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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO AQUOSO ISENTO DE SOLIDOS
(COD. 3.4.30 — SOLUCAO DE NH,CL) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
Lytechinus variegatus (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)
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LAUDO DE TOXICIDADE

L14421.VC

Orgdo requisitante: Petroleo 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

Avaliagfo solicitada: Teste embriologico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: crénico de curta duragiio

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

anomalias)

Identificagdo da amosira pelo solicitante: Fluido Aquoso Isento de Solidos
Cdodigo: 3.4.30 — Solucdo de NHyCl
Data: 17/06/2004

Codigo de entrada no Labtox: L144204
Data de entrada no Labtox: 21/06/2004

RESULTADOS

CENO 977 ppm CEO 1.953 ppm
VC=1.381 ppm

Controle: 93.5% de pluteus

DSS: CE(1)50 = 0,95 mg.L™ (IC=0,92-0.99 mg.L™")
1C: Intervalo de confianga

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Laboraterio 4 - Cidade Universitana - [ha do Fundio
Cep: 21941-520 — Rio de Janeiro — R — Teli(3521) 3867-5651 / 3867-3501 R: 220 — e-mail: labtox(@labtox.com br
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1-OBJETIVO

L1442LVC

Este teste, realizado em 08 de julho de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido Agquoso Tsento de Solidos (codigo 3.4.30 — Solugdo de NH4CI)

sobre os embrides do ouri¢o Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

O teste embriolégico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptacdes. Este teste
consiste na exposicio dos ovos a diferentes diluigdes do fluido, avaliando-se a diluicio que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condictes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padriio
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estfio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALCULO DA CENO, CEO E VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo ulilizada que nfo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEQO (menor concentragio utilizada que causa
cleito significativamente diferente do controle) foi obtide através do teste de hipoteses
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versfo 3.3 (Gulley ef al., 1991).

A normalidade ¢ a homocedasticidade da proporgio de embrides desenvolvidos foi
verificada através dos testes de “Shapiro-Wilks” e “Bartlett”, respectivamente. A estimativa
dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste de "Williams”.

Apos a obtencio destes valores, foi calculado o VC (valor cronico). que representa a

meédia geométrica de CENO ¢ CEO e indica a concentragiio maxima aceitdvel da amostra.

Avenida 24, 3/n® - Polo Bio-Rio - Laboraténo 4 - Cidade Universitaria - ITha do Fundio
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — B = Tel:i5521) 3867-5651 / 3867-3301 R: 220 — e-mail: labtoxifdablox. com. br
Wisite nosso site: www, labtox combr




' 4
L1421V C
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
TIDOACTERIEL .. 1o s s e s i s e AR BT SRAEE S cromnico
8 e T T S e e pyortery SN 2510,5°C
FOLOPETIOA0. oottt s st et s es e naes 12:12h luz e escuro
BEASEOEMB o s e e b e ] tubos de ensaio
VO e D e G, i i e vt setnrns srssmessanssnssesssas sass aranrasonsromR ot ar et e et e eaesemeses 10 mL
Origem dos organismos..............cooeeeceevenens gametas obtidos de organismos coletados no campo
N Oe o TSGR BS00 s e e e e e 300 ovos
IN" de repheas / QilUIGHD. ... coreereererreeesrsseessress s seaseemseessemsssnsssnsseessnessers e seesssesesssseeseseses s, 04
N e SilinERes st e e e e e L 12 + | controle™
BTN L 1 VT o OO agua do mar natural filtrada (0.45 pm)
Salinidade dadgmas. . i inarresssemessmssssts s e s oo nstts st erras 341 %o
DT O EEREE. ..o cosrvsnsoronsonssonesoressossionsimassinsinsmsmsinss e s Ssbamsin s b i 25 horas
RESpOSta:. oo mnim i embrites mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EXpressaio do reSUlAdo. . ...ueerrereee e cieieeie e sesee e emeesesaeseeess s sesesmeensens CENO,CEOeVC
Metotla s eIt . - R e Toxstat (Gulley er al., 1991)

*Controle: exposigio do organismo a dgua de diluigio (dgua do mar natural) nas mesmas
condicdes da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora da
realizagfio do teste ¢ sua preparagéo foi realizada com base nas metodologias propostas por
APL (1984); Duke et al. (1984) ¢ Veiga (1998). Assim, a amostra foi homogeneizada em
misturador industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500 rpm e preparou-se um extrato
aquoso na proporgdo de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada e 900 mL de
agua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm
e decantado por 1 hora. Apés este periodo, a fragfio particulada suspensa (FPS) foi retirada e
a partir dela (solugdo-estoque de 1.000.000 ppm) foram preparadas as solugdes-teste, sendo
testadas as seguintes diluigdes: 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

L14421LVC

O teste EMBRIOLOGICO € considerado valido quando:
# Apresentar no controle 0 minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus:
» O resultado com a substéncia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

especie pelo Labtox que ¢ de 0,83 2 3.20 mg. L™,

3 - RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentragdo de efeito ndo observado) obtido com o Fluido
Aquoso Isento de Solidos (codigo 3.4.30 — Solugdo de NH4Cl) foide 977 ppm. o valor de
CEOQ (concentragio de efeito observado) foi de 1.953 ppm e o VC (valor cromico) de 1.381
ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 93.5% e a
CE(I)50 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 0,95 me.L” (IC = 0,92 — 0,99
mg.L™).

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

diferentes diluigdes. encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

Transtorm: NO TRANSFORM
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2

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

Controle 0.065
488 0.091 1.555 1.78 k=1, v=12
977 0.091 1.555 1.87 k=2, v=12
19353 0.468 23.842 7 1.90 k=3, v=12
s= 0.024

Mote: df used for table values are approximate when v > 20,
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Tabela I: Nimero de pluteus afetados ¢ saudaveis de [. variegatus expostos a diferentes
diluigbes do Fluido aquoso isento de salidos (c6d. 3.4.30 — Solugdio de NH4CI) no teste
conduzido em 08/07/2004.

Numero de pluteus Namero de pluteus
Diluigdo Saudaveis | Afetados Do Sauddveis Afetados
(ppm) (ppm) |
96 04 0 100
Controle 97 03 31.250% 0 100
91 09 0 100
90 10 0 100
90 10 0 100
488 89 11 62.500* 0 100
91 09 0 100
93 07 0 100
93 07 0 100
977 91 09 125.000* 0 100
90 10 0 100
90 10 0 100
55 45 0 100
1.953* 53 47 250.000* 0 100
55 45 0 100
50 50 0 100
0 100 0 100
3.906* 0 100 500.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
7.813* 0 100 1.000.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 l
0 100
15.625* 0 100
] 100
0 100 :

* Significativamente diferente do controle.
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5- EQUIPE TECNICA

DIRETORAS;

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRB-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRB-2 - 07135/02
Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRB-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado - CRB-2 - 32963/02
Desideria Lima Calleja - CRB-2 — 38219/02 P

AUXILIAR DE ANALISE: Viviane Euzébio Luiz

ELABORADO POR: REVISADO POR
Dra. Marcia Vieira Reynier MSe. Leila A. da Silva Kraus
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Rio de Janeiro, 19 de julho de 2004.
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Tecnologia Ambienial

Data Inicio: 0% [ g3 [ 04 Hora: #1000 Término: 6o [/ O | Ok
Organismo-teste: __L v bepliin Operador(es): Jaunoni [ Ganbiows.
Tipo de teste: { ) fecundagédo (< ) embriologico
Tipo de amostra: ___ ®Qu.d6 Cod. entrada _ L ALLI04 Salinidade: _3¢ %e pH 326
Solugao-estogue:_GCO  mb (mag) da substancia (amostra bruta) +54<0 ml de agua de diluigao
Concentracao final da solugao-estoque. M@ trrgi—th)
Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada 7l mL Vol de salmoura,__—_ mL
Vol amostra — _ ml Salinidade final da amostra__— %o Conc, final da amostra:
Salmoura; Métado: = Salinidade:; — % pH: o
Ajuste dopH: __—  pl de HCI 4% oty de NaOH pH final; __#.90
Agua de diluigao: Lote: 020 Salinidade: 24 %epH: _®1» OD:__S=z4 mg.L"
Vol. da solugéo-teste por tubo: AQ - mb Vol. solugdo de ovos: 20 pl
N° de réplicas por diluigao: 5
Manutengao do teste: Temperatura 2540.5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragao do teste: 24 h
—  PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE: _}
| Avolumado para ___ ACD mEs
Diluigao Vol. sol. estogue | Tubos n°
bl b omL Leitura | F/Q |
oo | T | w4 O |
SO T [ s RS
WAt oo | Pe-3H N0
215  OA% | Ly -44 .*'1‘_&_J
| LAss g)\as L, - 44 6&_'
[ e | o@ea | mi=e s |
e | B se-sn |60 |
| s _ A5G T O
: gieso | mis _ i BeEE 1SR
 ggman | fas oo | SRS S
|_ - S __| =51 _i_‘w__
20 000 I_ %5 1= 8 2
S60-000 | 2P lii" 25 _!_""3_!
| AOER.000 | wo _Il i s _l-i'%_
| i |
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