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L1050LVC
LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio 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

Auvaliag¢o solicitada: Teste embriolarval
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)

Responsavel pelo preparo da amostra: PETROBRAS

Identificagiio da amostra pelo solicitante: Fluido de completagdo solugdo salina de NaCl
Codigo 3.4.27
Data: 19/05/2003

Cbdigo de entrada no Labtox: L105003

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 488 ppm CEO 976 ppm
VC =690 ppm

Controle: 81,5 % de pluteus

DSS: CE50 1,31 mg.L" (IC=1.24-1,37 mg.lfl)

IC = Intervalo de confianga

Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — Ilha do Funddo — P6lo Bio-Rio — Incubadeira 4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: labtox@biorio.org.br
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1- OBJETIVO

L1050LVC

Este teste. realizado em 18 de junho de 2003. teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do fluido de completagdo solugo salina NaCl, sobre os embrides do

ourigo Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

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

Ovos de L. variegatus foram expostos a diferentes concentragdes do fluido,
avaliando-se a concentragdo que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval
e/ou ocorréncia de anomalias nos organismos €xpostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padréo.
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se 0S organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentracdo utilizada que nfio causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragdo utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de
hipoteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley ef al.,
1991).

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
“Williams”.

Apbs a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que

representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima

aceitavel da amostra. x/_

Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — Itha do Fundéo - Pélo Bio-Rio — Incubadeira 4
CEP: 21941-590 — tel: (0XX21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: labtox@biorio.org.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br



ot 4

Tecnologia Amblental

L1050LVC
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
Tipo de teste.......cceeveeeeueecnenne estatico sem renovagéo
~ Temperatura de incubag@o.......25 £ 0,5° C
Fotoperiodo........ccccceeeeeeeennne 12:12h luz e escuro
 FIascO-teSte.......vennnrreerrsreennnns tubos de ensaio
Volume de solugéo-teste.......... 10 mL
Origem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo
NP° de organismos / frasco......... + 300 ovos
N° de réplicas / dilui¢io............. 04
' N de diluigdes..........covvururrnnns 12 + 1 controle*®
Alimentagdo........cceeeeeeeeeennnnnne sem alimentag&o
Agua de diluig#o...........cocvn..... dgua do mar natural filtrada (0,45 pm)
Salinidade da agua................... 34 £ 1 %o
Duragfo do teste...........c.......... 25 horas
Resposta........ccceevveeeeceeeeecnneen. embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado
Expresséo do resultado........... CENO, CEO e VC
Meétodo de célculo................... Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposi¢do do organismo a agua de diluigdo (dgua do mar natural) nas
mesmas condi¢des da amostra.
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L1050LVC

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora
da realizagdio dos testes e sua preparagdo 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, entfio, um extrato aquoso na proporg¢do de 1:9, utilizando-se 100 mL
da amostra homogeneizada e 900 mL de dgua 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 desta solugdo foram preparadas as
solugdes-teste, sendo testadas as seguintes diluigdes: 488; 976; 1.953; 3.906; 7.813;
15.625; 31.250; 62.500; 125.000; 250.000; 500.000 ¢ 1.000.000 ppm (fichas em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste € considerado valido quando:
» Apresentar no controle o0 minimo de 80% de embriGes no estagio 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 Labtox (0,83 — 3,20 mg.L™).

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do numero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados na tabela 1.

O valor de CENO (concentracdo de efeito nio observado) obtido no teste
realizado com o fluido de completacio foi de 488 ppm, o valor de CEO (concentragéo
de efeito observado) foi de 976 ppm e o VC (valor cronico) de 690 ppm. O valor médio
do percentual de pluteus saudéveis obtido no controle foi de 81,5 % e a CE50 obtida
com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,31mg.L”* (IC=1,24 — 1,37mg.L ™).

\
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L1050LVC
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 aceitéveis para

a espécie.

Tabela 1. Nimero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus obtidos nas
diferentes diluicdes do fluido de completagio solugdo salina de NaCl no
teste conduzido em 18/06/2003.

Numero de pluteus Numero de pluteus
Concentragio Saudéaveis | Afetados Concentragio Saudaveis Afetados
(ppm) (ppm)
80 20 0 100
Controle 83 17 31.250* 0 100
80 20 0 100
83 17 0 100
80 20 0 100
488 81 19 62.500* 0 100
81 19 0 100
82 18 0 100
77 23 0 100
976* 77 23 125.000* 0 100
54 46 0 100
70 30 0 100
25 75 0 100
1.953* 29 71 250.000* 0 100
32 68 0 100
14 86 0 100
34 66 0 100
3.906* 30 70 500.000* 0 100
25 75 0 100
46 54 0 100
10 90 0 100
7.813* 09 91 1.000.000* 0 100
11 89 0 100
08 92 0 100
0 100
15.625* 0 100
0 100
0 100

* Estatisticamente diferente do controle.

-
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L1050LVC

EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 30 de julho de 2003.
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ANEXOS
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ile: T10501lvc Transform: ARC SINE (SQUARE ROOT(Y)
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 1 OF 2
ROUP ORIGINAL TRANSFORMED ISOTONIZED
IDENTIFICATION N MEAN MEAN MEAN
1 Controle 4 0.185 0.444 0.444
2 488 4 0.190 0.451 0.451
3 976 4 0.305 0.581 0.581
4 1953 4 0.750 1.052 1.002
5 3906 4 0.663 0.953 1.002
6 7813 4 0.905 1.258 1.258
10501vc
ile: T10501lvc Transform: ARC SINE (SQUARE ROOT(Y)
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2
ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM
Controle 0.444
488 0.451 0.128 1.73 k=1, v=18
976 0.581 2.632 * 1.82 k= 2, v=18
1953 1.002 10.718 * 1.85 k= 3, v=18
3906 1.002 10.718 * 1.86 k= 4, v=18
e 7813 1.258 15.630 * 1.87 k= 5, v=18
= 0.074

ote: df used for table values are approximate when v > 20.
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TESTEN®° 1050 Data: A< / OG / 9> Organismo-teste: _L . oot salis

Tipo de teste:  ( ) fecundacao (¥ ) embriolégicou

P

|

2 urrﬁ‘zﬂilhpq%sfghk\m g ol 2ed. 34 2Y
yoratorio: L A05003

/05 | 9» Data do preparo da amostra: A% 105 102
DADOS DO SOBRENADANTE
lidade: __ 35 %o pH:_g0s  OD: 6 21 mg/lL

| Volume de
-salmoura:

— mL

AJUSTE DO pH ( )SIM (X )NAO

Volume da Adigao:
amostra: —  uLdeHCI pH final:  —
mL — uLdeNaOH pHfinal:
DADOS DA AGUA DE DILUIGAO
Local de coleta: prao. dos Ru Data: 02 / 06 [ O3

Data de filtragao: 11 / OG /02 Aeraggo: Data {8 / C6/ O3
Salinidade: _ 25 %o pH: 386 OD:_ 933 mg/L

Cep —
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TESTE N°

3050

ppm

OBS:
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Concentragao Vol. Amostra a 100% Vol. agua do mar - .
adicionada adicionada leitura

(e ) (mL) (mL) |
L 00 e 100 {-a ‘
Lea 0,04 99 45 45— 14
(A 0 3¢ 94 402 16 = 44 ;
1952 o14as q9 2039 24 -2y [
2606 039 99 'el 26 - 249 :
R 04% E«S_'n 34 - U
19625 156 98‘4/* 36 - 34 J
21250 312 36,89 Li - ah _J
6200 625 9339 Lo - U4 .
125 000 RS D19 Si- sy -

250 000 25 35 S6 - SG
€00 000 <0 o0 bl - ef |

1000.900 100 e e - 69
‘\' |

\ \
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TESTE N° A0S0

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

———————

Temperatura: Sala: _29%4 °C Incubadora: 29705 °C

Concentragéo Inicio Término

() oD S oD S
b mg/L pH %o mg/L pH %o
0.0 139 312G 35 525 % 04 3s
49D ©0% 3 (i 35 sS4} 133 25
a3c 5 3¢ 165 2%, 52 .41 3¢

4353 £ a9 24 % 555 342 25

2306 625 332, % 543 ERE 25

ARA D ¢10 324 % 5 2% i P>

VS 625 335 % 5 21 e oK

SO ek 46 % 513 345 33

G 2S00 584 el %5 505 %3 25

1255 ©coo Gis 202, %5 s 43 3 3% 25

RSC .00 622 210 o3¥) S 80 8 a0 k.

S00. 00 G 27 yAPD o2 .01 £ 03 3S

4.000.000 G2l 205 25 541 R0} 25

A
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