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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO AQUOSO ISENTO DE SOLIDOS
(COD. 3.4.27.7 - SOLUCAO DE N ACL) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
Lytechinus variegatus (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

L1440LVC

SOLICITANTE:

Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
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L1440LVC

LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdio 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

Avalia¢do solicitada: Teste embriolégico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragio

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

anomalias)

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Fluido Aquoso Isento de Solidos
Cédigo: 3.4.27.7 — Solugiio de Na(l
Data: 17/06/2004

Cédigo de entrada no Labtox: 1144004
Data de entrada no Labtox: 21/06/2004

RESULTADOS

CENO 977 ppm CEO 1.953 ppm
VC = 1.381.30 ppm

Controle: 93% de pluteus

DSS: CE(1)50=2,13 mg.L"! (IC=2.04 - 2,21 mg.L™")

IC: Intervalo de confianca
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1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 30 de junho de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido Aquoso Isento de Solidos (codigo 3.4.27.7 — Solugdo de NaCl)

sobre os embrides do ourico Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESRE (1999), com adaptacdes. Este teste
consiste na exposicio dos ovos a diferentes diluigées do fluido, avaliando-se a dilui¢dio que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos

Organismes 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 estio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALcurLopa CENO, CEQOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragio utilizada que nfio causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEQ (menor concentraciio utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipoteses
utilizando-se 0 programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley ef al., 1991).

A normalidade e a homocedasticidade da proporgio 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™.

Apos a obtengiio destes valores, foi calculado o VC (valor crénico). que representa a

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragdo méaxima aceitdvel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

THPO BCHOSME..oreiiiiiesstibonessmseesssnsspenssssssnss s ssessssses s et cromico
~ CODPALUITS 6 CUBAOED vuuuon s csiicssiss o sasitiE bt eo e 2540,5°C
Entnpcﬁoda .................................................................................................... 12:12h luz e escuro
R R tubos de ensaio
VOIS Ao SOMGBO-TERIE st Bl ubensomsespsosos st sesas s o 10 mL
Origem dos organismos........................... gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
DN OTABISING BB, vesiss st omss e e oo 2 300 ovos
I’ e PpHCAS | dIIRIGHO witcoctietiufiitnstipsesssprsneserisses ieomsommstoes s st 04
DN OBHIRIGNER. ... om0 0000 S e e st eescotarcs 12+ 1 controle®
Agua de dildic0..........cvwveeeeeeeeenreeee dgua do mar natural filtrada (0,45 um)
e T R S 3312 %
e S U 25 horas
Resposta......oc.ooveeereeeieener, embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EXPressio do 1esulado...........c..ccevivmmmureennreoneseeeseooeseseesoooooooooooo CENO,CEOeVC
Metodo de CAICUIO..........vveeeeeeeeeeeee e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposicio do organismo 4 agua de diluicdo (4dgua do mar natural) nas mesmas
condigbes da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora da
realizagdio do teste e sua preparagfio foi realizada com base nas metodologias propostas por
API (1984); Duke er 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 proporgdo de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada ¢ 900 mL de
agua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm
¢ decantado por 1 hora. Apos este periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e
a partir dela (solucdo-estoque de 1.000.000 ppm) foram preparadas as solugdes-teste, sendo
testadas as seguintes diluicdes: 488; 977; 1.953; 3.906; 7.813: 15.625: 31.250; 62.500;
125.000; 250.000; 500.000 e 1.000.000 ppm (Fichas em anexo).
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VALIDADE DO TESTE

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

espécie pelo Labtox que € de 0,83 23,20 mg.L".

3 - RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentragiio de efeito nfio observado) obtido com o Fluido
Aquoso Isento de Sélidos (codigo 3.4.27.7 — Solugdo de NaCl) foi de 977 ppm, o valor de
CEOQ (concentragio de efeito observado) foi de 1.953 ppm e o VC (valor cronico) de 1.381.30
ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 93% e a
CE(T)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 2,13 mg. L™ (IC = 2.04 — 221
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 (lsotonic regression model) TABLE 2 OF 2

ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION  MEAN  WILLIAMS P=05 WILLIAMS FREEDOM

Controle 0.070
4338 0.085 0.637 1.73 k=1,+13
977 0.085 0.637 1.82 k=2, v=1%8
1933 0.328 10.930 # 1.85 k=3, v=138
3906 0.655 24.832 b 1.86 k=4, v=18
7813 0.898 35.125 ¥ 1.37 k=35.v=18
5= 0.033
Mote: df used for table values are approximate when v = 20, k/-}
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudiveis de 7. variegatus expostos a diferentes

dilui¢des do Fluido aquoso isento de solidos (cod. 3.427.7 _ Solugdo de NaCl) no teste
conduzido em 30/06/2004.

[ Nimero de pluteus Nimero de pluteus
D{?}gﬁﬂ Saudaveis | Afetados [iigﬁgﬂ Saudaveis Afetados
93 07 0 100
Controle 04 06 31.250% 0 100
97 03 0 100
88 12 0 100
a2 08 {0 100
488 94 06 62.500% 0 100
88 12 0 100
90 10 0 100
89 11 0 100
977 01 09 125.000% ] 100
93 07 0 100
{1 95 05 0 100
(614} 314 ] 100
1.953% 70 30 250.000% 0 100
68 32 0 100
65 35 0 100
- 36 64 0 100
3.906* 30 70 500.000* 0 100
32 68 0 100
40 60 0 100 |
14 6 0 100
7.813% 10 90 1.000.000* 0 100
05 95 0 100
12 88 0
i 0 100
15.625% 0 100
0 100
0 100

B 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

BroLogas:

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
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Rio de Janeiro. 19 de julho de 2004.
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Tecno qua ‘Amblental

Data Inicio: 20 [ o6 [ o4 Hora:  Ae:20 Término; ©4 [ ©3 | CA
Organismo-teste: | xm.u;:{fuL Operador(es): _Jieins

Tipo de teste: ( ) fecundacdo ( ¥ ) embrioldgico
Tipo de amostra: _f0uudbe Cod. entrada _ L s44h004  Salinidade: 2\ %0 pH _F35

Solugao-estoque:_1go  mbL (mg) da substancia (amostra bruta) +_@co ml de agua de diluigao

Concentragao final da solugao-estoque: A .goo.0o0 @Eﬂ@‘t—'%r

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada — mL Vol de salmoura:__ mL
Vol. amostra _ — mL Salinidade final da amostra _ — % Conc. final da amostra: _ —
Salmoura: Método: = Salinidade: = %o pH: =3
AjustedopH: _ —  plL de HCI — pL de NaOH pH final: _ —
Agua de diluicao: Lote: 220 Salinidade: _2¢ %epH: 211 OD:_Seo mg.L’
Vol. da solugdo-teste por tubo: _ 10  -mlL Vol. solugdo de ovos: _ 95 pL
N® de replicas por diluigao: =]
Manutencdo do teste: Temperatura 2520,5°C Fotoperiodo: 12:12h Duragao do teste: 259 h
PREPARO DAS SOLUGCOES-TESTE: Vol __ 4o mL
Diluigdo Vol sol. estoque | Vol. agua de diluigéo Tubos: n®
— _l?i:L mL mlL Leitura F/Q
o0 — I 400 1-4 10
hge Q!Qi!ﬂ: .ﬂ,-:‘nl,qur_;[ axG: ~RhA | 220
- #71 0,07% 46 903, Js5l- 254| 855 |
AASH o.ms 44 405 256-45%| dco
306 | O 29,6 Je I - f¢4 65
1963 03g %%,20 I6 - D.69 470
S 605 N2 4844 93 . 2L | 2¥8
31,250 A 4687 Q76 . AT 480
Ga50n 623 A335 281 O74|J88
s te o N S L 935 %G _ 229499
250 oo a5 = 29/ _ 294 | 495
Seo. oo | =0 =0 996 259|200 |
Aoononn fo0 = Sod . Bo4 | 5]
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PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS

Diluigao Inicio ) Teérmino
(wm} S (%) oD pH S (%) oD pH
00 24 560 22l = I %14
494 T 6,07 203 25 [
o 34 G 25 % n 25 G132 Q22
1452 2 6.06 %13 35 (.0 %34
A0k 2ty SAY 213 3‘3 ) : Al %J 35
7213 2 $.60 24 15 5 lag S %
seis | 24 Gl 2L 35 534 Q35
21250 * &% 23 25 5 éﬁ_‘g_ri&_
61500 o 633 Q1 35 552 3%
| 25000 2 22 g 12 o5 5. 6% 3.3
250,007 34 2 B0 o, 5 6%
Sa0.000 23, & 29 301 ol 'EJE; 15 é,%_
ol 546 | fas | 3% G 1% 2,
‘-‘_-‘--‘-‘--‘_ —
=
-‘-----‘--_"‘-'—n_
e =
H\-H-"""—a
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