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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO BR MUL HT (CODIGO 1.1.8)
UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus
(Echinodermata-Echinoidea)

LI297LVC
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LAUDO DE TOXICIDADE

LI297LVC

Orgdo requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Téenico requisitante: Hélio Gama
Endereco: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ
Tel: (22) 2761-2644/2761-9086
Avaliagdo solicitada: Teste embriolégico
Organismo teste: Lytechinus variegatus
Tipo de teste: erénico de curta duragfio
Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrides (retardamento elou
ocorréncia de anomalias)

Identificagdio da amostra pelo solicitante: Fluido BR MUL HT
Codigo: 1.1.8  Data: 13/01/2004

Codigo de entrada no Labtox: L.129704
Data de entrada no Labtox; 21/01/2004

RESULTADOS

CENO 250.000 ppm CEO 500.000 ppm
VYC =353.553 ppm

Controle: 92.75 % de pluteus

DSS: CE()50 = 1,60 mg.L™" (IC = 1.56 — 1.64 mg.L™)
[C: Intervalo de confianga
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1-0BJETIVO

Este teste, realizado em 05 de fevereiro de 2004, teve como objetivo determinar
a toxicidade crénica do Fluido BR MUL HT (codigo: 1.1.8) sobre os embrides do

ourigo Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999). Este teste consiste na
exposicdo dos ovos a diferentes diluigbes do fluido, avaliando-se a dilui¢do 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 sédio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CaLcuLo pa CENO, CEQ E VC

O valor de CENO (maior concentracio 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
hipéteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley ef al.,
1991).

A normalidade e a homocedasticidade da proporgiio de embrides desenvolvidos
foi verificada através dos testes de “Chi-square” e “Bartlett”, respectivamente. A
estimativa dos valores de CENO ¢ CEO foi feita através do teste parametrico de
"Willians™.

Apds a obtencio destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que
representa 2 média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima
aceitavel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
B G L e N estatico
Temperatura de IEUbaCAD. ..o s s s it i o 25£0,5°C
e 007 = g T s e OO 12:12h luz e escuro
FEASCOTERLR . ..o.uimnssrcoremesrnsssnnssenssmnsinssarsinseion semiuisssssesenssans smssesissemetsee bt tubos de ensaio
Volumede solcao-taste .« wvmmnm s e e 10 mL
Origem dos organismos.................... gametas obtidos de organismos coletados no campo
R LB o 1111 7 o0 B T e o e N s S 300 ovos
L e e T 04
I OB IR AOOES oot e oo s S R S S s, 12+ 1 controle®
:}Eimentau;ﬁo .............................................................................................. sem alimentacdo
Annade dMIBCROL .. i e e agua do mar natural filtrada (0.45 pum)
Salinidade da AZUA.. ......ccociieiireeee st e et st en s 3411 %0
EAIPea G0 0L, . oo sttt i e e e e A S B 25 horas
BESPOSER. o s e embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado
Expressao doresmadii . coumman e nnmmis s e i e CENO.CEOeVC
Método de caleulo.......ovvevveeereeeeee s Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposigiio do organismo i agua de diluigdo .{égua do mar natural) nas
mesmas condigdes da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora
da realizagdo do teste e sua preparagdo foi realizada com base nas metodologias
propostas por API (1984); Duke ef al. (1984) e Veiga (1998). Assim, a amostra foi
homogeneizada em misturador industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500
Ipm € preparou-se um extrato aquoso na proporgio de 1:9, utilizando-se 100 mL da
amostra homogeneizada ¢ 900 mL de 4gua do mar. O extrato foi homogeneizado em
misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm e decantado por 1 hora, Apés este
periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e a partir dela (solugio estogue
de 1.000.000 ppm) foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes
diluicGes: 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 é considerado vélido quando:
# Apresentar no controle o minimo de 80% de embriGes no estdgio de pluteus;
» O resultado com a substncia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para

a espécie pelo Labtox (0,83 — 3,20 mg. L"),

3 - RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentra¢io de efeito nio observado) obtido com o Fluido
BR MUL HT (cédigo: 1.1..8) foi de 250.000 ppm. o valor de CEO (concentragio de
efeito observado) foi de 500.000 ppm e 0 VC (valor crénico) de 353.553 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foi de
92,75 % e a CE(I)50 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1,60 mg.L” (IC
=1.56-1.64 mg,L"}.

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

diferentes diluicdes, sdo apresentados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

T 1297 LVC Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMS TEST (lsotonic regression model) TABLE 2 OF 2

[SOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF

IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=05 WILLIAMS FREEDOM
Controle 0.073

15625 0.079 0.367 1.72 k=1, v=21
31250 (.079 (.367 1.80 k=2, v=21
62500 0.080 0.440 1.83 k=3, v=21
125000 (1.084 0.661 1.84 =4, v=21
250000 0.084 0.661 1.85 k=35, v=21
300000 0.145 4.257 g 1.85 k=6, V21

s= 0024

Mote: df used for table values are approximate when v > 20, Jr /}

%~
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a
diferentes diluigdes do Fluido BR MUL HT (codigo: 1.1.8) no teste
conduzido em 05/02/2004.

Numero de pluteus Numero de pluteus
Diluigho Saudéveis | Afetados | Digao Sauddveis Afetados
(ppm) i (ppm)
94 06 92 08
Controle 90 10 31.250 95 05
a0 1o 91 09
a 97 03 91 09
96 04 o1 09
488 98 02 62.500 92 08
95 05 95 05
98 02 90 10
90 10 90 10
977 98 02 125.000 89 11
97 03 91 09
98 02 93 07 |
97 03 92 08
1.953 95 05 250.000 92 08
91 09 o2 08
92 08 04 06
97 03 89 11
3.906 97 03 500.000+* 83 17
95 05 82 18
98 02 B8 12
89 11 0 100
7.813 92 08 1.000.000* 0 100
97 03 0 100
99 01 0 100
a5 05
15.625 92 08
90 10
91 09

* Significativamente diferente do controle.
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5 - EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 13 de fevereiro de 2004.
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TESTE _A29F LV Data:_05/ 02. [ O4  Organismo-teste: i oitaaTi
Tipo de teste: () fecundagdo ( x } embriolégico  Operador: \) wﬂm&

Amﬂﬁtr&:MM B HuL WT

: i g
Cad. de entrada no Iaharamng: L k25d Data de entrada: 94 / o) .I’CI'ZI
DADOS DA AMOSTRA, ; Salinidade: _ 22 o pH: —

Preparo da Solugao-estoque: doo mL (mg) da substancia (amostra bruta)
Yo'ty Qoo ml de agua de diluico.

Cuntentragén final da solugﬁu—éstﬂque 2 M@{m@ﬂ.—%ﬁa}-

AJUSTE DA SALINIDADE () SIM (>< ) NAO

Volume de agua|Volume de | Volume de Salinidade final da | Concentragao’ final
destilada salmoura: amostra; amosira: da amostra:
~———mL - —mbk e oo = PR
SALMOURA

Método de obtengdo: ~——————Salinidade: __ ———— %. pH: g

AJUSTEDOPpPH ( )SIM (>< )NAO

Adicdo:
- pLbdeHCI pH final: __—

_——  pLdeNaOH pHfinal.

DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: Angra dos Reis Data: 22 1Ol | G4

Salinidade: _33 % pH: 253 op: 3 98 moL- ’
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TESTE 115% LvC

Solugdo-estoque: ). .a0q. 080 ppm Vol final a ser preparado: __ 100 mL
MNumero dos tubos
: . i
Concentracao Vol 2@]2?3:133: a‘i 00% Voléji?;n;ﬁ E1111.'@1:' P =
(hben ) (mL) (mL)
00 = \oo 1-9 10
i QoLe 99,95 86 -9 400
- G171 0.04¢ a9 90 | 401 <104 | A0S
s 4.:} Gas ﬁﬁi %0 A0G -109 | 140
2406 024 99 ¢/ A -y 14S
1543 03¢ ‘?9{- 29 MG 449 120
5 6o [t 95 44 121 -434 A2S
3| .250 512 _q C“‘r 2F LG -429 420
62500 Gas 93 3¢ i3l -434 | 435
425000 naLS ‘g}ig _ 120 ~125 40
| 2e0am 25 s e e \4s
SO0.00D =0 S0 MG - ALG 1S0
L looooo 100 — ASl =194 es
__-__‘--"“-——_
\ :
== | Hhﬁ
0OBS:
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TESTE _#A%F Ly,

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala: 25+ 1 °C Incubadora: 25+ 0,5 °C

Inicio Término

Concentracio S%a oD pH S%, o0 pH
‘B0 37 24% {53 33 A0 | 457
L&k 4 N 3 € V2 53 Bisa
=

o5 | 33 AT | 8 | 33 hi, [BiS0
ok

2213 D AFF | G4S 5 _[sef 5k
S 605

S 3 [ Aal [ %55 [ 3 | 5% [T
6 &0

XG0 | 35 - 5.1&'?% (e 3 5ag_| 4,90

A o AL
oin. 00 | 33 Baa- LAY 35 90T [ 0119
W00 s | 3D S BEd 33 5,60 | 440
= ___________‘_-__-‘--_--_‘_ e —
_--‘_-_H-‘_-_-_'_"‘—'--_
_‘_-_‘_‘_\_'_'_‘—‘—-—-_
_-_‘_H-H_H-“""--\_
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