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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO AQUOSO ISENTO DE SOLIDOS
(COD. 3.4.27.6 — SOLUCAO DE NACL) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
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L1439LVC
LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdo requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Téenico requisitante: Hélio Gama

Enderego: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macag - RJ
Tel.: (22) 2761-2644/2761-9086
Avaliagdio solicitada: Teste embriologico
Organismo teste: Lytechinus variegatus
Tipo de teste: cronico de curta duragio
Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrides (retardamento efou ocorréncia de

anomalias)

Identificacéo da amostra pelo solicitante: Fluido Aquoso Tsento de S6lidos
Cédigo: 3.4.27.6 — Solugiio de NaCl
Data: 16/06/2004

Codigo de entrada no Labtox: L143904
Data de entrada no Labtox: 21/06/2004

RESULTADOS

CENO 563 ppm CEO 1.125 ppm

VYC = 795,85 ppm

Controle: 93% de pluteus

DSS: CE(1)50=2.13 mg.L" (IC=2.04 —2.21 mg.L")
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L1439LVC

1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 30 de junho de 2004. teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido Aquoso Isento de Sélidos (codigo 3.4.27.6 — Solugdo de NaCl)

sobre os embrides do ourigo Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

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

oTganismos expostos, nas condicdes de teste.

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

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALCULO DA CENQO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEQ (menor concentraciio utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipéteses
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 CENO e CEO foi feita através do teste de "Williams™,

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

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima aceildavel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
TIPO e LSIE.......oovemeoc oo eeesesesess s Oni
Temperatura de incubago........ccoooooeroivee li:mmﬂm
XOI e ol L D s e 121 thu il
i tubos de ensio
VOIme e SOIUGAO-BESIE. ..cciveceon it i ETI{;S:E
i i ot s R
............................. gametas obtidos d 3
N? de organismos fﬁamalﬂsamgamm% Sk n;}ﬂ%ampo
N Qe EDlcaS /g0 e 04
E" de :;]iiui.:;;ﬁ:é‘:s ................................................................................................... 12+ 1 controle®
gua de B e Bl e LS agua do mar natural filtrada (0.45 um)
Salinidade da dgua..............uivmmmrveecrneeeeee oo 34+ 1 %o
Duragéo do testezianra.s
BEEPOSI. - v, embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EXpressio do resultado..........oveoeveevonnvoecrsoneeeee oo CENO,CEDeVC
OO CRICHTN. ... oo v e N L S et Toxstat (Gulley er al.. 1991)

*Cnntfo]e: exposi¢do do organismo 4 4gua de diluigio (4gua do mar natural) nas mesmas
condi¢tes da amosira.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora da
realizagdo do teste e sua preparacio foi realizada com base nas metodologias propostas por
APT (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 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 industrial por 5 minutos a 150 rpm
e decantado por 1 hora. Apds este perfodo, a fragio particulada suspensa (FPS) foi retirada e
teve a salinidade ajustada de 59%o para 34%o. resultando em uma solugio-estoque de 576.000
ppm. A partir desta solugdo foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes
diluicdes: 281: 563; 1.125: 2.250; 4.500; 9.000; 18.000; 36.000; 72.000; 144.000; 288.000 e
576.000 ppm (Fichas em anexo).
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VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRIOLOGICO é considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embries no estagio de pluteus:

» O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a
especie pelo Labtox que é 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 sdo apresentados na tabela 1.

O valor de CENO (concentracio de efeito ndo observado) obtido com o Fluido
Aquoso Isento de Sélidos (codigo 3.4.27.6 — Solugdo de NaCl) foi de 563 ppm, o valor de
CEO (concentraciio de efeito observado) foi de 1.125 ppm e 0 VC (valor crimico) de 795,85
ppm.

O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foide 93% ea
CE(I)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 2.13 mg.L™! (IC = 2,04 — 2,21
mg.L ™).

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

diferentes dilui¢des, encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

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

ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN  WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM
Controle 0.070
281 0.089 0.667 1.72 k=1. v=21
363 0.089 (.667 1.80 k=2, v=21
1125 0.238 5,959 - 1.83 k=3;v=21
2250 0.425 12.630 * 1.84 k=4, v=21
4500 (0.608 19.123 * 1.85 k=3, v=21
9000 0.990 32,732 * 1.85 k=6, v=21
5= 0.040
Note: df used for table values are approximate when v > 20. \(ﬁ
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Tabela I: Nimero de pluteus afetados

conduzido em 30/06/2004.

LI439L.vC

NaCl) no teste

€ sauddveis de L. variegatus expostos a diferentes
diluigdes do Fluido aquoso isento de sélidos (cod. 3.4.27.6 — Solugdo de

* Significativamente diferente do controle.

an Numero de pluteus Numero de pluteus
D(iil;;‘;ﬂ Sauddveis | Afetados I'?;;Eﬂ Sauddveis Afetados |
93 07 0 100 |
Controle 04 D6 18.000* {) 100
97 03 0 100
85 12 ] 100
92 08 {] 100
281 90 10 36.000% 0 100
89 11 0 100
93 07 0 100
38 12 0 100
563 05 05 72.000% 0 100
94 06 0 100
88 12 0 100
84 16 0 100
1.125% 70 30 144.000* 0 100
71 29 0 100
80 20 0 100
53 47 0 100
2.250* 59 41 288.000* 0 100
60 40 0 100
58 42 0 100
36 64 0 100
4.500% 4] 59 576.000* 0 100
35 63 0 100
45 35 { 100
02 98
9.000* 0 100
01 99
01 99
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5 - EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

M35c¢ 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 FEuzébip 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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Data Inicio: _ 20 [ oe | o4 Hora: _ N&:20  Término: o1 [ o= [ ¢4

Organismo-teste: L st Operador(es): _ Jusa v

Tipo de teste: ( ) fecundagdo ( < ) embriolégico

Tipo de amostra: 3 {ucle Cod. entrada _ 1 st25 04 Salinidade: =4 % pH 34 *’*‘-gf?uﬁ_ s
“Solugao-estoque:_tocml (mg) da substancia (amostra bruta) + 2o ml de agua de diluigag **Hrelee

Concentracao final da solugdo-estoque: 1 .oo0.aom @{mgﬁ:%}

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada __ 106 mL Vol de salmoura:_ — mL

Vol. amostra _A44  mlL Salinidade final da amostra 24 %. Conc. final da amostra: S6_.000

Salmoura: Metodo: = Salinidade: — %o pH: _ —
AjustedopH: _ —  pl de HCI — plL de NaOH pH final:
Agua de diluigao: Lote: 220 _Salinidade: 2+ %opH: _g21 0OD: _=¢a mgl”
Vol. da solugado-teste portubo: 19 -mlL Vol. solugdode ovos: 25 pL
N°® de réplicas por diluigao: =
Manutengao do teste: Temperatura 25+0,5°C Fotoperiodo: 12:12h Duracio doteste: 24 h
PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE: Vol __foo il
DiluicBo Vol. sol. estoque | Vol. dgua de diluicio Tubos n
b mL ) mL Leitura Fra
I.{E,LCJ = OO -5 (o]
254 O.044 4aas51 Ag6 -4%4 | 190
SE3 0.094% 44902, (9i- {94 | (35
AAZS O, Fs 49 905 (G . /99 | Jowr
2.250 o keal 49 6l Iol - ok | Jo3
4 Son 033 43 23, ot . o3| o
2 om0 Nae 444 I alg | 915
%000 B3 26 9% 2o 2G| 20
26.000 | 62s a433s 23/ 294 995
ety BN 1S 199¢ .29 830
My oo 25, 1S 23 9234193 ‘:TF.
28%.000 SO 59 236 239194
SHC.000 le's) — 24) - 244 | 245
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. Teste n° 4425 Luc
Tecnolodla Ambiental

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS

Diluicio Injcia Término
KQW} S (%) oD pH S (%) oD pH
RO 24 5,60 g2 35 606 8 24
' 23
3g | 24 580 215 35 565 G )9
563 34 562 | 5\¢ 35 | 553 | §I%
14a¢ e 556 & S 35 S . X 24
9200 34 G.0¥ 2 G 55 567 K 2%
§oo 34 5.6 | Ele 35 5 L& Y2
__Soco 3 too | &l¢ 25 gkl B oT
t8ooo i 5,54 g3 35 O 4 )
36 000 2 6cl | p\y 35 I3l | 39y
32000 3 600 | R\2 35 255 | 220
b4 ce0 24 606 £ .09 1) 4 90 2,20
23K 000 3L 6,04 304 25 il | 23
576 coo 42 Shald 43%2 | 35 | 6,12 8 .25
\H\\"‘\..H__‘_ Slic ==
_‘-‘--‘-‘--\--‘_"‘-—-_\_ — —
=
‘a"“-a_.__h
-H-\-‘-\-"""‘-..._\_‘_\_‘_
"-‘.._\\‘—\-‘
= |l _‘-‘_\--‘-‘-‘-‘-‘_‘_‘"-—-.
OBS: Shae— \
_\_\\h
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