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10a. Aula — Ecotoxicologia aquatica e Ensaios de
ecotoxicidade de agrotoxicos para peixes e Daphnia

1 - Introducéao

2 - Ecotoxicologia Aquatica.

3 - Ensaios de avaliagao da toxicidade aguda de agrotoxicos para Daphnia.

4 - Ensaios de avaliacdo da toxicidade aguda e crénica e de bioconcentragcao de

agrotdxicos com peixes.

PRATICA: 1- Avaliagdo do ensaio de toxicidade aguda de parathion metilico para

minhocas.

2 - Instalagao de ensaio de toxicidade aguda de agrotoxicos para os

microrganismos do solo.



Objetivo dos estudos ecotoxicologicos

Pesquisa; 0 ,. 1
‘Monitoramento Ambiental; /-’ |
*‘Registro/periculoside de produtos quimicos; L—: —4

Avaliacao de impacto ambiental de efluentes;

‘Controle da qualidade das aguas continentais e marinhas,
sedimentos e solos;

‘Estabelecimento de critérios de qualidade de aguas e efluentes

liquidos , residuos em solo.



FONTES DE POLUICAO

A

MODIFICACOES AMBIENTAIS

Reduz a diversidade espécies autoctones

Aumenta as espécies indesejaveis (algas) -

nutrientes

Reduz a qualidade da agua

A WA

Aumenta a mortalidade peixes
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CONTAMINAGAO AMBIENTAL: FONTES PONTUAIS / MULTIPLAS

FONTES PONTUAIS: Substancias toxicas descarregadas em focos

pontuais (efluentes industriais, esgotos municipais, ou detritos solidos

em terrenos sanitarios).

Tém a identificacao da origem, o que fica facilitada e posterior

controle da difusao no ambiente.

FONTES MULTIPLAS / DIFUSAS: As substancias toxicas migrem para

lagos ou reservatorios por intermédio de multiplas rotas (aguas

superficiais, aguas subterraneas, uito chuvas e poluicao atmosférica).

O controle torna-se mdificil, e ha a necessidade de medidas

abrangentes.



FONTES PONTUAIS

e ‘ )

Pontos especificos

>_ <
<

Forma individualizada

Facil identificacdo da origem

Possibilita controle

Qtd. e composicao n&o varia J

Ex: Efluentes industriais, estacoes de tratamento de esgoto, detritos
sélidos em terrenos sanitarios.



TERMINOLOGIAS BASICAS DA TOXICOLOGIA AQUATICA

TOXICIDADE AGUDA. E definida como a intoxicagio causada por uma

exposicao aguda, unica ou multipla, dentro de um curto periodo de

tempo. Efeitos toxicos observados em até 96 horas é considerado

agudo.

CONCENTRAGAO LETAL (CL). E a concentragido de um toxico em que

determinado porcentual de organismos expostos morrem, ou seja, CL,,

ou CL.,, expressa em mg/L, ou ppm.

Considera-se a duracao da exposicao até o ponto terminal, como

24, 48, 72 ou 96 horas. Por exemplo, CL,, ..



TERMINOLOGIA BASICA DA TOXICOLOGIA AQUATICA

CONCENTRACAOQ LETAL - CL (Toxicidade aguda) (mg/L)

DOSE LETAL - DL (Toxicidade aguda em animais) (mqg/kq)

VERTEBRADOS AQUATICOS - CL - Concentragdo Letal que causa a
MORTALIDADE dos organismos.

INVERTEBRADOS AQUATICOS - CE - Concentragao Efetiva que causa a
IMOBILIDADE do organismos




Classificacao quanto a toxicidade aguda
para peixes e invertebrados (Zucker, 19895)

CATEGORIA CL;, ou CE;, (mg.L")
Extremamente toxico <0,1
Altamente toxico <1,0
Moderadamente toxico 1,0<10,0
Ligeiramente toxico 10,0 <100,0

Praticamente nao-toxico >100,0




| TOXICIDADE CRONICA (Efeito subletal) |

E definida como a intoxicacdo causada por exposicéo
cronica, continuada ao longo de um periodo de tempo

relativamente longo, normalmente superior a um décimo do

periodo de vida.

Crénico é um termo relativo que depende do tempo de

vida do organismo considerado.



TOXICIDADE CRONICA

CE (Concentracédo Efetiva) € a concentracao toxica
gue pode causar efeitos adversos sob determinado per-

centual de organismos-teste (Ex: CE,, ou CE)).




RESULTADOS DA TOXICIDADE CRONICA:

- CEO (LOEC): E a menor CONCENTRACAO DE EFEITO OBSERVADO.

- CE50 (EC50): E a CONCENTRACAO EFETIVA que causa 50% de efeito.

- CENO (NOEC): E a maior CONCENTRACAO DE EFEITO NAO

OBSERVADO - comportamento similar ao controle.

CEO (b)

Escala

comparativa CE50 (50% de Efeito Toxico)
entre as

concentragoes CENO (a)

e o controle

Controle (a)



As respostas comumente utilizadas em testes de cronicidade sao alteragoes
na fecundidade, relacoes entre idade/tamanho ou a presenca de tumores

(carcinogenecidade).

Essas respostas normalmente sao analisadas em relacao as condicoes de

“nenhum efeito observado” (NOEL) do téxico considerado, ou em relagao as

Concentracoes Maximas Aceitaveis do Toxico (MATC), associadas a

uma resposta aceitavel.

Ensaios cronicos identificam as respostas dos

anismos as substancias toxicas



A NOEC. Concentracao de Efeito Nao Observado.

E a maior concentragdo toxica a qual os organismos-
teste podem ser expostos sem se verificar efeitos adversos.

Os efeitos podem incluir: SUBLETALIDADE ou LETALIDADE.

SUBLETALIDADE: concentracao de estimulo abaixo do nivel que causa a
morte (menor reproducao, fertilizacao, crescimento ou anormalidades).

OS EFEITOS TAMBEM INCLUEM:

- Sobrevivéncia do ciclo de vida
- Ciclo de vida parcial

- Primeiros estagios da vida com organismos aquaticos.



CONSIDERACOES SOBRE TOXICIDADE

Os testes agudos sao importantes, pois sao estudos
realizados para determinar a “magnitude do risco” de

determinada substancia toxica

A menor dose ou concentragao necessaria para produzir
uma resposta aguda € um indicador de maior risco que a

substancia oferece ao meio ambiente.

Um efeito crénico é produzido por concentracao baixa e

sob um longo tempo de exposic¢ao.



BIOCONCENTRACAOQ: E o processo pelo qual uma substancia é

absorvida pelo organismo-teste apenas da agua, por via branquial,
dérmica e/ou por ingestao oral e fica mais concentrada no corpo do

animal que na agua.

FATO DE BIOCONCENTRACAO (BCF)

Pode ser definido como a relagao entre a concentragao de uma

substancia nos tecidos do animal exposto e a concentragao na agua, na

auséncia da cadeia alimentar.




Fator de bioconcentracao de inseticidas organoclorados em
invertebrados aquaticos.

ORGANISMOS FATOR DE BIOCONCENTRAGAO
Cladocera (crustaceos) 25.400 - 114.100
Amphipoda (crustaceos) 4.600 - 20.600
Decapoda (crustaceos) & 2.900
Ephemetoptera 9.400 - 32.600
Odonata 910 - 3.500

7.800 - 133.600




EFEITOS DAS MISTURAS DE COMPOSTOS TOXICOS
(INTERACOES TOXICOLOGICAS)

EFEITO DE ADICAO - efeito da mistura de dois agentes contaminantes é

exatamente a soma dos efeitos de cada um.

EFEITO DE POTENCIALIZAGAO - um dos contaminantes s6 tem efeito

toxico quando combinado com outro.

EFEITO ANTAGONICO - quando misturados, diminui a agdo toxica.

EFEITO SINERGICO - efeito combinado de dois contaminantes é muito

maior do que a soma dos efeitos de cada um deles aplicados sozinhos.



EFEITOS DAS MISTURAS DE COMPOSTOS TOXICOS (INTERACOES TOXICOLOGICAS)

Efeito Efeito Efeito

ir-:-tlcleoroa:éeo toxicodo toxicodo combinado
agente A  agente B deA+B

Adicao 20% 30% 50%
Sinergismo 5% 10% 100%
Potencializacao 0% 20% 50%
Antagonismo 20% 30% 5%

INTERACOES PODEM SER VARIAVEIS, DEPENDE DA

MAGNITUDE DA EXPOSICAO.



PERIGO

Avaliado em experimentos com animais de laboratorio normas oficiais

(nacionais ABNT, IBAMA, CETESB) e (internacionais EPA, OECD, WHO,
ASTM, etc)

Dados toxicologicos dos produtos (DL50, CL50, CE 50 etc).




Portaria Normativa N. 84 (15/10/96) — IBAMA.

Art. 2. A classificacao quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental
(PPA) baseia-se nos parametros biocumulacao, persisténcia,
transporte, toxicidade a diversos organismos, potencial
mutagénico, teratogénico, carcinogénico, obedecendo a seguinte

graduacao:
Classe | - Produto altamente Perigoso
Classe Il - Produto Muito Perigoso
Classe lll - Produto Perigoso

Classe IV - Produto Pouco Perigoso



REGISTRO DE AGROTOXICOS NO BRASIL -
MODELO TRIPARTITE

AVALIAGAO DAS CARACTERISTICAS AGRONOMICAS TOXICOLOGICAS
E ECOTOXICOLOGICAS DOS COMPOSTOS QUIMICOS E SEUS EFEITOS

Agrondémica

QO ANVISA
<0
< MAPA Avaliagéo da
< Toxicidade

Avaliacao da
» N
-~

eficiéncia
REGISTRO T




SISTEMA DO IBAMA PARA A CLASSIFICAGAO DOS AGROTOXICOS PELO PPA

PORTARIA NORMATIVA N° 84, DE 15/10/96

(D.O.U. de 23/10/96)

O PRESIDENTE DO INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, no uso de suas atribuicées legais que lhe confere o artigo 24
do anexo | do Decreto n? 78, de 5 de abril de 1991, bem como o Regimento Interno do IBAMA,
aprovado pela Portaria Ministerial n? 445, de 16 de agosto de 1989, do Ministério do Interior, e
tendo em vista o disposto na Lei n? 6.938, de 31 de agosto de 1981 e Lei n® 7.802, de 11 de janeiro
de 1989, regulamentada pelo Decreto n? 98.816, de 11 de janeiro de 1990, modificado pelo

DA AVALIACAO DO RISCO AMBIENTAL

Art. 62 - A avaliacao do risco ambiental, sera realizada quando a classificacao de periculosidade
ambiental considerando os usos propostos caracterizar a necessidade de informacao de campo,
ou quando, a critério do IBAMA, for verificada a sua necessidade.

§ 12 - A avaliacao do risco ambiental exigido das formulacées ja registrados ou a registrar,
podendo implicar na alteragéo , suspensao ou cancelamento dos registrados, quando a avaliagao
indicar a maximizacao ou minimizacao dos riscos ambientais previstos na classificacao de
potencial de periculosidade ambiental.

§ 29 - O registro sera mantido conforme as especificacdes estabelecidas para as mesmas
sempre que as hipoteses do paragrafo anterior nao se verificarem.



ECOTOXICOLOGIA AQUATICA

Ecotoxicologia Ambiental

Estuda os efeitos adversos de
produtos quimicos

~
Ecossistema

g

Determinar 0s riscos que
representam para todos os &=
organismos do ambiente e

saude humana




MULTIPLAS ROTAS OU FONTES DIFUSAS
(NAO PONTUAIS)

Nao identifica ponto de langamento

Modo aleatorio (qtd./freq./composicao.)

Dificil controle = medidas abrangentes

Ex: Aguas superficiais, aguas subterraneas, chuvas (sobre campos agricolas e

acidentes com produtos quimicos ou combustiveis) e polui¢cao atmosférica.



AVALIAGAO DE RISCO

= Identificacao do perigo (Ex: concentracao, toxicidade)

= Avaliacéo da exposicao (Ex: oral, dérmica, respiratoria)
—> Integracao perigo e exposicao (relacao dose/resposta)

—> Caracterizacao do risco (tomada de deciséo)
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AVALIACAO DE RISCO

Formulacao do problema e Identificacao do perigo

PROCESSO DE

AVALIACAO DE ANALISES

RISCO
ADAPTADO DA §CARACTERIZAC,&OP
EPA (1992)
E EITOSvEXPOSIC @
\CARACTERlZAiAo DO RISCO \

‘CRITERIO DE ACEITABILIDADE DO RISCO \

| ACEITAVEL | |NAO ACEITAVEL |

‘ MEDIDAS MITIGADORAS ‘




CRITERIOS PARA A SELECAO DE ESPECIES COMO BIOINDICADORA

1. Ser sensiveis ao contaminante ou aos fatores ambientais.

2. Vasta distribuicao geografica, abundancia e disponibilidade.
3. Importancia recreacional, econémica ou ecoldgica.
4. Disponibilidade de métodos para sua cultura e reproducao.

5. Boas condicoées fisicas, livres de parasitas e doencas.

6. Capacidade de acumular varias substancias toxicas.
7. Ser comum e facilmente coletada.
8. Ter tamanho adequado para amostras de tecidos.

9. Estar presente na area de impacto e em areas nao poluidas.

10. Ter correlacao com niveis ambientais de substancias toxicas.




Caracterizacao do Risco

Formulacao do Problema com a Identificagao do Perigo

Analise e
avaliacao da
Exposicao

Caracterizacao da
exposicao

Caracterizacao
do risco

Caracterizacao
dos efeitos

Avaliacao
concentracao-
resposta

(USEPA, 1997)




O CONTROLE DAS SUBSTANCIAS TOXICAS

DEMANDA OS SEGUINTES CONHECIMENTOS

1. identificacao e controle das fontes dos compostos

toxicos prioritarios.

2. determinacao do destino para elaborar os balancos

dos compostos toxicos prioritarios.

3. abordagem de bacias para lagos erios afim de

controlar os compostos toxicos.




Avaliagao da exposicao
(Caracterizacao da Exposicao)

Na avaliacao da exposicao usa-se informagao sobre niveis ambientais,
destino e transporte, anélises ecolégicas, EXPOSICOES NO PONTO DE
CONTATO, dados de modelagem farmacocinética e caracteristicas

demograficas (USEPA 1989).

Atmosfera

b AU

Organismos

vivos

LUCHINI, 2003




Caracterizacao do risco

Etapa final do processo é a aplicacao formal de analises matematicas
aos dados para estimar os riscos individual e populacional, ou se ha

um nivel limiar de dose que esta sendo excedido.

e Reversibilidade dos efeitos.

e Evidéncias cientificas e o seu peso para suportar as
conclusoes.

e Incerteza sobre a magnitude e natureza do risco.

e Alcance das informagoes sobre a natureza e a
probabilidade de risco.

e Confianca do analista sobre as predicoes feitas.




Gerenciamento do risco

Gerenciamento do risco é uma decisao tecnica e politica.

Depende dos interesses relacionados com a producao,
comercializagao, consumo ou emprego da substancia.

RISCO = (F) Toxicidade x Exposi¢cao x Probabilidade
BASEADO EM CRITERIO DE ACEITABILIDADE DO RISCO

Risco pode ser diminuido através da adocdo de medidas de

seguranca que limitam a exposi¢ao e/ou a toxicidade.



http://www.alexkoti.com/galeria
http://www.alexkoti.com/galeria

Gerenciamento do risco
CRITERIO DE ACEITABILIDADE DO RISCO

Tabela 2.7  Diretrizes da Agéncia de Prote¢io Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) para determinar
o risco das substancias téxicas para os organismos aqudticos (Urban & Cook, 1986).
Pressuposicao e e - A
POSI§ T'oxicidade aguda Toxicidade cronica
regulamentadora
Y Sem riscos “ EEC < 1/10 LCs, EEC < nivel sem efeito
R gronico (NOEL)
, Riscos que podem ser 1/10 LCs, £ EEC < 172 LCy,
mitigados mediante restricdo  EEC > 1/10 LCs, Nao aplicdvel
de uso
, Risco inaceitavel
» Espécies nao ameagadas EEC > 1/2 LCs, EEC 2 niveis com efeitos
e cronicos, inclusive efeitos
A
» Espécies em risco EEC > 1/20 LCs, EEC 2 niveis com efeitos
ou cronicos, inclusive efeitos
reprodutivos; além de
EEC > 1/10 LG, qualquer modifica¢ao nos
habitats

EEC: Estimated Environmental Concentration / CAE = Concentragao Ambiental Estimada.



Risco Ambiental - Q = CAE/CLS0 ou CES0 (Urban e
CooK, 1986)

. Nenhum efeito adverso - Q < 0,1
. Moderado risco de efeito adverso - 0,17< Q< 10

.Alto risco de efeito adverso - Q > 10

Risco de intoxicacao aguda ambiental (Goktepe, 2004)

Quociente de Risco (RQ) = CAE/CL50 ou CES0
« RQ>0,5== Alto risco

« 0,05<RQ<0,5== \loderado risco

* RQ<0,05 == Baixo risco




Classificacao do inseticida diflubenzuron pela toxicidade aguda aos

organismos aquaticos pelo risco ambiental (SOUZA, 2008)

Toxicidade Q
Espécies Risco ambiental
Aguda
Sem sed. | Com sed.
Extrema-
D. magna 3.571,44 - Alto risco de efeito
mente toxico

P. reticulata Nao-toxico 0,0132 0,0072 Nenhum efeito
L. minor Nao-toxico 0,0044 0,0029 Nenhum efeito

Risco Ambiental - Q = CAE/CES50 ou CL50 (Urban e CooK, 1986)

. Nenhum efeito adverso se Q £ 0,1
. Moderado risco de efeito adverso se 0,1 < Q<10
. Alto risco de efeito adverso se Q> 10




INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DE QUALIDADE AMBIENTAL

COORDENACAO-GERAL DE AVALIACAC E CONTROLE DE SUBSTANCIAS QUIMICAS
COORDENACAO DE AVALIACAO AMBIENTAL DE SUSBTANCIAS E PRODUTOS PERIGOSOS

MMoA Sistema de Classificac&o quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental - PPA
Transporte Persisténcia l | Bioconceniracao | | Diversos organismos
Solubilidade Hidrolise Log Kow h-*lir:r-::—mrgaﬂisn-ms

4 4 4 4

Mobilidade Fotolise LFBC X2 [ Minhocas |

4 4 4
Adsorcdo |Biodegradabilidade x 2 4 [l Microcrustaceos |J
4 4 4
Total Total (peso 2) Total (peso 2) Algas 4
4 4 4 4
| Peixes l
4
Aves
4
Abelhas 4
4
Classe - PPA Oral (rato) 4
36 CLASSE IV 4
Tabela Clagps Ensaios

Frases de advertiéncia




Portaria Normativa N. 84 (15/10/96) — IBAMA.

Anexo IV- PARTE D - TOXICIDADE PARA ORGANISMOS NAO-ALVO

D.1 - Microorganismos.
D.2 - Algas.
D.3 - Organismos do solo (minhocas)

D.4 - Abelhas.

D.6 -- Peixes. D.6.1 -Agudo. D.6.2 - Crénico.
D.7 — Bioconcentracao em peixes.
D.8 —Aves. D.8.1-Dose unica. D.8.2 - Dieta. D.8.3 - Reproducao.

D.9 - Plantas. D.9.1 - Fitotoxicidade para plantas nao-alvo



MANUAL DE TESTES PARA AVALIA(}AO DA
ECOTOXICIDADE DE AGENTES QUIMICOS - IBAMA

MINTER

MINISTERIO DO INTERIOR

SEMA

SECRETARIA ESPECIAL DO MEIO AMBIENTE

MANUAL DE TESTES PARA
AVALIACAO DA
ECOTOXICIDADE DE
AGENTES QUIMICOS

NORMA ABNT NBR
BRASILEIRA 12713
Tercalra edigio

Wallda a partir de
19.12.2008

L
L —

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda —
Método de ensaio com Daphnia spp (Crustacea,
Cladocera)

Aqualic ecoloxicology — Acute Toxicity = Test with Daphnia spp (Cladocera,
Crustacea)

http://www.abntcatalogo.com.br/norma.aspx?1D=57167



http://www.abntcatalogo.com.br/norma.aspx?ID=57167

TOXICIDADE AGUDA PARA Daphnia similis

(Cladocera, Crustacea)
NUmero do teste no manual do IBAMA: D.2.1.

OBJETIVO: Avaliar a toxicidade aguda para
Daphnia similis.

FUNDAMENTO:
Exposicao de neonatos por 48 horas.

ORGANISMO - TESTE:

Jovens com 6 a 24 horas de idade.

5 animais / tubo de ensaio, com 10 ml da solug¢ado com as
concentracoes testadas, mantidos em estante a 20 + 2°C,
escuro.



TOXICIDADE AGUDA PARA Daphnia similis (Cladocera,
Crustacea)

Numero do teste no manual do IBAMA: D.2.1.

Organismo - Teste




TOXICIDADE AGUDA PARA Daphnia similis (Cladocera,

el

Organismo - Teste

Crustacea) (IBAMA: D.2.1.)

CONTROLE DE QUALIDADE

- < 10% imobilidade
testemunha

- 2mg/L O, dissolvido
solucao

- Temperatura deve ser
mantidaa20+2°C

- CE (50-48h) - K,Cr,0, entre
0,04 2 0,17 mg/L



Cultivo de Daphnias

m Cristalizadores de 4 L colocar 3 L agua de cultivo:
- 40 Daphnias adultas e 40 com idade heterogénea.




— -

Teste de sensibilidade ao K,Cr,0;,

m Completar para 10 - [ i
mL com 1 mL de o
agua de cultivo
mais 5 neonatos.

m Deixar na camara de

‘ o LR . . I
1 - o ' r r"'s" -
bioensaios a 20 £ 2°C B . e e
f ol S s P ST TUSNYSE LY
' N R e N S\

durante 24 h. = =

| —



TOXICIDADE AGUDA PARA Daphnia similis (Cladocera,

Crustacea)

Numero do teste no manual do IBAMA: D.2.1.

CONTROLE DE QUALIDADE: CE50, 48 h - K,Cr,0, entre 0,04 a 0,17 mg/L.

Daphniamagna - K,Cr,05
1,7
a 1,65
-l
5 1,6 .
E 155 , T —
o o
i . CEs, Médi
E-o Média
S 14 > ¢ ¢
c ¢ L 4
o 14
o
c
S 1,35 . ®
13 ¢
125 Testes
0 2 4 6 8 10 12 14 16




Organismos aquaticos - Microcrustaceos

CE50 (mglL) - 481

Informar valor

100

Classificacdo

0 |<]| x 1 1 |Altamente toxico

1 [<] «x 10 | 2 [Mutotoxico

10 |<] x 100 | 3 [Medianamente toxico
100 <] x 4 1Pouco toxico




NORMAS DA ABNT PARA PEIXES

NBR 12.714 de 03/1993 - Ensaio de toxicidade com peixes - Parte | -
Sistema estatico.

NBR 12.715:1993 - Ensaio de toxicidade aguda com peixes - Parte Il -
Sistema semi-estaticos.

NBR 12.716:1993 - Ensaio de toxicidade aguda com peixes - Parte lll -
Sistema de fluxo continuo.

NBR 15.088:2016— Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda - Método
de ensaio com peixes (Cyprinidae).

NBR 15.499:2016 - Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade cronica de
curta duracao — Método de ensaio com peixes.



NORMA ABNT NBR
BRASILEIRA 15088

| Organismos aquéticos - Peixes |
CL50 (mglL) - 96h

|Informar valor | 100 | 0 SEx [< 1 1 |Altamente téxico
1 [<] x 10 2 |Muito toxico erceira edigao
[Classificacio | 4 | 10 [<] x 100 | 3 |Medianamente téxico 13.12.2016
100 |<| x 4 |Pouco toxico

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda —
Método de ensaio com peixes (Cyprinidae)

Aquatic ecotoxicology — Acute toxicity — Test with fish (Cyprinidae)

NORMA ABNT NBR
BRASILEIRA 15499

Terceira edigao
08.04.2016

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade crénica de
curta duracao — Método de ensaio com peixes

Aquatic ecotoxicology — Shart-term chronic toxicity — Test with fish



TOXICIDADE AGUDA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

OBJETIVO: Avaliar a toxicidade aguda para espécies de peixes.

FUNDAMENTO: Exposicao de peixes a varias concentragoes em sistema de

fluxo continuo por 96 h. Determina-se a Concentracao Letal Inicial Média - CL(I)50
- 96h .

ACLIMATACAO




TOXICIDADE AGUDA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONCENTRACAO LETAL INICIAL MEDIA - CL(I)so.s,: Concentragdo nominal do
agente quimico que causa efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos-teste
em 96 h de exposicgao.

TESTE PRELIMINAR: Determinar o intervalo de dosagem letal (0 e 100%).

ESPECIES

Danio rerio Poecilia reticulata
(Cyprinidae) - paulistinha (Poeciliidade)- guard




TOXICIDADE AGUDA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE
Organismos-teste:
Lotes diferentes — fazer teste de toxicidade aguda com 24 h, com
uma substancia de referéncia.

Substancia referéncia (ABNT NBR:15088, 2011):

Cloreto de potassio (KClI)




Culturas de laboratério por longos periodos: fazer teste de toxicidade aguda 24 h pelo

TOXICIDADE AGUDA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE

menos uma vez por més. CL(l)sy_ 54, = = 2 d.p. em relagao aos valores médios anteriores.

CL50

1,4
1,3

1,2

0,9

0,8

Oreochromis niloticus

L 4 L 4
L 4
4

|- > ¢ CL50

—|im S
L 4 L 4 B B L 4 L 4 m SUp

Lim Inf

—NMédia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de Testes

CL., Média



TOXICIDADE AGUDA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE

Do Organismo-teste:

A letalidade e ou proporcao de peixes com

comportamento anormal no lote < 5% em 48 h antes do teste

Do teste:

- O, dissolvido > 40% do valor da saturagao H,0

- Letalidade e ou comportamento anormal no controle < 10%.
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Aquario de aclimatacao de peixes em sala climatizada para testes de

toxicidade de agrotoxicos.



—

Teste de toxicidade aguda de agrotoxicos para peixes em
sala climatizada.




100 + 100

Tilapia Guaru
vermelha

/’

mortalidade (%0)

50 50
/ - / y = 225,65x + 27,826
. R®=0,9813
: y=0,4212x -4,5714
2_
. R"=0,9361 CLso=0,1 mglL
- CLso=129,21 mg/L
: EEEEEENEEEEERIE
]
O T || T T T 0 T T T
100 120 140 160 180 0 0,05 0,1 0,15
concentrages (mg de oxicoreto de cobre/L concentragdes (mg de oxicloreto de cobre/L)

Curvas de regressao linear entre concentracoes de oxicloreto de cobre

e porcentagem de mortalidade de tilapia vermelha e guaru, em agua

mole (Boock, 1998).




100
H,O mole y = 43,89 + 4,05x
< R2 =0,3988
< CL () 50 - 96h = 1,43 ppm .
< .
4y} [} ([ J
S 50 —
[ - H,O represa .
5 - - 96h =:3,31 ppm
= - o
[ y = °
| R2 = (]
| [
| ()
/ :
O I I I I : I I I I E I I I

0.12 0.24 0.48 0.96 1.2: 1.68 216 264 3.12 3.6 4.08 456 5.04

Concentragoes (mg/L)

Valores de cobre acumulado (ng/g) em tilapia vermelha e guaru durante o teste

definitivo de toxicidade aguda de oxicloreto de cobre em 96 hs em aguas mole

(Boock, 1998).




Toxicidade aquda diferencial do parathion methyl para

ESPECIE

Brachydanio rerio
Channa orientalis
Daphnia magna
Daphnia magna
Fathead minnow

Heteropneustes fossilis

Largemouth bass
Neomysis mercedis
Rainbow trout

Rainbow trout
Selenastrum sp
Tubifex tubifex
Vibrio fischeri

especies aquaticas.

EXP (h)
96
72
24
48
96
96
96
96
96
96
48
96
48

CL., (mg/L)
2,26
4,88
0,009
0,002
8,90

10,00
5,22
0,20
2,70
2,75
0,047
0,60
2,20

Referéncia

WIJK & KRAAIJ (1994)
SHEREKAR & KULKARNI (1989)
KUNGOLOS et al. (1999)
KUNGOLOS et al. (1999)
POST (1987)

JAMES & SAMPATH (1994)
POST (1987)

BRANDT et al. (1993)
TOMILIN (1995)

POST (1987)

KUNGOLOS et al. (1999)
SUSEELA et al. (1994)
KUNGOLOS et al. (1999)



TOXICIDADE CRONICA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.2.

OBJETIVO: Avaliar a toxicidade cronica de agentes quimicos durante

os estagios larvais de peixes.

FUNDAMENTO: Exposicao de larvas de peixes recém-eclodidas, em
sistema de fluxocontinuo por 7 dias.
Avalia-se os efeitos deletérios a sobrevivéncia e/ou crescimento

(peso).



TOXICIDADE CRONICA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.2.

CONDICOES EXPERIMENTAIS: Fotoperiodo de 11 h de luz, 25 +
2°C, fluxo continuo, ou semi-estatico (renovacgao da agua
em 24 h).

AVALIACOES:

«CONCENTRAGAO DE EFEITO NAO OBSERVADO (CENO):

E a maior concentragdo nominal do agente toxico que ndo causa
efeito deletério estatisticamente significativo na sobrevivéncia e

reproducao em 7 dias de exposicao.



TOXICIDADE CRONICA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.2.

o CONCENTRAGAO DE EFEITO OBSERVADO (CEO):

E a menor concentragdo nominal do agente toxico que causa efeito deletério

estatisticamente significativo na sobrevivéncia e reproducao em 7 dias de exposicao.

e VALOR CRONICO (VC):

Média geométrica dos valores CENO e CEO.

o CONCENTRAGAO EFETIVA (CE50) :

Concentracao nominal do produto que causa efeito deletério a 50% dos

organismos-testes em um tempo de exposicao.



TOXICIDADE CRONICA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE:
Organismos-teste:

Lotes diferentes — fazer teste de toxicidade aguda
com 24 h, com uma substancia de referéncia.

Culturas de laboratério por longos periodos: fazer teste de toxicidade
aguda 24 h pelo menos uma vez por mes.

CL(1)50 — 24h = £ 2 D.P. em relagcao aos valores médios anteriores.



TOXICIDADE CRONICA PARA PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Do Organismo-teste:
A letalidade e ou proporcao de peixes com
comportamento anormal no lote < 5% em 48 h antes do

teste .

Do teste:

- O, dissolvido > 40% do valor da saturagao H,0.

- Letalidade e ou comportamento anormal no controle < 20%.



BIOCONCENTRACAOQ EM PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.3.

OBJETIVO: Avaliar o grau de bioconcentragao de agentes

quimicos em peixes.

FUNDAMENTO: Exposicdo de espécies de peixes autoctones

durante um certo periodo de tempo.

O sistema de exposicao pode ser estatico (substancias soluveis), semi-estatico

(Solubilidade < 200 mg/L) ou de fluxo continuo (Solubilidade < 1 mg/L).



CONDICOES DO TESTE: Alimentagio normal com ragdo seca, 1 g de

peixe / L, fotoperiodo de 11 h de luz natural, temperatura ( 25 £ 2°C).

AVALIACAO:

A intervalos regulares amostras de agua e de peixes sao coletados para

acompanhar a assimilacao da substancia até a sua acumulacao maxima, que é
atingida no estado de equilibrio.
Apos esta fase, os peixes sao transferidos para agua limpa, para

avaliacao do grau de depuracgao da substancia bioacumulada.

A partir destes dados é calculado o fator de bioconcentracao e as

concentragoes de assimilacao e depuracao.



INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DE QUALIDADE AMBIENTAL

COORDENACAO-GERAL DE AVALIACAC E CONTROLE DE SUBSTANCIAS QUIMICAS
COORDENACAO DE AVALIACAO AMBIENTAL DE SUSBTANCIAS E PRODUTOS PERIGOSOS

MMoA Sistema de Classificac&o quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental - PPA
Transporte Persisténcia l | Bioconceniracao | | Diversos organismos
Solubilidade Hidrolise Log Kow h-*lir:r-::—mrgaﬂisn-ms

4 4 4 4

Mobilidade Fotolise LFBC X2 [ Minhocas |

4 4 4
Adsorcdo |Biodegradabilidade x 2 4 [l Microcrustaceos |J
4 4 4
Total Total (peso 2) Total (peso 2) Algas 4
4 4 4 4
| Peixes l
4
Aves
4
Abelhas 4
4
Classe - PPA Oral (rato) 4
36 CLASSE IV 4
Tabela Clagps Ensaios

Frases de advertiéncia




BIOCONCENTRACAOQ EM PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.3.

BIOCONCENTRACAO: Aumento da concentragdo da substincia no
organismo vivo em relacao a concentragao na agua.

ASSIMILACAO: Processo de absorcdo da substincia pelo organismo
teste.

DEPURAGAO: Processo de eliminacdo da substancia do organismo teste

para 0 meio.
D.7 - Fator de Bioconcentracao
FBC
Informar valor 0 0 <|FBC| < 10 4 |Pouco ou ndo bioconcentravel
10 <|FBC| < 100 3 |Medianamente bioconcentravel
Classificacao 4 100 | <|FBC| <| 1000 2 |Muito bioconcentravel
1000 |[<|FBC 1 |Altamente bioconcentravel




BIOCONCENTRACAOQ EM PEIXES
Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.3.

FATOR DE BIOCONCENTRAGAO (FB,)
Razao entre a concentragao da substancia no
organismo (Cp) e a concentragao na agua (Ca).

ESTADO DE EQUILIBRIO:
Condicao em que a concentracao no organismo é constante
em relacao ao tempo exposicao.

CONTROLE DE QUALIDADE:

e Menos de 10% de mortalidade na testemunha;

e Variacao de 1 °C na temperatura;

e Oxigénio dissolvido na agua pelo menos 3 mg/ L.



BIOCONCENTRACAO EM PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Organismos-teste:

Lotes diferentes — fazer teste de toxicidade aguda com 24 h,

com uma substancia de referéncia.

Culturas de laboratério por longos periodos: fazer teste de toxicidade
aguda 24 h pelo menos uma vez por més.

CL(l)50_04n= £ 2 D.P. / a0s valores médios anteriores.



BIOCONCENTRACAOQ EM PEIXES

Numero do teste no manual do IBAMA: D.3.1.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Do Organismo-teste:

A letalidade e ou proporcao de peixes com comporta-mento

anormal no lote < 5% em 48 h antes do teste .

Do teste:

- 0, dissolvido > 40% do valor da saturagao H,0

- Letalidade e ou comportamento anormal no controle < 10%.
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BIOCONCENTRACAOQ EM PEIXES —

500 _

300 _

acumulacéao depuracao

. 0,0769 mg/L de

cobre

0 0,0200 mg/L de

cobre

( CL50-96h : 1000 )

tempo (dias)

Bioconcentragdo e depuragdo do cation Cu*2 em TILAPIA VERMELHA, descontado os
valores da testemunha (BOOCK, 1999).




10a. Aula — Ecotoxicologia aquatica e Ensaios de
ecotoxicidade de agrotoxicos para peixes e Daphnia

PRATICA: 1- Avaliagao do ensaio de toxicidade aguda de parathion metilico para

minhocas.

| D.3 - Organismos do solo (minhoca)
CL50 14 dias (mg/kg-solo)

lInformar valor | 1000 | 0 <| x [< 10 1 |Altamente toxico
10 <[ x |< 100 2 |Muito téxico
|Classiﬁca(;éo | 4 | 100 S| x | < 1000 3 |Medianamente toxico
1000 [=<| x 4 |Pouco toxico

2 - Instalagao de ensaio de toxicidade aguda de agrotoxicos para os microrganismos

do solo.
D.01 - Micro-organismos do solo
Informar valor 4 1 Produziu efeitos nas taxas de respiracao e nitrogenacao
4 N&o produziu efeitos

Classificacao 4




Tratamentos

METHYL PARATHION (Folisuper®)
AREIA

1- TESTEMUNHA

2- 6 mg/kg substrato

3- 12 mg/kg substrato

4- 18 mg/kg substrato

5- 24 mg/kg substrato

Tratamentos

METHYL PARATHION (Folisuper®)
ARGILOSO

6- TESTEMUNHA

7 - 60 mg/kg substrato

8 — 120 mg/kg substrato

9 - 180 mg/kg substrato

10 - 240 mg/kg substrato

Tratamentos
METHYL PARATHION (Folisuper®)

% | SOLO ORGANICO

10- TESTEMUNHA

| 11— 60 mg/kg substrato

12 - 80 mg/kg substrato

' 13 - 160 mg/kg substrato

14 — 240 mg/kg substrato

& | 15 - 320 mg/kg substrato







PRATICA: Instalagdo de um teste de toxicidade de agrotoxicos
para minhocas

AVALIAGAO - 14 DIAS DE EXPOSCAO

1 - Abrir os sacos plasticos e despejar o substrato sobre uma folha de
jornal

2 - Procurar e separar as minhocas vivas — contar
3 - Pesar as minhocas vivas encontradas em cada saco plastico.

4 - Calcular a CL(l), e a redugao no peso medio dos animais.



AULA PRATICA MINHOCAS
TOXICIDADE AGUDA DE PARATHION METILICO PARA MINHOCAS - 2° Sem/2018
TABELA DE AVALIAGAO DO TESTE - NUMERO DE MINHOCAS VIVAS E PESO FINAL

REPETICOES

Trata. - . o Média
mentos N.vivas | Peso final | N.vivas | Pesofinal | N.vivas |Pesofinal| N.vivas | % Mortal | Peso final
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1

12

-
w




INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DE QUALIDADE AMBIENTAL

COORDENACAO-GERAL DE AVALIACAC E CONTROLE DE SUBSTANCIAS QUIMICAS
COORDENACAO DE AVALIACAO AMBIENTAL DE SUSBTANCIAS E PRODUTOS PERIGOSOS

MMoA Sistema de Classificac&o quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental - PPA
Transporte Persisténcia l | Bioconceniracao | | Diversos organismos
Solubilidade Hidrolise Log Kow h-*lir:r-::—mrgaﬂisn-ms

4 4 4 4

Mobilidade Fotolise LFBC X2 [ Minhocas |

4 4 4
Adsorcdo |Biodegradabilidade x 2 4 [l Microcrustaceos |J
4 4 4
Total Total (peso 2) Total (peso 2) Algas 4
4 4 4 4
| Peixes l
4
Aves
4
Abelhas 4
4
Classe - PPA Oral (rato) 4
36 CLASSE IV 4
Tabela Clagps Ensaios

Frases de advertiéncia




Teste sobre efeitos de agrotoxicos sobre os microrganismos do solo, por

meio da avaliacdo da evolucéo de CO, do solo.
IINSTALACAO DO EXPERIMENTO

50 ml NaOH 1ml BaCI2
0,2 N i 0
3 gotas fenolftaleina 1% HCI 02N
——
o4t / Titulagao -

AAAAAAAA \4

4 dias ]
150 g solo {

50 ml NaOH 0,2 N :
-
i ) o:< [ Na”* ]
PRINCIPIO DO METODO o- 2

2NaOH + CO, —— Na,CO, (NaOH 0,2N =8 mg/mL)

80 mg NaOH reage com 44 mg CO,



PRATICA:

2 — Teste sobre efeitos de agrotoxicos sobre os microrganismos do solo,
por meio da avaliagao da evolucao de CO, do solo.

TITULACAO

HCI 0,2 N reage com NaOH que nao reagiu com o CO, interno

NaOH + HC| =——— NaCl + H,O

HCl| também reage com Na,CO, ANTES de reagir com BacCl,

(2NaOH + CO, =—— Na,CO,)

Na,CO, + BaCl, === BaCO, + NaCl (ppt)

O

o= [m]

O



2 — Teste sobre efeitos de agrotoxicos sobre os microrganismos do solo,

por meio da avaliagao da evolucao de CO, do solo.

TITULACAO
Exemplo: Se gastou 13 mL de HCI na titulacao.

Entao supoe-se que 37 mL de NaOH reagiu com o CO,

) evoluido do solo
CALCULQOS: 1 mL NaOH 0,2 N » 8 mg

37 M| —— — 296 Mg

Na Reagao —> 80 mg NaOH reagem com 44 mg de CO,
Entao: 296 mg NaOH reagiu com 162,8 mg de CO,

Evolugcao do CO, do solo =162,8 mg / dia/ 150 g de solo
L= < 100 g de solo
Z =108,53 mg de CO, /100 g de solo / dia




Teste sobre efeitos de agrotoxicos sobre os microrganismos do solo, por meio da
avaliacao da evolucéo de CO, do solo.
Tratamentos
1- CONTROLE - Branco
2 - CONTROLE - Solo umido
3 - CONTROLE - Solo ativado com C/N
4 - PrioriXtra - 0,5 L p.c./ha C/N
9 - PrioriXtra - 5,0 L p.c./ha C/N
6 - PrioriXtra - 50,0 L p.c./ha C/N
7 - MSMA Sanachem 720 - 4,0 kg/ha
8 - MSMA Sanachem 720 - 40,0 kg/ha
9 - MSMA Sanachem 720 - 400,0 kg/ha
10 - MSMA Sanachem 720 - 4,0 kg/ha C/N
11 - MSMA Sanachem 720 - 40,0 kg/ha C/N
12 - MSMA Sanachem 720 - 400,0 kg/ha C/N

AGROTOXICOS: DOSAGEM:
C =0,25% de glucose (p/p solo) - fonte de Carbono
N =0,012% de NH,NO, (p/p solo) —fonte de Nitrogénio
Solo argiloso: densidade = 1,2. Profund. solo=2,5cm




PRATICA:

2 — Teste sobre efeitos de agrotoxicos sobre os microrganismos do solo,
por meio da avaliagao da evolucao de CO, do solo.

TOXICIDADE DE AGROTOXICOS PARA OS MICRORGANISMOS DO SOLO,
AVALIADA PELA EVOLUGAO DE C0,

VALORES EM ML DE HCI GASTOS NA TITULACAO COM NaOH

Tratamentos A B C Média

1- CONTROLE - Branco

2 - CONTROLE - Solo umido

3 - CONTROLE - Solo ativado com C/N

4 - PrioriXtra-0,5L p.c./ha C/N

5 - PrioriXtra-5,0L p.c./ha C/N

6 - PrioriXtra - 50,0 L p.c./ha C/N

7 - MSMA Sanachem 720 - 4,0 kg/ha

8 - MSMA Sanachem 720 - 40,0 kg/ha

9 - MSMA Sanachem 720 - 400,00 kg/ha

10 - MSMA Sanachem 720 - 4,0 kg/ha C/N

11 - MSMA Sanachem 720 - 40,0 kg/ha C/N

12 - MSMA Sanachem 720 - 400,0 kg/ha C/N




109,6

107,8

112,0

109,6

110,4

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

mg de CO2 evoluido por 100 g de solo em 3 Dias

W 2 - Test - Solo umido

M 3 - Test - solo ativado com C/N
@ 4 - PrioriXtra - 0,5 L p.c./ha C/N
O 5 - PrioriXtra - 5,0 L p.c./ha C/N
W 6 - PrioriXtra - 50,0 L p.c./ha C/N

B 7 - MSMA Sanachem 720 - 4,0

kg/ha
m 8 - MSMA Sanachem 720 - 40,0

kg/ha
B 9 - MSMA Sanachem 720 - 400,0

kg/ha
010 - MSMA Sanachem 720 - 4,0

kg/ha C/N
W11 - MSMA Sanachem 720 - 40,0

kg/ha C/N
W12 - MSMA Sanachem 720 -

400,0 kg/ha C/N



