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Tecnologla Ambiental

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

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

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

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

Teste n° 527

Tel: (21) 3867-5501 ramal 220

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdo requisitante: SEAMB/CENPES/PETROBRAS

Técnico requisitante: Eduardo Platte

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

Avaliagdes solicitadas: Teste EMBRIOLARVAL
Organismo teste: Lytechinus variegatus
Tipos de teste: Cronico de curta duragdo.
Resposta do teste: Efeito no desenvolvimento dos embrides (retardamento e/ou
ocorréncia de anomalias)
Identificagdo da amostra pelo solicitante: Fluorene R2 - cddigo LET 2364
Data 25/01/2002

Codigo de entrada no LABTOX: 060102

CENO 200 ppm CEO 300 ppm
VC = 2449 ppm

Controle: 89 % de pluteus

DSS: CE50=132mgL (IC=1,25-1,41 mg/L)
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1- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade cronica de curta durag¢do do
produto Fluorene R2 (cédigo LET 2364), sobre os embrides do ourigo Lyfechinus

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

2 - METODOLOGIA

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

nos Organismos expostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testada ¢é realizado um teste de toxicidade com o padréo,
dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdao

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLo DA CENO, CEOEVC

O valor de CENO (maior concentragdo 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 teste de
hipoteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley er al,,
1991). Apos a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que
reprosents g media geométriéa de CENO e CEO e indica a concentragdo maxima

aceitavel da amostra.
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Teandlogia Ambiental

A normalidade e homocedasticidade da propor¢io 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

“Dunnetts”.

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipodeteste...................... estatico sem renovagao

Temperatura de incubagio....... 25&10°C

POtoperiodo. ...umiisnicrmnees 12:12h luz e escuro

Frasco-teste............uusuminasestibos 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 diluigdes.........cccovvveen..... 12 + 1 controle*

Alimentagdo............cccoeeeeni. sem alimentag3o

Agua de diluig@o......cccovenn...... agua do mar natural filtrada (0,45 pum)

Salinidade da agua.................. 34+ 1 %o

Duragdo doteste..................... 28 horas

Resposta............c.coocvveevvennn, embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado

Expressao do resultado........... CENO, CEO e VC

Meétodo de célculo................... Toxstat (Gulley ez al., 1991)

* Controle: exposig3o do organismo a 4gua de diluigdo (agua do mar natural) nas
mesmas condigdes da amostra.
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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
realizagdo 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 solugdes-teste, 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 EMBRIOLOGICO ¢ considerado valido quando:

A\t

Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;

» Os pardmetros de qualidade da dgua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a espécie, '

» O resultado com a substéncia 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 numero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados nas tabelas I.

O produto Fluorene R2 (cédigo 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 ae 89%
e a CE50 obtida com a substincia 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 diluigOes, encontram se listados nas fichas em anexo.
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( Tabela I Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos is
diferentes dilui¢des do Fluorene R2 (codigo LET 2364), no teste conduzido
¢ em 31/01/2002.
L
( Réplicas Conc. |saudaveis| afetados | % afetados| Média Total Total
(ppm) afetados afetados
{ 2| Controle 88 12 12,0
( 8 90 10 10,0
L 6 92 8 8,0
5 86 14 14,0 11,0 400 44
111 50 69 31 31,0
i 112 84 16 16,0
’ 113| 79 21 21,0
. 114 78 22 220 22,5 400 90
N 115 100 80 20 20,0
116 78 22 22,0
g 117 82 18 18,0
) 118 70 30 30,0 22,5 400 90
. 120 200 79 21 21,0
; 121 76 24 240
‘ 122 84 16 16,0
) 123 73 27 27,0 22,0 400 88
124 300 47 53 53,0
125 16 84 84,0
126 36 64 64,0
B 127 22 78 78,0 69,8 400 279 *
128 500 8 92 92,0
129 1T 83 83,0
130 T 93 93,0
131 W 83 83,0 87,8 400 351"
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 0 100 100,0
{ 138 0 100 100,0
; 139 0 100 100,0 "
( 140 0 100 100,0 100,0 400 400 *
. * significativamente diferente do controle
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4 - CONCLUSAO

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

Nas condicdes de teste, Fluorene R2 (codigo LET 2364), apresentou valor de
CENO de 200 ppm, valor de CEQ 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 duragio com Lyfechinus variegatus, Lamarck,
1816. Norma Técnica L5.250, Sio Paulo, Cetesb, p20.

Gulley,D.D.; Boelter,AM.; Bergman HL. 1991 “TOXSTAT Realease 3.3”, Laramie,
WY University of Wyoming, 19 p.



~~~

—~AAmAAAAAAAAA~AAA

e B e B o T o T e T S e S o S

- .

N N e e e e e

"7 Y LY

Tecnologia Ambiental

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

TECNICOS:

Priscila Reis da Silva

Viviane Euzébio Luiz

Rio de Janeiro, 19 de fevereiro de 2002.

D i oIS S Do X
(" Maria Cristina da Silva Maurat -
CRB-2 -12671/02
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.t 2364 tarzwell L.variegatus
ﬁ;le: t527 Transform: NO TRANSFORMATION
(
( ANOVA TARLE
T e i i s S e S i S i m
{ 'URCE DF Ss MS F
%ﬁtween 6 2.103 0.350 70.000
i:thin (Error) _ 21 0.1058 0.005
Leal 27 3 5077

(mmm i mmm e e e e e
(:Critical F value = 2.57 (0.05,6,21)

{ Since F > Critical F REJECT BHo:All groups equal

{

L4
£t 2364 tarzwell L.variegatus
tfle ES52% Transform: NO TRANSFORMATION

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

l TRANSFORMED MEAN CALCULATED INMN
:.QUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 0.0 0.110 0.110

v 2 o 0.200 0.200 1.800

. 3 g0 0.225 0.225 2.300

4 100 0.225 0.225 2.300

5 200 0.220 0.220 2.200

3 300 0.698 0.698 11.750 ~*

7 500 0.878 0.878 15.350 =*
0 1ett table value = 2.46 (1 Tailed Value, P=0.05, df=20,6)

i
-+ - 2364 tarzwell L.variegatus
“(Ie: £6527 Transform: NO TRANSFORMATION

{ DUNNETTS TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:ControlsTreatment

( __________________________________________________________________________
( NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
sEIUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) -CONTROL FROM CONTROL
(o m e e e mmemmo ST T s e e
(T 0.0 4

2 10 4 0.123 111.8 -0.090
L 50 4 0.123 111.8 -0.115
re 100 4 0.123 111.8 -0.115

¢ 9 200 4 0.123 111.8 -0.110

© 300 4 0.123 111.8 -0.588

{ 500 4 0.123 111.8 -0.768
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TESTEN® _©27 Data:_3j / ¢l / ©2 Organismo-teste: £ /o5 ¢ s ol

Tipo de teste:  ( ) fecundacao ( x ) embriolégico

Flierene R
Amostra: c(LET 23¢4 - 9 e Loce 5o Cod. de entrada no laboratério: _C¢&

Data de entrada: 7% / ¢4 /| ¢ 2 Datado prepar:'c-) daamostra: .29 / ¢i [ o>
DADOS DO SOBRENADANTE

Salinidade:

J4 % pH:_XY949 OD:_® Y9 mgll

leg

¥ o T - U i

AJUSTE DA SALINIDADE (

)SIM (< )NAO

, o Ay

destilada

(4

Volume de agua!Volume de

salmoura:

Volume de
amostra:

mL

mL

mL

Salinidade final
da amostra:

Yoo

Concentragéo
final da amostra:

SALMOURA

ppm

Método de obtencao:

-

Salinidade: -—— %o pH:

AJUSTEDOPpPH ( X )SIM ( ) NAO

. |Volume da
amostra:

Adicdo:

1@ uL de HCI

pHfinal. _Y 23

HL de NaOH pH final:

e

e e T

|

- ..-..,-.\ -

Salmldade.

| Local de coleta: £/ Za YR ~'ny KisData:
Data de filtragdo: 7 ¢ / oA

74

DADOS DA AGUA DE DILUICAO

g L o
I_© < Aeragdo: Data 34 / ¢l | 2
S 0D:_~ 9% mal

pH:

o/
100

JBS:

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Universitaria - Ilha do Funddo

Cep - 21941590 — Rip de Jancirc — RJ - Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 - e-mail: labtox@biorio.org.br
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( TESTE N° 2%
( FLorReENS RO |
( |AmostraiCop i ET  Z3¢:Y - 2t ok _LLILH")%-JOJ_}WJ-LL
( | Solucdo-estoque:  tco s ppm Vol. final a ser preparado: lcc mL
( ‘ Numero dos tubos
Concentragéo Vol. amostra a 100% Vol. &gua do mar :
( adicionada adicionada leitura FIQ
( 0.0 — loo L-qg lo
( e B .
2l 00t 99 99 5391 G2
\ Q9 005 4945 93-9¢ | 150
( 1.0 cL 949 9 9%-ioo | tol
{ 5 09 99 5 log-dos| 154
E 1o 10 4¢ loec-2c9 | ttc
S0 iy Bx) <93 11 -119 1522
& Le=l=] 1o 90 lis-119 | 139
$ 300 30 40 L24-427 1159
DCO 5 50 125-131 {32
100 30 3c 133 -13¢ | 155
__ilovo Loo e 13- 10| 1A
( SR ——
( -
{
(
(
(
(
( OBS. -, __
( e
{
(
; \ Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - liha do Fundéao
' Cep — 21941-590 - Ric de Janeirc — RJ - Tel:(£521) 2867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@bioric.crg.br
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TESTEN° _527

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala:_——  °C Incubadora: £ °C
o — Inicio Término

(?%“) rg)g[f)L pH ‘z '?9?'— pH "i
00 ol I g SO 34 .08 §43 274
] = 3 $¢o 34 4 %0 400 | 349
1&h) 2 9¢ S &3 i | 147 % D% >4
LO 543 g C¢ 34 493 $53 34

5 0 G &3 S &8 = ] 535 =
e 4 9¢ X el k| G $447 35
| S5 C 5 9¢ | 8.6l 34 459 | 894 | 34
LOG 5293 Ste 24 % €92 24
0] o SCF k| N9Y % 54 o4
3G 3 92 o MR 54 H D | 838 23
2CO 31493 g &3 34 i G 3 31 2.3
Koo 5,94 S €5 24 I g 5+ 23
(cCQ 5499 | £33 24 2 95 .2 3 2.5

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - Ilha do Fundao
Cep - 21941-580 - Rio de Janeiro - RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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