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TESTE DE TOXICIDADE DO FLUIDO SALGADO (KCI) TRATADO COM
POLIMEROS UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus
(Echinodermata-Echinoidea)

L1118LVC

SOLICITANTE:

Petr6leo 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® - Pélo Bio-Rio — Laboratdrio - 4
Cidade Universitaria — [lha do Fundfo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@biorio.org.br
CEP: 21941-590

Teste 1118LYC
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LAUDO DE TOXICIDADE

LI1IRLVC

Orgdo requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Hélio Gama

Enderego: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ
Tel.: (22) 2761-2644 / 2761-9086

Avaliagdo solicitada: Teste embriolarval

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: crénico de curta duragdo

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

Responséavel pelo preparo da amostra: PETROBRAS

Identificagio da amostra pelo solicitante: Fluido salgado (KCl) tratado com polimeros
Carboxi-metil-celulose. Cod, 2.1
Data: 18/07/2003

Cédigo de entrada no Labtox: L111803

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 31.250 ppm CEO 62.500 ppm
VC =44,194,17 ppm
Controle: 88,7 % de pluteus
DSS: CE50 1,14 mg.LT (IC=1.10— 1,19 mg.L"™")
IC = Intervalo de confianga

Av. 24, s/n” - Cidade Universitaria — Ttha do Fundfo — Pélo Bio-Rio — Incubadeira 4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-3651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: lablox/@biorio.org br
Visile nosso site: www labtox.com.br
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1- OBJETIVO

L1118LVC

Este teste, realizado em 24 de julho de 2003, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do fluido salgado (KCI) tratado com polimeros, sobre os embrides do

ourigo Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

O teste embriolégico seguiu a metodologia descrita em CETESB (1999),
modificada.

Ovos de L. variegatus foram expostos a diferentes concentra¢des do produto,
avaliando-se a conceniragio que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval

e/ou ocorréncia de anomalias nos organismos expostos, nas condigies de teste.

A cada série de amostra testada € realizado um teste de toxicidade com o padrio,
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo
respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLopa CENO, CEOE VC

QO wvalor de CENO (maior concentragfio utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEQO (menor concentragdo utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de
hipoteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT wversdo 3.3 (Gulley er al.,
1991).

A normalidade e homocedasticidade da propor¢do 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”.

Av. 24, s/n” - Cidade Universitaria — [lha do Fundiio - Polo Bio-Rio — Incubadeira 4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-5631 / 3867-5301 ramal 220 E-mail: labiox@biorio.org. br
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L1118LVC
ApOs a obtengdio destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que

representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragic méaxima
aceitivel da amostra.

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

TIPO e B0 s ivascmisinmsain estatico sem renovagéo
Temperatura de incubagdo....... 251+0,5°C

Fotoperiodo......cccoveviireenicenenes 12:12h luz e escuro
Erasco-tesle i it tubos 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 / diluigHo............. 04

N° de diluigHes.....oovverereeeverninens 12 + 1 controle™®

ANmentaco......c.coivavimccinsssassnie sem alimentagio

Agua de diluigHo.........cooeruerrennes agua do mar natural filkrada (0,45 pm)

Salinidade da 4gua..........cccoevevnee 34+ 1 %o

Duragfio do teste... .ovuusisisenne 25 horas

RN cocrsmmmmarnstisnamudl embrifes mal formados ou com o desenvolvimento
retardado

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

Meétodo de caleulo......oeeveeeenen Toxstat (Gulley e al., 1991)

*Controle: exposigiio do organismo & agua de diluicio (dgua do mar natural) nas
mesmas condigdes da amostra.

\(
<
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PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora
da realizacdo do teste e sua preparagio 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. Preparou-se, entdo, um extrato aquoso na proporgdo de 1:9, utilizando-se 400 mL
da amostra homogeneizada e 3600 mL de 4gua do mar. O extrato foi homogeneizado
em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm e decantado. Apds 1 hora a fragio
particulada suspensa (FPS) foi retirada e a partir dela (solugio-estoque de 1.000.000
ppm) foram preparadas as solugbes-teste, sendo testadas as seguintes concentragdes:
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 (Ficha em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste € considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estdgio de pluteus;
» Qs pardmetros de qualidade da 4gua 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 (0,83 —3,20 mg.L™").

2 - RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentragdo de efeito nfio observado) obtido no teste
realizado com o fluido salgado (KCI) tratado com polimeros foi de 31.250 ppm, o valor
de CEO (concentragiio de efeito observado) foi de 62.500 ppm e o VC (valor cronico)
de 44.194,17 ppm. O valor médio do percentual de pluteus saudéveis obtido no controle

_l’)
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foi de 88.7 % e a CES0 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,14 mg L™
(IC=1,10-1,19 mg.L™").

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste
encontram-se listados nas fichas em anexo e estiveram dentro dos limites aceitdveis para
a espécie.

Tabela I: Numero de pluteus afetados e sauddveis de L. variegatus obtidos nas
diferentes dilui¢des do fluido salgado (KCl) tratado com polimeros no teste
conduzido em 24/07/2003.

Numero de pluteus Numero de pluteus
Concentragio oo 4200 Afetados | COPCentracho "o Gaveis | Afetados
(ppm) (ppm)
88 12 82 12
Controle 92 08 31.250 87 13
87 13 87 13
88 12 87 13
89 11 76 24
488 86 14 62.500% 16 84
90 10 05 95
85 15 26 74
86 14 44 56
977 88 12 125.000* 21 79
87 13 11 89
88 12 17 83
87 13 0 100
1.953 85 15 250.000* 0 100
89 11 0 100
88 12 0 100
89 11 0 100
3.906 90 10 500,000* 0 100
88 12 0 100
88 12 0 100 |
88 12 0 100
7.813 86 14 1.000.000* 0 100
89 11 0 100
88 12 0 100
88 12
15.625 81 19
86 14
] 88 12

* Significativamente diferente do controle.
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EQUIPE TECNICA

LIIISLVC

Rio de Janeiro, 30 de julho de 2003.
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ANEXOS
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fluido salgado KCL tratado com polimeros

File: t1118 Transform: 1/Y (INVERSE)
ANOVA TABLE
SOURCE DF 55 MS F
Between 9 282 _.636 31.404 20.133
Within {(Brror} 30 46.795 1.560
Total 39 329.430 1
Critical F wvalue = 2.21 (0.05,9,30)

Since F = Critical F REJECT Ho:All groups equal

fluido salgado KCL tratado com polimeros

File: £l1118 Transform: 1/Y (INVERSE)
DUNNETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control«<Treatment
TRANSFOREMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT S5IG
1 0.0 9.215 0.112
2 488 g2.225 0.125 1.3121
3 977 7.875 0.128 1.517
4 19532 7.946 0.128 1.437
5 3906 8.93¢9 0.112 0.312
a 7813 8.225 0.123 1.121
2 15625 7.268 0.143 2.204
B 31250 7.158 0.143 2.328
] 62500 1.540 0.693 B.237 *
10 125000 1.345 0.768 g.911 =
Dunnett table value = 2.54 {1 Tailed Value, P=0.05, df=30,9)

fluido salgado KCL tratado com polimeros

File: tl1118 Transform: 1/Y (INVERSE)
DUNNETTS TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment
NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REES (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
1 0.0 4
2 488 4 -0.035 -31.0 -0.012
3 977 4 -0.035 -21.0 -0.015
4 1953 4 -0.035 -3%.0 -0.015
5 3906 4 -0.035 -31.0 0.000
g 7813 4 -0.035 -31.0 -0.010
7 15625 4 -0.035 -31.0 -0.030
8 31250 4 -0.035 -31.0 -0.030




9 62500 LS -0.035 =31.0 -0.580
10 125000 4 -0.035 =310 -0.655
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Tecnelogia Ambicntal

TESTE 4avw aw.. Data 24 /[ Gy /0% Organismo-teste: | oausonnli

Tipo deteste: ( ) fecundagdo ( ~ ) embriologico  Operador: '- O

Amostra: T livnao 5o En,_,qd;-% i K et r:,n_.i-.r'a b e Bedl e e
| Cod. de entrada no laboratério: L 121403 Datadeentrada; _2a/ o0y 1o=
DADOS DA AMOSTRA :  Salinidade: _ 25 % pH: _2 G4

Preparo da Solugao-estogue: IOy mL (mg) da substancia (amostra bruta)
200 ml de agua de diluicdo.

Concentracao final da solugio-estoque ; _10CO o0y ppm (mg/L %)

AJUSTE DA SALINIDADE (  )SIM ( ~ )NAO

Volume de agua|Volume de Volume de Salinidade final da | Concentragdo final
deslilada salmoura: amostra: amostra: da amostra:
=—_mk — mb =ik == Yoo R ppm
SALMOURA
Método de obtencio: v Salinidade: ___ — % pH: -

AJUSTEDO pH ( )SIM (2 )NAO

Adigao:
— pL de HCI pH final: =

—  pldeNaOH pH final: =S ]

DADOS DA AGUA DE DILUIGAO
Local de coleta: Angra dos Reis Data: 04 1 C3 1 O3

Salinidade: _ 24 % pH:_*, 95 0OD:_9, 22 mgil

Awvenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - [lha do Fundao
Cep — 21841-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel:{5521) 3867-5501 R: 220 - e-mail: labtox@bioric.org.br
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TESTE

Solucao-estoque: _ % “uvouu  ppm Vol final a ser preparado. hOO) mL
] Numero dos tubos
Concentragdo Vol. Amostra a 100% Vol agua do mar e
adicionada adicionada eitura FiQ
(b ) (mL) (mL)
- !
ar = W< 14 oI
=% 0o v A5k \SG -5 Y0
i 0.0%8 AL GGl At 104y s
l::-I'.'-r""'ll /! f1':_..._5 'D.lr-',g """—_EI L Bt - !{-;:-i i=le
U -~ = T 10 DA ay Gl 171 - 134 et
AL =3 = _
el B 4 03 B ig =189 L
- 3443 1= a3t L4l Qe Ll ML - 15 A4S
B el | BAAE & 213 Al 93 L4t - 189 Gate
G2 500 65 4% 15 @i - 15s | 16s
i 125.00) s 816 14 - 168 200
€000 425 1o 201 - 104 205
SO0 €30 =0 S 06 - 207 10
1000 oD D — - 3 e S1E
OBS:

Lvenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio -
Cep—21841-590 — Rio de Janeiro — RJ

Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - liha do Fundaa
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TESTE Mi¥h it

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUCOES-TESTE

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

1S Inicia Terming
| Concentragio S%e 0D pH S%e oD pH
{'l_" |“'}
e T 523 | ¥45 ES) L3 | 8§09
i 4% 24 £.7). 1 S 35 hgy e
55 86 A5 <63 146 3% 4. 34 i i)
S5 Gl S 35 EJ;LH-I. :l‘ . %6 35 LL‘;L I ,‘:‘_:’J 18
o250 35 96 | 1.2¢ | 85 5.9 | v.H
250000 25 | 536 | €14 25 133 | 2.3%
\000 G0 DS 5. 34 Z.6Y4 A4 434 L0
: N
N\ \
N \
N
L X
P N
N %
N
. X
Sy
N N
N \
N %
N %
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