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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO AQUOSO ISENTO DE SOLIDOS
(COD. 3.4.29.4 - SOLUCAO DE CACL;) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
LYTECHINUS VARIEGATUS (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

SOLICITANTE:

Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163
Imboassica - Macaé - RJ
CEP: 27925-290

Executado por:

LABTOX — Laboratorio de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratoério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundao
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Teste 1374 LVC

Rio de Janeiro
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L1374LVC
LAUDO DE TOXICIDADE

Orgfo requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Hélio Gama

Endereco: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ

Tel.: (22) 2761-2644/2761-9086

Avaliacao solicitada: Teste embriologico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragao

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

anomalias)

Identificacdo da amostra pelo solicitante: Fluido aquoso isento de s6lidos
Codigo: 3.4.29.4 — Solugao de CaCl,
Data: 17/05/2004

Codigo de entrada no Labtox: L137404
Data de entrada no Labtox: 18/05/2004

RESULTADOS

CENO 11.219 ppm CEO 22.438 ppm
VC = 15.866 ppm

Controle: 83 % de pluteus

DSS: CE(I)50 = 0,98 mg.L" (IC=0,88 — 1,09 mg.L™")

IC: Intervalo de confianca
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1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 21 de maio de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido aquoso isento de sélidos (Cod. 3.4.29.4 - Solucao de CaCly)

sobre os embrides do ourico Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptacdes. Este teste
consiste na exposicao dos ovos a diferentes diluicdes do fluido, avaliando-se a diluicao que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condicdes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrio
dodecil sulfato de sdédio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentracdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) ¢ CEO (menor concentragdo utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipoteses
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versado 3.3 (Gulley et al., 1991).

A normalidade e a homocedasticidade da propor¢do de embrides desenvolvidos foi
verificada através dos testes de “Shapiro-Wilks” e “Bartlett”, respectivamente. A estimativa
dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste de "Williams™.

Ap0s a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que representa a

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragdo maxima aceitavel da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA
A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a realizagdo
do teste, e sua preparacdo foi realizada com base nas metodologias propostas por API (1984);
Duke et al. (1984) e Veiga (1998). Assim, a amostra foi homogeneizada em misturador
industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500 rpm e preparou-se um extrato aquoso na
proporcao de 1:9, utilizando-se 600 mL da amostra homogeneizada e 5.400 mL de 4gua do
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mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm e
decantado por 1 hora. Apds este periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e
teve a salinidade ajustada de 95 para 34%o, resultando em uma solugdo-estoque de 359.000
ppm. A partir desta solucdo foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes
dilui¢des: 175; 351; 701; 1.402; 2.805; 5.609; 11.219; 22.438; 44.875; 89.750; 179.500 ¢
359.000 ppm (Fichas em anexo).

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

TIPO @ EESTC .. veeeiieiieeie ettt ettt ettt ettt et e e bt e steeebeesaeeesbeessaesasaessaeesseensneesaensneans cronico
Temperatura de INCUDAGAOD. .......c.ueeiiuiieeiiieciiee et e e aee e 25+£0,5°C
FOtOPEIiodO. .. .eoeiiieiiieiiece e 12:12h luz e escuro
FraSCO-TESTC. ...ttt ettt tubos de ensaio
Volume de SOIUGAO-TESTE......cccuvieiiiieeiiiieiie ettt et e et e e etae e et e e eaaeeeaaeeeareeeenns 10 mL
Origem dos Organismos............cccveeervveenns gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
N° de organiSMOS / fTASCO.......uieruieeiieiieeieeiee ettt ettt ettt e e b e saaeenseeeene 300 ovos
N de 1éplicas / AIIUIGAO. ....ceeuiiieiiieeiiie ettt et e e e et e e e e e rae e e sbeeessbeeesnseeennneas 04
NO A AIIUIGOES. ...ttt ettt ettt ee et eae e eaeeaeana 12 + 1 controle®
ALMENEAGAO. ....eeiviieeiieeeiee ettt et et e et e e etr e e e ta e e eetbeeeaaeeeraeeeraeeeaneeas sem alimentacao
Agua de dilUIGAO. ..., agua do mar natural filtrada (0,45 um)
Salinidade da AZUa..........coiiiiiiiii e 34+ 1 %o
DUTACA0 A0 TESLC.....veiieiiieeciie ettt ettt e et e e etb e e et e e e aa e e eabeeenbeeeareeennes 25 horas
Resposta.......ccoeeeecveeeecieeeieeenen, embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
Expressao do resultado.........cocueeiieeiieniiiiiieeeeeeee e CENO, CEO e VC
MeEtodo de CAICUIO......oiiiiiieciiieceece e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposi¢do do organismo a 4agua de dilui¢do (4gua do mar natural) nas mesmas
condicoes da amostra.

VALIDADE DO TESTE
O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» O resultado com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo Labtox que ¢ de 0,83 a 3,20 mg.L™".
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3 - RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentragdo de efeito ndo observado) obtido com o Fluido aquoso
isento de sdlidos (Cdd. 3.4.29.4 - Solucdo de CaCl,) foi de 11.219 ppm, o valor de CEO
(concentracao de efeito observado) foi de 22.438 ppm e o VC (valor cronico) de 15.866 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 83% e a
CE(I)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 0,98 mg.L" (IC = 0,88 — 1,09
mg.L"). Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas

diferentes dilui¢des, encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

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 0.149
175 0.149 1.193 1.71 k=1, v=27
351 0.149 1.193 1.79 k=2,v=27
701 0.161 0.501 1.81 k=3, v=27
1402 0.161 0.501 1.82  k=4,v=27
2805 0.168 0.143 1.83  k=5,v=27
5609 0.171 0.072 1.84  k=6,v=27
11219 0.171 0.072 1.84  k=7,v=27
22438 0.372 11.595 * 1.84  k=8,v=27
s= 0.025 Note: df used for table values are approximate when v > 20.
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes diluicdes do Fluido

aquoso isento de solidos (Codigo: 3.4.29.4 — Solugdo de CaCl, ) no teste conduzido em 21/05/2004.

Numero de pluteus Numero de pluteus
D(lrl)glg)lo Saudaveis Afetados ])(1;;1)1;:12)10 Saudaveis Afetados
80 20 80 20
Controle 84 16 11.219 83 17
83 17 87 13
85 15 82 18
89 11 62 38
175 87 13 22.438* 63 37
87 13 67 33
85 15 59 41
88 12 0 100
351 85 15 44 875* 0 100
85 15 0 100
83 17 0 100
89 11 0 100
701 80 20 89.750%* 0 100
83 17 0 100
82 18 0 100
86 14 0 100
1.402 83 17 179.500%* 0 100
84 16 0 100
84 16 0 100
82 18 0 100
2.805 85 15 359.000%* 0 100
85 15 0 100
81 19 0 100
81 19
5.609 82 18
85 15
83 17

* Significativamente diferente do controle.
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5 - EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRB-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRB-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - 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

ELABORADO POR: REVISADO POR

MSc. Leila A. da Silva Kraus Dra. Marcia Vieira Reynier

Lidon Opomceta oo &lier b %m Lol

Rio de Janeiro, 18 de junho de 2004.
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