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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

TESTE DE TOXICIDADE COM A AMOSTRA DE CODIGO LET 2344
(METODO TARZWELL) COM O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus
' (Echinodermata-Echinoidea)

SOLICITANTE:
SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundio - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100
EXECUTADO POR:

Laboratério de Ecotoxicologia

‘ Departamento de Zoologia - Instituto de Biologia
Universidade Federal do Rio de Janeiro/Fundagio Universitaria José Bonificio

Teste n® 466

Projeto: FUJB n°® 4096-7 (avulsos)

Tel: (21) 562 6364/6365

Rio de Janeiro



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ZOOLOGA

LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio requisitante: SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Técnico requisitante: Ana Paula Falcio

Enderego: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello, lha do Fundio - Cidade
Universitaria - Q7
Telefone: (21) 3865-6100

Avaliagdes solicitadas: Teste TMBRIOI.ARVAL.

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipos de teste: Cronico de curta duragdo.

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

Responsavel pelo preparo da amostra: CENPES / Seamb

Identificagio da amostra pelo solicitante: Cédigo LET 2344 - Método Tarzwell
Data 14/12/2001

Composigio da amostra; Bulab 6094 300 ppm
: Bulab 9602 200 ppm
Fluoresceina 40 ppm

Codigo de entrada no Laboratério de Ecotoxicologia: 121201 UFRJ

RESULTADO DEFINITIVO

CENO 0,001% CEO 0,005%
VC =0,002 %

Controle: 82% de pluteus

DSS: CE50=1,56 mg/lL (IC=1,51 - 1,61 mg/L)
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1- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade cronica de curta duragdo da
amostra de cédigo LET 2344 (Método Tarzwell) sobre os embnides do ourigo Ly;echinus

variegatus, em um teste realizado em 08 de janeiro de 2002.

2- METODOLOGIA

O teste embriolégico seguiu a Norma CETESB (1992). Este teste consiste na
exposi¢do dos ovos a diferentes concentragGes do produto, avaliando-se a concentragdo que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condigles de teste.

A cada série de amostra testada é realizado um teste de toxicidade com o padrio,
dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de vernficar se os organismos estio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcULODA CENO, CEOEVC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragdo utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipdteses
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley er al,, 1991). Apés a
obtengio destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que representa a média

geomeétrica de CENO e CEO e indica a concentragdo maxima aceitavel da amostra.
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A normalidade e homocedasticidade da proporgdo 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”.

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste.............................eStaticO sem renovagdo

Temperatura de incubagdo......25+ 1,0°C

Fotoperiodo.........cocoevevveennn.. 12:12h luz e escuro
Frasco-teste.............................tubos de ensaio

Volume de solugio-teste.......... 10 mL

Ongem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo
N° de organismos / frasco......... 300 ovos

N° de réplicas / diluigdo............. 04

N°de diluigdes.........ccoeveeneeee. 8 + 1 controle*

Amentatie. ... i sem alimentagdo

Agua de dilui¢o........ooovoveen.... dgua do mar natural filtrada (0,45 pm)

Salinidade daagua.................. 341 %o

Duragdo do teste....qiwimmens 28 horas

Resposta...........cccocovivivinn, embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
Expressdo do resultado........... CENOE CEO

Método de calculo.................. Toxstat (Gulley er al., 1991)

* Controle: exposi¢do do organismo a agua de diluigdo (dgua do mar natural) nas mesmas
condigdes da amostra.
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PREPARO DA AMOSTRA

O preparo da amostra (solugdo estoque) foi realizado pelo Laboratério de
Ecotoxicologia do Cenpes/Seamb. A partir da solugdo-estoque (100%) foram retiradas
aliquotas para as soluc;éés-teste, sendo testadas as seguintes concentragoes: 0,001; 0,005;
0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 3,0% (fichas em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRIOLOGICO é considerado valido quando:

Y

Apresentar no controle o0 minimo de 80% de embrides no estigio de pluteus;

» Os parametros de qualidade da agua estiverem dentro dos limites estabelecidos para a
espécie,

# O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo laboratério de Ecotoxicologia da UFRJ (1,1 - 2,68 mg/L).

3 - RESULTADOS

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, estiveram dentro dos limites aceitiveis
para a espécie (fichas em anexo).

A amostra de codigo Let 2344 (Método Tarzwell) apresentou valor de CENO
(concentragdo de efeito ndo observado) de 0,001%, valor de CEO (concentragdo de efeito
observado) de 0,005% e VC (valor crdnico) de 0,002% menor concentragio testada.

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

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 82% ea
CES0 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1,56 mg/L (1,51 — 1,61 mg/L).
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¢ Tabela T: Numero de pluteus afetados e saudaveis de /.. variegatus expostos as diferentes
( concentragdes da amostra de cédigo LET 2344 (Método Tarzwell) no teste
¢ conduzido em 08/01/2002.
3 Réplicas| Conc. |saudaveis| afetados % Média |Total| Total
( afetados
) (ppm) - afetados afetados
( 2| Controle 80 20| 0,2000
( 3 85 15| 0,1500
- 6 81 18| 0,1900
9 82 18| 0,1800{ 0,18C0| 400 72
¢ 11| 0,001 75 25| 0,2500 -
; 12 75 25| 0,2500
13 74 26| 0,2600
\ 14 76 24| 0,2400| 0,2500| 400 100
' 16| 0,005 67 33| 0,3300
17 66 34| 0,3400
18 63 37| 0,3700
19 57 43| 0,4300 0,3675| 400 147*
21| 0,01 61 39| 10,3900
22 69 31| 0,3100
23 65 35| 0,3500
24 53 47| 0,4700 0,3800| 400 182"
26| 0,05 66 34| 0,3400
27 60| - 40| 10,4000
28 71 29| 0,2900
29 63 St 0,3700 0,3500| 400 140*
31 0,1 59 41 0,4100
32 49 &1 0,5100
33 56 44| 0,4400
34 51 49| 0,4900| 0,4625| 400 185*
) 36| 0,5 0 100( 1,0000
i) 37 0 100{ 1,0000
3 38 0 100{ 1,0000
39 0 100/ 1,0000{ 1,0000{ 400 400*
fe 41 1 0 100] 1,0000
() 42 0 100{ 1,0000
() 43 0 100{ 1,0000
) 44 0 100{ 1,0000| 1,0000{ 400 400*
46| 3,0 0 100{ 1,0000
47 0 100{ 1,0000
48 0 100{ 1,0000 g
49 0 100 1,0000 1,0000{ 400 400"

* significativamentc difcrente do controle
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4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos no controle, com o padrio e nas anélises fisicas e quimicas
estiveram dentro dos limites estabelecidos, garantindo a aceitabilidade do teste.
Nas condi¢des de teste, a amostra de codigo Let 2344 - Método Tarzwell,

apresentou valor de CENO de 0,001%, valor de CEO de 0,005% e VC de 0,002%.
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6 - EQUIPE TECNICA
BIOLOGAS:

Dra Ana Cristina Teixeira Bonecker CRB-2-07.237/02-D
MSc Leila Aparecida da Silva Kraus CRB-2 - 12156/02

MSc Marcia Vieira Reynier CRB-2 -07135/02

MSc Mana Cristina da Silva Maurat CRB-2 - 12671/02

TECNICOS:

Priscila Reis da Silva

Viviane Euzébio Luiz

Rio de Janeiro, 13 dejaneifo de 2002.

N\ Maria Cristina da Silva Maurat
CRB-2 -12671/02
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*© 2344 L. VARIEGATUS '
.e: T466 Transform: NO TRANSFORMATION

: ANOVA TABLE
T S R St SSRGSl s
( TREE DF ss MS F
Ccween g 0.203 0.041 21.150
tthin (Error) 18 0.035 0.002

(zax 23 0.238 T
e e T S

(oritical F value = 2.77 (0.05,5,18)
(3ince P > Critical F REJECT Ho:All groups equal

{

_ » 2344 L. VARIEGATUS

:le: T466 Transform: NO TRANSFORMATION
1 DUNNETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control>Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

© JUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SI6

I 0.0 0.180 0.180

2 0.001 0.250 0.250 2.260
3 0.005 0.368 0.368 6.052 =

4 0.01 0.380 0.380 6.456 =

3 0.05 0.350 0.350 5.488 «*

3 0.1 0.463 0.463 9.119 =
innett table wvalue = 2.41 (1 Tailed Value, P=0.05, df=18,5)

_.{ 2344 L. VARIEGATUS

le: T466 Transform: NO TRANSFORMATION

DUNNETTS TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control>Treatment

| o o i om - e e - " - o
; NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
{xOUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
. 1 0.0 4
{2 0.001 4 0.075 41.5 -0.070

3 0.005 4 0.075 41.5 -0.188
(4 0.01 4 0.075 41.5 -0.200
(5 0.05 4 0.075 41.5 -0.170

6 0.1 4 0.075 41.5 -0.282
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TESTE IV° 4{ ( Data: b) 1Ol /oh’.?,} Organismo-lesle: '/ 0&@%‘;@@7&

Tipo de tesle: ) fecundagao ( % ) embriologico

o pm)g 49604 (Jooppm)

Data de entrada: (4 11 I A0 {Data do preparo da amostra: / /
DADOS DO SOBRENADANTE

Salinidade: 39 % pH._¥.32 OD:_—— my/L

|
|
l
!
|

AJUSTE DA SALINIDADE (  )SIM (3¢~ ) NAO

1
\Volume de ééﬁa {Vdﬂﬁ{é’&é

i destilada salmoura;

Volume de { Salinidade final
amostra: da amostra:

--—-—" ————

mL Hoo |

TUACLITO. (40,:pm)

Concenlraga-:
final da amosii

= mL mL

|
i
!
|
i

SALMOURA

|
i Meétodo de oblengéo: o Salinidade:

— %o pH_——

| AJUSTEDOpPH ( )SIM (¥ )NAO
‘Volume da [Adicao a - T
| amostra: I - ulL de HCI pHfinal ~—=

— mL ul de NaOH  pH finall _ ——

|
|
L [

| ' DADOS DA AGUA DE DILUIGAO
§ Local de coleta: PGrg VO Qs Data: 99 / A) /1 Qd
| Data de filtragdo. 0Y / OL / O Aeragao: Data 98 | ol /08

ESaIinidade;ﬁ_%‘, pH §64 oD S,6S mglL

OBS: \

\

44

e e e e ——

Amostra: &Cf&n{g Lt 2344 . ulah 60‘?4("300 6d. de entrada no laboratono: /2 (204

"
H
e e e e 2 e i e = ——
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restE N 446

%Amostra: M 1344 - 'B...s\P«\D GCoSY (3..0\,.%,._*) FueReswina(@e ), fﬁn\(%gh
' Solugao-estoque: __ 3 C “% Vol. final a ser preparado: ___ 400 __mlL L*““‘\l"
T R ' . \ Numero dos tubos ]i
Concentragao - Vol. aargiodsérlfaigoofvo Vmé;g;ngggmr ey |‘ G |
(%) (mb) o (mb) oo |
5|
 Coiliele | Case | d-a | Jo |
0 oof o, 033 | 99,96 |4 _ f4 45
L0005  olee 19285 l)e. ' 20 |
! f I - i - |
.0 04 6,33 | 8%t . U3 IS5
005 LcF | 9933 % 39| 30
0.4 232 | _%c,6% .. .| 3. 3k 35 .
.09 | dge3___ | %333 | 8639140

4o ______36‘ 3 66 Gi_ 44| 45

30 \ /’94 | 46 49y oo

DO el Qe OS DBl S ot ww&uw o Nl \-omsl Q'cud?m::c
Qs N el - :
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4 AATORIO DE ECOTONICOLOGIA

TESTEN®  4¢.¢

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala: :-251L-{ °C Incubadora: 29 t .D’§ “C

Inicio Termino
Concentragdo |~ = At -

- Top | S 1 ob i £
(/o) my/L pH %o myik | pH ; Y%a

eXo) 565 [ 864 34 I {79 | 3.3 . 38
Ocod | @) | %65 | 3s [ 533 | 843 U Z5

NG TS = N AT A 13 y _ZA40 1 3s
[0l T TEek | 96|75 1 sas | 345 | s
- 088 el IEEC T a8 LTISed. | 83 | Tas
5.1 cOSTEI [ 55T8,s | 558 | (as

S 6 4| 260 [ 35 17509 | 34D . 3s

_E55 1 ss

i

1,Q 0L [ Fca |39 S.3%. |
— |

e |




