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LAUDO DE TOXICIDADE

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 embriologico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: erénico de curta duragdo

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

anomalias)

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Fluido Aquoso Isento de Solidos
Codigo: 3.4.28.1 — Solugdio de KCl1
Data: 17/06/2004

Codigo de entrada no Labtox: L144104
Data de entrada no Labtox: 21/06/2004

RESULTADOS

CENO 488 ppm CEO 977 ppm
VC = 690,49 ppm

Controle: 93,5 % de pluteus

DSS: CE(IS50 = 0,95 mg.L”" (IC=0,92 - 0,99 mg.L™")

IC: Intervalo de confianca \
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1-OBJETIVO

LI4ILVC

Este teste, realizado em 08 de julho de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade crénica do Fluido Aquoso Isento de Solidos (codigo 3.4.28.1 — Solugdo de KCI)

sobre os embrides do ourico Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

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

organismos expostos, nas condi¢des de teste.

A cada séric de amostra testada € realizado um teste de toxicidade com o padriio
dodecil sulfato de sédio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALcuLo pa CENOQ, CEO E VC

O wvalor de CENO (maior concentragio utilizada que nfio causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragio 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 et al., 1991).

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

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

media geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima aceitdvel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

DO O i i e v s s b rmmcmsr s epmeme e SR S A et cam e ente et s crimico
1 e ATUER AOTOOIBIERN. . i samii oS s et iyt e 25H{) 5%
B P e L S S0 30w Aot A s mc s et ettt e em s 12:12h luz e escuro
2 OO tubos de ensaio
Volume de sOMEADAETIE. ..l et s s s o 10 mL
Orngem dos organismos................ccoeeeeen. gametas obtidos de organismos coleta dos no campo
R e e
T a1 T e Ev PR L 04
L LT 12 + 1 controle®
Agua de diluighO. ..o reess s agua do mar natural filtrada (0,45 pim)
valisdade da doma. . .o o R e e 34+1 %o
R O O Rl i i pwun swesmenmmess e RS e AR A am e o ees et e cs ] 25 horas
Resposta.......cocoeiiiviiiiieirecnns embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EDresslio do resiltattl: v i it i i et s, CENO, CEQOe VC
MeEtodo de CAIEUIO. ....vvereceieccctesee e e eeene e st ee e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposigdo do organismo a dgua de diluicdo (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
realizagdo do teste e sua preparacdo foi realizada com base nas metodologias propostas por
APT (1984); Duke er al. (1984) e 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 proporedo de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada ¢ 900 mL de
dgua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm
e decantado por 1 hora. Apos este periodo, a fragio particulada suspensa (FPS) foi retirada e
a partir dela (solugdo-estoque de 1.000.000 ppm) foram preparadas as solucdes-teste. sendo
testadas as seguintes diluighes: 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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WVALIDADE DO TESTE

LI441LNVC

O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado vélido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrites no estagio de pluteus;
# O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo Labtox que ¢ de 0,83 a 3,20 mg. L™,

3 - RESULTADOS

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

O valor de¢ CENO (concentragio de efeito ndo observado) obtido com o Fluido
Aquoso Isento de Solidos (cadigo 3.4.28.1 — Solugdo de KCI) foi de 488 ppm. o valor de
CEOQ (concentracdo de efeito observado) foi de 977 ppm e o VC (valor crénico) de 690.49
ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 93,5 % ca
CE(I)S0 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 0.95 mg.I! (IC = 0,92 — 0,99
mg.L™).

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

diferentes diluigbes, encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

Transform: NO TRANSFORMATION
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2

ISOTONIZED CALC. 51G TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN  WILLIAMS P=05 WILLIAMS FREEDOM

Controle 0.065
488 0.097 0.835 1.78 k=1, v=I2
977 (.363 7.643 * 1.87 k=2, v=12
1953 0.588 13.424 * 1.90 k=3, v=12
s= 0.055

Note: df used for table values are approximate when v > 20.
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Tabela I: Namero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
diluigbes do Fluido aquoso isento de solidos (e6d. 3.4.28.1 — Solugio de KCI) no teste
conduzido em 08/07/2004.

LI141LNVC

Numero de pluteus Nimero de phiteus
D(l#;l;-ﬁin Saudaveis | Afetados r’}gﬁggﬂ Sauddveis Afetados
96 04 0 100
Controle 97 03 31.250* 0 100
o1 09 0 100
90 10 0 100
92 08 0 100
488 91 09 62.500* ] 100
88 12 0 100
90 10 0 100
70 30 0 100
QFT* 31 49 125.000% 0 100
63 37 0 100
71 29 0 100
38 62 0 100
1.953* 48 52 250.000* 0 100
40 60 0 100
39 61 0 100
0 100 0 100
3.906* 0 100 500.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
1] 100 0 100
7.813* 0 100 1.000.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
0 100
15.625* 0 100
0 100
{ 100

* Significativamente diferente do controle.
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L1441LVC
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5 - EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSe 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

0
AUXILIAR DE ANALISE: Viviane Euzébio Luiz
~ ELABORADO POR: ~ REVISADO POR
Dra. Marcia Vieira Reynier MSc. Leila A. da Silva Kraus
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Rio de Janeiro, 19 de julho de 2004.
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Data Inicio: _oz [ oa | ok Hora: #2:20 Térming: o9 | D3 | &4

Organismo-teste: - L. imuisniis
1]

Operador(es); Jusan Guadiacs

Tipo de teste: ( ) fecundacao
g’_[’”l:"{[.-
Solugao-estoque:_100 ml (mg) da substancia (amostra bruta) + «00 mL de agua de diluicdo

Concentracéo final da solugdo-estoque: _4dcoo.an @ (meh—"r)

( -« ) embrioldgico

Tipo de amostra:; Cod. entrada | 4L104 Salinidade: 26 %. pH _1as

Ajuste da salinidade: Vol. dagua destilada = mL Vol desalmoura: mL
Vol. amostra __ —  ml Salinidade final da amostra__ — %.  Conc. final da amostra:  —
Salmoura: Método: — Salinidade: = %e pH: =

Ajuste do pH: pL de HC __— pLdeNaQOH pH final: __ —

Agua de diluiczo: Lote: 010 Salinidade: _34 %.pH: _giz OD:_ss4 mgl?

mL Val. solucdo de ovos: 40 pl

Vol. da solugdo-teste por tubo: _ 10

N® de réplicas por diluigda: <]

Manutencao do teste: Temperatura 2520,5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragdo doteste: 24 h

PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE:
Avolumado para oo ml
Diluicao Vol sol. estoque |  Tubos p®
e miL Leitura F/Q
i 00 === i | A0
| |
45, Qée G -qa | 100
1 Lt
41 0.0a% Al -104 s
MY 1 o T o145 10640 | 410
906G 03 | AN _ank s
3213 0% | 416 -a45 | 220
(. ﬁ."._‘:\.(;\.::_‘u '“.5'5;\ .r‘-ﬂ_-'l = ‘Ij—i! 'ni:'.-E-}
' 1,250 213 | 426 129|430
I E [ !
2500 | 6as | ast-aay | 135 |
oy , . J : o
e | B 1) ABG - 128 240
-
| 200 om [ qe, A4 <AL | A4S
sl = o | =] hg - 04 ‘-‘n_l 150
|o g o0 | hoa-154 | 1es
f‘m.ml.;ﬂ. sin® - Polo Bie-Rio - Laboratonio 4 - Cidade Universitaria - lha do T “unddio
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Tecnologia Ambiental

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS

| | | | |

Diluicgo Inicio TEermino
| {Hjm } | | -
i] l S (%o) ‘ oD pH S (o) oD | pH \
Y- 2 [ 85h I3 [ 30 | 500 81
higa 35 1S rg A 35 4,99 | ¥.09
a7+ 25 523 | 203 26 4 ¥ | g 12,
| %.-%z: %5 | 5}_2,_3"3 5%.(1 % 35 fj..*%r 59 g‘lm{{
| G = N 1‘ 5 i 2
T %13 % | %%% 33 35 Ny %'ﬂli_.
15625 e 59% t'ea | 2s qt | g,
21250 5 529 | g4n 35 b33
| 62500 25 S I L' LY 0l
| #25.000 % s 48 | pa% %5 E‘GE} 0%
250000 | 35 5 2% %ﬂ&_ 25 ,9% A
$02.090 5 5 66 | %43 2% b g 12
 A000.0 25 s 41 | £a- 25 515 Rl
[ A +95 =t il
i I= =1 ;
. RH""‘E—__ i
-‘-‘-"‘hq,q_‘:‘_
L o X—‘—_
HE“H.E
OBS: el
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