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TESTE DE TOXICIDADE COM COM A FORMULACAO COMPOSTA PELOS
PRODUTOS NIPACIDE GT, SISBRAX SQ040C E FLUORENE R2
(CODIGO LET 2725) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR -

Lytechinus variegatus (Echinodermata-Echinoidea)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Funddo — Cidade Universitdria — Q 7
CEP: 21.949-900 - Tel: (21) 3865-6100

Executado por:

LABTOX - Laboratério de Andlise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n® - P6lo BIO-RIO — Laboratério - 4
Cidade Universitaria — ITha do Funddo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 2
e-mail: labtox(@biorio.org.br
CEP: 21941-590

Teste 1258L.VC

\Q/7

Rio de Janeiro

Aw. 24, s/n” - Cidade Universitiria — ITha do Fundio — Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3-4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
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Orgdo requisitante: CENPES/PDEDS/AMA
Geréncia de Avaliagio e Monitoramento Ambiental
Técnico requisitante: Leticia Falcdo Veiga )
Enderego: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello Ilha do Funddo Cidade
Universitéria Q7
Telefone: (21) 3865 7128

Avaliagdio solicitada: Teste embriolégico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragdo

Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrides (retardamento e/ou
ocorréncia de anomalias)

Identificagdio da amostra pelo solicitante: Codigo do LET 2725
Formulagdo composta pelos produtos: Nipacide GT (Cédigo LET 2624 — 416,7 ppm)
Sisbrax SQO40C (Cédigo LET 2625 — 216,2 ppm)
Fluorene R2  (Cédigo LET 2719 — 25 ppm)
Data: 25/11/2003

Cddigo de entrada no Labtox: L125803
Data de entrada no Labtox: 27/11/2003

RESULTADOS

CENO 0,0015 % da formulagio CEO 0,003 % da formulagéo
VC =0,002% da formulago
Controle: 80,25% de pluteus
DSS: CE50= 1,40 mg.L” (IC=1,33 - 1,47 mg.L")
IC = Intervalo de confianga

%

Av. 24, s/n® - Cidade Universitdria — ITha do Fundio - Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3-4
CEP: 21941-590 — tel: (0X321) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
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Este teste, realizado em 01 de dezembro de 2003, teve como objetivo avaliar a
toxicidade crénica da Formulagdo composta pelos produtos Nipacide GT, Sisbrax
SQO40C e Fluorene R2 (Cédigo do LET 2725) sobre os embrides do ourigo Lyrechinus

variegatus.

2 -METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999). Este teste consiste na
exposigdo dos ovos a diferentes diluigdes da formulagio, avaliando-se a diluigdo que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrio,
dodecil sulfato de sédio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo
respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLo DA CENOQ, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragio utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do tesie de
hipéteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley et al.,
1991).

A normalidade e homocedasticidade da proporgio de embrides desenvolvidos
foi verificada através dos testes de “Chi-square” e “Bartlett”, respectivamente. A
estimativa dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste paramétrico de
“Williams™.

Apb6s a obtengio destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima

x(_f)

aceitivel da amostra.

Av. 24, s/n® - Cidade Universitdria - [1ha do Fundio — Pélo BIO-RIO — Incubadeira 3-4
CEP: 21941-390 — tel: (0X321) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220



v
ent j
e 234 2 i LR VSIS SRR O o LI2SBLVC .
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
Tipo de teste........cccevreerenneene....@5ttico sem renovaglo
Temperatura de incubacfo.......25 £0,5°C
Fotoperiodo........ccccvreneronsensiesans 12:12h luz e escuro
PIasto-t0ste.....ccoeiiisausssiassssonses tubos de ensaio
Volume de solugdo-teste.......... 10 mL
Origem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo
N° de organismos / frasco.........300 ovos
N° de réplicas / diluigdo............. 04
N° de diluigBes........crnreemerineaseses 8 + 1 controle®
ABentAcHD. ..ccinnssismisnssassasisnon sem alimentagio
Agua de diluigho.........correencn. 4gua do mar natural filtrada (0,45 pm)
Salinidade da dgua.........c.cervene 34+ 1 %o
Duragio do teste....cvvererneinnnnne 25 horas
ReSpOSta.....ccocrernesersssnssersansns embriSes mal formados ou com o desenvolvimento
retardado
Expressio do resultado...........CENO, CEO e VC
Método de célculo........ccovnenrene Toxstat (Gulley ef al., 1991)

*Controle: exposigdo do organismo & 4gua de diluigdo (4dgua do mar natural) nas
mesmas condigdes da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

Foi preparada uma solugdo-estoque 0,1%, avolumando-se 2 mL da formulagéo
para 2.000 mL, com dgua do mar. A partir dessa solugdo, foram preparadas as solugdes-
teste, sendo testadas as seguintes diluigdes: 0,0007; 0,0015; 0,003; 0,006; 0,013; 0,025;
0,05 e 0,1% (Fichas em anexo).

X

Av. 24, s/n® - Cidade Universitdria — Itha do Fundio — Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3-4
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VALIDADE DO TESTE

O teste ¢ considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus; .
» O resultado com a substéncia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para
a espécie pelo Labtox (0,83 - 3,20 mg.L™).

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do mimero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sfio apresentados na tabela I.

O walor de CENO (concentragio de efeito nio observado) obtido com a
Formulagdo composta pelos produtos Nipacide GT, Sisbrax SQO40C e Fluorene R2
(Cédigo do LET 2725) foi de 0,0015%, o valor de CEO (concentragdo de efeito
observado) foi de 0,003% e o VC (valor crénico) de 0,002% da formulag&o.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de
80,25% e a CE(I)S0 obtida com a substéncia de referéncia (DSS) foi de 1,40 mg.L”
(IC=1,33-1,47 mgL™").

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste,

encontram-se listados nas fichas em anexo.

4 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. 1999. Agua do mar.
Teste de toxicidade cronica de curta duragio com Lytechinus variegatus, Lamarck,
1816. Norma Técnica L5.250, Sdo Paulo, Cetesb, 22 p

Gulley,D.D.; Boelter,A.M.; Bergman,H.L. 1991, “TOXSTAT Realease 3.3”, Laramie
WY University of Wyoming, 19 p.
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Tabela I: Nimero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus obtidos nas
diferentes diluigdes da Formulagio composta pelos produtos Nipacide GT,
Sisbrax SQO40C e Fluorene R2 (Cédigo do LET 2725), no teste conduzido
em 01/12/2003.

Numero de Numero de
Diluigdo da pluteus pluteus
amostra
(%) saudéveis Afetados
83 17
Controle 80 20
81 19
77 23
82 18
0,0007 81 19
84 16
88 12
89 11
0,0015 72 28
82 18
78 22
45 55
0,003* 34 . 66
30 70
23 7
02 98
0,006* 29 71
09 91
06 94
0 100
0,013%* 0 100
0 100
0 100
0 100
0,025* 0 100
0 100
0 100
0 100
0,05*% 0 100
0 100
0 100
0 100
0.1* 0 100
0 100
0

* Significativamente diferente do controle

100 X{(}

Av. 24, s/n” - Cidade Universitdria — [lha do Fund&o ~ Pdlo BIO-RIO — Incubadeira 3-4
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EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 08 de dezembro de 2003.

MSc Leila Aparﬁclda da Silva Kraus
CRB-2 - 12156/02

Sreia Voo

arcia Vieira Reynier,
CRB-2 -07135/02

3o m,::.m,._. = : _),f___,%
. Maria Cristina da Silva Ma
CRB-2 -12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado
CRB-2 - 32963/02

Desideria Lima Calleja
CRB-2 - 38219/02 P

AUXILIAR DE ANALISE:

Viviane Euzébio Luiz

Av. 24, s/n” - Cidade Universitiria — ITha do Funddo — Pélo BIO-RIO — Incubadeira 3-4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-5651 / 3867-3501 ramal 220
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ANEXOS
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Formulataoc 3 produtos - LET 2725

iTer-CT X BSTATF TN TOXSTAT\T1258 T Transformr=NC-TRANSFORMATION — —
s s I ELTAMS=TEST—=(Isotonic-regression-model)s=ew-uTABLE-J1-QF-2-o o
GROUP ORIGIMNAL TRANSFORMED ISOTONIZED
IDENTIFICATION N MEAN MEAN MEAN
1 0.0 4 0.170 0.170 0.166
2 0.0007 - 0.163 D.16€3 D.166
3 0.0015 4 0.198 0.1598 0.198
4 0.003 - 0.670 0.670 0.670
5 D.006 4 0.885 0.885 0.885
Formulacao 2 produtos - LET 2725
File: C:\BSTAT; 1\TOXSTAT\T1258. Transform: NO TRANSFORMATION
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2
ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM
0.0 0.166
0.0007 0.166 0.069 1.75 k= 1, w=15
0.0015 0.198 0.502 1.84 k= 2, wv=15
0.003 0.670 9.136 ¥ 1.87 k= 3, v=15
0.006 0.885 13.065 * 1.88 k= 4, w=15
8 = 0,077

Note: df used for table wvalues are approximate when v > 20.
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TESTE I8¢ (JC Data: _OL/ 1L /.03 Organismo-teste: —hr veocaaims e
Tipodeteste: ( ) fecundagdo ( X } embriolégico  Operador: Ji'm e

AMOstra: _ yiinGirea. da breetui@. (COD LET 2624 4+ <OD LET 2625 + CODLET maa) CoD L-LT

Céd. de entrada no laboratério: ___ L 125703 Data de entrada: 2% /44 /0% 2
DADOS DA AMOSTRA:  Salinidade: _ 24 % pH: _gu-

Preparo da Solugéo-estoque: < mL (mg) da substancia_ (amostra bruta)
194¢ mL de agua de diluigao.

quoentragéo final da solugao-estoque : _(@_ mglL _

t2s

1 =
AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM ( % )NAO
Volume de &gua|Volumede ‘Volume de Salinidade final da |Concentragao Tinal
destilada salmoura: amostra: amostra: da amostra:
i mL — mL oz ; w— R e ppm
SALMOURA
Método de obtengdo: _____ — Salinidade: ___— % pH: __ —

AJUSTEDOpPH ( )SIM (X )NAO

Adicao:
- pL de HCI pH final: s
e pL de NaOH - pH final: ==
DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: Angra dos Reis Data: |2 / u_/ O3

Salinidade: =4 % pH: 814 OD: 595 mgl -

Avenida 24, s/in® = Polo Bio-Fio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - llha do Funddo
Cep — 21941-580 - Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mall: labtox@biorio.org.br
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TESTE A;IS‘& Lve

Solugdo-estoque: __ O 4 Jo ppm Vol. final a ser preparado: Liele’ mL
J Numero dos tubos
Concentragao Vol. Amostra a 100% Vol. agua do mar- -
. ’ adicionada ' adicionada leitura FIQ
(oo ) (mL) (mL)
0,0 T oo i-9 40
0,000} 038 322 Ic-39 | 80
0,0045 ey N 4% 44 81 -94 Bs
003 243 3G DY 86- 89 30
O oDG Sk 2335 31-94 |95
0,043 g 83,5 9c- 99 |doo
0,0as 25 S o4- 4o | JoS
VoS SO gtk £ =) 406 - 4G9 | 44D
oi fe's s 148 - 344 | 445
\ i \ b
]
| ~
SR

OBS:

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundao
_ Cep —21941-590 - Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

-_.._.-JESTE___EE_?% e

Temperatura; Sala: 25+ 1 °C Incubadora: 25+ 0,5 °C

—

Inicio Término :
Concentragéo S%o oD pH S%e oD pH
(2fo) _
0D = 595 | ° 844 =2 a4 | 842
0,000% 24 S35 8,20 24 S43 | 823
: S 24 5,99 846 34 S0 | B2
000> 24 S.34 848 24 5,22 8 49
006 B4 6.5 816 4 5,26 52%
YT 24 L 43 g4 34 5,51 .21
. ©0a%S e (o DO g 46 24 D4y | @ ic
0 05 24 G 45 8 16 24 5573 84>
o4 34 tes g A0 24 963 844
By
\ .|
\ - N
\ Y
L X
% !
N N\
5
5
3 \\
\\ \\
;'S N
N
X
S

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria -
Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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