2P ana

CTONH} = PM

Este cdlculo pressupde a mineralizagdo do C a CO,, do H a H,0, do P a P,0; e do Na a Na,O. Os halogéneos sdo
eliminados sob a forma de halogenetos de hidrogénio e o azoto sob a forma de amoniaco.

Exemplo:

Glucose: C,H,,0,, PM = 180

16(2x6+lx12—6>
2
180

CTO = =1,07mg O,/mg de glucose

Calculam-se os pesos moleculares dos sais que ndo sejam de metais alcalinos pressupondo a hidrdlise dos mesmos.

Considera-se que o enxofre é oxidado ao estado de oxidagdo +6.

Exemplo:

n-Dodecilbenzenossulfonato de s6dio: C,;H,,SO,Na, PM = 348

16(36+§+ 341 - 3)
2

2

CTO =

348 = 2,34mg O,/mg da substdncia

No caso das substincias azotadas, o azoto pode ser eliminado sob a forma de amoniaco, nitritos ou nitratos, corres-
pondentes a diferentes caréncias bioquimicas de oxigénio tedricas.

16[2c+1(h—cl)+3s+i+i+#—o}
2 2n 2 2na

CTONO2 = PM =

16[2c+1(h—cl)+3s+i+ip+L —o}
2 an 2 2 na
CTON03:

PM

Admitindo que, no caso de uma amina secundéria, a andlise revelou a conversio total em nitratos:

16(48+ﬂ+5>
2 2

353

(C,,H,,),NH, PM = 353

CTOnos = = 3,44mg 0,/mg da substancia
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Apéndice 4
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Apéndice 5

Biodegradacio na dgua do mar

METODO DO FRASCO FECHADO
FOLHA DE DADOS
LABORATORIO:

DATA DE INICIO DO ENSAIO:

SUBSTANCIA EM ESTUDO:

Nome:

Concentragdo da solugdo de reserva: mg/l

Concentragdo inicial do meio de dgua do mar: mg/l

CTO ou CQO: mg de 0,/mg de substancia em estudo

AGUA DO MAR:

Origem:

Data da colheita:

Profundidade da colheita:

Aspeto no momento da colheita (por exemplo turva etc.):

Salinidade no momento da colheita:
Temperatura no momento da colheita:

Carbono organico dissolvido “x” horas apds a colheita:

%o
°C
mg/l

Tratamento prévio antes do ensaio (por exemplo filtragdo, sedimentagio, envelhecimento etc.):

Contagem de colénias microbianas — amostra original: colénias/ml

— no inicio do ensaio: colénias/ml

Outras caracteristicas:

MEIO DE ENSAIO:

Temperatura apés arejamento: °C
Concentragdo de O, apds o arejamento e antes do inicio do ensaio: mg O,/
DETERMINACAO DO OXIGENIO DISSOLVIDO:
Método: Método de Winkler/elétrodo
mg de O,/l apés n dias
N.° do frasco
0 5 15 28

Ensaio de: 4gua do mar com a 1
substancia em estudo, enrique-
cida com nutrientes 2

Média dos en-
saios
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N.o do frasco

mg de O,/ apés n dias

Branco de: d4gua do mar sem a
substancia em estudo, enrique-

cida com nutrientes

5 15 28
1 C
2 c,
Média dos _a+ta
brancos 2

Nota: Podem ser utilizados quadros semelhantes para a substancia de referéncia e a experiéncia de verificagio

da toxicidade.

DIMINUICAO DO OXIGENIO DISSOLVIDO: % DE DEGRADACAO ( % D):

Diminuigdo do oxigénio dissolvido apés n dias

5 15 28
(m, —m) ()
%D — (my-m,) () 100
substancia em estudo (mg /1) x CTO
(1) Presume-se neste caso que m, = m, sendo:

m,, = valor do branco no dia 0,

0)

m, = valor da substdncia em es

Se m,,, ndo for igual a m,,, utiliza-se (m,, -

my, = valor do branco no dia x,

3
I

tudo no dia 0.

S valor da substancia em estudo no dia x.

mg) — (M, — my,), sendo:
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C.43. ENSAIO DE BIODEGRADABILIDADE ANAEROBIA DE SUBSTANCIP:S ORGANICAS EM LAMAS
DIGERIDAS: METODO POR MEDICAO DA PRODUCAO GASOSA

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 311 (2006) da OCDE. Existem vdrios ensaios de despistagem
para avaliagio da biodegradabilidade aerdbia de substincias organicas (métodos de ensaio C.4, C.9, C.10 e C.11
(1) e Test Guideline TG 302C da OCDE (2)), cujos resultados tém sido utilizados com éxito para prever o devir
de substincias em meio aerébio, em especial nos estddios aerébios do tratamento de dguas residuais.
Proporgdes varidveis de substancias insoliveis em dgua, bem como de substincias adsorvidas aos s6lidos das
dguas residuais, sdo igualmente sujeitas a tratamento aerdbio, pois estdo presentes nas dguas residuais
decantadas. Porém, na sua maior parte, estas substancias estdo associadas as lamas de decantacdo primdria, que
sdo separadas das dguas residuais ndo tratadas em tanques de decantacio antes de o sobrenadante de dguas
residuais ser sujeito a tratamento aerébio. Em seguida, as lamas, cujo liquido intersticial contém parte das
substincias soltveis, passam para digestores aquecidos, onde sdo sujeitas a tratamento anaerébio. Até a data,
ndo fazia parte desta série de métodos de ensaio nenhum método de avaliagio da biodegradabilidade anaerébia
em digestores anaerébios. O presente ensaio vem colmatar esta lacuna, mas ndo é necessariamente aplicavel a
outros compartimentos ambientais andxicos.

2. Tém sido utilizadas com éxito na avaliacio da biodegradabilidade anaerdbia técnicas respirométricas que
medem a quantidade de gases produzida em condi¢des anaerébias, sobretudo metano (CH,) e di6éxido de
carbono (CO,). Birch et al (3) passaram em revista esses métodos e concluiram que os trabalhos mais
completos eram os de Shelton e Tiedje (4), que se baseavam em estudos anteriores (5)(6)(7). O método (4), que
foi aperfeicoado por outros investigadores (8) e foi adotado nas normas dos E.U.A. (9)(10), ndo resolveu os
problemas relacionados com a diferenca de solubilidade do CO, e do CH, no meio de ensaio e com o célculo
da produgido tedrica de gases da substincia em estudo. Ao recomendar a medi¢do suplementar do teor de
carbono inorganico dissolvido (CID) do liquido sobrenadante, o relatério do ECETOC (3) veio alargar o campo
de aplicacdo desta técnica. O método do ECETOC foi objeto de um exercicio de calibracdo internacional
(estudo interlaboratorial comparativo) e foi adotado como norma ISO 11734 (11).

3. O presente método de ensaio baseia-se na norma ISO 11734 (11) e descreve um método de despistagem para
avaliacdo da biodegradabilidade anaerdbia potencial de substincias orgdnicas em condigdes especificas (num
digestor anaerdbio, para um tempo definido e para uma gama determinada de concentragdes de microrga-
nismos). Dado que se utilizam lamas diluidas com uma concentragdo relativamente elevada da substincia em
estudo e que a duragdo do ensaio é normalmente maior do que o tempo de retencdo nos digestores anaerdbios,
as condi¢des de ensaio ndo correspondem necessariamente as condi¢des dos digestores anaerébios nem o
método ¢ aplicdvel na avaliacdo da biodegradabilidade anaerdbia de substincias organicas noutras condi¢des
ambientais. Expdem-se as lamas a substancia em estudo durante um perfodo que pode estender-se por 60 dias
— mais longo, portanto, do que o tempo de retengdo normal das lamas nos digestores anaerdbios (25 a 30
dias), embora os tempos de retengdo possam ser muito mais longos em instala¢des industriais. Os resultados
deste ensaio ndo permitem fazer previsdes tio plausiveis como no caso da biodegradagio aerdbia, pois os
elementos recolhidos acerca do comportamento das substancias estudadas em ensaios de biodegradabilidade
aerébia facil e em ensaios de simulacio e no ambiente aerdbio sdo suficientes para ter confianga na existéncia
de uma conexdo entre eles, ao passo que sdo escassos os elementos andlogos relativamente ao ambiente
anaerobio. Pode considerar-se que a biodegradagdo anaerébia é completa ao atingirem-se 75 % a 80 % da
produgdo tedrica de gases. As percentagens elevadas da substancia em estudo relativamente a biomassa que sdo
utilizadas neste ensaio implicam que, se uma substncia se revelar biodegraddvel no ensaio, a probabilidade de
se degradar num digestor anaerdbio serd ainda maior. Por outro lado, as substancias que ndo sdo convertidas
em gases no ensaio podem ndo ser necessariamente persistentes em condi¢des de percentagem da substancia
em relagdo a biomassa mais proximas da realidade ambiental. Além disso, ocorrem outras rea¢des anaerdbias
— por exemplo a descloragdo — que podem degradar as substincias pelo menos parcialmente, mas este ensaio
ndo as deteta. Porém, o recurso a determinados métodos analiticos de determinacio da substincia em estudo
permite seguir o desaparecimento desta (ver os pontos 6, 30, 44 e 53).

PRINCIPIO DO METODO

4. Diluem-se cerca de dez vezes lamas digeridas e lavadas (') com baixa concentragdo (<10 mg/l) de carbono
inorganico (Cl), de modo a obter uma concentragio total de sélidos de 1 g/l a 3 g/l. Em seguida, incubam-se

(") Aslamas digeridas sdo constituidas por uma mistura das fases decantadas das dguas residuais e das lamas ativadas, postas a incubar num
digestor anaerdbio a cerca de 35 °C para reduzir a biomassa e os odores e melhorar a desidratabilidade das lamas. Sdo constituidas por
uma associagdo de bactérias metanogénicas e fermentativas anaerébias que produzem diéxido de carbono e metano (11).
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com a substancia em estudo (na concentragio de 20-100 mg C/l), em recipientes hermeticamente fechados, a
35 °C £ 2 °C, durante um periodo que pode estender-se por 60 dias. Mede-se a atividade das lamas em brancos
do inéculo de lamas ensaiados em paralelo no mesmo meio, mas sem a substancia em estudo.

5. Mede-se o aumento de pressdo no espago livre acima da superficie do liquido nos recipientes, resultante da
producio de diéxido de carbono e de metano. Nas condi¢des do ensaio, muito do CO, produzido dissolve-se
na fase liquida ou transforma-se em carbonatos ou hidrogenocarbonatos. Determina-se este carbono inorgénico
no final do ensaio.

6. Calcula-se a quantidade de carbono (inorganico e metano) resultante da biodegrada¢ido da substancia em estudo
a partir do excesso de produgio de gases e do excesso de formagio de carbono inorganico na fase liquida,
comparativamente aos valores apurados para os brancos. Calcula-se a biodegradagio a partir do carbono
metdnico e do carbono inorganico total produzidos, exprimindo-se o grau de biodegradacdo em percentagem
da quantidade medida ou calculada de carbono incorporada pela substancia em estudo. Pode acompanhar-se a
evolugdo da biodegradacio efetuando medicdes intermédias unicamente da produgio de gases. Pode ainda
determinar-se a biodegradacdo primdria por meio de andlises especificas efetuadas no inicio e no final do
ensaio.

INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

7. Para uma interpretagio correta dos resultados, hd que conhecer o grau de pureza, a hidrossolubilidade, a
volatilidade e as caracteristicas de adsorcdo da substincia em estudo. E necessdrio conhecer o teor de carbono
orgnico (percentagem ponderal) da substancia, seja a partir da estrutura quimica desta seja por medi¢do. No
caso das substancias volateis, é util dispor de uma constante de Henry medida ou calculada para decidir se o
ensaio é aplicavel ou ndo. Dispor de informacdes sobre a toxicidade da substancia em estudo para bactérias
anaerobias facilita a escolha de uma concentragio de ensaio adequada e a interpretagio de resultados
indicadores de baixa biodegradabilidade. A menos que se saiba que a substdncia em estudo ndo inibe a
atividade de microrganismos anaerdbios, recomenda-se a inclusio no ensaio de uma experiéncia de verificacio
do poder inibidor da substincia [ver o ponto 21 e a norma ISO 13641-1 (12)].

APLICABILIDADE DO METODO DE ENSAIO

8.  Este método de ensaio ¢ aplicdvel a substincias hidrossoliiveis, mas pode ser igualmente aplicado a substancias
pouco soluveis e a substincias insolaveis, desde que se utilize um método de dosagem exato [ver, por exemplo,
a norma ISO 10634 (13)]. No caso das substincias voldteis, hd, em geral, que decidir caso a caso. Pode ser
necessdrio tomar medidas especiais, por exemplo evitar a libertagdo de gases durante o ensaio.

SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

9.  Para verificar o funcionamento do protocolo, ensaia-se em paralelo uma substancia de referéncia, incluindo
recipientes adequados no ensaio normal. O fenol, o benzoato de sédio e o poli(etilenoglicol) 400 sdo exemplos
de substancias de referéncia: em 60 dias, a degradagdo destas substincias deve exceder 60 % da produgdo
tedrica de gases (metano e carbono inorganico) (3)(14).

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS DO ENSAIO

10. Num estudo interlaboratorial comparativo internacional (14) houve boa reprodutibilidade das medicdes de
pressio gasosa efetuadas em recipientes em triplicado. O desvio-padrio relativo (coeficiente de variagdo) foi
quase sempre inferior a 20 %, embora tenha excedido com frequéncia 20 % na presenga de substincias toxicas
ou para o final do perfodo de incubacio de 60 dias. Os desvios também foram maiores nos recipientes de
volume inferior a 150 ml. Os valores finais de pH do meio de ensaio situaram-se na gama 6,5-7,0.
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11. Obtiveram-se os seguintes resultados no estudo interlaboratorial comparativo:
Degradagio Desvio-padrdo Degradagdo mé- | Desvio-padrdo | Degradagdo
N.o total média relativo Resulta- dia relativo superior a
Substancia | de resul- | (com base na (com base na | dos véli- | (com base nos | (com base nos 60 % nos
em estudo tados | totalidade dos | totalidade dos dos resultados véli- | resultados vili- | ensaios véli-
n, resultados) resultados) n2 dos) dos) dos
(%) (%) (%) (%) n,
Acido pal- 36 68,7 £ 30,7 45 27 72,2 + 18,8 26 19=70
mitico % (¥)
Poli(etile- 38 79,8 + 28,0 35 29 77,7 17,8 23 24 =83
noglicol) % (*)
400

12.

13.

(*) Proporgio de n,.

Os coeficientes de variagio da média de todos os valores obtidos com édcido palmitico e com poli(etilenoglicol)
400 atingiram, respetivamente, 45 % (n = 36) e 35 % (n = 38). Pondo de parte os valores de degradacio
inferiores a 40 % e superiores a 100 % (os primeiros atribuidos a condi¢des sub-6timas e os segundos a causas
desconhecidas), os coeficientes de variagdo diminuem para 26 % e 23 %, respetivamente. A propor¢io de
valores “validos” que atingiram pelo menos 60 % de degradacio foi de 70 % no caso do dcido palmitico e de
83 % no caso do poli(etilenoglicol) 400. A proporcdo das percentagens de biodegradagio obtidas a partir de
medi¢des de carbono inorgénico dissolvido foi varidvel, mas relativamente baixa. No caso do 4cido palmitico,
variaram entre 0 e 35 %, com 12 % de média e 92 % de coeficiente de variagdo; no caso do poli(etilenoglicol)
400, variaram entre 0 e 40 %, com 24 % de média e 54 % de coeficiente de variacio.

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Material e aparelhagem

Além do equipamento normal de laboratério, é necessdrio o seguinte:
a) Incubador a prova de faiscas e termostatizado a 35 °C £ 2 °C;

b) Recipientes de ensaio de vidro resistentes a pressdo, de capacidade nominal adequada (!), cada um dos quais
dotado de um septo estanque a gases e capaz de suportar cerca de 2 bar. O volume acima da superficie do
liquido deve representar 10 % a 30 % do volume total. Se a libertagdo de biogds for regular, é adequado um
volume acima da superficie do liquido de aproximadamente 10 %; se a libertagio de gases se verificar
apenas no final do ensaio, é adequado um volume acima da superficie do liquido de 30 %. Se a pressio for
libertada de cada vez que se colhem amostras, recomenda-se a utilizagdo de garrafas de soro de vidro com
125 ml de volume nominal e volume total de aproximadamente 160 ml, seladas com septos préprios (3
fixados com sobrecdpsulas de aluminio;

c) Dispositivo de medi¢do da pressdo (*) adaptado a medi¢do e a evacuagio dos gases produzidos, por
exemplo um manémetro manual de precisdo ligado a uma agulha de seringa adequada. Uma vélvula de trés
vias estanque aos gases facilita a libertagdo do excesso de pressdo (apéndice 1). E necessdrio que o volume
interno das tubagens e da vdlvula do transdutor de pressio seja o menor possivel, para que os erros
resultantes de ndo se considerar o volume do equipamento sejam insignificantes;

(") A capacidade recomendada é de 0,1 litro a 1 litro.
(*) Recomenda-se a utilizagdo de septos de silicone estanques aos gases, bem como a verificagdo da estanquidade das tampas das garrafas aos
gases, sobretudo no caso dos septos de borracha butilica, pois, nas condicdes de realizagdo do ensaio, varios septos comercializados ndo
sdo suficientemente estanques ao metano e alguns septos perdem estanquidade depois de perfurados por uma agulha.
Este dispositivo deve ser utilizado e calibrado com regularidade, de acordo com as instru¢des do fabricante. Caso se utilize um
mandmetro com a qualidade prescrita, por exemplo encapsulado com uma membrana de ago, ndo é necessério calibré-lo no laboratério.
Pode verificar-se no laboratério a exatiddo da calibragdo efetuando uma medigdo a 1 x 10° Pa e comparando-a com o resultado da
mesma medic¢do efetuada com um manémetro dotado de visor mecanico. Se este ponto for medido corretamente, a linearidade também
se manterd inalterada. Caso se utilizem outros dispositivos de medigdo (sem calibragdo certificada pelo fabricante), recomenda-se que
esses dispositivos sejam calibrados regularmente para toda a gama de valores de pressio.
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Nota: Utilizam-se as leituras de pressdo para calcular diretamente a quantidade de carbono produzido
presente no espago livre acima da superficie do liquido (pontos 42 a 44). Outra possibilidade é a conversio,
por meio de um gréfico de conversdo, das leituras de pressdo em volumes (a 35 °C e a pressdo atmosférica)
de gases produzidos. Traca-se este grafico a partir de dados obtidos por inje¢do de volumes conhecidos de
azoto numa série de recipientes de ensaio (por exemplo garrafas de soro) a 35 °C +/- 2 °C e registo das
leituras de pressdo resultantes, uma vez estabilizadas (ver o apéndice 2). Explica-se 0 modo de célculo na
nota do ponto 44.
Precaucdo: Ao utilizar microsseringas, é necessario ter cuidado para evitar picadas das agulhas.
d) Analisador de carbono adequado para determinacdo direta de carbono inorgénico entre 1 mg/l e 200 mg/L;
e) Seringas de elevada precisdo para amostras gasosas e liquidas;

f) Agitadores magnéticos com as respetivas barras de agitagdo (facultativo);

g) Camara com luvas (recomendado).

Reagentes
14. Utilizam-se reagentes de qualidade analitica em todo o ensaio.
Agua

15. Agua destilada ou desionizada (desoxigenada por borbulhamento com azoto que contenha menos de 5 pl de
oxigénio por litro), com menos de 2 mg de carbono organico dissolvido por litro.

Meio de ensaio

16. Prepara-se um meio de diluicio com as seguintes quantidades dos componentes indicados:

Di-hidrogenofosfato de potdssio anidro (KH,PO,) 027¢g
Hidrogenofosfato de dissédio dodeca-hidratado (Na,HPO, x 12H,0) 1,12 ¢
Cloreto de aménio (NH,Cl) 053¢
Cloreto de célcio di-hidratado (CaC1, x 2H,0) 0,075 ¢
Cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl, x 6H,0) 0,10 ¢
Cloreto de ferro (II) tetra-hidratado (FeCl, x 4H,0) 0,02¢
Resazurina (indicador de oxigénio) 0,001 g
Sulfureto de s6dio nona-hidratado (Na,S x 9H,0) 0,10¢g
Solugdo de reserva de elementos vestigiais (facultativo; ver o ponto 18) 10 ml
Agua desoxigenada (ponto 15) completar o volume até 1 litro

Nota: Para garantir suficiente capacidade redutora, é necessdrio utilizar sulfureto de sédio recente ou entdo é
necessério lavd-lo e secd-lo antes de o utilizar. Este ensaio pode ser realizado sem recorrer a uma cdmara com
luvas (ver o ponto 26). Nesse caso, aumenta-se a concentragdo final de sulfureto de sédio do meio para 0,20 g
de Na,$Sx9H,0 por litro. Pode igualmente adicionar-se o sulfureto de sédio utilizando uma solugdo de reserva
anaerobia adequada, injetando-o através do septo dos recipientes de ensaio fechados, processo que diminui o
risco de oxidagdo. Pode substituir-se o sulfureto de sédio por citrato de titdnio (III), a injetar através do septo
dos recipientes de ensaio fechados de modo a obter uma concentracio final de 0,8-1,0 mmol/l. O citrato de
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titdnio (II) é um agente redutor muito eficaz e de baixa toxicidade. Prepara-se dissolvendo 2,94 g de citrato de
trissédio di-hidratado em 50 ml de dgua desoxigenada (de modo a obter uma solu¢do com a concentragdo de
200 mmol/l) e adicionando 5 ml de solucio a 15 % (m/v) de cloreto de titanio (II); neutraliza-se a pH 7 * 0,2
com uma base mineral e transfere-se para um recipiente adequado sob corrente de azoto. A concentra¢do de
citrato de titanio (Il) nesta solugdo de reserva é de 164 mmol/l.

17. Misturam-se os componentes do meio de ensaio (exceto o agente redutor — sulfureto de sédio ou citrato de
titdnio) e, imediatamente antes da utilizagdo, faz-se borbulhar azoto na solu¢io durante 20 minutos, para
remover o oxigénio. Em seguida, mesmo antes de utilizar o meio, adiciona-se o volume adequado de solugdo
do agente redutor preparada de fresco (em dgua desoxigenada). Se necessdrio, ajusta-se o pH do meio a 7 £ 0,2
com uma base ou um é4cido mineral diluido.

Solucio de reserva de elementos vestigiais (facultativo)

18. Para melhorar o processo de degradacdo anaerdbia, em especial se a concentracdo do indculo for baixa (por
exemplo 1 g/l), recomenda-se que o meio de ensaio contenha os seguintes elementos vestigiais (11):

Cloreto de manganés tetra-hidratado (MnCl, x 4H,0) 50 mg
Acido bérico (H,BO,) 5 mg
Cloreto de zinco (ZnCl,) 5 mg
Cloreto de cobre (IT) (CuCl,) 3 mg
Molibdato de dissédio di-hidratado (Na,MoO, x 2H,0) 1 mg
Cloreto de cobalto hexa-hidratado (CoCl, x 6H,0) 100 mg
Cloreto de niquel hexa-hidratado (NiCl, x 6H,0) 10 mg
Selenito de dissédio (Na,SeO,) 5 mg
Agua desoxigenada (ponto 15) completar o volume até 1 litro

Substincia em estudo

19. Adiciona-se a substincia em estudo por meio de uma solugdo, suspensio ou emulsio de reserva ou
diretamente no estado sdlido ou liquido ou ainda adsorvida num filtro de fibras de vidro, de modo a obter
uma concentra¢do ndo superior a 100 mg de carbono organico por litro. Caso se recorra a solu¢des de reserva,
prepara-se uma solugdo aquosa adequada (dgua previamente desoxigenada por borbulhamento com azoto,
ponto 15) cuja concentragio permita adicionar um volume inferior a 5 % do volume total da mistura
reacional. Se necessdrio, ajusta-se o pH da solucdo de reserva a 7 £ 0,2. Caso o estudo incida em substancias
insuficientemente solveis em dgua, deve consultar-se a norma ISO 10634 (13). Se for utilizado um solvente,
realiza-se uma experiéncia de controlo adicional, adicionando ao meio inoculado apenas o solvente. Nio
podem ser utilizados solventes orgdnicos que reconhecidamente inibam a produgido de metano, como
cloroférmio ou tetracloreto de carbono.

Precaucdo: As substdncias em estudo toxicas e aquelas cujas propriedades sejam desconhecidas devem ser
manuseadas com cuidado.

Substancias de referéncia

20. Para verificar o funcionamento do protocolo, foram utilizadas com éxito substincias de referéncia como o
benzoato de sédio, o fenol e o poli(etileno glicol) 400, que se degradam mais de 60 % em 60 dias. Prepara-se
uma solucdo de reserva (em dgua desoxigenada) da substincia de referéncia escolhida do mesmo modo que
para a substincia em estudo e, se necessario, ajusta-se o pHa 7 £ 0,2.

Experiéncia de verificacio do poder inibidor (facultativo)

21. A fim de obter informagdes sobre a toxicidade da substancia em estudo para microrganismos anaerdbios e de
determinar a concentracio mais adequada a utilizar no ensaio, adiciona-se a substincia em estudo e a
substincia de referéncia a um recipiente no qual se introduziu previamente o meio de ensaio (ver o ponto 16),
de modo a obter concentra¢des daquelas idénticas as utilizadas no ensaio [ver os pontos 19 e 20 e a norma
1SO 13641-1 (12)].
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Lamas digeridas

22. Colhem-se amostras de lamas digeridas no digestor de uma estagdo de tratamento de dguas residuais que trate
predominantemente efluentes domésticos. E necessdrio caracterizar completamente as lamas e inscrever no
relatério as informagdes pertinentes relativas a origem das mesmas (ver o ponto 54). Caso se pretenda utilizar
um indculo adaptado, pode ponderar-se a colheita das lamas digeridas numa estagdo de tratamento de
efluentes industriais. Para a colheita das lamas digeridas, utilizam-se garrafas expansiveis de gargalo largo, de
polietileno de alta densidade ou de matéria similar. Enchem-se os recipientes de lamas até cerca de 1 cm da
abertura dos mesmos e fecham-se hermeticamente, de preferéncia com uma vélvula de seguranca. Depois de
transportadas para o laboratério, as lamas podem ser utilizadas diretamente ou ser colocadas num digestor
laboratorial. Liberta-se o excesso de gases abrindo as garrafas de lamas cuidadosamente. Em alternativa, podem
ser utilizadas como fonte inoculadora lamas anaerdbias produzidas no laboratério, mas o espetro de atividade
destas pode estar alterado.

Precaucdo: As lamas digeridas comportam um risco de incéndio e de explosdo, devido aos gases inflaméveis
que produzem. Contém ainda organismos potencialmente patogénicos. Por conseguinte, sio necessdrias
precaucdes especiais a0 manusear lamas. Por razdes de seguranga, ndo é conveniente utilizar recipientes de
vidro para colher amostras de lamas.

23. A fim de reduzir a produgio de fundo de gases e de diminuir a influéncia dos brancos, é de ponderar a
digestdo prévia das lamas. Caso se considere necessdria uma digestdo prévia, deixam-se as lamas em processo
de digestdo a 35 °C £ 2 °C, durante um periodo nido superior a 7 dias, sem lhes adicionar nenhum nutriente ou
substrato. No caso de um pequeno nimero de substincias, verificou-se nos ensaios que uma digestio prévia de
cerca de 5 dias normalmente otimiza a redugdo da produgio gasosa do branco, sem dilatagio inaceitivel do
periodo de laténcia ou do periodo de incubagdo durante o ensaio nem perdas de atividade.

24. No caso do estudo de substancias que sejam ou se preveja que sejam pouco biodegradaveis, é de ponderar a
exposicdo prévia das lamas a substincia em estudo, a fim de obter um inéculo mais adaptado. Nessa eventua-
lidade, adiciona-se a substancia em estudo, a razdo de 5-20 mg de carbono organico por litro, as lamas
digeridas e incuba-se a mistura durante um periodo ndo superior a duas semanas. Antes de as utilizar, lavam-se
cuidadosamente as lamas pré-expostas (ver o ponto 25). As condi¢des desta exposi¢do prévia devem constar do
relatério do ensaio.

Inéculo

25. Para reduzir a menos de 10 mg/l a concentragio de carbono inorgénico na suspensdo final a ensaiar, lavam-se
as lamas (ver os pontos 22 a 24) imediatamente antes da utilizagdo. Centrifugam-se as lamas em tubos hermeti-
camente fechados (por exemplo 3 000 g durante 5 minutos) e descarta-se o sobrenadante. Prepara-se uma
suspensdo do depdsito em meio desoxigenado (pontos 16 e 17), centrifuga-se esta nova suspensdo e descarta-
-se o liquido sobrenadante. Se o teor de carbono inorganico néo for suficientemente diminuido, pode repetir-se
esta lavagem das lamas ainda por duas vezes, no maximo. Esta operagdo parece ndo prejudicar os microrga-
nismos. No final, prepara-se nova suspensdo do depdsito no volume requerido de meio de ensaio e determina-
-se a concentracdo total de sélidos (ver, por exemplo, a norma ISO 11923 (15)]. A concentragdo final de
solidos totais nos recipientes de ensaio deve situar-se entre 1 g/l e 3 g/l (ou cerca de 10 % da dita concentragdo
nas lamas digeridas ndo-diluidas). Estas operacdes devem ser realizadas de modo a evitar a0 mdximo o
contacto das lamas com oxigénio (por exemplo, pode utilizar-se uma atmosfera de azoto).

PROTOCOLO DE ENSAIO

26. Nas etapas iniciais a seguir descritas, é importante utilizar técnicas que reduzam ao minimo praticdvel o
contacto entre as lamas digeridas e oxigénio; por exemplo, pode ser necessdrio trabalhar em atmosfera de
azoto numa camara com luvas efou purgar as garrafas com azoto (4).

Preparacio dos recipientes de ensaio e dos recipientes de controlo

27. Preparam-se, pelo menos, recipientes em triplicado [ver o ponto 13, alinea b)] para a substancia em estudo, o
branco, a substancia de referéncia e a experiéncia de verificacio do poder inibidor (se for caso disso), assim
como das camaras de controlo da pressdo (facultativo) (ver os pontos 7 e 19 a 21). Podem igualmente ser
preparados recipientes adicionais para avaliagdo da biodegradagdo primdria por meio de andlises especificas da
substincia em estudo. Desde que os volumes livres acima da superficie do liquido sejam homogéneos, pode
utilizar-se a mesma série de brancos para estudar vérias substincias no mesmo ensaio.
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28. Prepara-se o indculo diluido antes de o transferir para os recipientes (recorrendo, por exemplo, a uma pipeta
de boca larga). Transferem-se aliquotas de indculo bem misturado (ponto 25), para que a concentragdo total de
sélidos seja a mesma em todos os recipientes (entre 1 g/l e 3 g/l). Ajusta-se, se necessirio, o pHa 7 £ 0,2 e
adicionam-se em seguida as solugdes de reserva da substincia em estudo e da substincia de referéncia, pela via
mais adequada (ponto 19).

29. A concentragdo experimental de carbono organico situa-se normalmente entre 20 mg/l e 100 mg/l (ponto 4).
Se a substancia em estudo for toxica, reduz-se a concentragio experimental a 20 mg de C/l — ou mesmo mais,
caso se pretenda medir apenas a biodegradacio primdria, por meio de andlises especificas. Importa ter presente
que a variabilidade dos resultados do ensaio aumenta a baixas concentragdes experimentais.

30. Nos recipientes do branco, em vez de solucdo, suspensio ou emulsdo de reserva, adiciona-se uma quantidade
equivalente do veiculo utilizado para a substincia em estudo. Se a substancia em estudo tiver sido adicionada
por meio de filtros de fibra de vidro ou de solventes organicos, adiciona-se aos brancos um filtro ou um
volume de solvente equivalente ao evaporado. Prepara-se um replicado adicional com a substincia em estudo
para determinac¢do do valor do pH. Se necessdrio, ajusta-se o pH a 7 + 0,2 com pequenas quantidades de um
dcido ou de uma base minerais diluidos. Adicionam-se as mesmas quantidades de agentes neutralizantes a
todos os recipientes de ensaio. Estas adi¢des ndo devem ser necessdrias porque o pH das solugdes de reserva da
substincia em estudo e da substincia de referéncia foi previamente ajustado (ver os pontos 19 e 20). Caso se
pretenda medir a biodegradacio primdria, colhe-se uma amostra adequada no recipiente destinado a verificagio
do pH, ou num recipiente de ensaio adicional, e determina-se a concentragio da substancia em estudo por
meio de andlises especificas. Se as misturas reacionais forem agitadas (facultativo), colocam-se barras
magnéticas revestidas em todos os recipientes.

31. E necessario que o volume total de liquido, V,, e o volume do espaco livre acima da superficie do liquido, V,,
sejam idénticos em todos os recipientes (anotar e registar os valores de V, e V,). Fecha-se hermeticamente cada
recipiente com um septo estanque a gases e transferem-se os recipientes da cdmara de luvas (ver o ponto 26)
para o incubador [ver o ponto 13, alinea a)].

Estudo de substancias insoliveis

32. No caso das substincias pouco hidrossoltveis, pesam-se quantidades adequadas das substincias em causa e
adicionam-se diretamente aos recipientes ji preparados. Se for necessario utilizar um solvente (ver o ponto 19),
transfere-se a solucdo ou suspensdo da substincia em estudo para recipientes vazios. Se possivel, evapora-se o
solvente passando uma corrente de azoto através dos recipientes e adicionam-se em seguida os outros
ingredientes, nomeadamente as lamas diluidas (ponto 25) e a dgua desoxigenada necessdrias. Prepara-se
igualmente uma experiéncia adicional de controlo do solvente (ver o ponto 19). A norma ISO 10634 (13)
apresenta outros métodos de adi¢do de substincias insoliiveis. Se for de prever que o pH inicial ndo
exceda 7 £ 1, as quantidades necessdrias de substincias em estudo liquidas podem ser introduzidas com uma
seringa em recipientes jd completamente preparados e hermeticamente fechados; caso contrdrio, procede-se
como foi descrito (ponto 19).

Incubacio e medigdes da pressdo gasosa

33. Incubam-se os recipientes preparados, a 35 °C * 2 °C, durante cerca de uma hora, para que atinjam o
equilibrio, e liberta-se o excesso de gases para a atmosfera, por exemplo agitando os recipientes um a um,
introduzindo a seringa do manémetro [ponto 13, alinea c)] através do septo e abrindo a vilvula, até o
mandmetro indicar o valor zero. Se, nesta fase, ou quando das medicdes intermédias, a pressdo no espaco livre
acima da superficie do liquido for inferior a pressdo atmosférica, é necessirio injetar azoto para restabelecer a
pressdo atmosférica. Em seguida, fecha-se a vdlvula [ponto 13, alinea c)] e continua a incubar-se na
obscuridade, procedendo de modo que todas as partes dos recipientes sejam mantidas a temperatura de
digestdo. Ap6s 24-48 horas de incubagdo, examinam-se os recipientes. Rejeitam-se os que apresentem uma
coloragdo rosa distinta no liquido sobrenadante, reveladora da mudanca de cor da resazurina (ponto 16),
indicativa da presenca de oxigénio (ver o ponto 50). Embora o sistema possa tolerar pequenas quantidades de
oxigénio, concentragdes mais elevadas podem inibir fortemente a biodegradacio anaerdbia. E aceitivel a
rejeicdo esporddica de um dos recipientes de um triplicado, mas a necessidade de rejeicdes mais frequentes
exige uma verificagdo dos protocolos experimentais e a repeti¢do do ensaio.
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34. Mistura-se cuidadosamente o contetido de cada recipiente por meio do agitador magnético ou agitando o
proprio recipiente, durante alguns minutos, pelo menos duas ou trés vezes por semana e pouco antes de cada
medigdo de pressdo. A agitagio volta a dispersar o indculo na suspensdo e promove o equilibrio gasoso. E
necessdrio que as medigdes de pressio sejam efetuadas com rapidez, para evitar que a temperatura dos
recipientes de ensaio baixe e origine leituras erradas. Ao medir a pressdo, hd que manter a totalidade do
recipiente de ensaio, incluindo o espaco livre acima da superficie do liquido, a temperatura de digestdo. Para
medir a pressdo gasosa, pode, por exemplo, introduzir-se através do septo a agulha de uma seringa [ponto 13,
alinea c] ligada a0 mandémetro. Hd que tomar as precau¢les necessdrias para evitar a entrada de dgua na
agulha. Se isso acontecer, secam-se as partes hiimidas e utiliza-se outra agulha. Mede-se a pressio em milibares
(ponto 42). Pode medir-se periodicamente a pressio gasosa nos recipientes (por exemplo semanalmente) e,
facultativamente, libertar-se o excesso de gases para a atmosfera. Em alternativa, mede-se a pressio apenas no
final do ensaio, para determinar a quantidade de biogds produzida.

35. Recomenda-se a realizacdo de leituras intermédias da pressdo gasosa, pois o aumento da pressdo dd indica¢des
quanto ao momento de por termo ao ensaio e permite seguir a cinética do processo (ver o ponto 6).

36. Normalmente, pde-se termo ao ensaio ap6s 60 dias de incubagdo, a menos que a curva de biodegradacio
obtida a partir das medi¢Bes de pressido atinja antes um patamar (fase na qual a degradacio méxima ja foi
atingida e a curva de biodegradagio estabilizou). Se o valor correspondente ao patamar for inferior a 60 %, a
interpretagdo é problemadtica, pois um resultado deste tipo ¢é indicativo de mineralizagdo parcial da molécula ou
da ocorréncia de um erro. Se, no final do periodo normal de incubagio, persistir a producio de gases mas ndo
se tiver manifestamente atingido um patamar, é de ponderar a continuagio do ensaio, para verificar se a curva
de biodegradagio atinge um patamar (>60 %).

Medicio do carbono inorginico

37. No final do ensaio, apds a dltima medi¢do de pressdo gasosa, deixam-se as lamas decantar. Abrem-se os
recipientes um a um e colhe-se de imediato em cada um deles uma amostra para determinacdo da
concentragio (mgfl) de carbono inorganico no liquido sobrenadante. Ndo se centrifuga nem filtra o liquido
sobrenadante, pois haveria uma perda inaceitivel de diéxido de carbono dissolvido. Caso ndo seja possivel
analisar o liquido sobrenadante logo apds a colheita das amostras, guarda-se o mesmo durante um méximo de
dois dias em frascos hermeticamente fechados totalmente cheios, refrigerados a cerca de 4 °C. Depois de
medido o carbono inorgédnico, mede-se e regista-se o valor do pH.

38. Em alternativa, pode determinar-se indiretamente o carbono inorganico no liquido sobrenadante através da
medigdo, no espago livre acima da superficie do liquido, do diéxido de carbono libertado pelo carbono
inorgdnico dissolvido. Para isso, apds a ultima medi¢do de pressdo gasosa, ajusta-se a pressio em cada
recipiente de ensaio a pressdo atmosférica. Em seguida, adicionando através do septo dos recipientes hermeti-
camente fechados um dcido mineral concentrado (por exemplo H,SO,), acidifica-se o contetido de cada
recipiente a pH aproximadamente 1. Agitam-se os recipientes e incubam-se a 35 °C + 2 °C durante aproxima-
damente 24 horas, medindo-se em seguida com o mandmetro a pressio gasosa resultante do diéxido de
carbono libertado.

39. Efetuam-se leituras andlogas nos recipientes dos brancos e da substincia de referéncia e, se for o caso, nos
recipientes de verificagdo do poder inibidor (ver o ponto 21).

40. Em alguns casos, em especial se forem utilizados os mesmos recipientes de controlo para vérias substancias em
estudo, é de ponderar a realizagio de medicdes intermédias das concentracdes de carbono inorginico nos
recipientes de ensaio e de controlo. Nessa eventualidade, é necessdrio preparar um ndimero de recipientes
suficiente para as medigdes intermédias. E preferivel proceder assim, em vez de colher todas as amostras no
mesmo recipiente. Esta dltima possibilidade s6 é admissivel se o volume necessédrio para a andlise do carbono
inorgénico dissolvido ndo for demasiado elevado. Para medir o carbono inorganico dissolvido, ndo se liberta o
excesso de gases ap6s medicdo da pressdo gasosa e procede-se do seguinte modo:

— sem abrir os recipientes e introduzindo uma seringa através do septo, colhe-se o menor volume possivel de
amostra do liquido sobrenadante e determina-se o carbono inorganico de cada amostra;

— depois de colhida a amostra, pode ou ndo evacuar-se o excesso de gases;
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— hd que ter em conta que mesmo um pequeno decréscimo do volume do liquido sobrenadante (por exemplo
1 %) pode aumentar significativamente o volume (V,) dos gases existentes no espaco livre acima da
superficie desse liquido;

— se necessdrio, corrigem-se as equagdes (ver o ponto 44) aumentando V, na equagio 3.
Andlises especificas

41. Caso se pretenda determinar a degradagdo anaerébia primdria (ver o ponto 30), colhe-se no inicio e no final do
ensaio, para a realizacio de andlises especificas, um volume adequado de amostra nos recipientes que contém a
substincia em estudo. Ao proceder-se deste modo, os volumes do espago livre acima da superficie do liquido
(V,) e o volume de liquido (V) modificar-se-30 e é necessdrio té-lo em conta no célculo dos resultados da

produgdo de gases. Em alternativa, as amostras para realizagdo de andlises especificas podem ser colhidas em
misturas adicionais previamente preparadas para este efeito (ponto 30).

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

42. Por razdes praticas, mede-se a pressdo gasosa em milibares (I mbar = 1 hPa = 102 Pa; 1 Pa = 1 N/m?), o
volume em litros e a temperatura em graus Celsius.

Carbono presente no espaco livre acima da superficie do liquido

43. Dado que uma mole de metano e uma mole de didxido de carbono contém, cada uma, 12 g de carbono, pode
exprimir-se do seguinte modo a massa de carbono num determinado volume de gases libertado:

m=12x10>xn Equagdo [1]

em que:

m = massa de carbono (mg) num dado volume de gases libertado;
12 = massa atémica relativa do carbono;

n = ndmero de moles de gases no volume em causa.

Caso seja gerado em quantidades considerdveis outro gds além do metano e do diéxido de carbono (por
exemplo N,0), é necessario alterar a equagdo [1] de modo a descrever os efeitos potenciais dos gases gerados.

44. De acordo com a lei dos gases perfeitos, pode exprimir-se n do seguinte modo:

n= i—‘{_ Equacido [2]
em que:
p = pressdo gasosa (em pascal);
V = volume dos gases (m?);
R = constante universal dos gases perfeitos [8,314 J/(molK)];
T = temperatura de incubagdo (kelvin).

Combinando as equacdes [1] e [2] e introduzindo as adapta¢des necessdrias para ter em conta a produgio
gasosa do branco, obtém-se:

12000 x 0,1(Ap - V)

my = T Equacio [3]
em que:
m, = massa liquida de carbono gasoso no espaco livre acima da superficie do liquido (mg);
Dp = resultado da subtracdo, a média da diferenga entre as pressdes inicial e final nos recipientes de ensaio,
da média correspondente nos recipientes do branco (milibar);
V, = volume do espago livre acima da superficie do liquido (I);
0,1 = fator de conversdo de newton/m? em milibar e de m? em litro.
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Para a temperatura de incubagdo normal (35 °C = 308 K), utiliza-se a equacio [4]:
m, = 0,468(Ap - V,) Equagdo [4]

Nota: Célculo alternativo do volume — Conversdo das leituras manométricas em mililitros de gases produzidos
utilizando a curva de referéncia obtida por representagio das leituras manométricas em fungdo do volume
injetado (ml) (apéndice 2). Calcula-se o nimero de moles (n) de gases presentes no espago livre acima da
superficie do liquido de cada recipiente dividindo a produgdo gasosa acumulada (ml) por 25 286 ml/mole, que
representa o volume ocupado por uma mole de gases a pressdo atmosférica normal e 35 °C. Dado que uma
mole de CH, e uma mole de CO, contém, cada uma, 12 g de carbono, pode exprimir-se pela equacio [5] a
quantidade de carbono (m,, em miligrama) presente no espaco livre acima da superficie do liquido:

m, =12 x 103 xn Equacido [5]
Adaptando esta equacgdo de modo a ter em conta a produ¢do gasosa do branco, obtém-se a seguinte equagio:

12000 X AV _

my = T 5086 0,475AV  Equacdo [6]
em que:
m, = massa liquida de carbono gasoso no espaco livre acima da superficie do liquido (mg);
DV = média da diferenga entre o volume de gases no espago livre acima da superficie do liquido nos
recipientes de ensaio e nos recipientes do branco;
25 286 = volume ocupado por uma mole de gases a 35 °C e a uma atmosfera.

45. Pode acompanhar-se a biodegradagio representando o aumento de pressio acumulado, Dp (milibar), em
funcdo do tempo. A partir desta curva, identifica-se e regista-se a fase de laténcia (dias). A fase de laténcia é a
que decorre desde o inicio do ensaio até comecar uma degradacio significativa (ver exemplo no apéndice 3).
Caso tenham sido colhidas e analisadas amostras intermédias do liquido sobrenadante (ver os pontos 40, 46 ¢
47), pode representar-se graficamente a fun¢do do carbono total produzido (acumulado na fase gasosa e na
fase liquida), em vez da pressdo acumulada unicamente.

Carbono presente no liquido

46. Despreza-se a quantidade de metano no liquido, pois sabe-se que a hidrossolubilidade deste gds é muito baixa.
Calcula-se a massa de carbono inorganico no liquido dos recipientes de ensaio por meio da seguinte equacio:

m=C,*V, Equacdo [7]
em que:
m, = massa de carbono inorganico no liquido (mg);
C,.. = diferenca entre a concentragio de carbono inorganico nos recipientes de ensaio e a concentragio de
carbono inorganico nos recipientes de controlo, no final do ensaio (mg/l);
\'% = volume de liquido no recipiente (1).

Carbono gaseificado total

47. Calcula-se a massa total de carbono gaseificado em cada recipiente por meio da seguinte equagio:

m,=m, +m, Equacdo [8]

em que:
m, = massa total de carbono gaseificado (mg);

m, e m; sdo definidos acima.
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Carbono da substancia em estudo

48. Calcula-se a massa de carbono em cada recipiente de ensaio, proveniente da substancia em estudo adicionada,
por meio da seguinte equagio:

m,=C xV, Equacdo [9]

em que:
m, = massa de carbono proveniente da substancia em estudo (mg);

C, = concentragdo de carbono proveniente da substincia em estudo no recipiente de ensaio (mg/l);
V, = volume de liquido no recipiente de ensaio (l).

Grau de biodegradacio

49. Por meio da equagdo [10], calcula-se a percentagem de biodegradagdo a partir dos gases presentes no espago
livre acima da superficie do liquido; por meio da equagdo [11], calcula-se a percentagem total de
biodegradagdo:

D, = (m/m) x 100 Equacdo [10]

D, = (m/m,) x 100 Equacdo [11]

em que:

D, = biodegradacio com base nos gases presentes no espaco livre acima da superficie do liquido ( %);
D, = biodegradacio total ( %);

m,, m, e m, sdo definidas acima.

Calcula-se o grau de biodegradagdo primdria por meio da equacgdo [12], a partir de medi¢des (facultativas) da
concentragio da substincia em estudo no inicio e no final da incubacio:

D,=(1-S5/S) x 100 Equacdo [12]

em que:

D, = degradacdo primdria da substancia em estudo ( %);
S, = concentragdo inicial da substincia em estudo (mg/l);
S; = concentracdo final da substincia em estudo (mg|l).

Se o método de andlise indicar concentragdes significativas da substincia em estudo no inéculo inalterado de
lamas anaerdbias, utiliza-se a equagio [13]:

D= [1-(5,~ S,)/(S, - S,)] x 100 Equagdo [13]

em que:
D,! = degradacdo primdria corrigida da substancia em estudo ( %);

S, = concentragdo inicial “aparente” da substincia em estudo nos brancos (mg/l);
S;, = concentragdo final “aparente” da substancia em estudo nos brancos (mg/l).

Validade dos resultados
50. Apenas se podem utilizar leituras de pressdo relativas a recipientes que ndo evidenciem coloragdo rosa (ver o
ponto 33). Minimiza-se a contaminagdo por oxigénio recorrendo a técnicas adequadas de manipulagio

anaerdbia.

51. Pode considerar-se o ensaio vélido se a substincia de referéncia atingir um patamar que represente mais de
60 % de biodegradacio (').

52. Se, no final do ensaio, o pH ndo estiver compreendido no intervalo 7 + 1 e a percentagem de biodegradacio
verificada for insuficiente, repete-se o ensaio aumentando o poder de tamponamento do meio.

(") A reavaliar se forem incluidas substancias de referéncia adsorventes ou insoliveis.
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53.

54.

Inibicio da degradacio

A

producdo de gases nos recipientes que contém a substincia em estudo e a substancia de referéncia tem de

ser, pelo menos, igual a produgdo de gases nos recipientes que contém apenas a substincia de referéncia. A
situagdo contrdria indicia inibicdo da produgdo gasosa. Em alguns casos, a producdo de gases nos recipientes

qu
do

e contém a substancia em estudo, mas ndo a substincia de referéncia, pode ser inferior a producio de gases
s brancos, constituindo isso indicio de poder inibidor da substancia em estudo.

Relatério do ensaio

Elementos a constar do relatério do ensaio:

Substdncia em estudo

Co

denominagdo comum, denominagio quimica, nimero CAS, férmula estrutural e propriedades fisico-
-quimicas pertinentes;

grau de pureza da substincia (presenga de impurezas);
ndicdes de realizacdo do ensaio

volume do liquido diluido do digestor (V) e volume do espaco livre acima da superficie do liquido (V,) em
cada recipiente;

descricdo dos recipientes de ensaio, das principais caracteristicas da medi¢do do biogds (por exemplo o tipo
de mandémetro) e do analisador de carbono inorganico;

aplicacdo da substincia em estudo e da substincia de referéncia ao sistema de ensaio: concentragdes
utilizadas no ensaio e eventual utilizacdo de solventes;

caracterizacdo do indculo utilizado: nome da estagdo de tratamento de dguas residuais, descri¢io da fonte
de dguas residuais tratada (por exemplo temperatura de funcionamento, tempo de retencdo das lamas,
origem predominantemente doméstica ou ndo etc), concentracdo, informagdes necessdrias para
fundamentar o que precede e informacdes sobre eventuais tratamentos prévios do indculo (por exemplo
digestdo ou exposigdo prévias);

temperatura de incubacio;

niimero de replicados.

Resultados

valores de pH e do carbono inorganico no final do ensaio;

caso tenham sido efetuadas medicdes especificas, concentragdo da substincia em estudo no inicio e no final
do ensaio;

quadros com todos os dados medidos nos recipientes de ensaio, dos brancos e da substincia de referéncia
e, se for caso disso, nos recipientes de verificagdo do poder inibidor (por exemplo pressio em milibar e
concentragdo de carbono inorgdnico em mg/l); os dados relativos ao espaco livre acima da superficie do
liquido indicam-se separadamente dos dados relativos ao liquido;

tratamento estatistico dos dados, duragdo do ensaio e diagrama da biodegradacio da substincia em estudo,
da substéncia de referéncia e na experiéncia de verificagdo do poder inibidor;

percentagem de biodegradagdo da substincia em estudo e da substancia de referéncia;
motivos das eventuais rejeicdes de resultados do ensaio;

discussdo dos resultados.
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Apéndice 1

Exemplo de montagem para medigio da produgio de biogds a partir da pressio gasosa

Bl

SO

Manoémetro;

Vilvula de trés vias estanque a gases;

Agulha de seringa;

Tampa estanque a gases (septo e sobrecdpsula de aperto);
Espaco livre acima da superficie do liquido (V,);

Inéculo de lamas digeridas (V).

Mantém-se os recipientes de ensaio a 35 °C £ 2 °C.
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Apéndice 2

Conversdo das medi¢des manométricas

As leituras manométricas podem ser relacionadas com volumes de gases por meio de uma curva-padrdo gerada com
base na injecdo de volumes conhecidos de ar a 35 °C + 2 °C em frascos de soro com um volume de dgua igual ao
da mistura reacional, Vy:

— Transferem-se aliquotas de V;, ml de dgua, mantidas a 35 °C + 2 °C, para cinco frascos de soro. Fecham-se
hermeticamente os frascos e colocam-se estes num banho de dgua a 35 °C durante uma hora, para que atinjam o
equilibrio;

— Liga-se 0 mandmetro, deixa-se estabilizar e regula-se a zero;

— Insere-se uma agulha de seringa através do septo de um dos frascos, abre-se a vélvula até a leitura do manémetro
ser zero e fecha-se a vdlvula;

— Repete-se este procedimento com os outros frascos;

— Injeta-se 1 ml de ar a 35 °C + 2 °C em cada frasco. Insere-se a agulha (montada no mandmetro) através do septo
de um dos frascos e deixa-se estabilizar a leitura de pressdo. Regista-se a pressdo, abre-se a vélvula até a leitura
de pressdo ser zero e volta a fechar-se a vilvula;

- Repete-se este procedimento com 0s outros frascos;

— Repete-se o procedimento descrito utilizando 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml e
50 ml de ar;

— Traga-se uma curva de pressdo (Pa) em fungdo do volume gasoso injetado, Vb (ml). A resposta do instrumento é
linear entre 0 Pa e 70 000 Pa e entre 0 ml e 50 ml de produgio gasosa.
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Apéndice 3

Exemplo de uma curva de degradacio (aumento liquido de pressio acumulado)

Gas pressure (m bar)

500

400

300

200

100

Lag phase Platcau
T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Time (days)



Apéndice 4

Exemplo de quadro de dados relativo a um ensaio de biodegradagio anaerébia — quadro da substincia em estudo

Laboratdrio: Substancia em estudo: N.° do ensaio:
Temperatura de ensaio: (°C) Volume do espago livre acima da superficie do liquido  Volume de liquido (V}): ..ooooiiiiiiiiiiii {1
(VL)E oo 0
Carbono presente na substancia em estudo (C.,): .ooooeoververnennene (M) 1M, (1) e (mg)
p (liquida)
p média 1 média da L ™ D,
p; (subst. p, (subst. p; (subst. (subst p média subst. em | D, (liquida) Cno .
_ . p, (branco) | ps (branco) | p, (branco) - p .| Biodegrada-
Dia em estudo) | em estudo) | em estudo) em estudo) (mbar) (mbar) (mbar) (brancos) esgudo acumulada | espago li- cio ()
(mbar) (mbar) (mbar) (mbar) média dos (mbar) vre (9) .
(mbar) brancos (mg) (%)
(mbar)
CCI,I CCI,Z CCI,3 CCI CCI,4 CCI,S CCI,6 CCI CCI,ll'quida ml mt Dt
subst. em subst. em subst. em média da Branco Branco Branco média dos | média da C no li- C total (%) Biodegrada-
estudo estudo estudo subsé. em (mg) (mg) (mg) brancos subsé. em | quido (¥ (mg) ¢do (%)
(mg) (mg) (mg) estudo (mg) estudo = | (mg) (%)
(mg) média dos
brancos
(mg)
(I (final)
pH (final)

Carbono gaseificado total, m, (mg): m, + m;

()

¢

C)

(*) Carbono no liquido, m, (mg): m, = Cattiquia * Vi
C)

(%) Biodegradacdo total, D, (%): D, = (m, x 100) | m,.

Carbono presente no recipiente de ensaio, m, (mg): m, = C., x V;;
Carbono presente no espaco livre acima da superficie do liquido, m, (mg), & temperatura de incubacio normal (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,;
Biodegradacdo calculada a partir dos gases presentes no espago livre acima da superficie do liquido, D, (%): D, = (m, x 100) [ m,;
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LabOTatOTIO! ...viiiiiiiii ittt Substancia de referéncia: ... N0 dO €NSA0: ..oovviiiiiiieii e
Temperatura de ensaio: (°C) .......ceovviviiriiiiiiiiiiiee e Volume do espaco livre acima da superficie do liquido  Volume de liquido (V}): ..oovooviiiiiiiiiiiiiiie 1)
(V) et 1)
Carbono presente na substancia de referéncia (C,,.): ..ccovevvenene (mgf) m, ("): (mg)
a mh
di <di p (ref.d) Dp (ref s D,
_ p, (refd) p, (refd) p, (refd) p media p, (inib.) P, (inib.) P, (inib.) p media refa — p (ref) Cno Biodegrada-
Dia (ref.2) (inib.) acumulada | espaco li- <20
(mbar) (mbar) (mbar) (mbar) (mbar) (mbar) branco . cdo (%)
(mbar) (mbar) (mbar) vre (%) o
(mbar) (%)
(mg)
Coi Carn Cais Ca Cora Cais Cais Ca Coriquida m m, D,
ref. ref ref. média da inib. inib. inib. média da refr — C no li- C total (%) Biodegrada-
(mg) (mg) (mg) ref.: (mg) (mg) (mg) inib. inib. quido ()| (mg) ¢do ()
(mg) (mg) (mg) (mg) (%)
CI (final)
pH (final)

Carbono presente no recipiente de ensaio, m, (mg): m, = C, x V;;

Carbono presente no espaco livre acima da superficie do liquido, m, (mg), & temperatura de incubacio normal (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,;
Biodegradacdo calculada a partir dos gases presentes no espago livre acima da superficie do liquido, D, (%): D, = (m, x 100) [ m,;

Carbono no liquido, m, (mg): m; = C;ypa, * Vis

Carbono gaseificado total, m, (mg): m, + m;

Biodegradacio total, D, (%): D, = (m, x 100) | m,.

T6€/¥S 1

[1d ]

erodoing ogrun ep [eYQ [eulof

910C°¢’1L



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/393

C.44. LIXIVIACAO EM COLUNAS DE SOLO
INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 312 (2004) da OCDE. Os produtos quimicos produzidos artifi-
cialmente podem atingir o solo por via direta, por aplicagdo deliberada (agroquimicos, por exemplo), ou por
vias indiretas (por exemplo através de dguas residuais — lamas de depuragdo — solo ou ar — deposicio
hiimida/seca). Para avaliar os riscos que lhes estdo associados, é importante estimar o potencial de
transformagdo destes produtos quimicos no solo, bem como de migragdo (lixiviagdo) dos mesmos para
camadas mais profundas do solo e finalmente para as dguas subterraneas.

2. Existem diversos métodos de medi¢do do potencial de lixiviagio de produtos quimicos no solo em condigdes
laboratoriais controladas: cromatografia em camada fina de solo, cromatografia em camada espessa de solo,
cromatografia em coluna de solo e medi¢des de adsor¢do-dessorgdo (1)(2). No caso dos produtos quimicos
ndo-ionizados, a determinacdo do coeficiente de parti¢do n-octanolfdgua (P, ) permite uma primeira estimativa
do potencial de adsorcdo e lixiviagdo dos mesmos (3)(4)(5).

3. O processo descrito neste método de ensaio baseia-se numa cromatografia de um solo revolvido em coluna de
solo (ver a defini¢do no apéndice 1). Realizam-se dois tipos de experiéncias para determinar o potencial de
lixiviagdo do produto quimico em estudo e o potencial de lixiviagio dos correspondentes produtos de
transformagdo (estudo com residuos envelhecidos) nos solos em condi¢des laboratoriais controladas (!). O
método de ensaio baseia-se em métodos existentes (6)(7)(8)(9)(10)(11).

4. As orientacdes respeitantes ao niimero e tipo de solos a utilizar neste método de ensaio sdo as acordadas na
reunido de trabalho da OCDE sobre Sele¢do de Solos/Sedimentos que decorreu em Belgirate, Itdlia, em 1995
(12). Nessa reunido de trabalho foram igualmente formuladas recomendagdes acerca da colheita, manipulagdo e
conservacdo de amostras de solo para experiéncias de lixiviagdo.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

5. Enchem-se de solo colunas de uma matéria inerte adequada (vidro, ago inoxidével, aluminio, teflon, PVC etc.).
Em seguida, saturam-se com uma solugdo de chuva artificial (ver a defini¢do no apéndice 1) e deixa-se atingir o
equilibrio, apds o que se deixa escoar o excesso de liquido. Seguidamente, trata-se a superficie de cada coluna
de solo com o produto quimico em estudo efou com residuos envelhecidos deste. Segue-se a aplicacdo de
chuva artificial as colunas de solo e a recolha do lixiviado. Depois de concluida a lixiviagdo, retira-se o solo das
colunas e procede-se ao seccionamento do mesmo no nimero de segmentos adequado, em funcido das
informagdes que se pretendam extrair do estudo. Finalmente, pesquisa-se o produto quimico em estudo em
cada segmento de solo e no lixiviado; se for caso disso, pesquisam-se igualmente os produtos de transformagio
e outros produtos quimicos de interesse.

APLICABILIDADE DO METODO DE ENSAIO

6. Este método de ensaio é aplicdvel a produtos quimicos (ndo-marcados ou marcados radioativamente, por
exemplo com'() para os quais se disponha de um método analitico suficientemente exato e sensivel. O
método ndo se destina a produtos quimicos que sejam voldteis no solo ou na dgua e que, portanto, nio
permanecam no solo efou no lixiviado nas condigdes experimentais do método.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO QUIMICO EM ESTUDO

7. Podem ser utilizados produtos quimicos ndo-marcados ou marcados radioativamente para medir comporta-
mentos de lixiviacgdo em colunas de solo. Sdo necessdrias matérias radioativas para estudar a lixiviacio de
produtos de transformacio (residuos envelhecidos do produto quimico em estudo) e para realizar balancos de
massa. Recomenda-se a marcacdo radioativa com'>C, mas outros isétopos (como'C,'>N,*H e*?P) podem ser
igualmente uteis. Na medida do possivel, a marcagdo deve ser inserida na parte ou partes mais estiveis da
molécula. O grau de pureza minimo do produto quimico em estudo é de 95 %.

8. Na sua maior parte, os produtos quimicos aplicam-se sob a forma de uma substincia. Porém, no caso das
substancias ativas de produtos fitofarmacéuticos, podem ser utilizados produtos formulados para estudar a
lixiviacdo da substancia parental, constituindo o ensaio daqueles mesmo um requisito quando for previsivel que
a mistura afete a taxa de libertacdo (caso se trate de formulacdes granuladas ou de libertagio regulada, por
exemplo). No que respeita a adaptacio do protocolo de ensaio especificamente as misturas, pode ser dtil
consultar as autoridades reguladoras antes de realizar o ensaio. Caso o estudo incida na lixiviagdo de residuos
envelhecidos, utiliza-se a substancia parental em estudo pura.

1) Os estudos de lixiviacio em coluna aplicados a produtos fitofarmacéuticos podem fornecer informacdes sobre a mobilidade do produto
est ¢ p pro poder ¢ p
quimico em estudo e dos produtos de transformagao deste e complementar baterias de estudos de sor¢do.
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9.  Antes de realizar ensaios de lixiviagio em colunas de solo, é preferivel dispor das seguintes informagdes sobre
o produto quimico em estudo:

1) Solubilidade em dgua [método de ensaio A.6] (13);

2) Solubilidade em solventes organicos;

3) Pressdo de vapor [método de ensaio A.4] (13) e constante de Henry;

4) Coeficiente de particio n-octanol/dgua [métodos de ensaio A.8 e A.24] (13);

5) Coeficiente de adsor¢do (K;, K; ou K.) [métodos de ensaio C.18 efou C.19] (13);
6) Hidrdlise [método de ensaio C.7] (13);

7) Constante de dissociacdo (pK,) [Test Guideline TG 112 da OCDE] (25);

8) Transformacio aerdbia e anaerdbia no solo [método de ensaio C.23] (13).

Nota: O relatério do ensaio correspondente deve mencionar a temperatura de realizagdo de cada uma destas
medicdes.

10. A quantidade de produto quimico em estudo aplicada as colunas de solo deve ser suficiente para a detegdo, em
cada segmento, de, pelo menos, 0,5 % da dose aplicada. No caso das substancias ativas de produtos fitofarma-
céuticos, a quantidade de produto quimico em estudo aplicada pode corresponder & dose mdaxima
recomendada (numa aplicagio).

11. E necessario dispor de um método analitico adequado cuja exatidio, precisio e sensibilidade se conhecam para
a determinagdo quantitativa, no solo e no lixiviado, do produto quimico em estudo e, se for caso disso, dos
produtos de transformagio deste. E necessirio conhecer igualmente o limite de detecio analitica do produto
quimico em estudo e dos produtos de transformagio significativos deste (normalmente pelo menos todos os
produtos de transformacio observados em estudos da via de transformagdo cuja concentragio seja 210 % da
dose aplicada, mas, de preferéncia, todos os produtos de transformagdo com interesse) (ver o ponto 17).

PRODUTOS QUIMICOS DE REFERENCIA

12. Utilizam-se na avaliagio da mobilidade relativa no solo do produto quimico em estudo produtos quimicos de
referéncia cujo comportamento de lixiviagdo seja conhecido, por exemplo a atrazina ou o monurdo, que
podem considerar-se substancias moderadamente lixividveis no terreno (1)(8)(11). A fim de confirmar as
propriedades hidrodindmicas da coluna de solo, também pode ser dtil recorrer a um produto quimico de
referéncia polar ndo-sorvente e nido-degraddvel (por exemplo tritio, brometo, fluoresceina ou eosina) para
seguir o movimento da dgua na coluna.

13. O recurso a produtos quimicos que constituam padrdes analiticos também pode ter utilidade na caracterizacio
efou identificacdo de produtos de transformacio presentes nos segmentos de solo e nos lixiviados por métodos
cromatograficos ou espetroscopicos ou por outros métodos adequados.

DEFINICOES E UNIDADES

14. Ver o apéndice 1.

CRITERIOS DE QUALIDADE
Recuperacdo

15. A recuperagdo obtida numa experiéncia de lixiviagio corresponde a soma das percentagens do produto
quimico em estudo determinadas nos segmentos de solo e no lixiviado da coluna apds a lixiviagdo. Os valores
de recuperacdo devem variar entre 90 % e 110 %, no caso de produtos quimicos com marcagdo radioativa
(11), e entre 70 % e 110 %, no caso de produtos quimicos sem marcagdo radioativa (8).

Repetibilidade e sensibilidade do método analitico

16. Pode verificar-se a repetibilidade do método analitico na determinagdo quantitativa do produto quimico em
estudo e dos produtos de transformagio efetuando uma anélise em duplicado do mesmo extrato de um
segmento de solo ou de um lixiviado (ver o ponto 11).
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17. O limite de detecio do método analitico no tocante ao produto quimico em estudo e aos produtos de
transformagdo deve corresponder ao mais baixo dos seguintes critérios: pelo menos 0,01 mg - kg em cada
segmento de solo ou lixiviado (em termos do produto quimico em estudo) ou pelo menos 0,5 % da dose
aplicada em qualquer segmento. E igualmente necessdrio especificar o limite de quantificagio (LQ).

DESCRICAO DO METODO DE ENSAIO
Sistema de ensaio

18. Utilizam-se no ensaio colunas de lixiviagdo (secciondveis ou ndo) de uma matéria inerte adequada (por exemplo
vidro, ago inoxidavel, aluminio, teflon, PVC etc.), com, pelo menos, 4 cm de didmetro interno e ndo menos de
35 cm de altura. E necessdrio verificar se existe alguma interagio entre as matérias constituintes das colunas e
o produto quimico em estudo efou os produtos de transformagdo deste. No apéndice 2 apresentam-se um
exemplo adequado de uma coluna secciondvel e um exemplo adequado de uma coluna nio-secciondvel.

19. Séo necessarios colheres, um émbolo e um vibrador para o enchimento e a compactagio das colunas de solo.

20. Para aplicar a chuva artificial as colunas de solo, podem ser utilizados bombas de pistdo ou peristalticas,
cabegas de chuveiro, frascos de Mariotte ou simples ampolas gotejantes.

Equipamento de laboratério e produtos quimicos

21. E necessério o equipamento normal de laboratdrio, designadamente o seguinte:

1) equipamento de andlise, tal como aparelhos de cromatografia gas-liquido, HPLC e cromatografia em camada
fina, incluindo sistemas adequados de detecdo, para a andlise de produtos quimicos marcados ou nio-
-marcados ou para aplicacio do método de dilui¢do isotdpica inversa;

2) equipamento de identificacdo (espetrometria de massa, cromatografia em fase gasosa-espetrometria de
massa, HPLC-espetrometria de massa, RMN etc.);

3) contador da cintilacdo em fase liquida para produtos quimicos em estudo com marcagio radioativa;
4) dispositivo de oxidagio para combustio das matérias com marcagdo radioativa;

5) equipamento de extragdo (por exemplo tubos de centrifugagdo para extra¢do a frio e aparelho de Soxhlet
para extragdo continua sob refluxo);

6) equipamento para concentragio de solugdes e de extratos (por exemplo evaporador rotativo).

22. Entre os produtos quimicos utilizados contam-se os seguintes: solventes orgnicos de qualidade analitica, tais
como acetona, metanol etc.; liquido de cintilagdo; solu¢do 0,01 M de CaCl, em dgua destilada ou desionizada
(chuva artificial).

Produto quimico em estudo

23. E necessario dissolver em dgua (destilada ou desionizada) o produto quimico em estudo para o aplicar a coluna
de solo. Se o produto quimico for pouco hidrossoliivel, pode ser aplicado incorporado num produto
formulado (se necessdrio apds suspensdo ou emulsdo em dgua) ou dissolvido num solvente orgénico. Caso se
utilize um solvente organico, o volume deste deve ser o minimo possivel e é necessario evaporar o solvente em
causa da superficie da coluna de solo antes de iniciar a lixiviacdo. As formulag¢des sélidas, como os granulados,
aplicam-se no estado sdlido, sem dgua. Nesse caso, para melhor distribuicdo pela superficie da coluna de solo,
antes da aplicacdo pode misturar-se o produto formulado com uma pequena quantidade de areia quartzitica
(por exemplo 1 g).

24. A quantidade de produto quimico em estudo aplicada as colunas de solo deve ser suficiente para a detecdo, em
cada segmento, de, pelo menos, 0,5 % da dose aplicada. No caso dos produtos quimicos ativos de produtos
fitofarmacéuticos, a quantidade de produto quimico em estudo aplicada as colunas de solo pode corresponder
a dose méxima recomendada (numa aplicacdo) e, quer se trate da lixiviagdo da substancia parental ou de
residuos envelhecidos, deve ser proporcional a superficie da coluna de solo utilizada (').

(") Pode calcular-se a quantidade a aplicar a colunas de solo cilindricas através da seguinte equacio:
A l[kg/ha] - 10° [ug/kg] - d2[cm?] - m

M [ig] 108 [cm? /ha] - 4
em que:
M = quantidade aplicada por coluna [pg];
A = taxa de aplicacdo [kg - ha'];
d = didmetro da coluna de solo [cm];
n = 3,14.
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Produto quimico de referéncia

25. Utiliza-se um produto quimico de referéncia nas experiéncias de lixiviagio (ver o ponto 12). Aplica-se este a
superficie da coluna de solo do mesmo modo que o produto quimico em estudo, utilizando uma quantidade
que permita detetd-lo convenientemente, seja como padrdo interno juntamente com o produto quimico em
estudo, na mesma coluna de solo, seja isoladamente, noutra coluna de solo. A menos que ambos os produtos
quimicos estejam marcados do mesmo modo, é preferivel aplicd-los na mesma coluna.

Solos
Escolha dos solos

26. Nos estudos de lixiviagdo com produtos quimicos parentais, utilizam-se 3 ou 4 solos com pH, teor de carbono
orgénico e textura distintos (12). O quadro 1 contém orientagdes relativas a escolha de solos para experiéncias
de lixiviacdo. No caso dos produtos quimicos em estudo ionizédveis, os solos escolhidos devem abranger uma
faixa de pH larga, a fim de avaliar a mobilidade do produto quimico nas formas ionizada e ndo-ionizada. Nesse
caso, pelo menos 3 solos devem ter um pH ao qual o produto quimico em estudo se apresente na sua forma

moével.
Quadro 1
Orientacdes para a escolha de solos para estudos de lixiviacdo.
N.o d Carb ani Teor d il
S0100 Valor do pH ar on(()%())rgamco eor (Oe/o)argl as Textura (*)
1 >7,5 3,5-5,0 20 - 40 franco-argilosa
2 55-7,0 1,5-3,0 15-25 franco-limosa
3 4,0-5,5 3,0 - 4,0 15-30 franca
4 <4,0-6,0§ <05-15§8+% <10-15§ areno-franca
5 <45 > 10 # <10 areno-franca/arenosa

Segundo os sistemas da FAO e do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (14).

As varidveis correspondentes devem, preferencialmente, apresentar valores das gamas indicadas. Todavia, caso seja dificil
encontrar o solo adequado, aceitam-se valores inferiores aos minimos indicados.

A utilizagdo de solos com teor de carbono orgénico inferior a 0,3 % pode perturbar a correlacio entre teor de carbono
orgénico e adsorcdo. Recomenda-se, pois, a utilizagdo de solos cujo teor de carbono organico ndo seja inferior a 0,3 %.

# Os solos com teor de carbono muito elevado (por exemplo >10 %) podem ndo ser aceitdveis do ponto de vista legal, por
exemplo para efeito de registo de pesticidas.

W'13

++

27. Por vezes, é necessdrio recorrer a outros tipos de solo para representar regides frias, temperadas ou tropicais.
Caso se opte por outros tipos de solo, estes, mesmo que ndo satisfacam exatamente os critérios especificados
nas orientacdes para a escolha de solos para estudos de lixiviagdo (ver o quadro 1 supra), devem ser caracte-
rizados pelos mesmos pardmetros e as suas propriedades devem ter o mesmo tipo de varia¢des que os tipos de
solo nelas descritos.

28. Nos estudos de lixiviagdo com residuos envelhecidos, deve utilizar-se unicamente um tipo de solo (12), com
teor de areia superior a 70 % e teor de carbono organico compreendido entre 0,5 % e 1,5 % (por exemplo o
solo n.° 4 do quadro 1). Pode, porém, ser necessirio utilizar mais tipos de solo caso seja importante obter
dados sobre os produtos de transformacio.
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29. E necessdrio caracterizar todos os solos, pelo menos, em termos de textura [percentagem de areias, de limos e
de argilas segundo os sistemas de classificagdo da FAO e do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
da América (14)], pH, capacidade de permuta catidnica, teor de carbono organico, densidade aparente (no caso
dos solos revolvidos) e capacidade de retencdo de dgua. A medigdo da biomassa microbiana apenas é necessiria
no caso dos solos utilizados no periodo de envelhecimento/incubagdo que precede os ensaios de lixiviagio com
residuos envelhecidos. Para a interpretacdo dos resultados deste estudo, pode ser itil dispor de informacdes
sobre outras propriedades do solo (por exemplo classificacio do solo, mineralogia das argilas ou superficie
especifica). Para determinar as caracteristicas do solo, podem ser utilizados os métodos recomendados nas
referéncias (15)(16)(17)(18)(19).

Colheita e conservagdo de amostras de solos

30. Colhem-se as amostras de solo na camada superior (horizonte A), até a profundidade maxima de 20 cm.
Removem-se os vestigios de vegetacdo, a macrofauna e as pedras. Secam-se as amostras de solo (exceto as
destinadas ao envelhecimento do produto quimico em estudo) ao ar, a temperatura ambiente (de preferéncia
entre 20 °C e 25 °C). As forgas de desagregacdo aplicadas devem ser as minimas possiveis, de modo a manter,
tanto quanto possivel, a textura original do solo. Peneiram-se as amostras de solo através de uma malha
<2 mm. Recomenda-se uma homogeneizacio cuidadosa, de modo a aumentar a reprodutibilidade dos
resultados. Antes de serem utilizadas, as amostras de solo podem ser conservadas a temperatura ambiente,
secas ao ar (12). Ndo se recomenda nenhum periodo-limite de armazenagem; contudo, no caso das amostras
de solo armazenadas hd mais de trés anos, deve voltar a determinar-se o teor de carbono orginico e o pH
antes da utilizacio.

31. Deve dispor-se de informacdo pormenorizada sobre a histéria do local de colheita das amostras de solo,
designadamente: localizagdo exata [definida com exatiddo pela Projecdo Universal Transversa de Mercator
(UTM)/Dados Horizontais Europeus ou por coordenadas geogrificas], coberto vegetal, tratamentos com
produtos fitofarmacéuticos, tratamentos com fertilizantes biolégicos ou minerais, adicdes de matérias
bioldgicas e contaminagdes acidentais (12). Ndo devem ser utilizados em estudos de lixiviagdo solos que
tenham sido tratados com o produto quimico em estudo ou com andlogos estruturais deste nos quatro anos
anteriores.

Condigdes de realizagdo do ensaio

32. Durante o ensaio, é necessdrio manter as colunas de solo destinadas a lixiviacgdio na obscuridade e a
temperatura ambiente, sendo que esta ndo deve variar mais de +2 °C. Recomendam-se temperaturas entre 18 °
Ce25°C

33. Aplica-se continuamente chuva artificial (solucdo 0,01 M de CaCl,) na superficie de cada coluna de solo a
razio de 200 mm num periodo de 48 horas ('), que corresponde a aplicagdo de 251 ml numa coluna com
diametro interno de 4 cm. Se o objetivo do ensaio o exigir, podem ser adicionalmente utilizadas outras taxas
de aplicacdo da chuva artificial e perfodos mais longos.

Realizagio do ensaio
Lixiviagdo de um produto quimico parental

34. Enchem-se pelo menos duas colunas de lixiviagdo (duplicado) com solo nio-tratado, seco ao ar e peneirado
(<2 mm) até cerca de 30 cm de altura. Para que o enchimento seja uniforme, adiciona-se o solo as colunas em
pequenas quantidades com uma colher e compacta-se o solo com um émbolo, enquanto se faz vibrar
suavemente a coluna, até que a parte superior da coluna de solo deixe de afundar. Para que os resultados
obtidos com as colunas de lixiviagdo sejam reprodutiveis, é necessdrio que os enchimentos sejam uniformes. As
referéncias (20), (21) e (22) descrevem em pormenor técnicas de enchimento de colunas. Para garantir a
reprodutibilidade do processo de enchimento determina-se o peso total do solo introduzido em cada coluna (3),
sendo que o peso de solo deve ser o0 mesmo em cada coluna do duplicado utilizado.

(") Simula-se assim uma precipitado extremamente elevada. Por exemplo, a precipitacio média na Europa Central é da ordem de 800-
-1 000 mm anuais.

(%) Exemplos de densidades aparentes de solos revolvidos:

solo arenoso: 1,66 g - ml;

solo areno-franco: 1,58 g - ml;

solo franco: 1,17 g - ml;

solo limoso: 1,11 g - ml".
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35. Ap6s o enchimento, humedecem-se as colunas de solo com chuva artificial (solu¢do 0,01 M de CaCl,) da base
para o topo, para que o ar retido nos poros do solo seja desalojado pela dgua. Em seguida, deixa-se que as
colunas de solo atinjam o equilibrio e escoa-se por gravidade o excesso de dgua. A referéncia (23) recapitula
vérios métodos de saturagdo de colunas.

36. A seguir, aplica-se nas colunas de solo o produto quimico em estudo efou o produto quimico de referéncia (ver
igualmente os pontos 23 a 25). Para obter uma distribuicio homogénea, aplicam-se as solugdes, suspensdes ou
emulsdes do produto quimico em estudo efou do produto quimico de referéncia uniformemente na superficie
das colunas de solo. Caso a incorporagio no solo seja a forma recomendada de aplicacio de um determinado
produto quimico em estudo, este deve ser misturado com uma pequena quantidade de solo (por exemplo
20 g), depositando-se em seguida a mistura na superficie da coluna de solo.

37. Cobre-se entdo a superficie de cada uma das colunas de solo com um disco de vidro sinterizado, esférulas de
vidro, um filtro de fibra de vidro ou um disco de papel de filtro, de modo a distribuir a chuva artificial unifor-
memente pela superficie do solo e para que esta ndo seja perturbada pelas gotas de chuva. Quanto maior for o
diametro da coluna, maior cuidado haverd que ter com a aplicagdo da chuva artificial nas colunas de solo, de
modo a distribui-la uniformemente pela superficie do solo. A seguir, adiciona-se a chuva artificial gota a gota
as colunas de solo, recorrendo a uma bomba de émbolo, a uma bomba peristaltica ou a uma ampola gotejante.
De preferéncia, recolhe-se o lixiviado de cada coluna em fragdes e registam-se os volumes correspondentes (%).

38. Apods a lixiviacdo e o escoamento das colunas, seccionam-se as colunas de solo num niimero de segmentos
adequado, em funcio das informagdes a obter no estudo, procede-se a extragdo dos segmentos com solventes
ou misturas de solventes adequados e efetuam-se as andlises com vista a determinagdo do produto quimico em
estudo e, se for caso disso, dos produtos de transformagio, da radioatividade total e do produto quimico de
referéncia. Analisam-se os mesmos produtos nos lixiviados ou fra¢des de lixiviados diretamente ou depois de
estes serem sujeitos a extragdo. Caso se estude um produto quimico com marca¢do radioativa, é necessario
identificar todas as fra¢des que contenham 210 % da radioatividade aplicada.

Lixiviagdo de residuos envelhecidos

39. Trata-se solo fresco (ndo sujeito anteriormente a secagem ao ar) com uma dose do produto quimico em estudo
marcado radioativamente proporcional a superficie da coluna de solo (ver o ponto 24) e incuba-se em
condicdes aerdbias de acordo com o método de ensaio C.23 (13). A dura¢io do periodo de incubacio (envelhe-
cimento) deve ser suficiente para que sejam geradas quantidades significativas dos produtos de transformacio;
recomenda-se um perfodo de envelhecimento correspondente a meia-vida do produto quimico em estudo (%),
com um mdximo de 120 dias. Antes da lixiviagdo, analisa-se o solo envelhecido para determinar o produto
quimico em estudo e os produtos de transformagdo deste.

40. Enchem-se as colunas de lixiviacio até 28 c¢cm de altura, com o mesmo solo (mas seco ao ar) utilizado no
envelhecimento, conforme se descreveu no ponto 34, determinando-se também o peso total das colunas de
solo cheias. Em seguida, humedecem-se as colunas de solo como se descreveu no ponto 35.

41. Aplicam-se entdo o produto quimico em estudo e os seus produtos de transformagdo na superficie das colunas
de solo sob a forma de residuos no solo envelhecidos (ver o ponto 39), de modo a formar um segmento de
solo com 2 cm de espessura. De preferéncia, a altura total das colunas de solo (solo ndo-tratado + solo
envelhecido) ndo deve exceder 30 cm (ver o ponto 34).

42. Efetua-se a lixiviagdo como se descreveu no ponto 37.

43. Apds a lixiviagdo, analisam-se os segmentos de solo e os lixiviados como se indicou no ponto 38, a fim de
determinar o produto quimico em estudo, os produtos de transformagdo deste e a radioatividade ndo-extraida.
Para que possa determinar-se a quantidade de residuo envelhecido que, apds a lixiviagdo, permanece na camada
superior com 2 cm de espessura, analisa-se separadamente este segmento.

(*) No caso das colunas de solo com 4 cm de didmetro e 30 cm de comprimento, o volume de lixiviados varia normalmente entre
230 ml e 260 ml, correspondentes a aproximadamente 92 % a 104 % do volume total de chuva artificial aplicado (251 ml).

(¥ Pode formar-se no solo mais do que um produto de transformacio importante, podendo cada um desses produtos formar-se em
periodos diferentes do estudo de transformagdo. Nesses casos, pode ser necessdrio efetuar estudos de lixiviagio com residuos
envelhecidos de idades diferentes.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/399

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados

44. As quantidades de produto quimico em estudo, produtos de transformacdo, produtos ndo-extraiveis e, se for
caso disso, produto quimico de referéncia sdo indicadas em percentagem da dose inicial aplicada, por segmento
de solo e por fracio de lixiviado. Traca-se uma representagdo grifica por coluna com indicagdo das
percentagens determinadas em fungdo da profundidade no solo.

45. Caso o estudo de lixiviagdo em coluna compreenda um produto quimico de referéncia, pode avaliar-se a
lixiviagdo de produtos quimicos numa escala relativa por recurso a fatores de mobilidade relativa (FMR; ver a
defini¢do no apéndice 3) (1)(11), que permitem comparar dados de lixiviagio de vérios produtos quimicos
obtidos com diferentes tipos de solo. Constam do apéndice 3 vérios exemplos de valores de FMR para diversos
produtos fitofarmacéuticos.

46. E igualmente possivel obter estimativas de K_, (coeficiente normalizado de adsorgio de carbono organico) e de
K., (coeficiente normalizado de reparticio de matéria organica) a partir de resultados de lixiviagio em coluna,
com base na distdncia média de lixiviagdo ou em correlagdes estabelecidas entre o FMR e K ou K (4) ou por
aplicagdo de teoria cromatogréfica simples (24). Este tltimo método deve, porém, ser utilizado com prudéncia,
sobretudo tendo em atengdo que o processo de lixiviacdo ndo decorre unicamente em condi¢des de saturacio,
caracterizando-se os sistemas mais por condicdes de insaturacdo.

Interpretagio dos resultados

47. Os estudos de lixiviagio em coluna descritos neste método permitem determinar o potencial de lixiviagdo ou
de mobilidade no solo do produto quimico em estudo (no estudo de lixiviacio da substancia parental) efou dos
produtos de transformacio deste (no estudo de lixiviagio de residuos envelhecidos). Estes ensaios ndo
permitem prever quantitativamente comportamentos de lixiviagio no terreno, mas podem ser utilizados para
comparar a lixiviabilidade de um produto quimico com a de outros, dos quais se conhega 0 comportamento de
lixiviagdo (24). Analogamente, também ndo permitem quantificar a percentagem do produto quimico aplicado
que ¢é suscetivel de atingir as dguas subterrdneas (11). Todavia, no caso dos produtos quimicos que revelem
elevado potencial de mobilidade nos ensaios laboratoriais, os resultados dos estudos de lixiviagio em coluna
podem orientar a decisdo de realizar ou ndo ensaios adicionais no terreno ou parcialmente no terreno.

Relatério do ensaio

48. Elementos a constar do relatério do ensaio:
Produto quimico em estudo e produto quimico de referéncia (quando utilizado)

— denominagdo comum, denominacio quimica (nomenclaturas IUPAC e CAS), niimero CAS, estrutura
quimica (indicando a localizagdo do marcador, caso se utilize marcagio radioativa) e propriedades fisico-
-quimicas pertinentes;

— grau de pureza do produto quimico em estudo (presenca de impurezas);

— pureza radioquimica do produto quimico marcado e atividade especifica (se for caso disso).
Solos utilizados no ensaio

— elementos relativos ao local de colheita das amostras de solo;

— propriedades do solo tais como o pH, o teor de carbono organico, o teor de argila, a textura e a densidade
aparente (no caso dos solos revolvidos);

— atividade microbiana do solo (apenas no caso do solo utilizado para envelhecer o produto quimico em
estudo);

— duragdo e condicoes da conservacdo de amostras de solo.
Condicdes de realizagio do ensaio

— datas da realizacdo dos estudos;

— comprimento e didmetro das colunas de lixivia¢do;

— peso total do solo das colunas;

— quantidade de produto quimico em estudo aplicada e, se for caso disso, do produto quimico de referéncia
aplicado.



L 54/400 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

— quantidade, frequéncia e duragdo da aplicacdo de chuva artificial;
— temperatura do dispositivo experimental;
— numero de replicados (pelo menos dois);

— métodos de andlise do produto quimico em estudo, dos produtos de transformacio e, se for caso disso, do
produto quimico de referéncia nos vérios lixiviados e segmentos de solo;

— métodos de caracterizagdo e de identificacdo dos produtos de transformacio nos lixiviados e nos segmentos
de solo.

Resultados do ensaio

— quadros dos resultados correspondentes aos lixiviados e aos segmentos de solo, expressos em concentracio
e em percentagem da dose aplicada;

— balanco de massa, se for caso disso;
— volume dos lixiviados;
— distancias de lixiviagdo e, se for caso disso, fatores de mobilidade relativa;

— representagdo grafica da percentagem detetada nos segmentos de solo em funcio da profundidade do
segmento de solo;

— discussdo e interpretagdo dos resultados.
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Apéndice 1

Definicio e unidades

Residuo no solo envelhecido: Produto quimico em estudo e produtos de transformagio deste presentes no solo
apds a aplicagdo, decorrido um periodo suficientemente longo para que os processos de transporte, adsor¢io,
metabolismo e dissipa¢do possam alterar a distribui¢do e a natureza quimica de parte do produto quimico aplicado

(1.
Chuva artificial: Solucio 0,01 M de CaCl, em dgua destilada ou desionizada.

Distancia média de lixiviagdo: Fundo da sec¢do do solo na qual a recuperagdo acumulada do produto quimico
corresponde a 50 % do produto quimico em estudo recuperado total [experiéncia de lixiviagio normal] ou (fundo
da secgdo do solo na qual a recuperagdo acumulada do produto quimico corresponde a 50 % do produto quimico
em estudo recuperado total) — (espessura da camada de residuos envelhecidos)/2 [estudo de lixiviagio de residuos
envelhecidos].

Produto quimico: Substincia ou mistura.
Lixiviado: Fase aquosa apds percolagdo através de um perfil de solo ou de uma coluna de solo (1).

Lixiviagdo: Processo de migracio de um produto quimico para baixo num perfil de solo ou numa coluna de solo

(1).

Distincia de lixiviagdo: Segmento mais profundo do solo no qual, ap6s o processo de lixiviacdo, se encontra >
0,5 % do produto quimico em estudo aplicado ou do residuo envelhecido (equivale a profundidade de penetracio).

Limite de detecdo (LD) e limite de quantificacio (LQ): o limite de detecdo (LOD) é a concentragio de um
produto quimico abaixo da qual a identidade do mesmo ndo pode ser distinguida dos artefactos analiticos. O limite
de quantificacdo (LQ) é a concentracdo de um produto quimico abaixo da qual a concentragio do mesmo nio pode
ser determinada com exatiddo aceitdvel.

Fator de mobilidade relativa (FMR): [distincia de lixiviagio do produto quimico em estudo (cm)] | [distancia de
lixiviagdo do produto quimico de referéncia (cm)].

Produto quimico em estudo: Qualquer substancia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.

Produto de transformagido: Todos os produtos quimicos resultantes de reacdes de transformacdo bidticas ou
abidticas do produto quimico em estudo, incluindo CO, e produtos ligados aos residuos.

Solo: Mistura de componentes quimicos minerais e organicos (compreendo estes Gltimos compostos com teor
elevado de carbono e de azoto e peso molecular elevado) povoada de pequenos organismos, maioritariamente
microrganismos. O solo pode apresentar-se em dois estados distintos:

— ndo-revolvido, tal como se desenvolveu ao longo do tempo, com as camadas caracteristicas dos vérios tipos de
solo;

— revolvido, tal como é normalmente encontrado nas terras ardveis ou como se apresenta quando a recolha de
amostras para utilizagdo no presente método de ensaio é feita por escavacio (2).

1)  Holland, PT. (1996). Glossary of Terms Relating to Pesticides. IUPAC Reports on Pesticide (36). Pure & Appl.
Chem., 68, 1167-1193.

2)  OECD Test Guideline 304 A: Inherent Biodegradability in Soil (adotado a 12 de maio de 1981).
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Apéndice 2

Figura 1:

Exemplo de colunas de vidro ndo-secciondveis de lixiviacio

com 35 cm de comprimento e 5 cm de didmetro interno (1).

<Ampolas  gotejantes  para
aplicacdo de chuva artificial

& Disco de vidro sinterizado
para evitar perturbacdes da
supetficie do solo ¢ distribuir
uniformemente a chuva arti-
ficial

& Coluna de vidro cheia do
solo ensaiado (quando se
ensaiam produtos fotoldbeis, é
necessdrio proteger as colunas
com folha de aluminio)

< Camada de areia quartzitica

& Tampio de fibra de vidro
para retencio do solo na
coluna

< Baldo de fundo redondo pa-
ra recolha do lixiviado, envol-
vido em folha de aluminio para
impedir a fotdlise

Drescher, N. (1985). Moderner Acker- und Pflanzenbau aus Sicht der Pflanzenschutzmittelindustrie. In Unser
Boden — 70 Jahre Agrarforschung der BASF AG, 225-236. Verlag Wissenschaft und Politik, Colénia.
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Figura 2:

Exemplo de uma coluna metilica seccionivel com 4 cm de didmetro interno (1).

1)  Burkhard, N., Eberle D.O., Guth, J.A. (1975). Model systems for studying the environmental behaviour of
pesticides. Environmental Quality and Safety, Suppl. Vol. 1II, 203-213.
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Apéndice 3

Exemplos de fatores de mobilidade relativa (*) (FMR) correspondentes a diversos produtos fitofarmacéuticos

(1)(2) e respetivas classes de mobilidade +

Intervalo do

Produto quimico (FMR)

Classe de mobilidade

FMR
<0,15 Paratido (< 0,15), flurodifena (0,15) I
imovel
0,15—0,8 Profenofos (0,18), propiconazol (0,23), diazindo (0,28), diurdo (0,38), II
terbutilazina (0,52), metidatido (0,56), prometrina (0,59), propazina livei .
B ’ ’ ’ ’ t 1
(0,64), alacloro (0,66), metolacloro (0,68) \geiramente move
0,8 —1,3 Monurdo (**) (1,00), atrazina (1,03), simazina (1,04), fluometurdo il
(1,18) moderadamente mdvel
1,3 — 2,5 Prometéo (1,67), cianazina (1,85), bromacil (1,91), carbutilato (1,98) v
bastante mével
2,5—15,0 Carbofurdo (3,00), dioxacarbe (4,33) \%
moével
>50 Monocrotofos (> 5,0), dicrotofos (> 5,0) VI

muito modvel

() O fator de mobilidade relativa calcula-se do seguinte modo:

distancia de lixiviagdo do produto quimico em estudo (cm)

FMR =
distancia de lixiviacdo do produto quimico de referéncia (cm)

(**) Produto quimico de referéncia.
+  Outros sistemas de classificagdo da mobilidade de produtos quimicos no solo baseiam-se em valores de R; de cromatografia em
camada fina de solo (4) e valores de K, (5)(6).

1) Guth, J.A. (1985). Adsorgdo/dessorcdo In Joint International Symposium “Physicochemical Properties and their
Role in Environmental Hazard Assessment”. Canterbury, Reino Unido, 1-3 de julho de 1985.

2) Guth, J.A,, Hérmann, W.D. (1987). Problematik und Relevanz von Pflanzenschutzmittel-Spuren im Grund
(Trink-) Wasser. Schr. Reihe Verein WaBoLu, 68, 91-106.

3) Harris, C.I. (1967). Movement of herbicides in soil. Weeds,15, 214-216.

4) Helling, C.S. (1971). Pesticide mobility in soils. Soil Sci. Soc. Am. Proc., 35, 743-7438.

5) McCall, PJ., Laskowski, D.A., Swann, R.L., Dishburger, HJ. (1981). Measurements of sorption coefficients of
organic chemicals and their use in environmental fate analysis. In Test Protocols for Environmental Fate and

Movement of Toxicants. Proceedings of AOAC Symposium, AOAC, Washington D.C.

6) Hollis, .M. (1991). Mapping the vulnerability of aquifers and surface waters to pesticide contamination at the
national/regional scale. BCPC Monograph No. 47, Pesticides in Soil and Water, 165-174.
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C.45. ESTIMATIVA DAS EMISSOES PARA O AMBIENTE DE MADEIRAS TRATADAS COM PRODUTOS
DE PRESERVACAO DA MADEIRA: METODO LABORATORIAL PARA ARTIGOS DE MADEIRA
SEM COBERTURA E EM CONTACTO COM AGUA DOCE OU COM AGUA DO MAR

INTRODUCAO

1.  Este método é equivalente ao Test Guideline TG 313 (2007) da OCDE. Para que possam avaliar-se os riscos para
o ambiente decorrentes das madeiras tratadas é necessdrio quantificar as emissdes para o ambiente das
madeiras tratadas com produtos de preservacdo da madeira. Este protocolo de ensaio descreve um método
laboratorial de estimativa das emissdes de madeiras tratadas com produtos de preservagio da madeira em duas
situagdes suscetiveis de gerar emissdes para o ambiente:

— provenientes de madeira tratada em contacto com dgua doce, caso em que a superficie da madeira pode
gerar emissdes para a dgua doce;

— provenientes de madeira tratada em contacto com dgua do mar, caso em que a superficie da madeira pode
gerar emissdes para a dgua do mar.

2. Este método de ensaio destina-se a ser aplicado as emissdes provenientes de madeiras e de artigos de madeira
sem cobertura e que entram em contacto com dgua doce ou com dgua do mar. Foram estabelecidas a nivel
internacional classes de utilizagdo que definem as categorias dos perigos bioldgicos aos quais os artigos
tratados estdo sujeitos. As classes de utilizagdo também definem as situagdes nas quais os artigos tratados sdo
utilizados e delimitam os compartimentos ambientais (atmosfera, dguas, solo) potencialmente colocados em
risco pelas madeiras tratadas com produtos de preservagio da madeira.

3. Este método de ensaio constitui um protocolo laboratorial para a obten¢do de amostras da dgua (emissado) na
qual é imersa a madeira tratada, a intervalos crescentes apds a exposi¢do. Relaciona-se a quantidade emitida
para o emissado com a superficie da madeira e a duracio da exposi¢do, a fim de determinar um fluxo em mg/
[m?/dia. Pode assim estimar-se o fluxo (taxa de lixiviagdo) apds periodos crescentes de exposicio.

4. As quantidades emitidas podem ser utilizadas na avaliagdo dos riscos para o ambiente associados a madeira
tratada.

CONSIDERACOES INICIAIS

5. Considera-se que o mecanismo de lixiviagdo da superficie da madeira por dgua doce ndo é idéntico, em termos
de natureza e intensidade, a0 mecanismo de lixiviagdo da superficie da madeira por dgua salgada. Por
conseguinte, ¢ necessdrio um estudo de lixiviagdo da madeira por dgua do mar aplicdvel aos produtos ou
misturas de preservagdo da madeira destinados ao tratamento de madeiras utilizadas nas proximidades do mar.

6. A madeira utilizada num estudo de madeiras tratadas com produtos de preservacio da madeira deve ser
representativa das madeiras comercializadas e ser tratada de acordo com as instru¢des do fabricante do
produto de preservagio e em observincia das normas e especificacdes pertinentes. E ainda necessirio
especificar os pardmetros do condicionamento a realizar a madeira ap6s o tratamento, antes de iniciar o
ensaio.

7. As amostras de madeira utilizadas devem ser representativas dos artigos existentes (designadamente no tocante
a espécies, densidade e outras caracteristicas).

8. O ensaio ¢ aplicavel a madeiras tratadas por processos penetrantes ou de aplicacdo superficial e a madeiras
tratadas sujeitas a um tratamento de superficie obrigatério adicional (por exemplo pintura exigida para a
utilizacio comercial da madeira).

9. A composi¢do, a quantidade, o pH e o estado fisico da dgua sdo importantes para determinar a quantidade, o
teor e a natureza das emissdes de uma madeira.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

10. Para a realizagdo do ensaio, mergulham-se em dgua provetes de madeira tratada com o produto de preservagio
da madeira. Recolhem-se e analisam-se quimicamente amostras sucessivas da dgua (emissado) ao longo do
periodo de exposicdo, as vezes necessdrias para efetuar cilculos estatisticos. A partir dos resultados das
andlises, calculam-se as taxas de emissdo em mg/m?/dia. Regista-se o periodo decorrido até a colheita de cada
amostra. Os ensaios com amostras de madeiras ndo-tratadas podem ser interrompidos caso ndo se detetem
niveis de fundo nos trés primeiros pontos de dados.
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11. A inclusdo no ensaio de provetes de madeira nio-tratada permite determinar, nos emissados, os niveis de
fundo associados a madeira em causa, ndo provenientes do produto de preservagdo utilizado.

CRITERIOS DE QUALIDADE
Exatidio

12. A exatidio do método de ensaio na estimativa de emissdes depende da representatividade dos provetes
ensaiados relativamente a madeira tratada comercializada, da representatividade da dgua utilizada relativamente
a dgua real e da representatividade do regime de exposicio relativamente as condi¢des naturais.

13. Antes de realizar o ensaio, é necessirio determinar a exatiddo, a precisio e a repetibilidade do método
analitico.

Reprodutibilidade

14. Colhem-se e analisam-se trés amostras de dgua e toma-se o correspondente valor médio como valor da
emissdo. A reprodutibilidade inter e intralaboratorial dos resultados depende do regime de imersio e da
madeira que constitui os provetes ensaiados.

Latitude aceitdvel dos resultados

15. A latitude dos resultados do ensaio € aceitdvel se a diferenca entre os valores mdximo e minimo for inferior a
uma ordem de grandeza.

CONDICOES DE REALIZACAO DO ENSAIO

’

Agua

16. Cenérios de lixiviagio por dgua doce: Quando se pretende avaliar a exposicio de madeira a dgua doce,
recomenda-se a utilizagdo de dgua desionizada (por exemplo ASTM D 1193, tipo II) no ensaio de lixiviagdo. A
temperatura da dgua deve ser de 20 °C +/- 2 °C; os valores medidos do pH e da temperatura da dgua devem
constar do relatério do ensaio. A andlise de amostras da dgua utilizada, colhidas antes da imersdo dos provetes
tratados, permite estimar depois o teor dos produtos quimicos analisados na dgua. Trata-se de andlises de
controlo que permitem determinar os niveis de fundo dos produtos quimicos analisados em seguida.

17. Cendrios de lixiviagio por dgua do mar: Quando se pretende avaliar a exposicdo de madeira a dgua do mar,
recomenda-se a utilizagdo de dgua artificial (por exemplo ASTM D 1141, sucedanea da dgua do mar, sem
metais pesados) no ensaio de lixiviacdo. A temperatura da dgua deve ser de 20 °C +/- 2 °C; os valores medidos
do pH e da temperatura da dgua devem constar do relatério do ensaio. A andlise de amostras da dgua utilizada,
colhidas antes da imersio dos provetes tratados, permite estimar depois o teor dos produtos quimicos
analisados na dgua. Trata-se de andlises de controlo que permitem determinar os niveis de fundo dos produtos
quimicos importantes.

Provetes de madeira ensaiados

18. Para que o ensaio dos produtos de preservacio da madeira seja eficaz, a espécie de madeira ensaiada deve ser
representativa das espécies habitualmente utilizadas. As espécies recomendadas sdo a Pinus sylvestris L. (pinheiro
da escécia), a Pinus resinosa Ait. (pinheiro vermelho) e o pinheiro americano dito Southern pine (Pinus spp).
Podem ser realizados ensaios adicionais com outras espécies.

19. Deve utilizar-se madeira com fio direito, sem nés e sem aspeto resinoso. A madeira utilizada deve ser represen-
tativa das madeiras comercializadas. Registam-se a proveniéncia, a densidade e o ntimero de anéis anuais por
10 mm.

20. Recomenda-se a utilizagdo no ensaio de séries de cinco provetes de madeira constituidos por blocos de
dimensdes conformes com a norma europeia EN 113 (25 mm x 50 mm x 15 mm) e faces longitudinais
paralelas ao fio da madeira, embora possam utilizar-se outras dimensdes (por exemplo 50 mm x 150 mm x
10 mm). Mergulham-se completamente na dgua os provetes ensaiados. Os provetes devem ser constituidos
exclusivamente por alburno. Identifica-se individualmente cada provete, a fim de poder identifici-lo ao longo
do ensaio.

21. Os provetes devem apresentar-se aplanados ou cortados em planos, mas nio lixados.
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22. Utilizam-se nas anélises efetuadas durante o ensaio pelo menos cinco séries de provetes de madeira: tratam-se
trés séries com o produto de preservacio da madeira, uma ndo se trata e a outra serve para estimar o teor de
humidade antes do tratamento, determinado por secagem em estufa, dos provetes ensaiados. Prepara-se para o
ensaio um nimero de provetes suficiente para se selecionarem trés séries de provetes cuja retengdo do produto
de preservacio da madeira ndo se afaste mais de 5 % do valor médio desse pardmetro no conjunto dos
provetes preparados para o ensaio.

23. Procede-se a selagem das extremidades de cada provete com um produto quimico que impega tanto a
penetragio do produto de preservagdo da madeira pelas faces transversais dos provetes como a lixiviagdo destes
pela mesma zona. Ao aplicar o agente selante das extremidades, hd que distinguir os provetes correspondentes
a processos de aplicacdo superficial dos provetes correspondentes a processos de aplicagdo penetrante. O
agente selante s6 tem de ser aplicado antes do tratamento no caso dos processos de aplicagdo superficial.

24. No caso dos tratamentos por processos de penetragdo, as faces transversais dos provetes tém de estar expostas.
Por conseguinte, neste caso, as extremidades dos provetes s podem ser seladas apds o periodo de condicio-
namento. Estimam-se as emissdes apenas para as superficies longitudinais. Verificam-se e, se necessdrio,
reaplicam-se as selagens antes de dar inicio a lixiviacdo, ndo podendo aplicar-se selantes depois desta iniciada.

Recipiente de imersdo

25. Este recipiente deve ser de material inerte e suficientemente grande para nele caberem 5 provetes de madeira
conformes com a norma EN 113 mergulhados em 500 ml de dgua, sendo a razdo entre a superficie da
madeira e 0 volume de dgua de 0,4 cm?/ml.

Suporte para ensaio dos provetes

26. Dispdem-se os provetes utilizados no ensaio num suporte que permita o contacto com a dgua de todas as
superficies expostas dos provetes.

PROTOCOLO DO TRATAMENTO POR APLICACAO DE UM PRODUTO DE PRESERVACAO DA MADEIRA
Preparacio dos provetes tratados a utilizar no ensaio

27. Para realizar o ensaio, tratam-se os provetes de madeira com o produto de preservacio em estudo pelo método
especificado para este dltimo, ou seja, por um processo de tratamento penetrante ou por um processo de
aplicacdo superficial, que pode ser por imersdo, pulverizagio ou pincelagem.

Produtos de preservacio a aplicar por processos de tratamento penetrantes

28. Prepara-se uma solucio do produto de preservagdo que permita atingir a absor¢do ou retengdo especificada
ap6s aplicagdo da solugio pelo processo de tratamento penetrante. Pesa-se cada provete de madeira destinado
ao ensaio e determinam-se, por medicdo, as dimensdes do provete. O processo de tratamento penetrante a
utilizar é o especificado para a aplicacio do produto de preservacdo a madeira tendo em vista as classes de
utilizagdo 4 ou 5. Apds o tratamento, volta a pesar-se cada provete e calcula-se a retengdo do produto de
preservagdo (em kg/m?) por meio da seguinte equacio:

Massa ap6s o tratamento (kg) — Massa antes do tratamento (kg) ~ Concentragdo da solugdo ( % médssica/ mdssica)
x
Volume do provete ensaiado (m?) 100

29. Pode utilizar-se neste ensaio madeira tratada industrialmente (por exemplo por impregnacio sob vdcuo). Nesse
caso, registam-se os protocolos seguidos e analisa-se e regista-se a reten¢do da madeira tratada deste modo.

Produtos de preservagdo a aplicar por processos de aplicagdo superficial

30. Os processos de aplicagdo superficial compreendem a imersdo, a pulverizacio e a pincelagem dos provetes de
madeira utilizados no ensaio. O processo e a taxa de aplicagdo (por exemplo litros por metro quadrado) devem
ser os especificados para a aplicacio em superficie do produto de preservacio.
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31. Também neste caso pode utilizar-se no ensaio madeira tratada industrialmente. Registam-se os protocolos
seguidos e analisa-se e regista-se a retengdo da madeira tratada deste modo.

Condicionamento ap6s o tratamento dos provetes a utilizar no ensaio

32. Ap6s o tratamento, condicionam-se os provetes tratados destinados ao ensaio de acordo com as recomen-
dacdes do fornecedor do produto de preservacio em estudo constantes da rotulagem deste, de acordo com as
praticas de tratamento habituais ou de acordo com a norma EN 252.

Preparacio e selecio dos provetes a ensaiar

33. Ap6s o condicionamento que se seguiu ao tratamento, calcula-se a retencdo média do conjunto dos provetes
preparados para o ensaio e selecionam-se aleatoriamente para as medi¢des de lixiviagdo trés séries represen-
tativas de provetes cuja retencio ndo se afaste mais de 5 % do valor médio de reten¢do do conjunto dos
provetes.

PROTOCOLO DE MEDICAO DE EMISSOES DE PRODUTOS DE PRESERVACAO DA MADEIRA
Método por imersio

34. Pesam-se os provetes ensaiados e mergulham-se totalmente em dgua, registando-se a data e a hora. Tapa-se o
recipiente, para reduzir a evaporagio.

35. Substitui-se a 4gua no termo dos seguintes periodos: 6 horas, 1 dia, 2 dias, 4 dias, 8 dias, 15 dias, 22 dias e 29
dias (trata-se de tempos acumulados e ndo de intervalos entre substituicdes da dgua). Registam-se a hora e a
data da substitui¢do da dgua e a massa de dgua retirada do recipiente.

36. Ap6s cada substituicdo de dgua, conserva-se, para ulterior andlise quimica, uma amostra da dgua na qual a
série de provetes ensaiados esteve imersa.

37. Esta colheita de amostras permite calcular o perfil das quantidades emitidas em funcio do tempo. Conservam-
-se as amostras em condi¢des que permitam preservar o analito, por exemplo num frigorifico e na
obscuridade, a fim de reduzir a proliferagio microbiana nas amostras antes das andlises.

MEDICOES DAS EMISSOES
Amostras tratadas

38. Analisam-se quimicamente as amostras de dgua efetuando a pesquisa da substancia ativa efou, se for caso disso,
dos produtos de degradagdo/transformacio correspondentes.

Amostras nio-tratadas

39. A colheita de amostras de dgua (emissado) neste sistema e a subsequente andlise dos produtos quimicos
lixiviados das amostras de madeira ndo-tratada permitem estimar eventuais emissdes do produto de
preservagdo origindrias dessa madeira. A colheita e andlise de amostras do emissado apds periodos crescentes
de exposi¢do permitem estimar a evolugdo das quantidades emitidas em fungdo do tempo. Estas andlises
constituem um procedimento de controlo que permite determinar os niveis de fundo do produto quimico em
estudo na madeira ndo-tratada, a fim de confirmar que a madeira de proveniéncia das amostras ndo foi
anteriormente tratada com o produto de preservagio em estudo.

DADOS E RELATORIOS
Anilises quimicas

40. Analisam-se quimicamente as amostras de dgua colhidas e exprimem-se os resultados dessas andlises em
unidades adequadas, por exemplo pg/l.
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Relatério dos dados

41. Registam-se todos os resultados. Sugerem-se em apéndice um modelo de registo para o ensaio de uma série de
provetes tratados e um quadro de sintese para cdlculo dos valores médios de emissdo correspondentes a cada
periodo transcorrido até a colheita das amostras.

42. Calcula-se o fluxo emissivo didrio em mg/m?/dia determinando a média das trés medigdes correspondentes aos
trés replicados e dividindo pelo ndmero de dias de imersdo.

Relatério do ensaio

43. FElementos minimos a constar do relatério do ensaio:
— nome do fornecedor do produto de preservacdo em estudo;
— nome ou cédigo especifico e Ginico do produto de preservagdo em estudo;

— nome comercial ou comum do(s) ingrediente(s) ativo(s), descri¢do genérica dos coformulantes (por exemplo
cossolvente ou resina) e percentagem mdssica dos ingredientes na composicio do produto;

— valor pertinente de retengdo ou de aplicacdo (em kg/m? ou l/m?, respetivamente) especificado para madeiras
utilizadas em contacto com dgua;

— espécie de madeira utilizada, com indicagdo da sua densidade e da velocidade de crescimento em anéis por
10 mmy;

— valor da taxa de aplicagio ou de retengdo do produto de preservagdo ensaiado, expressa em 1/m? ou kg/m?,
e formula de cdlculo dessa taxa;

— método de aplicacio do produto de preservagdo, especificando o programa de tratamento utilizado, no
caso de um processo de penetragdo, ou o método de tratamento a superficie, se tiver sido este o tipo de

aplicacio;

— data de aplicacio do produto de preservacdo e estimativa do teor de humidade dos provetes ensaiados,
exXpresso em percentagem;

— protocolo de condicionamento seguido, especificando o tipo, as condigdes e a duragio;
— agente selante utilizado nas extremidades e niimero de aplicagdes deste;

— indicagdo de qualquer tratamento subsequente da madeira, por exemplo precisando o fornecedor, o tipo, as
caracteristicas e a taxa de aplicagdo de uma tinta;

— data e hora de cada imersdo, quantidade de dgua utilizada em cada imersdo de provetes ensaiados e
quantidade de dgua absorvida pela madeira durante a imersdo;

— qualquer alteragio do método descrito e quaisquer fatores suscetiveis de terem influenciado os resultados.

REFERENCIAS

1) Norma Europeia EN 84 — 1997. Wood preservatives. Accelerated ageing of treated wood prior to biological
testing. Leaching procedure.

2) Norma Europeia EN 113/A1 — 2004. Wood preservatives. Test method for determining the protective effecti-
veness against wood destroying basidiomycetes. Determination of the toxic values.

3)  Norma Europeia EN 252 — 1989. Field test method for testing the relative protective effectiveness of a wood
preservative in ground contact.

4)  Norma Europeia EN 335 [ Parte 1 — 2006. Durability of wood and wood-based products — Definition of use
classes — Part 1: General.
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5) American Society for Testing and Materials Standards, ASTM D 1141 — 1998. Standard Practice for the
Preparation of Substitute Ocean Water, Without Heavy Metals. Annual Book of ASTM Standards, volume 11.02.

6) American Society for Testing and Materials Standards, ASTM D 1193-77, Type II — 1983. Specifications for
Reagent Water. Annual Book of ASTM Standards, volume 11.01.
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Apéndice 1

Modelo de registos para este método

Estimativa das emissdes para o ambiente de madeiras tratadas com produtos de preservacio da madeira:
método laboratorial para artigos de madeira sem cobertura e em contacto com dgua doce ou com dgua do

mar

Local do ensaio

Produto de preservacio da madeira

Fornecedor do produto

Nome ou cddigo especifico e tinico do produto

Nome comercial ou comum do produto

Coformulantes

Retencdo para madeira utilizada em contacto com dgua

Aplicacio

Método de aplicacdo

Data da aplicagdo

Férmula utilizada para calcular a retengdo

Protocolo de condicionamento

Duracio do condicionamento

Selante das extremidades e niimero de aplicacdes

Tratamento subsequente

se for caso disso

Provetes ensaiados

Espécie de madeira

Densidade da madeira

(minimo ... valor médio

... maximo)

Velocidade de crescimento (anéis por 10 mm)

(minimo ... valor médio

... maximo)

Teor de humidade
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Conjuntos ensaiados (*)

Retencio (por exemplo em kg/m3)

Com tratamento “x”

Valor médio e desvio-padrio, ou intervalo, correspon-
dentes aos 5 provetes

“ o

Com tratamento “y

Valor médio e desvio-padrio, ou intervalo, correspon-
dentes aos 5 provetes

Com tratamento “z”

Valor médio e desvio-padrio, ou intervalo, correspon-
dentes aos 5 provetes

Sem tratamento

Alteragdes de parimetros do método de ensaio

Por exemplo, qualidade da dgua, dimensdo dos provetes
ensaiados etc.

(*) x,y, z representam os trés replicados de amostras.




Substituicdo da

Massa do provete

Absorgdo de dgua

Amostras de dgua

Cronologia dgua Com trata- Sem trata- Com trata- Sem trat ; Agua utilizada no
mento (média) mento mento (média) em tratamento ensaio X y z
Data g g g g n.° pH pH pH pH
inicio
6h 1
24 h 2
2 dias 3
4 dias 4
8 dias 5
15 dias 6
22 dias 7
29 dias 8

YIv[¥s 1

[1d ]

erodoing ogrun ep [eYQ [eulof
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Um quadro para cada ingrediente ativo

Cronologia

Substitui¢do
da dgua

Resultados analiticos

Provetes sem tratamento

Provetes com tratamento

Data

Concentracdo
do ingrediente
ativo na dgua

mg/l

Quantidade
emitida
mg/m?

Taxa de emis-
sdo

mg/m?/dia

Concentracdo do ingrediente

ativo na dgua

Quantidade emitida

Taxa de emissio

y Z

Média

Média

y Z

mg/l

mg/l | mg/l

mg|l

mg/m?

mg/m?

mg/m?

mg/m?

mg/m?/
[dia

6 h

24 h

2 dias

4 dias

8 dias

15 dias

22 dias

29 dias

Nota: Dado que os valores correspondentes aos provetes sem tratamento podem ter de ser utilizados para corrigir as emissdes das amostras tratadas, os resultados correspondentes aos
provetes sem tratamento devem ser indicados em primeiro lugar, sendo “valores corrigidos” todos os valores correspondentes as amostras com tratamento. Pode haver também uma

corregdo decorrente da andlise inicial da dgua.
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Apéndice 2

Definicdes

Produto quimico: Substincia ou mistura.

Produto quimico em estudo: Qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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C.46. BIDACUMULACAO EM OLIGOQUETAS BENTONICOS SEDIMENTARES
INTRODUCAO

1. Este método de ensaio ¢ equivalente ao Test Guideline TG 315 (2008) da OCDE. Os animais endobentdnicos
que ingerem sedimentos podem ser expostos a substincias ligadas aos sedimentos (1). Entre esses animais que
ingerem sedimentos, os oligoquetas aqudticos desempenham um papel importante na base dos sistemas
aqudticos. Vivem nos sedimentos e representam, frequentemente, as espécies mais abundantes, sobretudo nos
habitats com condicdes ambientais adversas para outros animais. Através da bioturbacdo dos sedimentos e ao
servirem de presa, estes animais podem influenciar fortemente a biodisponibilidade das referidas substancias
para outros organismos, por exemplo os peixes bentivoros. Ao contrario dos organismos epibenténicos, os
oligoquetas aqudticos endobenténicos enterram-se nos sedimentos e ingerem particulas dos sedimentos abaixo
da superficie destes. Estes organismos estdo, portanto, expostos as ditas substancias através de vérias vias de
absorgdo, como o contacto direto, a ingestdo de particulas de sedimentos contaminadas, a dgua dos poros e a
dgua sobrenadante. No apéndice 6 referem-se algumas espécies de oligoquetas bentonicos atualmente utilizadas
em ensaios ecotoxicoldgicos.

2. Entre os pardmetros que caracterizam a bioacumulagio de uma substancia contam-se, em primeiro lugar, o
fator de bioacumulagio (FBA), a constante de velocidade de absor¢do dos sedimentos (k) e a constante de
velocidade de eliminagdo (k). O apéndice 1 define em pormenor estes pardmetros.

3. E necessirio um método de ensaio especifico do compartimento ambiental em causa para avaliar em termos
gerais o potencial de bioacumulagio das substincias e para investigar a bioacumulagio das substancias que
tenham tendéncia a distribuir-se pelos sedimentos (1)(2)(3)(4).

4. Este método de ensaio destina-se a avaliar a bioacumulagio de substancias associadas aos sedimentos em
vermes oligoquetas endobentdnicos. Enriquecem-se os sedimentos na substincia em estudo. A utilizagdo de
sedimentos enriquecidos pretende simular sedimentos contaminados.

5. O método baseia-se em métodos existentes de ensaio da toxicidade e da bioacumulagio em sedimentos (1)(4)
(5)(6)(7)(8)(9). Outros documentos tteis sio os debates e as conclusdes de um grupo de trabalho internacional
(11) e os resultados de um estudo interlaboratorial comparativo internacional (12).

6. O ensaio é aplicdvel a substancias organicas neutras estdveis com tendéncia a associarem-se aos sedimentos. O
método pode igualmente servir para medir a bioacumulagio de compostos organometélicos estaveis associados
aos sedimentos (12). Ndo é aplicivel a metais nem a outros elementos vestigiais (11) sem adaptacdes do
protocolo de ensaio no tocante a volumes de substrato e de dgua e, possivelmente, & quantidade das amostras
de tecidos.

PRE-REQUISITOS E INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ESTUDO

7. Sdo ainda em pequeno ndimero as relagdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR) bem assentes relativamente
a processos de bioacumulagio (14). A relagdo mais amplamente utilizada € a correlagdo entre a bioacumula¢do
e bioconcentragdo de substincias organicas estdveis, por um lado, e a lipofilia das mesmas (expressa pelo
logaritmo do coeficiente de particdo octanol-dgua, log K_ ; ver a defini¢do deste no apéndice 1), por outro, que
foi desenvolvida para descrever a reparticio de substancias entre a dgua e os peixes. Esta relagio também
permitiu estabelecer correlagdes para o compartimento dos sedimentos (15)(16)(17)(18). A correlagdo log K-
-log FBC, importante relagio quantitativa estrutura-atividade, pode ser 1til para uma primeira estimativa,
preliminar, do potencial de bioacumulacio de substancias associadas aos sedimentos. Porém, o fator de bioacu-
mulagdo pode ser influenciado pelo teor de lipidos do organismo sujeito ao ensaio e pelo teor de carbono
organico dos sedimentos. Também pode, portanto, utilizar-se o coeficiente de parti¢do carbono organico-dgua
(K.,) como fator indicativo determinante da bioacumulacio de substincias organicas associadas aos sedimentos.

8.  Este ensaio aplica-se a:

— substncias organicas estdveis com valores de log K, compreendidos entre 3,0 e 6,0 (5)(19) e substincias
superlipdfilas com log K, superior a 6,0 (5);

— substéncias pertencentes a classes de substincias orgdnicas conhecidas pelo seu potencial de bioacumulagio
em organismos vivos, por exemplo substincias tensioativas ou fortemente adsorventes (por exemplo com
K, elevado).
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9. Antes de iniciar o estudo, é necessdrio dispor de determinadas informagdes sobre a substincia em estudo,
nomeadamente ao nivel de precaugdes de seguranga, de condi¢des adequadas de conservagdo e de estabilidade,
bem como dos métodos analiticos necessarios. As referéncias (20) e (21) contém orientacdes sobre o ensaio de
substancias cujas propriedades fisico-quimicas dificultam o ensaio das mesmas. Antes de proceder a um ensaio
de bioacumulagio com oligoquetas aqudticos, é necessdrio dispor das seguintes informagdes sobre a substancia
em estudo:

— denominagdo comum, denomina¢do quimica (de preferéncia a denominagdo IUPAC), férmula estrutural,
nimero de registo CAS, grau de pureza;

— hidrossolubilidade [método de ensaio A.6 (22)];

— coeficiente de parti¢do octanol-dgua, K , [métodos de ensaio A.8 e A.24 (22)];
— coeficiente de parti¢do sedimentos-dgua, expresso por K; ou K, [método de ensaio C.19 (22)];
— hidrdlise [método de ensaio C.7 (22)];

— fototransformacio na dgua (23);

— pressdo de vapor [método de ensaio A.4 (22)];

— biodegradabilidade facil [métodos de ensaio C.4 e C.29 (22)];

— tensdo superficial [método de ensaio A.5 (22)];

— concentra¢do micelar critica (24).

Quando disponiveis, tém também importancia as seguintes informagdes:

— biodegradacio no meio aqudtico [métodos de ensaio C.24 e C.25 (22)];

— constante de Henry.

10. A marcagdo radioativa das substincias em estudo pode facilitar a andlise das amostras de dgua e de sedimentos
e das amostras bioldgicas, podendo recorrer-se a esta via para determinar se é ou nio necessério identificar e
quantificar produtos de degradacio. O método aqui descrito foi validado num estudo interlaboratorial
comparativo internacional (12) aplicdvel a substdncias marcadas com!*C. Caso se determinem os residuos
radioativos totais, o fator de bioacumulagdo baseia-se na substancia parental e nos produtos de degradagio
considerados. E igualmente possivel combinar um estudo metabdlico com um estudo de bioacumulagio,
procedendo para o efeito a andlise, e a determinagdo quantitativa da percentagem, da substancia parental e dos
produtos de degradagdo desta em amostras colhidas no final da fase de absorgdo ou coincidentes com o nivel
méximo de bioacumulagdo. Em qualquer dos casos, recomenda-se que o cdlculo do fator de bioacumulagio se
baseie na concentra¢do da substancia parental nos organismos e ndo apenas nos residuos radioativos totais.

11. Além das propriedades da substancia em estudo, outra informagdo necessdria ¢ a toxicidade para a espécie de
oligoquetas a utilizar no ensaio, como uma concentragio letal mediana (CL,;) correspondente ao periodo da
fase de absorcdo, para que as concentracdes de exposicio escolhidas sejam muito inferiores aos niveis toxicos.
Se possivel, deve ser dada preferéncia a valores de toxicidade derivados de estudos de longa duracio de
pardmetros subletais (CE). Caso ndo se disponha desses dados, um ensaio de toxicidade aguda em condigdes
idénticas as do ensaio de bioacumulagio ou dados toxicoldgicos relativos a espécies alternativas podem
fornecer informacgdes tteis.

12. Deve dispor-se de um método de andlise adequado, cujas exatiddo, precisdo e sensibilidade sejam conhecidas,
para determinar quantitativamente a substincia nas solugdes de ensaio, nos sedimentos e nas matérias
bioldgicas e devem conhecer-se os pormenores da preparacio e da conservacio das amostras. Deve dispor-se
também das correspondentes fichas de dados de seguranca. E necessdrio conhecer igualmente os limites de
detecdo analitica da substincia em estudo na dgua, nos sedimentos e nos tecidos dos vermes. Se for utilizado
no ensaio uma substincia com marcagdo radioativa, devem ser também conhecidas a radioatividade especifica
(em Bq.mol"), a localizagdo do dtomo marcador e a percentagem de radioatividade associada a impurezas. Para
que possam detetar-se no ensaio concentragdes o mais baixas possivel, a radioatividade especifica da substancia
em estudo deve ser o mais elevada possivel (11).

13. Deve dispor-se ainda de informagdes sobre as caracteristicas dos sedimentos que serdo utilizados [por exemplo
a origem dos sedimentos ou dos componentes destes, o pH e a concentragdo de amoniaco da dgua dos poros
(sedimentos naturais), o teor de carbono organico total, a distribui¢do granulométrica das particulas
(percentagem de areias, de limos e de argilas) e a percentagem de residuo seco] (6).
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PRINCIPIO DO METODO

14. O ensaio compreende duas fases: a fase de absorcdo (exposi¢do) e a fase de eliminagdo (apds a exposicdo).
Durante a primeira, expdem-se os vermes a sedimentos enriquecidos na substincia em estudo, imersos em
dgua reconstituida e convenientemente equilibrados (11). Ensaiam-se grupos de vermes de controlo em
condi¢des idénticas, mas sem a substincia em estudo.

15. Para a fase de eliminacdo, transferem-se os vermes para um sistema sedimentos-dgua isento da substincia em
estudo. A fase de eliminagdo ¢ necessdria para obter informagdes sobre a velocidade a qual a substancia é
excretada pelos organismos sujeitos ao ensaio (19)(25). A menos que a absorgdo da substincia em estudo
durante a fase de exposicdo seja insignificante (isto é, caso ndo se verifique nenhuma diferenca com signifi-
cancia estatistica entre a concentracdo da substincia em estudo nos vermos sujeitos ao ensaio e nos vermes de
controlo), é sempre necessaria uma fase de eliminacdo. Se, durante a fase de absorgdo, ndo tiver sido atingido
um estado estaciondrio, a determinagdo dos pardmetros cinéticos — fator de bioacumulagdo cinético (FBA,),
constante de velocidade de absorcdo e constante de velocidade de eliminacio — pode basear-se nos resultados
da fase de eliminagdo. Monitorizam-se as variacdes de concentra¢do da substincia em estudo nos vermes ao
longo de ambas as fases do ensaio.

16. Durante a fase de absorgdo, efetuam-se medigdes até o fator de bioacumulacio atingir um patamar ou um
estado estaciondrio. Salvo indicagdo em contrdrio, a duragdo da fase de absorcdo é de 28 dias. A pratica
revelou que, no caso de vérias substincias orgénicas neutras estaveis, uma fase de absorcdo de 12 a 14 dias é
suficiente para atingir o estado estacionario (6)(8)(9).

17. Porém, mesmo que ndo se atinja o estado estaciondrio em 28 dias, di-se inicio a fase de eliminacio
transferindo os oligoquetas expostos para recipientes nos quais foi introduzido o mesmo meio, mas sem a
substancia em estudo. Dé-se a fase de eliminacdo por terminada quando se atingir um nivel de concentragio
correspondente a 10 % da concentracio medida nos vermes no dia 28 da fase de absor¢do, ou apds
transcorrido um periodo maximo de 10 dias. O nivel de residuos nos vermes no final da fase de eliminagio
constitui um pardmetro adicional a inscrever no relatério, por exemplo como “residuos nio-eliminados”.
Preferencialmente, calcula-se o fator de bioacumulagio como a razdo entre a concentragio nos vermes (C) e
nos sedimentos (C) em estado estaciondrio aparente (FBA;;) e, admitindo uma cinética de primeira ordem,
também como a razdo FBA, (fator de bioacumulagdo cinético) entre a constante de velocidade de absorgdo a
partir dos sedimentos (k) e a constante de velocidade de eliminacdo (k). Caso ndo se atinja um estado
estaciondrio em 28 dias, calcula-se FBA, a partir da constante de velocidade de absorgio e da constante de
velocidade de eliminacdo. Ver o detalhe dos cilculos no apéndice 2. Caso a cinética ndo seja de primeira
ordem, serd necessrio recorrer a modelos mais complexos (ver o apéndice 2 e a referéncia 25).

18. Caso ndo se atinja um estado estaciondrio em 28 dias, pode eventualmente prolongar-se a fase de absorcio,
efetuando medigdes suplementares a grupos de vermes expostos (se ainda os houver) até se atingir o estado
estaciondrio. Paralelamente, dd-se, no entanto, inicio a fase de eliminagdo no dia 28 da fase de absorgio.

19. A constante de velocidade de absorgdo, a constante (ou constantes, se forem utilizados modelos mais
complexos) de velocidade de eliminago, o fator de bioacumulagdo cinético FBA)) e, se possivel, os limites de
confianga de cada um destes pardmetros sdo calculados a partir das equacdes dos correspondentes modelos
informdticos (ver os modelos no apéndice 2). A adequacio de um modelo pode ser determinada a partir do
coeficiente de correlagio ou do coeficiente de determinacdo (coeficientes préximos de 1 indicam boa
adequacio).

20. Para reduzir a variabilidade dos resultados do ensaio no caso das substincias organicas muito lipofilicas,
exprimem-se ainda os fatores de bioacumulagio em relagio ao teor de lipidos dos organismos sujeitos ao
ensaio e ao teor de carbono orgénico total dos sedimentos (fator de acumulagdo biota-sedimentos, FABS, em
kg de carbono organico total nos sedimentos por kg de lipidos nos vermes). Esta abordagem baseia-se em
correlagdes tedricas e resultados experimentais para o compartimento aquitico, no qual — para algumas
classes quimicas — existe uma relagdo clara entre o potencial de bioacumulagio da substancia e a sua lipofilia,
bem estabelecida utilizando peixes como organismos-modelo (14)(25)(27). Existe igualmente uma relagdo entre
o teor de lipidos dos peixes sujeitos aos ensaios e a bioacumulagio das substincias em causa. Detetaram-se
correlagdes similares para organismos benténicos (15)(16)(17)(18). Caso se disponha de tecido suficiente, pode
determinar-se o teor de lipidos dos vermes sujeitos ao ensaio na mesma matéria bioldgica utilizada para
determinar a concentragio da substincia em estudo. Porém, para medir o teor de lipidos, ¢ mais pratico utilizar
animais de controlo aclimatados, pelo menos no inicio ou, de preferéncia, no final da fase de absorcdo, teores
esses que depois podem ser utilizados para normalizar os valores de FBA.
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VALIDADE DO ENSAIO

21. Para que um ensaio possa considerar-se vélido, tém de ser cumpridas as seguintes condi¢des:

— Mortalidade acumulada de vermes (vermes de controlo e vermes expostos) até ao final do ensaio ndo
superior a 20 % dos efetivos iniciais de vermes;

— Enterramento comprovado dos vermes nos sedimentos, para garantir a exposicio mdxima. Para mais
informagdes, ver o ponto 28.

DESCRICAO DO METODO
Espécies ensaiadas

22. O ensaio pode realizar-se com vdrias espécies de oligoquetas aqudticos. Indicam-se no apéndice 6 as espécies
mais frequentemente utilizadas.

23. Devem ser realizados ensaios de toxicidade (96 h apenas em dgua) a intervalos regulares (por exemplo todos os
meses) com uma substincia téxica de referéncia, como o cloreto de potissio (KCl) ou o sulfato de cobre
(CuSO,) (1), para comprovar o estado sanitdrio dos animais sujeitos ao ensaio (1)(6). Caso ndo se realizem
ensaios de toxicidade com substincias toxicas de referéncia a intervalos regulares, serd necessdrio verificar o
lote de organismos destinados ao ensaio de bioacumulagio em sedimentos recorrendo a uma substancia tdxica
de referéncia. A determinagio do teor de lipidos também pode fornecer informagdes tteis sobre o estado dos
animais.

Cultura dos organismos a ensaiar

24. A fim de se dispor de um ntimero suficiente de vermes para a realizacdo dos ensaios de bioacumulagdo, pode
ser necessario manter no laboratério uma cultura permanente da espécie em causa. Resumem-se no apéndice 6
alguns métodos de cultura em laboratério das espécies escolhidas para os ensaios. Ver mais pormenores nas
referéncias (8)(9)(10)(18)(28)(29)(30)(31)(32).

Material e aparelhagem

25. Nio deve utilizar-se, em nenhuma parte do equipamento, nenhuma matéria suscetivel de dissolver ou de
absorver a substancia em estudo ou de libertar outras substincias ou que tenha efeitos adversos nos animais
sujeitos ao ensaio. Podem ser utilizadas cidmaras normalizadas retangulares ou cilindricas, de matérias
quimicamente inertes e com capacidade adequada a carga, isto é, com capacidade adequada ao ndmero de
vermes sujeitos ao ensaio. E de evitar a utilizagio de tubos de pléstico flexiveis para administrar 4gua ou ar. As
partes que entram em contacto com os meios de ensaio devem ser de politetrafluoroetileno, aco inoxidavel e/
Jou vidro. No caso de substancias com coeficiente de adsor¢do elevado, como os piretroides sintéticos, pode ser
necessario utilizar vidro silanizado. Nessas situagdes, descarta-se o equipamento utilizado (5). No caso do
estudo de substincias com marcacio radioativa e de substancias voldteis, é necessirio evitar a evaporagio ¢ a
consequente perda dessas substincias. Devem ser utilizadas armadilhas (por exemplo garrafas de vidro para
lavagem de gases) que contenham absorventes capazes de reter os residuos que se evaporem das cdmaras de
ensaio (11).

’

Agua

26. A qualidade da dgua sobrenadante deve permitir a sobrevivéncia da espécie sujeita ao ensaio durante os
periodos de aclimatacdo e de ensaio, sem que os animais adquiram uma aparéncia anormal nem tenham
comportamentos anormais. Como dgua sobrenadante, recomenda-se a utilizagdo nos ensaios, bem como nas
culturas laboratoriais de vermes, de dgua reconstituida de acordo com o método C.1 (25). Demonstrou-se que
vérias espécies utilizadas nos ensaios podem sobreviver, crescer e reproduzir-se nesta dgua (8), que maximiza
igualmente a normalizacio das condicdes de cultura dos vermes e de realizagio dos ensaios. E necessirio
caracterizar a dgua pelo menos em termos de pH, condutividade e dureza. A pesquisa de micropoluentes na
dgua antes da utilizagdo pode fornecer informagdes tteis (apéndice 4).

27. A qualidade da dgua deve manter-se constante durante o ensaio. O pH da dgua sobrenadante deve manter-se
entre 6 ¢ 9. No inicio do ensaio, a dureza total deve estar compreendida entre 90 mg e 400 mg de CaCO, por
litro (7). O método C.1 (25) indica intervalos de pH e de dureza na referida dgua reconstituida. Caso se suspeite
de alguma interacdo entre os ides responsdveis pela dureza da dgua e a substdncia em estudo, deve utilizar-se
uma dgua menos dura. O apéndice 4 resume critérios adicionais de aceitagio de uma dgua de dilui¢do, de
acordo com o Test Guideline TG 210 da OCDE (34).
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Sedimentos

28. A qualidade dos sedimentos deve permitir a sobrevivéncia e, de preferéncia, a reproducio dos organismos
sujeitos ao ensaio durante os perfodos de aclimatagdo e de ensaio, sem que os animais adquiram uma aparéncia
anormal nem tenham comportamentos anormais. E necessdrio que os vermes se enterrem nos sedimentos. O
comportamento de enterramento pode influenciar a exposi¢do e, consequentemente, o fator de bioacumulagio.
Por conseguinte, se a turbidez da dgua sobrenadante o permitir, deve registar-se o comportamento dos
organismos sujeitos ao ensaio em termos de tendéncia de afastamento dos sedimentos ou de enterramento. Os
vermes de controlo e os vermes expostos devem enterrar-se nos sedimentos no prazo méximo de 24 h apds a
transferéncia para os recipientes de ensaio. Caso se observe que hd vermes que definitivamente ndo se enterram
nos sedimentos ou deles se afastam (por exemplo mais de 20 % nessas condicdes em mais de metade da fase
de absorcdo), esta constatagdo indicia que as condigdes de realizagdo do ensaio ndo sdo adequadas, que os
vermes ndo estido sauddveis ou que a concentragdo da substancia em estudo induz o comportamento
observado. Nesse caso, interrompe-se o ensaio e repete-se este em melhores condicdes. E possivel obter
informacdes adicionais sobre a ingestdo de sedimentos recorrendo aos métodos descritos nas referéncias (35) e
(36), que se reportam a ingestdo de sedimentos e a sele¢do de particulas pelos organismos sujeitos ao ensaio.
Caso seja observavel, deve registar-se e ter-se em conta na interpretagdo dos resultados do ensaio, no tocante as
vias de exposi¢do, pelo menos a presenga ou auséncia de excrementos a superficie dos sedimentos, a qual, a
ocorrer, é reveladora de que os vermes ingeriram sedimentos.

29. Uma vez que podem nio estar disponiveis durante todo o ano sedimentos naturais de qualidade adequada,
recomenda-se a utiliza¢do, nos ensaios e nas culturas laboratoriais de vermes, de sedimentos artificiais baseados
no solo artificial descrito no método de ensaio C.8 (40). Além disso, o ensaio pode ser influenciado pelos
organismos indigenas dos sedimentos naturais e pelos micropoluentes eventualmente presentes nestes. Vérias
espécies sobrevivem, crescem e reproduzem-se nos sedimentos artificiais, podendo ser utilizadas nos ensaios

(8).

30. E necessdrio caracterizar os sedimentos artificiais pelo menos em termos de origem dos componentes,
distribui¢do granulométrica (percentagem de areias, de limos e de argilas), de teor de carbono orgénico total, de
humidade e de pH. A medicdo do potencial redox ¢ facultativa. Contudo, também sedimentos naturais de
locais ndo-poluidos podem servir para o ensaio efou para a cultura (1). E necessdrio caracterizar os sedimentos
naturais pelo menos em termos de origem (local de recolha), pH e teor de amoniaco da dgua dos poros, teor
de carbono orgénico total, distribuicio granulométrica (percentagem de areias, de limos e de argilas) e
percentagem de humidade (6). Caso seja de prever a formacgio de amonifaco nos sedimentos naturais,
recomenda-se que, antes do enriquecimento destes com a substancia em estudo, os sedimentos sejam mantidos
durante sete dias em condigdes idénticas as do ensaio a realizar a seguir. Remove-se e descarta-se a dgua
sobrenadante depois deste periodo de condicionamento. A pesquisa de micropoluentes nos sedimentos ou nos
componentes destes antes da utilizacio pode fornecer informagdes tteis.

Preparacdo

31. As referéncias (1), (6) e (44) descrevem a manipulagdo de sedimentos naturais antes da utilizacio dos mesmos
em laboratdrio. Descreve-se no apéndice 5 a preparacdo de sedimentos artificiais.

Conservagio

32. A conservacio de sedimentos naturais em laboratério deve ser o mais curta possivel. A Agéncia de Protecio do
Ambiente dos E.U.A (6) recomenda um periodo de conserva¢gio maximo de 8 semanas, na obscuridade, a 4 °
C £ 2 °C. Ndo deve existir nenhum espago livre acima da superficie dos sedimentos nos recipientes de
conservagdo. No apéndice 5 estabelecem-se algumas recomendagdes para a conservagdo de sedimentos
artificiais.

Aplicagio da substincia em estudo

33. Enriquecem-se os sedimentos com a substincia em estudo. O enriquecimento consiste no revestimento de um
ou mais componentes dos sedimentos com a substincia em estudo. Por exemplo, pode embeber-se a areia
quartzitica (ou uma parte dela, por exemplo 10 g de areia em cada recipiente de ensaio) com uma solu¢do da
substancia em estudo num solvente adequado, que, em seguida, é lentamente evaporado até a secura. A fragio
revestida pode, entdo, ser misturada com os sedimentos humedecidos. Ao preparar os sedimentos, é necessario
ter em conta a quantidade de areia da mistura de areia e de substincia em estudo (ou seja, utiliza-se menos
areia na preparacio dos sedimentos) (6).
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34. No caso de sedimentos naturais, pode adicionar-se a substincia em estudo enriquecendo, pelo método descrito
para sedimentos artificiais, uma porgdo seca dos sedimentos, ou misturando a substincia em estudo com
sedimentos himidos, evaporando em seguida o agente solubilizante eventualmente utilizado. Sdo solventes
adequados para o enriquecimento de sedimentos hdmidos o etanol, o metanol, os éteres mono e dimetilico do
etilenoglicol, a dimetilformamida e o trietilenoglicol (5)(34). A toxicidade e a volatilidade do solvente e a
solubilidade da substincia em estudo no solvente escolhido sdo os critérios principais para a selecio de um
agente solubilizante adequado. A referéncia (41) [Environment Canada (1995)] contém mais orientacdes sobre
o processo de enriquecimento. Deve ter-se o cuidado de assegurar uma distribuicio completa e uniforme da
substdncia em estudo nos sedimentos aos quais é adicionada. Analisam-se subamostras replicadas dos
sedimentos enriquecidos para verificar as concentra¢des da substincia em estudo nos sedimentos e determinar
o grau de homogeneidade da distribui¢do da substancia nestes.

35. Uma vez preparados os sedimentos enriquecidos com a fase aquosa sobrenadante, é conveniente permitir a
reparticdo da substincia em estudo entre a fase aquosa e os sedimentos. A reparticio deve ocorrer, de
preferéncia, as condigdes de temperatura e arejamento utilizadas no ensaio. O tempo necessdrio para atingir o
equilibrio depende dos sedimentos e da substincia, podendo variar de algumas horas a vdrios dias e mesmo,
em casos raros, chegar a ser de 4 ou 5 semanas (28)(42). Neste ensaio, ndo se espera até se atingir o equilibrio,
mas recomenda-se um periodo de equilibracdo de 48 horas a 7 dias. Consoante a finalidade do estudo — por
exemplo caso se pretenda simular condi¢des ambientais —, pode dilatar-se o periodo de equilibragio ou de
envelhecimento dos sedimentos enriquecidos (11).

REALIZACAO DO ENSAIO

Ensaio preliminar

36. Poderd ser dtil efetuar um ensaio preliminar com o objetivo de otimizar as condi¢des do ensaio definitivo no
que respeita, nomeadamente, a selecio da concentragdo ou concentragdes da substancia em estudo e a duragio
das fases de absorcdo e de eliminagdo. Durante esse ensaio preliminar, observa-se e regista-se o comportamento
dos vermes, verificando se, por exemplo, os vermes se afastam dos sedimentos, reacio que pode dever-se a
substancia em estudo efou aos proprios sedimentos. O afastamento dos vermes dos sedimentos também pode
ser utilizado como pardmetro subletal num ensaio preliminar de estimativa da concentragdo ou concentra¢des
da substancia em estudo a utilizar no ensaio de bioacumulagio.

Condigdes de exposicio

Duragio da fase de absorcdo

37. Os organismos sujeitos a ensaio sdo expostos a substdncia em estudo durante a fase de absor¢do. Colhe-se a
primeira amostra entre 4 h e 24 horas apds o inicio desta fase. A fase de absor¢do deve prolongar-se por nio
mais de 28 dias (1)(6)(11), a menos que se demonstre que ja foi atingido o equilibrio. Atinge-se o estado
estaciondrio quando: i) a representacio grafica do fator de bioacumulagdo correspondente a cada periodo a que
se reporta uma colheita de amostras, em fun¢io do tempo, ¢é paralela ao eixo dos tempos; ii) trés andlises
sucessivas do FBA, em amostras colhidas a intervalos de, pelo menos, dois dias entre elas, ndo diferem mais de
20 % entre si; e iii) ndo ha diferengas com significancia estatistica entre os trés periodos a que se reportam as
colheitas de amostras (com base em comparagdes estatisticas, por exemplo anélise de varidncia e andlise de
regressdo). Caso ndo se atinja o estado estaciondrio em 28 dias, pode por-se termo a fase de absor¢io dando
inicio a fase de elimina¢do e pode calcular-se o fator de bioacumulagio FBA, a partir da constante de
velocidade de absorcio e da constante de velocidade de eliminagdo (ver igualmente os pontos 16 a 18).

Duragdo da fase de eliminacdo

38. Colhe-se a primeira amostra 4 h a 24 horas apds o inicio da fase de eliminagdo, pois os residuos presentes nos
tecidos podem variar rapidamente no periodo inicial. Recomenda-se que se ponha termo a fase de eliminagio
quando a concentragdo da substincia em estudo for inferior a 10 % da concentragio em estado estaciondrio ou
ap6s um perfodo maximo de 10 dias. O nivel de residuos nos vermes no final da fase de eliminagio constitui
um pardmetro secunddrio a inscrever no relatério. O referido periodo pode, porém, ser condicionado pelo
periodo em que a concentragdo da substancia em estudo nos vermes é superior ao limite de detegdo analitica.
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Organismos utilizados no ensaio
Niimero de vermes utilizado no ensaio

39. A massa de tecido correspondente ao niimero de vermes de cada amostra deve ser tal que a massa de
substincia em estudo por amostra no inicio da fase de absor¢do e no final da fase de eliminacdo seja significati-
vamente maior do que o limite de dete¢do da substancia em estudo na matéria bioldgica. Nesses estddios das
fases de absor¢do e de eliminagdo, em geral a concentragio nos animais sujeitos ao ensaio é relativamente
baixa (6)(8)(18). Dado que, em muitas espécies de oligoquetas aqudticos, o peso de um individuo é muito baixo
(5-10 mg de peso hiimido por individuo no caso da Lumbriculus variegatus e da Tubifex tubifex), podem reunir-se
os vermes de uma dada cdmara de ensaio replicada para as pesagens e a andlise da substincia em estudo. No
caso das espécies cujos individuos sejam mais pesados (por exemplo a Branchiura sowerbyi), podem utilizar-se
replicados com apenas um individuo, mas, nessa eventualidade, deve aumentar-se o ntimero de replicados para
cinco por ponto de colheita de amostras (11). Importa, porém, referir que a Branchiura sowerbyi ndo foi incluida
no estudo interlaboratorial comparativo (12), pelo que ndo se recomenda a utilizacdo preferencial desta espécie
no método.

40. Os vermes utilizados devem ter dimensdes semelhantes (ver no apéndice 6 o caso da Lumbriculus variegatus).
Devem provir da mesma origem e ser animais adultos ou crescidos da mesma classe etdria (ver o apéndice 6).
O peso e a idade do animal podem influenciar os valores dos fatores de bioacumulagio (por exemplo devido a
teores de lipidos diferentes efou a presenca de ovos), pelo que estes pardmetros devem ser registados com
exatiddo. Para determinar o peso médio himido e seco, pesa-se uma subamostra de vermes antes de iniciar o
ensaio.

41. No caso da Tubifex tubifex e da Lumbriculus variegatus, é de prever reproducdo durante o periodo de ensaio. Caso
ndo haja reproducio durante o ensaio de bioacumulagdo, regista-se esse facto, que deve ser tido em conta na
interpretagdo dos resultados do ensaio.

Taxa de carga

42. A fim de minimizar a reducio da concentragio da substincia em estudo nos sedimentos durante a fase de
absorgdo e para evitar que a concentragio de oxigénio dissolvido diminua, as razdes sedimentos/verme e dgua/
[verme devem ser elevadas. A taxa de carga escolhida também deve corresponder as densidades populacionais
da espécie em causa observadas na natureza (43). Por exemplo, no caso da Tubifex tubifex, recomenda-se uma
taxa de carga de 1-4 mg de tecido de vermes (peso hiimido) por grama de sedimentos himidos (8)(11). No
caso da Lumbriculus variegatus, as referéncias (1) e (6) recomendam uma taxa de carga <1 g de peso seco de
tecido de vermes por 50 g de carbono organico dos sedimentos.

43. Retiram-se da cultura os vermes a utilizar no ensaio por peneiracio dos sedimentos de cultura. Transferem-se
os animais (adultos ou animais crescidos sem sinais de fragmentacdo recente) para placas de vidro (por
exemplo placas de Petri) ja com dgua limpa. Se as condi¢des de realizagio do ensaio diferirem das condigdes de
cultura, deverd ser suficiente uma fase de aclimatacdo de 24 horas. Antes de pesar os vermes, é necessario
retirar deles o excesso de dgua. Para isso, os vermes podem ser colocados com cuidado sobre papel absorvente
previamente humedecido. Ndo se recomenda a secagem dos vermes com papel absorvente, pois isso poderia
po-los numa situagdo de tensdo ou lesiond-los. Brunson et al. (1998) recomendam a utilizagio de vermes nio-
-enxutos cuja massa represente aproximadamente 1,33 vezes a biomassa pretendida. Estes 33 % adicionais
correspondem a diferenca entre os vermes enxutos e nio-enxutos (28).

44. No inicio da fase de absor¢do (dia 0 do ensaio), retiram-se os organismos a ensaiar da camara de aclimatagio e
distribuem-se aleatoriamente por recipientes (por exemplo placas de Petri) que contenham dgua reconstituida,
transferindo dois vermes para cada recipiente de cada vez até cada um deles ter dez vermes. Em seguida,
transfere-se aleatoriamente cada um desses grupos de vermes para um de vdrios recipientes de ensaio,
utilizando, por exemplo, uma pinca de ago flexivel. Segue-se a incubagdo dos recipientes de ensaio nas
condigdes previstas.

Alimentacdo

45. Dado o baixo teor de nutrientes dos sedimentos artificiais, tem de ser incorporada nestes uma fonte alimentar.
Para ndo subestimar a exposi¢do dos organismos sujeitos ao ensaio, por exemplo fornecendo seletivamente
uma alimenta¢do ndo-contaminada, os alimentos necessarios a reproducio e ao crescimento desses organismos
devem ser adicionados aos sedimentos, de uma s vez, antes ou durante a aplicacio da substincia em estudo
(ver o apéndice 5).
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Proporcio entre sedimentos e dgua

46. Recomenda-se uma proporcio 1:4 entre os sedimentos e a dgua (45). Considera-se esta propor¢do adequada
para manter niveis apropriados de concentracio de oxigénio e evitar a acumulagio de amoniaco na dgua
sobrenadante. Deve manter-se a concentragio de oxigénio na dgua sobrenadante a 40 % ou mais da
concentragdo de saturagdo. Areja-se suavemente a dgua sobrenadante dos recipientes de ensaio (por exemplo 2
a 4 bolhas por segundo) com uma pipeta de Pasteur cuja ponta é colocada cerca de 2 cm acima da superficie
dos sedimentos, para minimizar a perturbagio destes.

Luz e temperatura

47. O fotoperiodo da cultura e do ensaio é de 16 horas (1)(6). Deve manter-se a intensidade luminosa na zona
onde decorre o ensaio a cerca de 500-1 000 lux. A temperatura deve ser de 20 °C + 2 °C ao longo de todo o
ensaio.

Concentracdes ensaiadas

48. Para determinar a cinética da absorgdo, utiliza-se uma das concentragdes ensaiadas (a mais baixa possivel), mas
pode utilizar-se também para o efeito uma segunda concentragio (mais elevada) — ver, por exemplo, (46).
Nessa eventualidade, analisam-se amostras colhidas em estado estaciondrio ou apds 28 dias, para confirmar o
fator de bioacumulagdo medido a concentracio mais baixa (11). A escolha dessa concentracio mais elevada
deve excluir a ocorréncia de efeitos indesejados (escolhendo, por exemplo, 1 % da concentracio com efeitos
crénicos, CE, mais baixa conhecida, obtida a partir de estudos pertinentes de toxicidade crénica). A
concentragdo ensaiada mais baixa deve estar significativamente acima do limite de detecio nos sedimentos e
nas amostras bioldgicas do método analitico utilizado. Se a concentragdo com efeitos da substancia em estudo
for préxima do limite de detegdo analitica, recomenda-se o estudo de uma substincia marcada radioativamente,
com elevada radioatividade especifica.

Replicados expostos e de controlo

49. O ntmero minimo de replicados expostos a utilizar para medigdes cinéticas ¢ de trés por ponto de colheita de
amostras (11) das fases de absorcio e de eliminacdo. Para datas adicionais de colheita de amostras com cardter
facultativo, por exemplo, devem ser utilizados replicados suplementares. Para a fase de eliminagdo, prepara-se o
ntimero conveniente de replicados com sedimentos ndo-enriquecidos e dgua sobrenadante, de modo que, no
final da fase de absorgdo, os vermes expostos possam ser transferidos dos recipientes de exposi¢do a isso
destinados para recipientes ndo-expostos. O nimero de replicados expostos deve ser suficiente para a fase de
absorcio e a fase de eliminagio.

50. Em alternativa, os vermes destinados a colheita de amostras durante a fase de eliminacio podem ser expostos
num recipiente grande que contenha sedimentos enriquecidos do mesmo lote utilizado para o estudo cinético
da fase de absorcdo. E necessdrio demonstrar que as condi¢des de realizacio do ensaio (designadamente a
espessura de sedimentos, a propor¢do sedimentos/dgua, a taxa de carga, a temperatura e a qualidade da dgua)
sdo compardveis as dos replicados destinados a fase de absor¢do. No final da fase de absorcdo, colhem-se
naquele recipiente, para andlise, amostras de dgua, de sedimentos e de vermes, retirando-se cuidadosamente e
transferindo um niimero suficiente de vermes crescidos, sem sinais de fragmentagdo recente, para os replicados
preparados para a fase de eliminacio (por exemplo dez organismos por recipiente replicado).

51. Caso apenas se utilize dgua como solvente, devem ser constituidos, pelo menos, 9 replicados de controlo
negativo (colhendo-se amostras em, pelo menos, 3 no inicio do ensaio, 3 no final da fase de absor¢do e¢ 3 no
final da fase de eliminagdo) para andlises bioldgicas e dos niveis de fundo. Se for utilizado um qualquer agente
solubilizante para a aplicagdo da substincia em estudo, é necessirio proceder a um controlo do solvente
(colheita de amostras em, pelo menos, 3 replicados no inicio da fase de absor¢do, 3 no final da fase de
absor¢do e 3 no final da fase de eliminacdo). Nesse caso, devem ser preparados, pelo menos, 4 replicados de
controlo negativo (sem solvente), para que neles sejam colhidas amostras no final da fase de absor¢do. A fim de
obter informagdes sobre a eventual influéncia do solvente nos organismos sujeitos ao ensaio, pode efetuar-se
uma comparagdo, em termos bioldgicos, entre estes tltimos replicados e o controlo do solvente. Para mais
pormenores, ver o apéndice 3.
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Frequéncia das determinacdes da qualidade da dgua

52. Durante a fase de absorcdo e a fase de eliminagdo, é necessdrio medir, pelo menos, os seguintes parametros de
qualidade da dgua na dgua sobrenadante:

Temperatura num recipiente correspondente a cada nivel de exposigdo por data de co-
lheita de amostras, num recipiente de controlo uma vez por semana, no ini-
cio e no final do periodo de absorg¢ido e no inicio e no final do periodo de
eliminacdo; pode igualmente registar-se a temperatura no meio circundante
(ar ambiente ou banho de dgua) ou num recipiente de ensaio representativo,
por exemplo de hora a hora ou continuamente;

Teor de oxigénio dissolvido num recipiente correspondente a cada nivel de exposi¢do e num recipiente
de controlo, por data de colheita de amostras, expresso em mg/l e em % do
valor da satura¢do com ar (VSA);

Fornecimento de ar a verificar pelo menos uma vez por dia (dias tteis) e a regular se necessério;

pH num recipiente correspondente a cada nivel de exposigdo por data de co-
lheita de amostras, num recipiente de controlo uma vez por semana, no ini-
cio e no final do periodo de absorg¢do e no inicio e no final do periodo de
eliminagio;

Dureza total da dgua pelo menos num recipiente exposto e num recipiente de controlo no inicio
e no final do periodo de absorgdo e no inicio e no final do periodo de elimi-
nagio, expressa em mg de CaCO, por litro;

Teor total de amonfaco pelo menos num recipiente exposto e num recipiente de controlo no inicio
e no final do periodo de absor¢do e no inicio e no final do periodo de elimi-
nagdo, expresso em mg de NH,*, NH, ou azoto amoniacal total por litro.

Colheita de amostras e andlise dos vermes, dos sedimentos e da dgua
Programa de colheita de amostras

53. O apéndice 3 contém exemplos de programacio da colheita de amostras para uma fase de absor¢do de 28 dias
e uma fase de eliminacio de 10 dias.

54, Antes da introducio dos vermes, durante a fase de absorcio e durante a fase de eliminacdo, colhem-se
amostras da dgua e dos sedimentos das cAmaras de ensaio para determinar a concentragdo da substincia em
estudo. Durante o ensaio, determinam-se as concentracdes da substincia em estudo nos vermes, nos
sedimentos e na dgua, para monitorizar a distribui¢do daquela pelos diversos compartimentos do sistema de
ensaio.

55. Colhem-se amostras dos vermes, dos sedimentos e da dgua pelo menos seis vezes durante a fase de absorgio e
pelo menos seis vezes durante a fase de eliminagéo.

56. Prossegue-se a colheita de amostras até se atingir um patamar (estado estaciondrio, ver o apéndice 1) ou
durante 28 dias. Se, depois de transcorridos 28 dias, o patamar ndo tiver sido atingido, did-se inicio a fase de
eliminacdo. No inicio desta fase, transferem-se os vermes a isso destinados para cAmaras replicadas ndo quais ja
se introduziram dgua e sedimentos ndo-expostos (ver também os pontos 17 e 18).

Colheita e preparacdo das amostras

57. Colhem-se amostras de 4dgua decantando, sifonando ou pipetando um volume de 4gua suficiente para
determinar quantitativamente a substancia em estudo na amostra.

58. Remove-se cuidadosamente, por decantagdo ou sifonagem, a restante dgua sobrenadante da cimara ou cAmaras
de ensaio. Colhem-se em seguida cuidadosamente amostras dos sedimentos, de modo a perturbar os vermes o
minimo possivel.

59. Retiram-se todos os vermes de cada replicado em causa no momento da colheita das amostras, por exemplo
pondo os sedimentos em suspensdo com a dgua sobrenadante, espalhando o contetido de cada replicado numa
tina pouco profunda e recolhendo os vermes com uma pinga de ago flexivel. Enxaguam-se rapidamente os
vermes com dgua numa tina pouco profunda de vidro ou de ago. Elimina-se o excesso de dgua. Transferem-se
os vermes cuidadosamente para um recipiente previamente tarado e determina-se o peso dos vermes. Matam-se
os vermes por congelagdo (por exemplo < -18 °C). Regista-se se estdo presentes casulos e/ou animais jovens e o
namero respetivo.
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60. Em geral, os vermes devem ser pesados e mortos imediatamente apds a colheita das amostras, sem fase de
purga intestinal, para obter fatores de bioacumulagdo prudentes, que incluam o conteddo contaminado do
intestino, e para evitar perdas de fluidos corporais durante uma eventual purga intestinal unicamente em dgua
(8). Ndo é de esperar que as substdncias com log K, superior a 5 sejam significativamente eliminadas durante
uma eventual purga intestinal unicamente em 4dgua; porém as perdas de substincias com log K, inferior a 4
podem ser aprecidveis (47).

61. Durante a fase de eliminagdo, os vermes purgam o intestino nos sedimentos limpos. Significa isto que as
medi¢des efetuadas imediatamente antes da fase de eliminagdo incluem sedimentos intestinais contaminados, ao
passo que, ap6s as 4 a 24 horas iniciais da fase de eliminagio, a maior parte do contetido intestinal
contaminado foi supostamente substituido por sedimentos limpos (11)(47). Pode entdo considerar-se que a
concentragdo nos vermes desta amostra é a concentragio nos tecidos apds purga intestinal. Para atender a
dilui¢do da concentragdo da substincia em estudo por sedimentos ndo-contaminados verificada durante a fase
de eliminagdo, pode estimar-se o peso do contetido intestinal a partir do quociente entre o peso himido de
vermes e o peso das cinzas dos vermes ou do quociente entre o peso seco de vermes e o peso das cinzas dos
vermes.

62. Se o objetivo de um determinado estudo for medir a biodisponibilidade e os residuos reais nos tecidos dos
organismos em causa, serd necessdrio pesar, pelo menos, uma subamostra dos animais expostos (proveniente,
por exemplo, de trés recipientes replicados suplementares), de preferéncia constituida em estado estaciondrio,
purgd-la em 4dgua limpa durante 6 horas (47) e pesd-la novamente antes das andlises. Em seguida, os dados de
peso de vermes e de concentragdo corporal correspondentes a esta subamostra podem ser comparados com os
valores obtidos para vermes ndo-purgados. Para minimizar a tensdo dos animais, os vermes destinados a
medi¢do da eliminagdo ndo sdo purgados antes de serem transferidos para sedimentos limpos.

63. De preferéncia, analisam-se as amostras de dgua, de sedimentos e de vermes imediatamente ap6s a colheita (ou
seja, no prazo de 1 a 2 dias), a fim de evitar degradacdes ou outras perdas e de calcular as velocidades
aproximadas de absorcio e de elimina¢do no decurso do préprio ensaio. A andlise imediata também permite
identificar prontamente o inicio de um patamar.

64. Se ndo forem imediatamente analisadas, é necessdrio conservar as amostras em condi¢des adequadas. Para isso,
antes de iniciar o estudo, é importante obter informagdes sobre a estabilidade e as condi¢des adequadas de
conservacdo da substincia em causa (por exemplo duracdo e temperatura de conservagdo, processos de
extragdo etc.). Caso ndo se disponha dessas informagdes e se considere necessdrio obté-las, podem ser
estudados em paralelo tecidos enriquecidos de controlo, para determinar a estabilidade de conservagio.

Qualidade do método analitico

65. Uma vez que, na sua globalidade, o método de ensaio é essencialmente condicionado pela exatiddo, pela
precisio e pela sensibilidade do método analitico utilizado para determinar a substincia em estudo, ¢é
necessdrio verificar experimentalmente se a precisdo e a reprodutibilidade da andlise quimica, bem como a
recuperagdo da substincia em estudo a partir das amostras de dgua, de sedimentos e de vermes, se adequam ao
método em causa. Importa ainda confirmar que a substincia em estudo ndo é detetdvel nas camaras de
controlo em concentragdes superiores ao nivel de fundo. Se necessdrio, corrigem-se os valores de C,
(concentragdo na dgua), C, (concentragdo nos sedimentos) e C, (concentracdo nos vermes) em funcio das
recuperacdes e dos valores de fundo correspondentes aos recipientes de controlo. Manipulam-se as amostras
durante o ensaio de maneira a minimizar as contaminagdes e as perdas (resultantes, por exemplo, da adsor¢io
da substincia em estudo ao dispositivo de colheita de amostras).

66. Registam-se e indicam-se no relatdrio a recuperacio global da substincia em estudo e a recuperagdo da mesma
nos vermes, nos sedimentos, na dgua e em eventuais armadilhas com absorventes para retencdo da substancia
em estudo evaporada.

67. Uma vez que se recomenda a utilizacdo de substincias com marcacdo radioativa, pode analisar-se a radioati-
vidade total (substincia parental e produtos de degradagio desta). Todavia, se for vidvel do ponto de vista
analitico, a determinacdo quantitativa separada da substancia parental e dos produtos de degradacio em estado
estaciondrio ou no final da fase de absorcio pode fornecer informagdes importantes. Caso se pretenda realizar
essas medigOes, serd necessdrio submeter as amostras a processos de extragdo adequados, para que possa
determinar-se quantitativamente a substancia parental por si s6. Recomenda-se que se proceda a identificagdo
de cada produto de degradagdo que represente uma percentagem significativa (por exemplo > 10 %) da radioati-
vidade medida nos organismos sujeitos ao ensaio, em estado estaciondrio ou no final da fase de absorcio (5).
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68. Dado que a biomassa de cada individuo é pequena, é frequente ndo ser possivel determinar a concentragio da
substancia em estudo em cada verme, a menos que se utilize no ensaio a espécie Branchiura sowerbyi (40-50 mg
de peso liquido por verme) (11). Nesses casos, ¢é aceitdvel que se retinam os espécimes que integram a amostra
colhida em cada recipiente de ensaio, separadamente para cada recipiente, mas este procedimento restringe os
métodos estatisticos aplicdveis aos dados correspondentes. Se um determinado método estatistico e um
determinado poder estatistico forem importantes, o ensaio terd de incidir num niimero de animais efou de
camaras de ensaio replicadas compativel com a reunido de espécimes e com o método e poder estatisticos
pretendidos.

69. Recomenda-se que o fator de bioacumulagio seja expresso em fungdo do peso hiimido total, do peso seco total
e, quando necessdrio (por exemplo no caso de substincias muito lipdfilas), também em funcdo do teor de
lipidos e do teor de carbono organico total dos sedimentos. Na determinagdo do teor de lipidos devem ser
utilizados métodos adequados (48)(49). Como método-padrio, pode recomendar-se a extragdio com
cloroférmio/metanol (48)(50). No entanto, para evitar os solventes clorados, pode utilizar-se a versdo
modificada do método de Bligh e Dyer (50) descrita na referéncia (51), que foi objeto de um estudo interlabora-
torial comparativo. Como os varios métodos ndo conduzem a resultados idénticos (48), importa explicar o
método utilizado. Sempre que possivel, isto é, quando se dispde de tecido de vermes suficiente, determina-se o
teor de lipidos na amostra ou extrato utilizado para a andlise da substincia em estudo, porquanto os lipidos
tém frequentemente de ser removidos do extrato antes de este poder ser analisado cromatograficamente (5).
Porém, para medir o teor de lipidos, é pratico utilizar animais de controlo aclimatados, pelo menos no inicio
ou, de preferéncia, no final da fase de absorcdo, por exemplo em trés amostras.

DADOS E RELATORIOS
Tratamento dos resultados
70. Obtém-se a curva de absor¢do da substincia em estudo exprimindo em fun¢do do tempo, numa escala

aritmética, a concentragdo da substincia nos vermes durante a fase de absor¢do. Se a curva tiver atingido um
patamar, calcula-se do seguinte modo o fator de bioacumulagdo em estado estaciondrio (FBA):

C, em estado estaciondrio ou no dia 28 (média)

C, em estado estaciondrio ou no dia 28 (média)

71. Determina-se o fator de bioacumulagdo cinético (FBA,) como o quociente k k. Normalmente, determina-se a
constante de velocidade de eliminagdo (k) a partir da curva de eliminagdo (ou seja, da linha que representa a
concentragdo da substancia em estudo nos vermes durante a fase de elimina¢io). Em seguida, calcula-se a
constante de velocidade de absorgdo, k,, a partir da cinética da curva de absorcdo. Para obter o fator FBA, e as
constantes de velocidade k; e k,, é preferivel recorrer a métodos informdticos de estimativa de pardmetros ndo-
-linear (ver o apéndice 2). Se, manifestamente, a curva de eliminacio ndo obedecer a uma cinética de primeira
ordem, devem ser utilizados modelos mais complexos (25)(27)(52).

72. Determina-se o fator de acumulagio biota-sedimentos (FABS) por normaliza¢do do FBA, em fungio do teor de
lipidos dos vermes e do teor de carbono orgénico total dos sedimentos.

Interpretagio dos resultados

73. Sempre que os valores determinados para as concentra¢des de ensaio sejam préximos do limite de detegdo do
método analitico utilizado, os resultados devem ser interpretados com precaugio.

74. A obtencdo de curvas de absorgdo e de eliminacdo bem definidas constitui um indicador de boa qualidade dos
dados de bioacumulagdo. Em geral, em estudos bem concebidos, os limites de confianga dos valores do FBA
nio excedem 25 % (5).

Relatério do ensaio

75. Elementos a constar do relatério do ensaio:
Substancia em estudo
— estado fisico e propriedades fisico-quimicas, por exemplo log K_, e hidrossolubilidade;

— dados de identificagdo quimica; proveniéncia da substancia em estudo, identidade e concentragio dos
solventes eventualmente utilizados;

— em caso de marcacdo radioativa, localizacio exata dos dtomos marcadores, radioatividade especifica e
percentagem de radioatividade associada a impurezas.
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Espécies ensaiadas

— denominagdo cientifica, estirpe, origem, pré-tratamentos eventuais, aclimatagdo, idade, gama de dimensdes
etc.

Condigdes de realizacdo do ensaio
— tipo de ensaio (estatico, semiestatico ou de fluxo continuo);
— tipo e caracteristicas da iluminacio utilizada e fotoperiodo(s);

— protocolo do ensaio [por exemplo niimero, matéria e dimensdo das cdmaras de ensaio, volume de dgua,
massa e volume de sedimentos, taxa de renovagdo da dgua (ensaios de fluxo continuo ou semiestitico),
eventual arejamento antes do ensaio e durante o ensaio, niimero de replicados, niimero de vermes por
replicado, ntimero de concentracdes ensaiadas, duracio da fase de absor¢do e da fase de eliminagio,
frequéncia de colheita de amostras];

— método de preparacdo e de aplicagdo da substincia em estudo e razdes da escolha desse método;
— concentra¢des nominais ensaiadas;

— origem dos componentes da dgua e dos sedimentos artificiais ou — caso se utilizem meios naturais —
origem da dgua e dos sedimentos, descricio dos eventuais tratamentos prévios, resultados de eventuais
demonstragdes da capacidade dos animais sujeitos ao ensaio de viverem efou de se reproduzirem nos meios
utilizados, caracteristicas dos sedimentos [pH e teor de amoniaco da dgua dos poros (no caso dos
sedimentos naturais), teor de carbono organico total, distribuicio granulométrica (percentagem de areias, de
limos e de argilas), percentagem de humidade e outras medi¢des efetuadas] e caracteristicas da dgua [pH,
dureza, condutividade, temperatura, concentragdo de oxigénio dissolvido, teores de cloro residual (se for
medido) e outras medi¢des efetuadas];

— peso seco nominal e medido, em percentagem do peso himido (ou razdo peso seco/peso hiimido), dos
sedimentos artificiais; peso seco medido, em percentagem do peso himido (ou razdo peso seco/peso
hdamido), dos sedimentos naturais;

— qualidade da dgua nas cdmaras de ensaio, caracterizada pela temperatura, pelo pH, pelo teor de aménio,
pela dureza total e pela concentragio de oxigénio dissolvido;

— informagdes pormenorizadas sobre o tratamento das amostras de dgua, de sedimentos e de vermes,
nomeadamente elementos sobre a preparagdo, a conservacdo, o enriquecimento com a substincia em
estudo, a extracdo e as andlises (incluindo a precisdo destas) da substancia em estudo e do teor de lipidos,
bem como as recuperagdes da substincia em estudo.

Resultados

— mortalidade dos vermes de controlo e dos vermes de cada cdmara de ensaio e eventuais efeitos subletais
observados, incluindo comportamentos anormais (por exemplo afastamento dos vermes relativamente aos
sedimentos, presenga ou auséncia de excrementos, auséncia de reproducio);

— peso seco medido, em percentagem do peso hiimido (ou razdo peso seco/peso hiimido), dos sedimentos e
dos organismos sujeitos ao ensaio (ttil para a normaliza¢io);

— teor de lipidos dos vermes;

— curvas que evidenciem a cinética da absor¢do e da eliminagdo da substincia em estudo nos vermes e tempo
decorrido até ao estado estacionario;

— C, C, e C, (com o desvio-padrio e o intervalo de variacdo, se for caso disso) para todos os momentos de
colheita de amostras (C, expressa em g/kg de peso hiimido e peso seco de todo o corpo, C, expressa em g/
kg de peso himido e peso seco de sedimentos e C, em mg/l). Se (por exemplo para comparagio dos
resultados de dois ou mais ensaios realizados em animais com teores de lipidos diferentes) for necessario
um fator de acumulagdo biota-sedimentos (FABS, ver a defini¢do no apéndice 1), C, deve igualmente ser
expressa em glkg de lipidos do organismo e C, em g/kg de carbono orgénico dos sedimentos;
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— FBA (expresso em kg de sedimentos hiimidos/kg de vermes himidos), constante de velocidade de absorcio
a partir dos sedimentos, k; (expressa em g de sedimentos hiimidos/kg de vermes himidos/dia) e constante
de velocidade de eliminacio, k, (expressa em dia''); adicionalmente, pode indicar-se no relatério o fator de
acumulagio biota-sedimentos (FABS, expresso em kg de carbono organico dos sedimentos/kg de lipidos dos
vermes);

— residuos ndo-eliminados no final da fase de eliminacio;

— caso tenham sido medidas: percentagens da substincia parental, dos produtos de degradagdo desta e dos
residuos ligados (ou seja, percentagem da substancia em estudo que ndo pode ser extraida por métodos de
extragdo correntes) detetadas nos animais sujeitos ao ensaio;

— métodos utilizados na andlise estatistica dos dados.
Avaliagdo dos resultados
— coeréncia dos resultados com os critérios de validade enumerados no ponto 21;

— resultados inesperados ou inabituais, por exemplo eliminagdo incompleta da substancia em estudo pelos
animais sujeitos ao ensaio; nesses casos, os resultados de estudos preliminares podem fornecer informagdes
Gteis.
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Apéndice 1

Definicdes e unidades

Sedimentos artificiais, formulados, reconstituidos ou sintéticos sdo uma mistura de matérias utilizadas para
simular os componentes de sedimentos naturais.

Bioacumulacio é o aumento que a concentracdo da substdncia em estudo sofre num organismo, relativamente a
concentragdo da substincia no meio circundante. A bioacumulagdo resulta dos processos de bioconcentracdo e de
bioamplificacdo (ver adiante).

O fator de bioacumulagio (FBA) em qualquer momento da fase de absor¢do deste ensaio de bioacumulagdo € o
quociente entre a concentragdo da substincia em estudo no organismo sujeito ao ensaio (C, — em g por kg de peso
hiimido ou seco) e a concentragdo da substancia no meio circundante (C, — em g por kg de peso himido ou seco
de sedimentos). Por razdes de coeréncia com as unidades de C, e de C, a unidade do fator de bioacumulagio é kg de
sedimentos por kg de verme (15).

Quando calculado diretamente pelo quociente entre a constante de velocidade de absorcdo a partir dos sedimentos e
a constante de velocidade de eliminagdo (respetivamente k. e k, — ver adiante), o fator de bioacumulacio é
designado por fator de bioacumulagio cinético (FBA,).

Bioconcentragio ¢ o aumento que a concentragio da substincia em estudo sofre num organismo, exclusivamente
por absorgdo através da superficie do corpo, relativamente a concentragio da substincia no meio circundante.

Bioamplificacdo é o aumento que a concentragio da substincia em estudo sofre num organismo, sobretudo em
consequéncia de absor¢do a partir de alimentos ou de presas contaminados, relativamente a concentragio da
substancia nesses alimentos ou presas. A bioamplificacdo pode conduzir a transferéncia ou a acumulagio da
substancia em estudo nas redes tréficas.

Fator de acumulacio biota-sedimentos (FABS) é o quociente entre a concentracio em estado estaciondrio da
substidncia em estudo no organismo sujeito ao ensaio, normalizada relativamente ao teor de lipidos, e a
concentra¢do em estado estaciondrio da substincia nos sedimentos, normalizada relativamente ao teor de carbono
orgdnico. Por conseguinte, C, é expressa em g por kg de lipidos do organismo e C, em g por kg de carbono
organico dos sedimentos.

O periodo de condicionamento serve para estabilizar a componente microbiana dos sedimentos e remover, por
exemplo, o amoniaco proveniente dos componentes dos sedimentos; antecede o enriquecimento dos sedimentos
com a substancia em estudo. Em geral, depois do condicionamento descarta-se a d4gua sobrenadante.

Eliminacio de uma substincia em estudo é a perda dessa substincia pelos tecidos do organismo sujeito ao ensaio,
mediante processos ativos ou passivos, perda essa que ocorre independentemente da presenca ou auséncia da
substancia no meio circundante.

Fase de eliminagio é o periodo, apds a transferéncia dos organismos sujeitos ao ensaio de um meio contaminado
para um meio isento da substincia em estudo, durante o qual é estudada a eliminagdo (ou perda liquida) da
substancia por esses organismos.

Constante de velocidade de eliminagio (k) é o valor numérico que define a taxa de reducio da concentracdo da
substincia em estudo no organismo sujeito ao ensaio, depois da transferéncia dos organismos de um meio que
contém a substancia em estudo para um meio dela isento; k, é expressa em d-!.

O periodo de equilibracio serve para possibilitar a reparti¢do da substincia em estudo pela fase sélida, pela dgua
dos poros e pela dgua sobrenadante; ocorre apds o enriquecimento dos sedimentos com a substincia em estudo e
antes da adicdo dos organismos sujeitos ao ensaio.

Coeficiente de parti¢io octanol-dgua (K, por vezes também representado por P ) é o quociente entre a
solubilidade da substincia em n-octanol e a hidrossolubilidade da mesma substincia, em condi¢des de equilibrio. O
logaritmo de K, (log K,,) € utilizado como indicador do potencial de bioacumulagio de substincias em organismos

aqudticos.

Coeficiente de parti¢io carbono orginico-dgua (K_) é o quociente entre a concentracdo da substincia na fracdo
de carbono orgénico dos sedimentos e a concentragio da substincia na dgua, em condi¢des de equilibrio.

Agua sobrenadante é a dgua a superficie dos sedimentos, no recipiente de ensaio.
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Patamar ou estado estaciondrio é o equilibrio atingido entre os processos de absor¢do e de eliminacdo que
ocorrem simultaneamente durante a fase de exposigdo. No grafico do FBA correspondente a cada periodo a que se
reporta uma colheita de amostras, em funcio do tempo, atinge-se o estado estaciondrio quando a curva se torna
uma linha paralela ao eixo do tempo e trés cdlculos sucessivos do FBA, em amostras colhidas a intervalos de, pelo
menos, dois dias entre elas, ndo diferem mais de 20 % entre si, sem que haja diferencas com significancia estatistica
entre os trés periodos a que se reportam as colheitas de amostras. No caso de substincias de absor¢do lenta, sdo
mais adequados intervalos de sete dias (5).

Agua dos poros ou dgua intersticial é a d4gua que ocupa o espaco entre as particulas de sedimentos ou de solo.

Constante de velocidade de absorcdo a partir dos sedimentos (k) é o valor numérico que define a taxa de
aumento da concentragdo da substincia em estudo no organismo sujeito ao ensaio, em resultado de absor¢io em
proveniéncia dos sedimentos; k, é expressa em g de sedimentos por kg de vermes por dia.

Sedimentos enriquecidos sio sedimentos aos quais foi adicionada a substancia em estudo.

Fator de bioacumulacio em estado estaciondrio (FBA_) é o fator de bioacumulacdo nesse estado; ndo sofre
varia¢do significativa ao longo de um periodo prolongado, durante o qual a concentracio da substancia em estudo
no meio circundante (C, — em g por kg de peso hiimido ou seco de sedimentos) se mantém constante.

Fase de absorcio ou de exposicdo ¢é o periodo durante o qual os organismos sujeitos ao ensaio estdo expostos a
substancia em estudo.
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Apéndice 2

Célculo dos parimetros de absorcdo e de eliminacgido

O principal pardmetro de um ensaio de bioacumulacio é o fator de bioacumulacio — FBA. Pode calcular-se o fator
de bioacumulagdo dividindo a concentracdo da substincia em estudo no organismo sujeito ao ensaio, C,, pela
concentracdo da substancia em estudo nos sedimentos, C, em estado estaciondrio. Caso ndo se atinja um estado
estaciondrio na fase de absorcdo, calcula-se o FBA da mesma maneira para o dia 28. Deve, porém, indicar-se se o
FBA se baseia ou ndo em concentragdes no estado estaciondrio.

A via preferida para a obtencio do fator de bioacumulagdo cinético (FBA,), da constante de velocidade de absorgdo a
partir dos sedimentos (k) e da constante de velocidade de eliminagdo (k) é o recurso a métodos informaticos de
estimativa de pardmetros ndo-linear. A partir de uma série temporal de fatores de acumulacio médios (valores
médios de C, correspondentes a cada data de colheita de amostras|valores médios de C, correspondentes a cada data
de colheita de amostras = FA) da fase de absorcdo, com base no peso himido dos vermes e dos sedimentos e na
equagdo de modelo

AF(t) = FBA x (1 — eke*Y) [equagdo 1]

em que AF(t) é a razdo entre a concentragdo da substincia em estudo nos vermes e a concentracdo da substancia em
estudo nos sedimentos no instante t da fase de absorc¢do, os programas informaéticos utilizados calculam valores de
FBA,, k. e k..

Se, durante a fase de absorcdo, for atingido o estado estaciondrio (ou seja, se t = o), a equacdo 1 pode simplificar-se
do seguinte modo:

FBAx = % [equacdo 2]

€

em que:
k, = constante de velocidade de absorcio dos tecidos [expressa em g de sedimentos por kg de vermes por dia];
k, = constante de velocidade de eliminagdo [dia].

Nestas condicdes, k [k, x C, é uma aproximagio da concentragdo da substincia em estudo nos tecidos dos vermes
em estado estacionario (C

a,cc)'

Calcula-se o fator de acumulacio biota-sedimentos (FABS) do seguinte modo:

fu

FABS = FBAg x
f lip

em que f é a fracdo de carbono organico dos sedimentos e f|

ip € @ fracdo de lipidos dos vermes, ambos com base
no peso seco ou no peso himido.

Dispondo de uma série temporal de valores de concentracdo, pode estabelecer-se um modelo da cinética de
eliminagdo utilizando as equacdes de modelo a seguir indicadas e recorrendo a um método informadtico de
estimativa de pardmetros nio-linear.

Salvo indicagdo em contrério, recomenda-se que o ponto de partida seja o valor médio do residuo corporal medido
no final da fase de absor¢do. Apenas deve utilizar-se o valor modelado/estimado a partir da fase de absorcio se, por
exemplo, o valor medido se desviar significativamente do residuo corporal previsto no modelo. Ver igualmente no
ponto 50 uma alternativa de exposicdo prévia dos vermes destinados a fase de eliminagdo. Nessa abordagem,
considera-se que as amostras desses vermes pré-expostos colhidas no dia 0 da fase de eliminagdo fornecem valores
realistas dos residuos corporais, para servirem de ponto de partida da cinética de eliminagdo.

Se o tragado gréfico dos dados em funcdo do tempo indicar um decréscimo exponencial constante da concentragdo
da substancia em estudo nos animais, pode utilizar-se um modelo monocompartimental (equagdo 4) para descrever
a eliminagdo ao longo do tempo.

C,(t) = Cois x €™ % [equagdo 3]
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Os processos de eliminagdo revelam-se por vezes bifdsicos, com rdpido decréscimo de C, no inicio da eliminagio e
perda mais lenta da substincia em estudo no final desta (8)(19)(25). Estas duas fases podem ser interpretadas
admitindo que hd dois compartimentos distintos no organismo, que eliminam a velocidades diferentes a substancia
em estudo. Nesses casos, deve consultar-se literatura especifica (15)(16)(17)(25).

Esta eliminagdo bicompartimental pode ser descrita, por exemplo, pela seguinte equagdo (25):
C,=Axe =4 Bxev [equacio 4]

em que A e B representam a dimens3o dos compartimentos (em percentagem do residuo total nos tecidos), sendo A
o compartimento que elimina rapidamente a substancia em estudo e B o compartimento que a elimina lentamente.
A soma de A e B corresponde a 100 % do volume total do compartimento animal em estado estaciondrio; k, e k,
representam as constantes de eliminagdo correspondentes [d']. Se o modelo bicompartimental se ajustar aos dados
de depuragdo, pode determinar-se a constante de velocidade de absorcdo, k, do seguinte modo (53)(54):

(A xk, +B x k,) x FBA

k, =
A+B

[equagdo 5]

Estas equacdes de modelo devem, porém, ser utilizadas com precaugdo, em especial se, durante o ensaio, ocorrerem
alteragdes da biodisponibilidade da substincia em estudo (42).

Em alternativa ao recurso as equacgdes de modelo supra, os pardmetros cinéticos (k, e k) também podem ser
calculados de uma s6 vez, aplicando o modelo de cinética de primeira ordem simultaneamente a todos os dados da
fase de absorgdo e da fase de eliminagdo. Para a descri¢gdo de um método que permite esse cdlculo combinado das
constantes de velocidade de absorcdo e de eliminagdo, consultem-se as referéncias (55), (56) e (57).

Calculam-se os residuos ndo-eliminados (RNE), como pardmetro secunddrio, multiplicando por 100 a razdo entre a
concentragdo média nos vermes (C)) no dia 10 da fase de eliminagdo e a concentragio média nos vermes (C,) em
estado estaciondrio (dia 28 da fase de absorgio):

C, no final da eliminacdo( media) x 100
C, em estado estaciondrio( media)

RNE, (%] =
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Apéndice 3

Exemplo de um programa de colheita de amostras num ensaio de bioacumulacio com a
duragio de 28 dias

a) Fase de absorcio (incluindo uma fase de equilibragio de 4 dias)

Dia Agoes
-6 Preparagio de uma suspensdo de turfa para os sedimentos; condicionamento da suspensio durante
48 h.
-4 Enriquecimento dos sedimentos ou de uma fragdo dos sedimentos; mistura dos componentes dos

sedimentos; colheita de amostras de sedimentos dos sedimentos expostos e dos sedimentos do
controlo do solvente para determinacdo da concentracdo da substincia em estudo; adi¢do da dgua
sobrenadante; incubagdo nas condi¢es de realizagdo do ensaio (fase de equilibragio).

-3/-2 Separacdo, da cultura, dos organismos destinados ao ensaio, para aclimatagio.

0 Medicdo da qualidade da dgua (ver o ponto 52); separagdo de replicados para colheita de amostras
de dgua e de sedimentos para determina¢do da concentracdo da substancia em estudo; distribuicdo
aleatéria dos vermes pelas cdmaras de ensaio; conservacdo de um niimero de subamostras de ver-
mes suficiente para a determinagio dos valores analiticos de fundo; verificagdo da alimentacio de
ar, caso se utilize um sistema de ensaio fechado.

1 Separacdo de replicados para colheita de amostras; verificacdo da alimentagdo de ar, do comporta-
mento dos vermes, da qualidade da dgua (ver o ponto 56); colheita de amostras de dgua, de sedi-
mentos e de vermes para determinagio da concentracdo da substancia em estudo.

2 Verificagdo da alimentacdo de ar, do comportamento dos vermes e da temperatura.

3 O mesmo que no dia 1.

4—6 O mesmo que no dia 2.

7 O mesmo que no dia 1; compensagdo da dgua evaporada, se necessario.

8§ —13 O mesmo que no dia 2.

14 O mesmo que no dia 1; compensa¢do da dgua evaporada, se necessario.

15— 20 O mesmo que no dia 2.

21 O mesmo que no dia 1; compensagdo da dgua evaporada, se necessario.

22 —27 O mesmo que no dia 2.

28 O mesmo que no dia 1; medicdo da qualidade da dgua (ver o ponto 52); termo da fase de absor-

¢do; conservagio de um ntimero de subamostras de vermes suficiente para a determinacdo dos va-
lores analiticos de fundo, do peso himido, do peso seco e do teor de lipidos; transferéncia dos ver-
mes dos replicados expostos restantes para os recipientes com sedimentos limpos destinados a fase
de eliminacdo (sem purga intestinal); colheita de amostras de dgua, de sedimentos e de vermes dos
recipientes de controlo do solvente; colheita de amostras das solu¢des de retencdo, se for caso
disso.

Na programagido das agdes anteriores a exposicdo (fase de estabelecimento do equilibrio) devem
ser tidas em conta as propriedades da substincia em estudo. Se necessério, condicionam-se durante
7 dias os sedimentos preparados, mantendo-os cobertos com uma camada de dgua sobrenadante a
20 °C £ 2 °C; nesse caso, ¢ necessdrio preparar previamente os sedimentos.

As acdes descritas para o dia 2 devem ser executadas diariamente (pelo menos nos dias dteis).
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b) Fase de eliminacio
Dia Agdes

-6 Preparagio de uma suspensdo de turfa para os sedimentos; condicionamento da suspensdo durante
48 h.

-4 Mistura dos componentes dos sedimentos; colheita de amostras de sedimentos dos sedimentos ex-
postos e dos sedimentos do controlo do solvente para determinacdo da concentracio da substancia
em estudo; adi¢do da dgua sobrenadante; incubacio nas condi¢des de realizagio do ensaio.

0 (dia 28 da Medi¢do da qualidade da dgua (ver o ponto 52); transferéncia dos vermes dos replicados expostos

fase de absor-
¢do)

restantes para recipientes com sedimentos limpos; apos 4 a 6 horas, separacio de replicados para
colheita de amostras de dgua, de sedimentos e de vermes para determinagio da concentragio da
substincia em estudo; distribui¢do aleatéria dos vermes pelas cdmaras de ensaio.

1 Separacdo de replicados para colheita de amostras; verificacdo da alimentagdo de ar, do comporta-
mento dos vermes, da qualidade da dgua (ver o ponto 52); colheita de amostras de dgua, de sedi-
mentos e de vermes para determinagio da concentracdo da substancia em estudo.

2 Verificagdo da alimentacdo de ar, do comportamento dos vermes e da temperatura.

3 O mesmo que no dia 1.

4 O mesmo que no dia 2.

5 O mesmo que no dia 1.

6 O mesmo que no dia 2.

7 O mesmo que no dia 1; compensagdo da dgua evaporada, se necessario.

8§—9 O mesmo que no dia 2.

10 O mesmo que no dia 1; termo da fase de eliminagio; medicdo da qualidade da dgua (ver o ponto

52); colheita de amostras de dgua, de sedimentos e de vermes dos recipientes de controlo do sol-
vente; colheita de amostras das solugdes de retencio, se for caso disso.

A preparagio dos sedimentos antes do inicio da fase de eliminagdo deve ser realizada do mesmo
modo que a preparagdo dos sedimentos antes do inicio da fase de absorcio.

As agdes descritas para o dia 2 devem ser executadas diariamente (pelo menos nos dias dteis).
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Apéndice 4

Algumas caracteristicas fisico-quimicas de uma dgua de diluigio aceitivel

COMPONENTE CONCENTRACAO
Particulas < 20 mg/l
Carbono organico total <2 pgfl
Amoniaco ndo-ionizado <1 pgfl

Cloro residual

<10 pgfl

Pesticidas organofosforados totais

Soma dos pesticidas organoclorados e dos bifenilos policlorados, totais

<50 ng/l

Cloro organico total

/
< 50 ng/l
/
/

< 25 ng/l

COMPOSICAO DA AGUA RECONSTITUIDA RECOMENDADA

a) Solugdo de cloreto de cilcio

Dissolvem-se em 4gua desionizada 11,76 g de CaCl,x2H,O; completa-se o volume até 1 litro com 4gua

desionizada.

b) Solugdo de sulfato de magnésio

Dissolvem-se em dgua desionizada 4,93 g de MgSO,x7H,O; completa-se o volume até 1 litro com 4gua

desionizada.

¢) Solucio de bicarbonato de s6dio

Dissolvem-se em dgua desionizada 2,59 g de NaHCO,; completa-se o volume até 1 litro com dgua desionizada.

d) Solugio de cloreto de potéssio

Dissolvem-se em dgua desionizada 0,23 g de KCl; completa-se o volume até 1 litro com dgua desionizada.

Os produtos quimicos devem ser todos de qualidade analitica.

A condutividade da dgua destilada ou desionizada ndo deve exceder 10 pScm-1.

Misturam-se 25 ml de cada uma das solucdes a) a d) e completa-se o volume até 1 litro com dgua desionizada. A

soma da concentracdo dos ides cdlcio e da concentracdo dos ides magnésio nesta solucio é de 2,5 mmol/l.

A relagdo entre os ides Ca e Mg ¢é de 4:1; entre os ides Na ¢ K, é de 10:1. A capacidade dcida K ,, desta solucdo é

de 0,8 mmol/L.

Areja-se a dgua de dilui¢do até esta ficar saturada de oxigénio; em seguida, conserva-se durante aproximadamente

dois dias, sem mais arejamento, até ser utilizada.

Para uma dgua de diluigdo ser aceitdvel, o seu pH tem de estar compreendido entre 6 e 9.
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Apéndice 5

Sedimentos artificiais — recomendacdes relativas a preparacio e a conservagio

Contrastando com o estabelecido no caso do método de ensaio C.8 (40), recomenda-se que o teor de turfa dos
sedimentos artificiais seja de 2 %, em vez de 10 %, do peso himido, de modo a corresponder ao que seria um teor
organico baixo a moderado no caso de sedimentos naturais (58)

Percentagens dos componentes secos de sedimentos artificiais:

Percentagem dos sedi-

Componente Caracteristicas
mentos secos

Turfa Turfa de Sphagnum com grau de decomposicio médio, seca 20,5
ao ar, sem restos visiveis de plantas, finamente moida (gra-
nulometria < 0,5 mm)

Areia quartzitica Granulometria: < 2 mm, mas >50 % das particulas de granu- 76
lometria na gama 50-200 pm

Argila caulinica Teor de caulinite > 30 % 221

Fonte alimentar Folia urticae, folhas de Urtica sp. (urtiga comum) finamente 04—05%
moidas (granulometria < 0,5 mm) ou mistura (1:1) de folhas
moidas de Urtica sp. com alfa-celulose; conformes com as
normas farmacéuticas para consumo humano; suplemento
aos sedimentos secos

Carbonato de cilcio CaCO, pulverizado quimicamente puro; suplemento aos se- 0,05 —1
dimentos secos

Agua desionizada Condutividade < 10 pS/cm; suplemento aos sedimentos se- 30 — 50
cos

Caso seja de esperar uma concentracio elevada de amoniaco, por exemplo se a substincia em estudo for reconheci-
damente inibidora da nitrificacdo, pode ser til substituir 50 % do pé de urtiga, rico em azoto, por celulose (por
exemplo a-celulose em pé quimicamente pura com granulometria < 0,5 mm).

Preparacdo

Seca-se a turfa ao ar e moi-se até se obter um p6 fino (granulometria < 0,5 mm, sem restos visiveis de plantas).
Utilizando um dispositivo homogeneizador de elevada eficicia, prepara-se uma suspensio da quantidade necessdria
de turfa em p6 em parte da dgua desionizada a adicionar aos sedimentos secos [verificou-se que um volume de dgua
equivalente a 11,5 vezes o peso seco de turfa permite obter uma suspensdo de turfa que pode misturar-se (8)].

Ajusta-se o pH desta suspensdo a 5,5 + 0,5 com CaCO,. Condiciona-se a suspensdo durante, pelo menos, dois dias,
com agitagio ligeira a 20 °C £ 2 °C, para estabilizar o pH e estabelecer um perfil microbiano estdvel. Determina-se
outra vez o pH e, se necessario, ajusta-se a 6,0 £ 0,5 com CaCO,. Em seguida, mistura-se a totalidade da suspensdo
com os outros componentes secos, ndo esquecendo a parte eventualmente utilizada para o enriquecimento.
Adiciona-se a dgua desionizada restante e homogeneizam-se os sedimentos. Determina-se uma vez mais o pH e, se
necessario, ajusta-se este entre 6,5 e 7,5 com CaCO,. No entanto, se for de esperar formagéo de amoniaco, pode ser
util manter o pH dos sedimentos abaixo de 7,0 (por exemplo entre 6,0 e 6,5). Colhem-se amostras dos sedimentos
para determinar o peso seco e o teor de carbono orgénico. Se for de esperar formacdo de amoniaco, os sedimentos
artificiais podem ser mantidos durante sete dias em condigdes idénticas as do ensaio ulterior (por exemplo relacdo
1:4 entre os sedimentos e a dgua e espessura da camada de sedimentos como nos recipientes de ensaio) antes de os
enriquecer com a substancia em estudo — os sedimentos devem ser cobertos com dgua e esta deve ser arejada.
Terminado o periodo de condicionamento, remove-se e descarta-se a dgua sobrenadante. Colhem-se amostras (por
exemplo trés) dos sedimentos para determinar o peso seco e o teor de carbono organico total.

Em seguida, mistura-se a areia quartzitica enriquecida com os sedimentos, para cada nivel de exposicdo, distribuem-
-se os sedimentos dai resultantes pelos recipientes de ensaio replicados e acrescenta-se-lhes dgua, da dgua utilizada
para o ensaio (por exemplo relagdo 1:4 entre os sedimentos e a dgua e espessura da camada de sedimentos como
nos recipientes de ensaio). Incubam-se depois os recipientes em condicdes idénticas as do ensaio ulterior. Inicia-se
aqui o periodo de estabelecimento do equilibrio. Areja-se a d4gua sobrenadante.
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Adiciona-se a fonte alimentar escolhida antes do enriquecimento dos sedimentos com a substincia em estudo ou
durante este enriquecimento. Pode misturar-se a fonte alimentar no inicio, com a suspensdo de turfa (ver acima). No
entanto, para evitar uma degradagdo excessiva da fonte alimentar antes da adi¢do dos organismos sujeitos ao ensaio
— por exemplo no caso de um periodo longo de estabelecimento de equilibrio —, pode reduzir-se ao minimo
possivel o periodo compreendido entre a adigdo dos alimentos e o inicio da exposi¢do. Para que os alimentos e a
substincia em estudo estejam suficientemente em contacto, deve misturar-se a fonte alimentar com os sedimentos o
mais tardar no dia do enriquecimento dos sedimentos com a dita substincia. Admitem-se exce¢des se a duragdo do
periodo de estabelecimento de equilibrio provocar uma degradacdo microbiana excessiva dos alimentos antes da
adi¢do dos organismos sujeitos ao ensaio. Colhem-se amostras dos sedimentos (por exemplo trés dos sedimentos
enriquecidos e trés dos sedimentos de controlo) para determinar o peso seco e o teor de carbono organico total.

O peso seco dos componentes (turfa, areia, caulino) deve ser expresso em grama e em percentagem do peso seco
total.

O volume de dgua a adicionar aos componentes secos durante a preparagido dos sedimentos também deve ser
expresso em percentagem do peso seco total (por exemplo “100 % de peso seco + 46 % de dgua” significa que sdo
adicionados 460 ml de dgua a 1 000 g de peso seco, daf resultando 1 460 g de sedimentos himidos).

Conservacao

Os componentes secos dos sedimentos artificiais podem ser conservados num local seco e fresco, a temperatura
ambiente. Os sedimentos himidos, uma vez preparados, podem ser conservados (unicamente para utilizagio ulterior
em cultura) na obscuridade, a 4 °C + 2 °C, durante 2 a 4 semanas a contar do dia da preparacio (8).

Utilizam-se de imediato os sedimentos enriquecidos com a substancia em estudo, a menos que haja indicagdes de
que os sedimentos em questdo podem ser conservados sem afetar a toxicidade e a biodisponibilidade da substancia
em causa. As amostras de sedimentos enriquecidos podem ser conservadas, respeitando as condi¢des recomendadas
para a substincia em estudo, até a realizacio das andlises.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/439

Apéndice 6

Espécies de oligoquetas recomendadas para ensaios de bioacumulacio

Tubifex tubifex (MULLER), Tubificidae, Oligochaeta

O oligoqueta tubificideo (Tubificidae, Oligochaeta) Tubifex tubifex (Miiller) vive em sedimentos da dgua doce, em
tubos revestidos de muco. Os vermes alojam-se de cabega para baixo nesses tubos e ingerem particulas dos
sedimentos, alimentando-se dos detritos organicos e microrganismos associados a estes tiltimos. A parte posterior do
animal geralmente ondula na dgua sobrenadante, postura associada a respiragdo. Embora esta espécie viva numa
grande diversidade de sedimentos em todo o hemisfério norte, a Tubifex tubifex prefere granulometrias relativamente
finas (59). As razdes da adequagdo desta espécie aos ensaios ecotoxicoldgicos sdo descritas, por exemplo, em (8)(29)
(31)(39)(60)(62)(63).

Métodos de cultura

A fim de se dispor de um ndimero suficiente de Tubifex tubifex para a realizagdo dos ensaios de bioacumulagio, é
necessdrio manter no laboratério uma cultura permanente destes vermes. Para a cultura de Tubifex tubifex,
recomenda-se um sistema constituido por sedimentos artificiais obtidos a partir do solo artificial descrito no método
de ensaio C.8 (40) e de dgua reconstituida de acordo com o método de ensaio C.1 (8).

Como recipientes de cultura, podem ser utilizados recipientes de vidro ou de aco inoxiddvel com 12 cm a 20 cm de
altura. Coloca-se em cada recipiente de cultura uma camada de sedimentos artificiais htimidos preparados de acordo
com o apéndice 5. A espessura da camada de sedimentos deve ser suficiente para que os vermes possam expressar o
seu comportamento normal de enterramento (no caso da Tubifex tubifex, a espessura minima dos sedimentos é de
2 c¢m). Adiciona-se dgua reconstituida ao sistema. Devem ser tomadas as precaugdes necessirias para minimizar a
perturbacdo dos sedimentos. Areja-se suavemente a camada de dgua (por exemplo duas bolhas por segundo de ar
filtrado a 0,45 pm), inserindo a ponta de uma pipeta de Pasteur 2 cm acima da superficie dos sedimentos. A
temperatura de cultura recomendada é de 20 °C £ 2 °C.

A densidade méxima dos vermes transferidos para o meio de cultura é de 20 000 individuos por metro quadrado de
superficie de sedimentos. Densidades maiores podem reduzir as taxas de crescimento e de reproducio (43).

Nas culturas realizadas em sedimentos artificiais, ¢ necessdrio alimentar os vermes. Um regime constituido por um
alimento para peixes finamente moido, por exemplo TetraMin®, pode fornecer os nutrientes adicionais necessarios
— (8) e comunicagdo pessoal de Klerks, 1994. A quantidade e a frequéncia da alimentacio devem ser suficientes
para o crescimento e a reprodu¢io dos vermes e reduzir ao minimo a formagio de amoniaco e o crescimento
fingico no meio de cultura. O alimento pode ser fornecido duas vezes por semana (por exemplo 0,6 mg a 0,8 mg
por cm? de superficie de sedimentos). A experiéncia pratica mostrou que o fornecimento do alimento sob a forma
de uma suspensdo homogénea em dgua desionizada pode facilitar uma distribui¢gdo homogénea do mesmo pela
superficie dos sedimentos nos recipientes de cultura.

A fim de evitar a acumulagdo de amoniaco, é necessdrio renovar a dgua sobrenadante recorrendo a um sistema de
fluxo continuo ou manualmente, neste dltimo caso pelo menos uma vez por semana. Os sedimentos das culturas de
reserva devem ser substituidos de trés em trés meses.

No caso de apenas se pretenderem animais adultos, a colheita de vermes do meio de cultura pode realizar-se por
tamisagem dos sedimentos através de um crivo com 1 mm de malha. Para reter os casulos, é adequada uma malha
de 0,5 mm; para reter os vermes juvenis, uma malha de 0,25 mm. Depois da passagem dos sedimentos através dos
crivos, estes podem ser colocados em dgua reconstituida. Os vermes saem dos crivos e podem ser recolhidos da
dgua com uma pinga de ago flexivel ou com uma pipeta cuja extremidade tenha sido embotada a quente.

Para iniciar ensaios ou novas culturas apenas se utilizam espécimes intactos e claramente identificados de Tubifex
tubifex [por exemplo (64)]. Descartam-se os vermes doentes ou lesionados e os casulos atacados por hifas fingicas.

Uma cultura sincronizada pode fornecer vermes da idade e com a periodicidade pretendidas. Constituem-se novos
recipientes de cultura com a periodicidade pretendida (por exemplo de duas em duas semanas), iniciando a cultura
com animais de uma determinada idade (por exemplo casulos). Nas condi¢des de cultura aqui descritas, os vermes
atingem o estddio adulto apés 8 a 10 semanas. Pode efetuar-se a colheita nas culturas quando os vermes tiverem
gerado novos casulos, por exemplo ap6s 10 semanas. Os adultos colhidos podem ser utilizados nos ensaios; os
casulos, para iniciar novas culturas.
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Lumbriculus variegatus (MULLER), Lumbriculidae, Oligochaeta

A espécie Lumbriculus variegatus (Lumbriculidae, Oligochaeta) também vive em sedimentos da dgua doce, tem uma
distribui¢do planetdria e é amplamente utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos. As referéncias (1)(6)(9)(36) contém
informagdes sobre a biologia, as condi¢des de cultura e a sensibilidade desta espécie. Embora com algumas
limitagdes, a Lumbriculus variegatus também pode ser cultivada nos sedimentos artificiais recomendados para a Tubifex
tubifex de acordo com a referéncia (8). Uma vez que, na natureza, a Lumbriculus variegatus prefere sedimentos mais
grosseiros que a Tubifex tubifex (59), as culturas laboratoriais nos sedimentos artificiais utilizados para a Tubifex
tubifex podem cessar ap6s 4 a 6 meses. A experiéncia pratica mostrou que a Lumbriculus variegatus pode ser mantida
véarios anos sem renovacdo do substrato num sistema de fluxo continuo com substrato arenoso (por exemplo areia
quartzitica ou gravilha fina), utilizando como fonte nutricional um alimento para peixes. Uma vantagem importante
da Lumbriculus variegatus em relagdo as outras espécies de oligoquetas aqudticos ¢ a rapidez da sua reproducdo, que
faz aumentar rapidamente a biomassa das populagdes cultivadas em laboratdrio (1)(6)(9)(10).

Métodos de cultura

As referéncias Phipps et al. (1993) (10), Brunson et al. (1998) (28), ASTM (2000) (1) e U.S. EPA (2000) (6)
descrevem pormenorizadamente as condigdes de cultura da Lumbriculus variegatus. Resumem-se brevemente a seguir
essas condigdes.

Estes vermes podem ser cultivados em aquarios grandes (57-80 litros), a temperatura de 23 °C, com um fotoperiodo
de 16 horas de luz seguidas de 8 horas de escuriddo (100-1 000 lux) e renovando todos os dias a dgua natural
utilizada (45-50 litros por aqudrio). Prepara-se o substrato cortando em tiras toalhetes de papel pardo ndo
branqueado, que podem em seguida ser misturadas com a dgua de cultura durante alguns segundos, de modo a
obter pequenos pedacos de substrato de papel. Este substrato pode ser diretamente utilizado nos aquérios de cultura
de Lumbriculus, cobrindo com ele o fundo do recipiente, ou ser conservado congelado em dgua desionizada, para
utilizagdo ulterior. Em geral, um substrato novo introduzido num recipiente tem a duragdo de cerca de dois meses.

Inicia-se cada cultura de vermes com 500 a 1 000 individuos e fornecem-se-lhe como alimento, trés vezes por
semana, 10 ml de uma suspensdo com 6 g de alimento inicial para trutas, num sistema com renovagio ou de fluxo
continuo. A alimentagio das culturas estdticas ou semiestdticas deve ser mais escassa e menos frequente, para evitar
a proliferacio de bactérias e de fungos. E necessdrio analisar o alimento e o substrato de papel para verificar se neles
estdo presentes as substincias utilizadas nos ensaios de bioacumulagio.

Nestas condi¢des, o niimero de individuos na cultura geralmente duplica em 10 a 14 dias.

Os espécimes de Lumbriculus variegatus podem ser retirados da cultura, por exemplo, transferindo substrato com uma
rede de malha fina, ou os prdprios organismos com uma pipeta de vidro de ponta larga (cerca de 5 mm de
didmetro) embotada a quente, para um copo. Caso se transfira também substrato para esse copo, deixa-se o copo
com os vermes e o substrato de um dia para o outro em condi¢des de fluxo continuo, que permitirio remover o
substrato do copo e deixardo os vermes no fundo do recipiente. Em seguida, os vermes podem ser transferidos para
recipientes de cultura recém-preparados ou ser aprontados para o ensaio, como se descreve em (1) e (6). Hd que
evitar lesionar os vermes ou provocar-lhes reagdes de autotomia, manipulando-os para isso com pipetas de
extremidade embotada a quente ou com pingas de ago inoxidavel.

Um aspeto a que deve ser dada especial atengdo quando se utiliza a Lumbriculus variegatus em ensaios de bioacu-
mulagdo em sedimentos é o modo de reproducio desta espécie (arquitomia seguida de morfalaxia). Este modo de
reprodugdo assexual origina dois fragmentos, que ndo se alimentam enquanto a cabeca ou a cauda ndo forem
regeneradas [por exemplo (36)(37)]. Significa isto que, quando se utiliza a Lumbriculus variegatus, a absor¢do de
sedimentos e contaminantes por ingestio pode ndo ocorrer continuamente, ao contrario do que sucede no caso dos
tubificideos, que ndo se reproduzem por fragmentacio.

E, pois necessiria, uma sincronizagio, para minimizar processos de reprodugio e de regeneracio descontrolados,
que redundariam em grande variabilidade dos resultados dos ensaios. As variagdes a que se alude podem ocorrer
quando alguns individuos, por se terem fragmentado e, portanto, ndo se alimentarem durante um certo tempo, sio
menos expostos a substincia em estudo do que outros, que ndo se fragmentaram durante o ensaio — ver, por
exemplo, (38). Fragmentam-se os vermes artificialmente (sincroniza¢io) 10 dias a 14 dias antes do inicio da
exposicdo (65). Utilizam-se vermes crescidos, de preferéncia sem sinais de fragmentacio recente. Esses vermes
podem ser colocados numa ldmina de vidro juntamente com uma gota da dgua de cultura, seccionando-os em
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seguida com um bisturi a0 nivel da regido média do corpo. E necessdrio que todas as extremidades posteriores
tenham igual comprimento. Depois disto, deixam-se as extremidades posteriores regenerar a parte da cabeca, num
recipiente de cultura com o mesmo substrato utilizado na cultura de proveniéncia e com 4dgua reconstituida, até ao
inicio da exposi¢do. A regeneragdo da parte da cabeca é revelada quando os vermes sincronizados comecam a
enterrar-se no substrato (pode confirmar-se a presenga de novas cabegas examinando uma subamostra representativa
com um microscopio binocular). Considera-se que, desta fase em diante, os organismos sujeitos ao ensaio se
encontram no mesmo estado fisioldgico. Significa isto que, quando, durante o ensaio, os vermes sincronizados se
regeneram por morfalaxia, é de esperar que a exposi¢io de todos os animais aos sedimentos enriquecidos seja
praticamente igual. Os vermes devem comecar a ser alimentados quando comecarem a enterrar-se no substrato, ou
sete dias apds a dissecagdo. O regime alimentar deve ser compardvel ao das culturas normais, mas pode ser
aconselhdvel fornecer aos vermes sincronizados a mesma fonte de alimento utilizada no ensaio. Conservam-se os
vermes a temperatura de ensaio (20 °C + 2 °C). Depois da regeneragio da parte da cabega, utilizam-se no ensaio
vermes completos intactos de tamanho semelhante, que nadem ou rastejem ativamente ap6s ligeiro estimulo
mecanico. Ha que evitar lesionar os vermes ou de lhes provocar reacdes de autotomia, manipulando-os para isso
com pipetas de extremidade embotada a quente ou com pingas de ago inoxidavel.

Quando se utilizam Lumbriculus variegatus no ensaio, devido ao modo particular de reprodugio desta espécie, o
nimero de vermes deve aumentar durante o ensaio, se as condi¢des forem adequadas (6). Caso ndo haja reproducio
durante um ensaio de bioacumulagdo com Lumbriculus variegatus, regista-se esse facto, que deve ser tido em conta na
interpretagdo dos resultados do ensaio.

Branchiura sowerbyi (BEDDARD), Tubificidae, Oligochaeta (ndo validado em estudo interlaboratorial
comparativo)

A espécie Branchiura sowerbyi vive em diversos tipos de sedimentos de albufeiras, lagos, lagoas e rios, originalmente
nas regides tropicais, mas também pode ser encontrada em dguas tépidas do hemisfério norte. No entanto, a espécie
¢ mais abundante em sedimentos constituidos por lamas argilosas com teor elevado de matéria orginica. Estes
vermes vivem na camada de sedimentos, pois mesmo a parte posterior dos mesmos estd normalmente enterrada.
Esta espécie ¢ facilmente identificdvel pelos filamentos branquiais existentes na parte posterior do corpo. Os adultos
podem atingir 9 cm a 11 cm de comprimento e 40 mg a 50 mg de peso himido. A taxa de reprodugdo ¢é elevada;
nas condicdes de temperatura e de alimentacdo adiante descritas, a populacio duplica em menos de duas semanas
[Aston et al., 1982, (65)]. A Branchiura sowerbyi tem vindo a ser utilizada em estudos de toxicidade e de bioacu-
mulacdo [Marchese, Brinkhurst 1996 (31) e Roghair et al. 1996 (67), respetivamente].

Meétodos de cultura

Apresenta-se a seguir uma descri¢do resumida das condigdes de cultura da Branchiura sowerbyi, fornecida por
Mercedes R. Marchese, INALI, Argentina, e Carla J. Roghair, RIVM, Paises Baixos.

Nio estd estabelecida uma técnica tinica para a cultura dos organismos a utilizar nos ensaios, podendo os mesmos
ser cultivados em sedimentos naturais ndo-contaminados (31). A experiéncia prdtica revelou que um meio
constituido por areia e sedimentos naturais melhora o estado dos vermes, comparativamente aos sedimentos
naturais puros (32)(67). Podem utilizar-se para a cultura copos de 3 litros com 1 500 ml de meio constituido por
sedimentos e dgua: 375 ml de sedimentos naturais ndo-contaminados (cerca de 10 % de carbono organico total,
cerca de 17 % das particulas < 63 pm), 375 ml de areia limpa (M32) e 750 ml de dgua reconstituida ou de dgua da
torneira desclorada (31)(32)(67). Como substrato de cultura, também podem ser utilizados toalhetes de papel, mas,
nesse caso, o crescimento populacional ¢ inferior ao registado em sedimentos naturais. Em sistemas semiestdticos,
areja-se lentamente a camada de dgua dos copos e renova-se semanalmente a d4gua sobrenadante.

Comega-se com 25 vermes jovens em cada copo. Transcorridos dois meses, retiram-se os vermes crescidos dos
sedimentos com uma pinga e transferem-se para um novo copo, no qual se introduziu meio de sedimentos e dgua
preparado de fresco. O copo inicial também contém casulos e vermes jovens. E possivel recolher até 400 vermes
jovens em cada copo. Os vermes adultos podem ser utilizados como reprodutores durante, pelo menos, um ano.

As culturas devem ser mantidas a uma temperatura compreendida entre 21 °C e 25 °C. A variacdo de temperatura
deve ser inferior a £ 2 °C. A 25 °C, o tempo necessdrio para o desenvolvimento embriondrio, desde a postura do
ovo até a saida do juvenil do casulo, é de aproximadamente trés semanas. Em lama a 25 °C, verificou-se que a
produgdo de ovos por verme de Branchiura sowerbyi sobrevivente oscila entre 6,36 (31) e 11,2 (30). O nimero de
ovos por casulo oscila entre “1,8 a 2,8” (66)(69) e “até 8” (68).



L 54/442

Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

E necessirio medir semanalmente o oxigénio dissolvido, a dureza da dgua, a temperatura e o pH. Pode fornecer-se ad
libitum um alimento para peixes (por exemplo TetraMin®), sob a forma de suspensdo, duas ou trés vezes por semana.
Os vermes também podem ser alimentados com alface descongelada, ad libitum.

Uma vantagem importante desta espécie é a biomassa elevada por individuo (até 40 mg a 50 mg de peso himido
por espécime). Pode, portanto, utilizar-se esta espécie em ensaios de bioacumulagdo de substincias sem marcagdo
radioativa. A exposi¢do pode realizar-se nos sistemas utilizados para a Tubifex tubifex ou a Lumbriculus variegatus, mas
com apenas um espécime por replicado (11). A menos que se utilizem cdmaras de ensaio maiores, deve, portanto,
aumentar-se o nimero de replicados (11). E igualmente necessirio adaptar a esta espécie o critério de validade
relativo ao comportamento de enterramento.

REFERENCIAS

1) ASTM International (2000). Standard guide for the determination of the bioaccumulation of sediment-
-associated contaminants by benthic invertebrates, E 1688-00a. In ASTM International 2004 Annual Book of
Standards. Volume 11.05. Biological Effects and Environmental Fate; Biotechnology; Pesticides. ASTM Interna-
tional, West Conshohocken, PA.

2) Comissdo Europeia (2003). Technical Guidance Document on Risk Assessment in support of Commission
Directive 93/67/EEC on Risk Assessment for new notified substances, Commission Regulation (EC) No
1488/94 on Risk Assessment for existing substances and Directive 98/8/EC of the European Parliament and of
the Council concerning the placing of biocidal products on the market — partes I a IV. Servico das Publicagdes
Oficiais das Comunidades Europeias, Luxemburgo.

3) OCDE (1992a). Report of the OECD workshop on effects assessment of chemicals in sediment. Monografia
n.° 60 da OCDE. Organizagdo de Cooperagdo e de Desenvolvimento Econémicos (OCDE), Paris.

4)  Ingersoll, C.G., Ankley, G.T., Benoit D.A., Brunson, E.L., Burton, G.A., Dwyer, F.J., Hoke, R.A., Landrum, PF.,
Norberg-King, T.J., Winger, PV. (1995). Toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants
using freshwater invertebrates: A review of methods and applications. Environ. Toxicol. Chem., 14, 1885-1894.

5)  Capitulo C.13 deste anexo: Bioconcentragdo: ensaio dindmico com peixes.

6) US EPA (2000). Methods for measuring the toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants
with freshwater invertebrates. 2.2 edigdo. EPA 600/R-99/064. U.S. Environmental Protection Agency, Duluth,
MN, margo de 2000.

7)  Capitulo C.27 deste anexo: Ensaio de toxicidade em quironomideos num sistema sedimentos-dgua com
sedimentos enriquecidos.

8)  Egeler, Ph., Rombke, J., Meller, M., Knacker, Th., Franke, C., Studinger, G., Nagel, R. (1997). Bioaccumulation of
lindane and hexachlorobenzene by tubificid sludgeworms (Oligochaeta) under standardised laboratory
conditions. Chemosphere, 35, 835-852.

9) Ingersoll, C.G., Brunson, E.L., Wang N., Dwyer, FJ., Ankley, G.T., Mount D.R., Huckins J., Petty. J., Landrum, P.F.
(2003). Uptake and depuration of nonionic organic contaminants from sediment by the oligochaete
Lumbriculus variegatus. Environmental Toxicology and Chemistry, 22, 872-885.

10) Phipps, G.L., Ankley, G.T., Benoit, D.A., Mattson, V.R. (1993). Use of the aquatic Oligochaete Lumbriculus
variegatus for assessing the toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants. Environ. Toxicol.
Chem., 12, 269-279.

11) Egeler, Ph., Rombke, J., Knacker, Th., Franke, C., Studinger, G. (1999). Workshop on “Bioaccumulation:
Sediment test using benthic oligochaetes” — 26-27.4.1999, Hochheim am Main, Alemanha. Report on the R
+D-project No. 298 67 419, Umweltbundesamt, Berlim.

12) Egeler, Ph., Meller, M., Schallna, H.J., Gilberg, D. (2006). Validation of a sediment bioaccumulation test with
endobenthic aquatic oligochaetes by an international ring test. Report to the Federal Environmental Agency
(Umweltbundesamt Dessau), R&D No.: 202 67 437.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/443

13) Kelly, J.R,, Levine, S.N., Buttel, L.A., Kelly, A.C., Rudnick, D.T., Morton, R.D. (1990). Effects of tributyltin within
a Thalassia seagrass ecosystem. Estuaries, 13, 301-310.

14) Nendza, M. (1991). QSARs of bioaccumulation: Validity assessment of log K ,[/log BCF correlations. In: Nagel,
R., Loskill, R. (editores): Bioaccumulation in aquatic systems. Contributions to the assessment. Proceedings of
an international workshop, Berlim, 1990. VCH, Weinheim.

15) Landrum, P.F, Lee II, H,, Lydy, M.J. (1992). Toxicokinetics in aquatic systems: Model comparisons and use in
hazard assessment. Environ. Toxicol. Chem., 11, 1709-1725.

16) Markwell, R.D., Connell, D.W., Gabric, A.J. (1989). Bioaccumulation of lipophilic compounds from sediments
by oligochaetes. Wat. Res., 23, 1443-1450.

17) Gabric, AJ., Connell, D.W., Bell, PR.F. (1990). A kinetic model for bioconcentration of lipophilic compounds
by oligochaetes. Wat. Res., 24, 1225-1231.

18) Kukkonen, J., Landrum, P.F. (1994). Toxicokinetics and toxicity of sediment-associated Pyrene to Lumbriculus
variegatus (Oligochaeta). Environ. Toxicol. Chem., 13, 1457-1468.

19) Franke, C., Studinger, G., Berger, G., Bohling, S., Bruckmann, U., Cohors-Fresenborg, D., Johncke, U. (1994).
The assessment of bioaccumulation. Chemosphere, 29, 1501-1514.

20) OCDE (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures. OECD
Environment, Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment, No. 23.

21) US EPA (1996). Special Considerations for Conducting Aquatic Laboratory Studies. Ecological Effects Test
Guidelines. OPPTS 850.1000. Public Draft. EPA 712-C-96-113. Agéncia de Protec¢do do Ambiente dos E.U.A.

22) Os seguintes capitulos deste anexo:
Capitulo A.4: Pressdo de vapor;
Capitulo A.5: Tensdo superficial;
Capitulo A.6: Solubilidade em dgua;
Capitulo A.8: Coeficiente de particdo: método do “frasco agitado”;
Capitulo A.24: Coeficiente de parti¢do: método por HPLC;
Capitulo C.7: Degradagdo — Degradagio abiética: hidrdlise em fungdo do pH;
Capitulo C.4: Determinagdo da biodegradabilidade “facil”, métodos A a F;

Capitulo C.19: Estimativa do valor do coeficiente de adsor¢io (K. em solos e em lamas de depuracdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

Capitulo C.29: Biodegradabilidade “ficil” — CO, em recipientes fechados.

23) OCDE (1996). Direct phototransformation of chemicals in water. Environmental Health and Safety Guidance
Document Series on Testing and Assessment of Chemicals, No. 3. OCDE, Paris.

24) Antoine, M.D., Dewanathan, S., Patonay, G. (1991). Determination of critical micelles concentration of
surfactants using a near-infrared hydrophobicity probe. Microchem. J., 43, 165-172.

25) Beek, B., Boehling, S., Bruckmann, U., Franke, C., Joehncke, U., Studinger, G. (2000). The assessment of
bioaccumulation. In Hutzinger, O. (editor), The Handbook of Environmental Chemistry, volume 2, parte J
(editor do volume: B. Beek): Bioaccumulation — New Aspects and Developments. Springer-Verlag, Berlim,
Heidelberg, 235-276.

26) Spacie, A., Hamelink, J.L. (1982). Alternative models for describing the bioconcentration of organics in fish.
Environ. Toxicol. Chem., 1, 309-320.

27) Hawker, D.W., Connell, D.W. (1988). Influence of partition coefficient of lipophilic compounds on bioconcen-
tration kinetics with fish. Wat. Res., 22, 701-707.

28) Brunson, E.L.,, Canfield, T.J., Ingersoll, C.J., Kemble, N.E. (1998). Assessing the bioaccumulation of contaminants
from sediments of the Upper Mississippi river using field-collected oligochaetes and laboratory-exposed
Lumbriculus variegatus. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 35, 191-201.



L 54/444 Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

29) Reynoldson, T.B., Thompson, S.P,, Bamsey, J.L. (1991). A sediment bioassay using the tubificid oligochaete
worm Tubifex tubifex. Environ. Toxicol. Chem., 10, 1061-1072.

30) Aston, RJ., Milner, A.G.P. (1981). Conditions for the culture of Branchiura sowerbyi (Oligochaeta: Tubificidae) in
activated sludge. Aquaculture, 26, 155-160.

31) Marchese, M.R., Brinkhurst, R.O. (1996). A comparison of two tubificid species as candidates for sublethal
bioassay tests relevant to subtropical and tropical regions. Hydrobiologia, 334, 163-168.

32) Roghair, C.J., Buijze, A. (1994). Development of sediment toxicity tests. IV. A bioassay to determine the toxicity
of field sediments to the oligochaete worm Branchiura sowerbyi. RIVM Report 719102027.

33) Capitulo C.1 deste anexo: Toxicidade aguda para os peixes.
34) OCDE (1992c). Guidelines for Testing of Chemicals, No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OCDE, Paris.

35) Kaster, J.L., Klump, J.V.,, Meyer, J., Krezoski, J., Smith, M.E. (1984). Comparison of defecation rates of
Limnodrilus hoffmeisteri using two different methods. Hydrobiologia, 11, 181-184.

36) Leppdnen, M.T.,, Kukkonen, J.VK. (1998). Factors affecting feeding rate, reproduction and growth of an
oligochaete Lumbriculus variegatus (Miiller). Hydrobiologia, 377: 183-194.

37) Leppinen, M.T., Kukkonen, J.V.K. (1998). Relationship between reproduction, sediment type and feeding
activity of Lumbriculus variegatus (Miiller): Implications for sediment toxicity testing. Environ. Toxicol. Chem., 17:
2196-2202.

38) Leppdnen M.T., Kukkonen, J.V.K. (1998). Relative importance of ingested sediment and porewater as bioaccu-
mulation routes for pyrene to oligochaete (Lumbriculus variegatus, Miiller). Environ. Sci. Toxicol., 32, 1503-1508.

39) Martinez-Madrid, M., Rodriguez, P., Perez-Iglesias, ]I, Navarro, E. (1999). Sediment toxicity bioassays for
assessment of contaminated sites in the Nervion river (Northern Spain). 2. Tubifex tubifex (Miiller) reproduction
sediment bioassay. Ecotoxicology, 8, 111-124.

40) Capitulo C.8 deste anexo: Toxicidade em relagdo as minhocas.

41) Environment Canada (1995). Guidance document on measurement of toxicity test precision using control
sediments spiked with a reference toxicant. Environmental Protection Series Report EPS 1/RM/30.

42) Landrum, PF. (1989). Bioavailability and toxicokinetics of polycyclic aromatic hydrocarbons sorbed to
sediments for the amphipod Pontoporeia hoyi. Environ. Sci. Toxicol., 23, 588-595.

43) Poddubnaya, T.L. (1980). Life cycles of mass species of Tubificidae (Oligochaeta). In Brinkhurst, R.O., Cook, D.
G. (editores), Aquatic Oligochaeta Biology, 175-184. Plenum Press, Nova lorque.

44) ASTM (1998). Standard guide for collection, storage, characterisation, and manipulation of sediment for toxico-
logical testing. American Society for Testing and Materials, E 1391-94.

45) Hooftman, R.N., van de Guchte, K., Roghair, C.J. (1993). Development of ecotoxicological test systems to assess
contaminated sediments. Joint report no. 1: Acute and (sub)chronic tests with the model compound
chlorpyrifos. RIVM-719102022.

46) Franke, C. (1996). How meaningful is the bioconcentration factor for risk assessment? Chemosphere, 32, 1897-
-1905.

47) Mount, D.R., Dawson, T.D., Burkhard, L.P. (1999). Implications of gut purging for tissue residues determined in
bioaccumulation testing of sediment with Lumbriculus variegatus. Environ. Toxicol. Chem., 18, 1244-1249.

48) Randall, R.C,, Lee II, H., Ozretich, RJ., Lake, J.L., Pruell, RJ. (1991). Evaluation of selected lipid methods for
normalising pollutant bioaccumulation. Environ. Toxicol. Chem., 10, 1431-1436.

49) Gardner, W.S., Frez, W.A., Cichocki, E.A., Parrish, C.C. (1985). Micromethods for lipids in aquatic invertebrates.
Limnology and Oceanography, 30, 1099-1105.



1.3.2016 Jornal Oficial da Unido Europeia L 54/445

50) Bligh, E.G., Dyer, W.J. (1959). A rapid method of total lipid extraction and purification. Can. J. Biochem. Physiol.,
37,911-917.

51) De Boer, J., Smedes, F., Wells, D., Allan, A. (1999). Report on the QUASH interlaboratory study on the determi-
nation of total-lipid in fish and shellfish. Round 1 SBT-2. Exercise 1000. EU Standards, Measurement and
Testing Programme.

52) Kristensen, P. (1991). Bioconcentration in fish: comparison of bioconcentration factors derived from OECD
and ASTM testing methods; influence of particulate matter to the bioavailability of chemicals. Water Quality
Institute, Dinamarca.

53) Zok, S., Gorge, G., Kalsch, W., Nagel, R. (1991). Bioconcentration, metabolism and toxicity of substituted
anilines in the zebrafish (Brachydanio rerio). Sci. Total Environment, 109/110, 411-421.

54) Nagel, R. (1988). Umweltchemikalien und Fische — Beitrige zu einer Bewertung. Habilitationsschrift, Johannes
Gutenberg-Universitit Mainz, Alemanha.

55) Janssen, M.P.M., Bruins, A., De Vries, T.H., Van Straalen, N.M. (1991). Comparison of cadmium kinetics in four
soil arthropod species. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 20:305-312.

56) Van Brummelen, T.C., Van Straalen, N.M. (1996). Uptake and elimination of benzo(a)pyrene in the terrestrial
isopod Porcellio scaber. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 31:277-285.

57) Sterenborg, L, Vork, N.A., Verkade, S.K.,, Van Gestel, C.A.M., Van Straalen, N.M. (2003). Dietary zinc reduces
uptake but not metallothionein binding and elimination of cadmium in the springtail Orchesella cincta. Environ.
Toxicol. Chemistry, 22:1167-1171.

58) Suedel, B.C., Rodgers, J.H. (1993). Development of formulated reference sediments for freshwater and estuarine
sediment testing. Environ. Toxicol. Chem., 13, 1163-1175.

59) Wachs, B. (1967). Die Oligochaeten-Fauna der FlieBgewdsser unter besonderer Beriicksichtigung der Beziehung
zwischen der Tubificiden-Besiedlung und dem Substrat. Arch. Hydr., 63, 310-386.

60) Oliver, B.G. (1987). Biouptake of chlorinated hydrocarbons from laboratory-spiked and field sediments by
oligochaete worms. Environ. Sci. Technol., 21, 785-790.

61) Chapman, PM., Farrell, M.A., Brinkhurst, R.O. (1982a). Relative tolerances of selected aquatic oligochaetes to
individual pollutants and environmental factors. Aquatic Toxicology, 2, 47-67.

62) Chapman, PM., Farrell, M.A., Brinkhurst, R.O. (1982b). Relative tolerances of selected aquatic oligochaetes to
combinations of pollutants and environmental factors. Aquatic Toxicology, 2, 69-78.

63) Rodriguez, P, Reynoldson, T.B. (1999). Laboratory methods and criteria for sediment bioassessment. In
Mudroch, A., Azcue, JM., Mudroch, P. (editores), Manual of Bioassessment of aquatic sediment quality. Lewis
Publishers, Boca Raton, CRC Press LLC.

64) Brinkhurst, R.O. (1971). A guide for the identification of British aquatic oligochaeta. Freshw. Biol. Assoc., Sci.
Publ. No. 22.

65) Egeler, Ph., Meller, M., Schallnaf, HJ., Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. Em colaboracio com Nagel,
R, e Karaoglan, B. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No. 202
67 429.

66) Aston, RJ., Sadler, K., Milner, A.G.P. (1982). The effect of temperature on the culture of Branchiura sowerbyi
(Oligochaeta: Tubificidae) on activated sludge. Aquaculture, 29, 137-145.



L 54/446

Jornal Oficial da Unido Europeia 1.3.2016

67)

68)

69)

Roghair, CJ., Buijze, A., Huys, M.P.A., Wolters-Balk, M.A.H., Yedema, E.S.E., Hermens, J.L.M. (1996). Toxicity
and toxicokinetics for benthic organisms; II: QSAR for base-line toxicity to the midge Chironomus riparius and
the tubificid oligochaete worm Branchiura sowerbyi. RIVM Report 719101026.

Aston, RJ. (1984). The culture of Branchiura sowerbyi (Tubificidae, Oligochaeta) using cellulose substrate.
Aquaculture, 40, 89-94.

Bonacina, C., Pasteris, A., Bonomi, G., Marzuoli, D. (1994). Quantitative observations on the population
ecology of Branchiura sowerbyi (Oligochaeta, Tubificidae). Hydrobiologia, 278, 267-274.»




	REGULAMENTO (UE) 2016/266 DA COMISSÃO de 7 de dezembro de 2015 que altera, tendo em vista a adaptação ao progresso técnico, o Regulamento (CE) n.o 440/2008 que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n.o 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliação, autorização e restrição dos produtos químicos (REACH) (Texto relevante para efeitos do EEE) 

