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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO AQUOSO ISENTO DE SOLIDOS
(COD. 3.4.36.3 - SOLUCAO DE FORMIATO DE SODIO) UTILIZANDO O
OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgéo requisitante; Petrdleo Brasileiro SA. - PETROBRAS
Técnico requisitante: HAio Gama
Endereco: Rodovia Amara Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica- Macaé - RJ
Td.: (22) 2761-2644/2761-9086
Avdiacdo solicitada: Teste embriol0gico
Organismo teste: Lytechinus variegatus
Tipo de teste: cronico de curta duracéo
Respogta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrifes (retardamento e/ou ocorréncia de
anomdias)
I dentificacéo da amostra pelo solicitante: Fluido aquoso isento de sdlidos
Caodigo: 3.4.36.3 — Solucéo de Formiato de sodio

Data: ndo informada

Cadigo de entrada no Labtox: L141404
Data de entrada no Labtox: 27/05/2004

RESULTADOS

CENO 16.369 ppm CEO 32.738 ppm
VC = 23.149,26 ppm

Controle: 89% de pluteus

DSS: CE(1)50=1,61mg.L* (IC=155-1,66 mg.L?)

IC: Intervalo de confianca
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1-OBJETIVO

Egse teste, redizado em 16 de junho de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade crénica do Fluido aquoso isento de sdlidos (codigo 3.4.36.3 — Solucéo de Formiato

de sbdio) sobre os embrides do ourico Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptacOes. Este teste
consste na exposicdo dos ovos a diferentes diluicdes do fluido, avaliando-se a diluicdo que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval €lou ocorréncia de anomdias nos

organisSmos expostos, nas condigoes de teste.

A cada S&rie de amodra testada € redlizado um teste de toxicidade com o padrdo
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se 0s organismos estéo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida
CALcuLODA CENO, CEOE VC

O vdor de CENO (maor concentracdo Uutilizada que ndo causa efeito
sgnificativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragdo utilizada que causa
efeto dgnificativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipdteses
utilizando-se o programa edtetistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley et al., 1991).

A normalidade e a homocedagticidade da proporcdo de embrides desenvolvidos foi
verificada aravés dos testes de “Shapiro-Wilks' e “Bartlett”, respectivamente. A edimativa
dos vaores de CENO e CEO foi feita aravés do teste de "Williams”.

ApGs a obtencdo destes valores, foi caculado o VC (valor crénico), que representa a

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentracdo maxima aceitdvel daamodtra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
THPO EEESLE. ...ttt e et b b n e nne s cronico
Temperatura de iNCUDBGCAD. ..........cviveeeeeeeeeeeeeeeeesee e seeseesees e seeseeseesseseessessensesneens 25+0,5°C
0] (0707 0o [0 TS 12:12h luz e escuro
FFASCO-TESLE. ...ttt st a e s ae e e e e e nae e tubos de ensaio
VOIUME 08 SOIUGBD-TESLE. ...ttt e e sa e neas 10 mL
Origem dos 0rganiSMos...........cccceeeeerereenes gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
NO de OrganiSMOS / FIBSCO.......cruereeierierieerie ettt nn s 300 ovos
NOAE r€PlICaS/ AIUIGAO........cccereeeeiecieiee ettt sttt e et s te e nestesresnenrens 04
NOAE AIUIGDES........cvcveveeeeceeeeee ettt es sttt as e s en s neneens 13 + 1 controle*
AQUAAE AIlUIGED........covvereeeeeeeereee et esss e agua do mar natura filtrada (0,45 mm)
SAliNdade dAAGUAL..........ccveeeeeeececeeee ettt e e resrenne s 35+ 1 %o
DUrGED QO TESLE. ...ttt bbbt ne e r e 25 horas
[RES0/0'S ¢ NS embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EXPressao do resultado..........covevieeieeniececee e CENO, CEOeVC
MELOAO de CACUIO.......cvrueeeeieieeeceeee e Toxstat (Gulley et al., 1991)

* Controle: exposicio do organismo a &gua de diluicio (dgua do mar natura) nas mesmas
condigdes da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura gproximada de 4°C, até a hora da
redizacdo do teste e sua preparacdo foi redlizada com base nas metodologias propostas por
APl (1984); Duke et al. (1984) e Vega (1998). Assm, a amodra foi homogeneizada em
misturador industrid por 30 minutos a uma velocidade de 1.500 rpm e preparou-Se um extrato
aquoso na proporcdo de 1.9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada e 900 mL de
agua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrid por 5 minutos a 150 rpm
e decantado por 1 hora. Apds este periodo, a fracdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e
teve a sdinidade gustada de 65%. para 35%., resultando em uma solugdo-estoque de 523.800
ppm, que teve o pH gustado de 6,44 para 8,55 com 300 uL de NaOH. A partir desta solucéo
foram preparadas as solucles-teste, sendo testadas as seguintes diluigdes. 128; 256; 512;
1.023; 2.046; 4.093; 8.185; 16.369; 32.738; 65.475; 130.960; 261.900 e 523.800 ppm (Fichas

em anexo).
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VALIDADE DO TESTE
O teste EMBRIOLOGICO € considerado vaido quando:
> Apresentar no controle o minimo de 80% de embrifes no estagio de pluteus;
> O reaultado com a substéncia de referéncia edtiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo Labtox que éde 0,83a3,20 mg.L 2.

3—-RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus ma formados €/ou com atraso no
desenvolvimento sdo apresentados natabdal.

O vaor de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) obtido com o Fluido aquoso
isento de sdlidos (cddigo 3.4.36.3 — Solucdo de Formiato de sodio) foi de 16.369 ppm, o
vaor de CEO (concentragdo de efeito observado) foi de 32.738 ppm e o VC (vaor cronico)
de 23.149,26 ppm.

O vdor médio do percentua de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 89% e a
CE(1)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,61 mg.L?* (IC = 1,55 — 1,66
mg.L ).

Os vdores de oxigénio, pH e sdinidade, medidos no inicio e find do teste, nas

diferentes diluigdes, encontram:se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA
Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMSTEST (Isotonic regresson modd) TABLE 2 OF 2

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

Controle 0.106
2046 0.106 0.108 1.73  k=1,v=18
4093 0.124 0.398 1.82 k=2,v=18
8185 0.124 0.398 185 k=3,v=18
16369 0.155 1.302 186 k=4,v=18
32738 0.550 12.728 * 1.87 k=5,v=18
s= 0049 Note: df used for table values are approximate when v > 20.
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Tabda |: NUmero de pluteus afetados e saudéveis de L. variegatus expostos a diferentes
dilui¢des do Fluido aquoso isento de sdlidos (cdd. 3.4.36.3 — Solucéo de Formiato de sodio)
no teste conduzido em 16/06/2004.

NUmero de pluteus NUmero de pluteus
Dilugd o iavas | Afetados | DIUS0  Fodavds | Afetados
(ppm) (pPm)
91 09 86 14
Controle 83 17 8.185 87 13
94 06 88 12
88 12 91 09
87 13 86 14
128 90 10 16.369 88 12
92 08 80 20
88 12 84 16
93 07 57 43
256 90 10 32.738* 39 61
96 04 36 64
89 11 48 52
97 03 0 100
512 92 08 65.475* 0 100
89 11 0 100
90 10 0 100
92 08 0 100
1.023 94 06 130.960* 0 100
85 15 0 100
90 10 0 100
91 09 0 100
2.046 88 12 261.900* 0 100
93 07 0 100
87 13 0 100
90 10 0 100
4.093 89 11 523.800* 0 100
86 14 0 100
84 16 0 100

* Sgnificativamente diferente do controle.
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5- EQUIPE TECNICA

DIRETORAS
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Dra MarciaVieraReynier - CRB-2 - 07135/02

Dra MariaCriginada SlvaMaurat - CRB-2 - 12671/02
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Carina C. Gomes Machado - CRB-2 — 32963/02
DesderiaLimaCdlga- CRB-2 — 38219/02 P

AUXILIARDE ANALISE: Viviane Euzéiio Luiz
ELABORADO POR: REVISADO POR

Dra. MarciaVieiraReynier MSc. LellaA. daSlvaKraus
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Rio de Janeiro, 24 de junho de 2004.
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