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Teologia Ambienial

TESTE DE TOXICIDADE COM FLUORENE R2 (CODIGO LET 2364)
COM O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus (Echinodermata-Echinoidea)

SOLICITANTE:
SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello

Ilha do Fund3o - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:
LABTOX — Tecnologia Ambiental
Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — Ilha do Fundido

Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3 - 4
CEP: 21941-590

Teste n® 527

Tel: (21) 3867-5501 ramal 220

Rio de Janeiro



—

~ o~

otaz=

'recnuingla Arnbiental

LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio requisitante: SEAMB/CENPES/PETROBRAS

Técnico requisitante: Eduardo Platte

Enderego: Centro de Pesquisa Lecpuldo Miguez de Mello, Ilha do Funddo - Cidade
Universitaria - Q7
Telefone: (21) 3865-6100

AvaliagBes solicitadas: Teste EMBRIOLARVAL

Organismo teste: Lyvtechinus variegaius

Tipos de teste: Cronico de curta duragio.

Resposta do teste: [Efeito no desenvolvimento dos embndes (retardamento e/ou
ocorréncia de anomalias)

Identificacio da amostra pelo solicitante: Fluorene R2 - codigo LET 2364
Data 29/01/2002

Codigo de entrada no LABTOX: 060102

| RESULTADO DEFINITIVO - * ©

CENO 200 ppm CEO 300 ppm
VC = 244,9 ppm

Controle: 89 % de pluteus

|DSS: CES0=132mg/l.  (IC=1,25-1,41 mg/L)

=
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Avenida 24, s'n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Unuversitdria - [lha do Fypdio
Cer = 21041 -5 = Rin As lansirs . BT
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1- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade cronica de curta duragio do
produto Fluorene R2 (codigo LET 2364), sobre os embrides do ourigo Lyrechinus

variegatus, em um teste realizado em 31/01/2002.

2-METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1992). Este teste consiste na
exposigao dos ovos a diferentes concentragdes do poluente, avaliando-se a concentragdoe
que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias

nos organismos expostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testadz é realizado um teste de toxicidade com o padrio,
dodecil sulfato de soédie (DSS), com o objetivo de verificar se os-organismos estio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLODA CENO, CEQEVC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que ni3o causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragio utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de
hipoteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley er al.,
1991). Apés a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que
representa a media geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio miﬁrﬁa

aceitavel da amostra,

Avenida 24, s'n®- Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitariz - [lha do Fundio
Cep - 21941-390 - Rio de Jansiro - R
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A normalidade e homocedasticidade da proporgdo de embrides desenvolvidos

foi verificada através dos testes de “Chi-square™ e “Bartlett”,

respectivamente. A

estimativa dos valores de CENO e CEOQ foi feita através do teste paramétrico de

“Dunnetts”.

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipodetene.................cconc0

Temperatura de incubagdo

Fotaperiotdo........c.oiiianiis
EIBI0E-IBME. ......c.covnioicasnions
Volume de solugdo-teste..........
Origem dos organismos...........
N® de organismos / frasco........
N® de réplicas / diluigdo............
N de diluigdes.......ocovveeenn,
Alimentagdo...........ccccceeevvvenen.
Agua de diluigio........c.co........
Salinidade da agua..................
...28 horas

Resposta.......ccocovvivvnnninenn,

Durago doteste.................

Expressdo do resultado.........

..... estatico sem renovagio
..... B+10°0C
..... 12:12h luz e escuro

....tubos de ensaio

10 mL

.gametas obtidos de organismos coletados no campo
300 ovos

04

..... 12 + 1 controle*

.sem alimentagio

.agua do mar natural filtrada (0,45 pum)
34+ 1 %0

.embrides mal formados ou com o desenvolvimento

retardado

JCENQ, CEO e VC

Método de calculo..................

.Toxstat (Gulley eral., 1991)

* Conwole: exposicdo do organismo a agua de diluigdo (3gua do mar narural) nas
mesmas condi¢des da amostra.

Avenida 24, $/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Universitdria - [lha do Fundio

Cep-215941-5%0 — Rio dz Janewro - RBJ
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PREPARO DA AMOSTRA

A amostra foi preparada pela equipe do Laboratério de Ecotoxicologia do
CENPES/ SEAMB e enviada para o LABTOX, sendo mantida a 4 = 2°C até a
realizacdo do teste. Esta amostra teve o pH ajustado de 8,99 para 8,33 com 10uL de
HCI. A partir desta foram retiradas aliquotas para as soiuqﬁes;taste, sendo testadas as

seguintes concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0; 5,0, 10,0; 50,0, 100,0; 200,0; 300,0; 500,0; 700,0
e 1.000 ppm.

VALIDADE DO TESTE

O teste EMERIOLOGICO ¢ considerado valido quando:

W

Apresentar no controle o minimo de 80% de embnides no estagio de pluteus:
P p ,

w !

Qs pardmetros de qualidade da agua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a espécie;

» O resultado com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para
a espécie pelo LABTOX (1,02 - 2,82 mg/L).

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do niumero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados nas tabelas 1.

O produto Fluorene R2 (codigo LET 2364), apresentou valor de CENO de 200
ppm, valor de CEO de 300 ppm e VC de 244,9 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 89%
e a CE50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,32 mg/L (IC=1,25-1,41
mg/L).

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

diferentes diluigdes, encontram se listados nas fichas em anexo.

4
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Tabela I: NiOmero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegafus expostos as
diferentes diluigdes do Fluorene R2 (codigo LET 2364), no teste conduzido
em 31/01/2002.
Reéplicas | Conc. |saudaveis| afetados |% afetados| Média Total Total
(ppm) afetados afetados
2| Controle B3 12 12,0
8 a0 10 10,0
& 82 8 B.Dr
5 86 14 14,0 11,0 400 44
111 50 68 31 31,0
112 84 16 16,0
113 79 21 21,0
114 78 22 22,0 22,5 400 a0
115 100 &0 20 20,0
116 78 22 22,0
117 a2 18 18,0
118 70 30 30.0 225 400 a0
120 200 78 21 21,0
121 76 24 240
122 54 16 16,0
123 73 27 27,0 220 400 88
124 300 47 53 53,0
125 16 84 84,0
126 3g B4 64,0
127 22 78 78,0 69,8 400 279"
128 500 8 g2 82,0
128 17 83 83,0
130 7 g3 83,0
131 17 83 83,0 87.8 400 ool ™
133 700 0 100 100,0
134 0 100 100,0
135 0 100 100,0
136 0 100 100,0 100,0 400 400 *
137 1.000 o 100 100,0
138 0 100 100,0
138 0 100 100,0
140 0 100 100,0 100,0 400 400 *

* significativamente diferente do controle

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadsira 3-4 - Cidade Universitéria - ITha do Fundio
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4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos no controle, com o padrio e nas analises fisicas e quimicas
estiveram dentro dos limites estabelecidos, garantindo a aceitabilidade do teste.

Nas condigOes de teste, Fluorene R2 (codigo LET 2364), apressntou valor de
CENO de 200 ppm, valor de CEO de 300 ppm e VC de 244,9 ppm.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. 1992. Agua do mar.
Teste de toxicidade cronica de curta duragdo com Lytechinus variegatus, Lamarck,
1816. Norma Técnica L5.250, Sao Paulo, Cetesb, p20.

Gulley,D.D.; Boelter, AM.; BergmanHL. 1991. “TOXSTAT Realease 3.3”, Laramie,

WY University of Wyoming, 19 p.

Avenida 24, ¢'n®- Polo Bio-Rio - Incubadeira 3= - Cidade Universitinia — Ilha do Fundio
Cem = 110212540 = Rin de Janeiro = B
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6 - EQUIPE TECNICA
BIOLOGAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus CRB-2 - 12156/02
MSc Marcia Vieira Reynier ~ CRB-2 -07135/02
MSc Maria Cristina da Silva Maurat CRB-2 - 12671/02

\Hﬁﬁr‘tﬁfﬂﬁﬁﬁﬁﬁ-

TECNICOS:

LT o

Priscila Reis da Silva

Viviane Euzebio Luiz

Rio de Janeiro, 19 de fevereiro de 2002.

| Maria Cristina da Silva Maurat -
CRB-2 - 12671/02

Avenida 24, ¢/n® - Polo Bio-Rio = Incubadeira 34 = Cidade Universitiriz - TTha do Fundio
Cep - 21941-590 - Ruo de Janeiro - RJ
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Anexos
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2t 2364 tarzwell L.variegatus -
l le: t527 Transform: NO TRANSFORMATION

( ENOVA TAERLE

i .........
1 "URCE DF g8 MS F
ﬂetween & 2.103 0.350 - 70.000

L

{'thin (Error) oo | 0.10% - 0.005

lotal 27 2.207

{ ————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

( critical F value = 2.57 (0.05,6,21)
( Since F > Critical F REJECT Ho:All groups equal

S,

t, 2364 tarzwell L.variegatus

wile: £E27 Transform: NO TREANSFORMATION

L

i DUNNETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control>Treatment

E TFENEFORMED MEAN CALCULATED IN

4. JUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
b 0.0 0.110 0.110

v 1o 0.200 0.200 1.800

£ 50 ¢.225 0.225 2.300

| l1p0 0.225 0.225 2.300
5 200 0.220 0.220 2.200
5 300 0.€98 0.698 11.750 =
7 500 0.878 0.878 15.350 *
inett table wvalue = 2.4§6 {1 Taeiled Value, P=0.05, £=20,6)

- - 2364 tarzwell L.variegatus

"{le: tE527 Traneform: NO TRANSFORMATION

( DUNNETTS TEST - TAEBLE 2 OF 2 Ho:ControlsTreatment

F NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE

5?JUP IDENTIFICATION EEPS (IN ORIG. UNITS) -CONTROL FROM CONTROL
Ej 0.0 4
2 10 4 0.123 111.8 -0.080
b 50 4 0.123 111.8 -0.115
i 100 4 0D.123 111.8 -0.115
5 200 4 0.123 111.8 -0.110
° 300 4 0.123 111.8 -0.58€
f 500 4 0.123 121.8 -0.76E&

f—
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TESTEN® D27 Data:_3) / ¢i [ O2 Organismo-este: £ vosss,0ali
Tipo de teste:  ( ) fecundagio - ( x ) embrioldgico

FlucrEwe R
Amostra: ((1DLET . 2344 - 9 olr Looe oo Céd. ::Ie entrada no laboratério: c&colcyo

Data de entrada: .25 / ¢ | ¢ 2 Datado prepar}o daamostra; 29 [/ ¢ci | o2
DADOS DO SOBRENADANTE
Salinidade: _34 % pH:_¥99 OD:_®»4Y9 mgl

| AJUSTE DA SALINIDADE (  )SIM ( % )NAO |

_ |Volume de &gua!Volume de Volume de Salinidade final |Concentracéo {
I. destilada i salmoura: amostra: da amostra: final da amostra:
& |
st mL | == mi ree mL b= %o s ppm
SALMOURA

Salinidade: -~ —— % pH: _ ——

Método de obtengéo:

| AJUSTEDOPpPH ( X )SIM ( ) NAO
f-__ Jolume da Adicao:
| amostra: 3¢ UL de HCI pHfinal: ¥ 23
' ; e L0 1 — pL de NaOH pH final __ —

{
i

DADOS DA AGUA DE DILUICAO |
I Local de coleta: ,‘P;m: oy ¥y WeData: _7g | 4L | oL

']

' Data de filtragdo: J % / T2 | © . Aeragio: Data_3J / ¢l | C.2
ISazlllr'ur:ie:nde: 4 % pH:_€%¢ OD:_= 937 mgl
OBS:

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-£ - Cidade Universitériz - llhz do Fundac

-

Cep - 21841-590 = Rio de Janoirc — RS = Tel:{5521) 3867-5501 R: 220 - e-mail’ labtox@biorio.org br
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TESTE N° h2+
C FloorenNE R i
Amostra: COP L ET 234 - 2 ok 1O oman -1QL2 wi L
Solugdo-estoque:  lco O ppm Vol. final a ser preparado: loc mL
_ Numero dos tubos
Concentracéo Vol. amostra a 100% Vol. agua do mar -
adicionada adicionada leitura F/Q
{TIE'MA ) (mL) {mL)
0.0 — loo L -9 lo
Dr'l' [0 1 A s L | 24 |82
= | = S B - T
Q5 i. e i s ol 93 G¢ | 150
5! | gl i “4%-loe |Jol |
| - N - cLar:
B L5 | ' | 94 & dold-los _L-_;L|
T : _ :
C ! 1.C ! 9< toe-teq | tie |
- BD | ki ds, e Jep-upe ol |
| loo s (  HE 115 -139 | 119 |
300 | o) i 10 |,L,2*-s-;2? 1159
| s i ' = __ s o
He | ®, | 50 Zes13t | iaa
I rat -~ = - i
| #C‘D | 1 | e L e e R e 1 | Todyes
. V18 1 > I loc | i 139 -t~cl aai |
b | | |
_'“""‘j=~= ) | i i
| | i
| .
-; | | |
OBS:
-_‘_\“‘_\-‘_\_\_‘“‘-‘_" —
Avenide 24, s/~ - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3= - Cigade Universitans - ling do Funcé:
Cep— 21821880 - Ricce Janeirc - RO = Ten /S8 3BE7-EEDT R, 220 — g-map! lgblextibiartaorahe
|III ‘-I
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TESTEN® 27

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGCOES-TESTE ‘

Temperatura: Sala: _——  °C Incubadora: = ke P+

|
. - . |
Inicio Término !
CDI‘IFEI‘!&F?I}.’:’IG oD S oD S i
4 o ma/L pH %o mg/L pH %o
00 O T S T S8 | 8§43 %4
2y 2 93 See e 5. 49C §50 e
¢35 S 9¢ | ¢ (3 A4 1 Hqe0 e 24
10 148493 § (- 34 i 493 853 34
| i | | ' .l
50 | #wes | S B R g 55 | -a
| i | |
30 | 8 9z | ¥ gi a4 43 ©4{ -7 441 |
i [i=7 | |
o o . LS Y 2% i sl 94 5 44 |
i |
Loe | 8493 | S¢é b e e e 2000 . 4
| I ;
200 | S gy 1 das P ~.3Y S35 | 3= |
| | | | '
FoC | Ad2 | sc5 | 44 I S 6% | %35 A
| | | | |
500 i S0 | g3 24 o O & - BT O 7
I ]
TCe G544 1 5 S 74 235 | 7 34 53
| o ’
I | &de | & %3 3y 395 | £33 23 |
| e | !
| ‘ ! I
' i | |
| |
| | |
! l i i
i 1 | I | [ |
i E | i | ;
i ! i | |

Avenicag 24, s'n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Universitaria - lina do Fundas
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