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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO DE PERFURACAO SALGADO
TRATADO COM AMIDO STA (CODIGO 3.3) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
LYTECHINUS VARIEGATUS (ECHINODERMATA-ECHINOIDE A)

L1315LVC
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LI315LVC
LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdo requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante; Hélio Gama

Endereco: 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: cronico de curta duragio

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

anomalias)

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Fluido de perfuracdo salpado tratado com Amido
(8TA) - Codigo: 3.3
Data: 26/02/2004

Codigo de entrada no Labtox: L131504

Data de entrada no Labtox; 04/03/2004

RESULTADOS

CENO 50.250 ppm CEO 100.500 ppm
VC =71.064.23 ppm

Controle: 89,5% de pluteus

DSS: CE(1)50 = 1,12 mg.L”! (IC=1,08 - 1,17 mg.L™)

[C: Intervalo de confianga
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LI3I5SLVC

1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 04 de mar¢o de 2004, teve como objetive determinar a
toxicidade cronica do Fluido de perfuragio Salgado tratado com Amido - STA (cddigo: 3.3)

sobre os embrides do ourico Lytechinus variegaius.

1 -METODOLOGIA

() teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptagbes. Este teste
consiste na exposi¢io dos ovos a diferentes diluigdes do fluido. avaliando-se a diluigdo que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval efou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testada € realizado um teste de toxicidade com o padrio
dodecil sulfato de sodio (DSS)., com o objetive de wverificar se os organismos estio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEOQ (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 et al., 1991).

A normalidade e a 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 "Willians™,

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

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

TG ACTEEIR. i csisssiontiss s o S s 0ot h oo e seosee e nee et et estatico
Temperatura de INCUDACAD. ........cuvuesrirreca e 254+0.5°C
EOUTDCITORION e osomsanonses s s oS08 S S e B 12:12h luze escuro
e OO tubos de ensaio
VOIUME A€ SOIUGAOTESTE. cv.vevevraerreesssecs et coeeses st e s eoeoeeeeseoeeeseeeeseeeeeeon 10mL
Origem dos organismos..............cccervomenen.. gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
N de 0rganismOos / fEASCO. .....c.oveveeuetiee e eee et est e ee e e eeeeeese. 300 ovos
B o0 e e T 04
N e QIUIGBES. ....coecrerieracrenseeetassees s st esseses s siossssersnes st st esses st e ee e eseeesiees 14 + 1 controle®
PUNIOIRACEO. s siirsiiasosisisbisiives s o0t ek PR B S T e st sem alimentagio
Agua de diluigH0.......oovceiiici s eneenenncAg0A dO mar natural filtrada (0,45 pm)
SAOATE GAAGRA .o arm s e e s i o S
B LT R T 1 U o 25 horas
RESPOSLA.......ovieeevieeciieeeierensreans embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
Express il dn o mlnto o s R e e ee b sevenmereneannedh CENO,CEQeV(C
MEOAO de CAICTIO . .vvne et Toxstat (Gulley er al., 1991)

*Controle: exposi¢io do organismo 4 agua de diluigio (4gua do mar natural) nas mesmas
condi¢des 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 preparacio foi realizada com base nas metodologias propostas por
APL (1984); Duke ef 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 propor¢io 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
¢ decantado por 1 hora. Apos este periodo, a fra¢do particulada suspensa (FPS) foi retirada,
teve o pH ajustado de 9,52 para 8,45 com 50 puL de HCI e a salinidade de 41 para 33%.,
resultando em uma solugdo-estoque de 804.000 ppm. A partir dela foram preparadas as
solugdes-teste. sendo testadas as seguintes diluighes: 98; 196; 393; 785; 1.570; 3.141; 6.281;
12.563; 25.125; 50.250; 100.500; 201.000; 402.000 e 804.000 ppm (Fichas em anexo).

X7
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VALIDADE DO TESTE
O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado valido quando:
# Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estdgio de pluteus;

# 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 nimero de pluteus mal formados e/ou com atraso no
desenvolvimento sdo apresentados na tabela [,

O valor de CENO (concentragio de efeito ndio observado) obtido com o Fluido
Salgado tratado com Amido STA (c6digo 3.3) foi de 50.250 ppm, o valor de CEO
(concentragio de efeito observado) foi de 100.500 ppm e 0 VC (valor cronico) de 71.064.23
ppm.

O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foi de 89.5 % e a
CE(I)50 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1,12 mg.L” (IC = 1.08 — 1,17
mg.L™). Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas

diferentes diluigdes, sio apresentados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA
Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMS TEST (lsotonic regression model) TABLE 2 OF 2

ISOTONIZED  CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM
Controle 0.093
6281 0.093 0.683 1.73 k=1,v=18
12563 0.093 0.683 1.82 k=2, v=18
25125 0.093 0.683 1.85 k=3, v=18
50250 0.105 0.000 1.86 k=4, v=18
100500 0.875 42.070 ¥ 1.87 k=35. v=18
s= 0.026 Note: df used for table values are approximate when v > 20. \
YR
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de /. variegatus expostos a diferentes
diluicdes do Fluido Salgado tratado com amido (codigo 3.3) no teste conduzido em

04/03/2004.
Numero de pluteus Numero de pluteus
Pilusgao Saudaveis | Afetados Diluico Saudéveis | Afetados
(ppm) (ppm)
92 08 89 11
Controle 87 13 12.563 90 10
86 14 95 05
93 07 89 11
92 08 93 07
98 95 03 25128 90 10
97 03 91 09
95 | 05 92 08
92 08 87 13
196 90 10 50.250 89 11
89 11 91 09
91 09 91 09
88 12 16 84
393 90 10 100.500% 12 88
95 05 08 92
93 07 14 86
92 08 0 100
785 89 11 201.000* 0 100
91 09 0 100
93 07 0 100
93 07 0 100
1.570 90 10 402.000% 0 100
89 11 0 100
95 05 0 100
95 05 0 100
3.4 88 12 804.000% 0 100
90 10 0 100
89 11 0 100
92 08
6.281 91 09
93 07
89 11

~ * Significativamente diferente do controle.
\
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5 - EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 08 de marco de 2004
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AUXILIAR DE ANALISE: Viviane Euzébio Luiz
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TESTE _\54S wue Data: 94/ 93 194 Organismo-teste: kb wewseafin

Tipo de teste: ( ) fecundacdo ( X ) embrioldgico Operador TeSITELtf

Amostra: _ Tilivzie
Cod. de entrada no laboratorio: L1315 04 Data de entrada: {ijf 03 194
DADOS DA AMOSTRA :  Salinidade: _ 41 % pH: 2 =2

Preparo da Solugao-estoque: RO0 mL {rAg) da substancia (amostra bruta)
1300  mL de &gua de diluicio,

Concentragao final da solugao-estogue : .L::u}.gg'g @fmgﬂr%}

AJUSTE DA SALINIDADE ( i )SIM ( )NAO

Volume de agua|Volume de Volume de Salinidade final da |Concentracdo final
destilada salmoura: amostra; amostra: da amostra:
L9 mL — mL 2o | mL 53 %a 04 . goo ppm
SALMOURA
Método de obtencao: — Salinidade: __~—— %o pH:_—

AJUSTEDOPH (% )SIM ( )NAO

Adigao: !
e pL de HCI pH final: __ & . bS
— pL de NaCH pH final: =5
DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: Angra dos Reis Data: _41 [ 02 (o4

Ao

Salinidade: _ %% %o pH:_* 34 OD:_h2¢ mgl
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TESTE

AB1S Ll

Solugaoc-estogue: %o4.C00

ppm Vol final a ser preparado: jle 6] mL
Mumero dos tubos
Concentragao Vol. Amostra a 100% Vol. agua do mar ,
adicionada adicionada leitura FlQ
L Ugnng (mL) _(mL)

L ;C' =" A-A N0

9% Qi 99,99 2 -3 | 4o

It 0 0LY ‘if—“;",q*q- L) -4, 45

242 0 gu4 49,95 he-44 | €0

%S 0 9=% 29,90 S -84 SS

is3 Oqiqi 99, 30 26-4 GO

3d41 Fi24 99,61 Gl - 4 ¢S

a3y =l g9 434 Gl -6 0

12,563 156 . 99,44 It -4 15

25145 342 9.:;,1“3?; 96 -4 %0

50250 6,25 93,75 2l -4 5

0sc0 s 1.5 e -%% | 90

151 oo 25 15 Al -a4 a5

Yoa g =9, 50 46 -9% | 400

304 aco oo — AOA -A0Y | KOS
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TESTE _)3l5H Lye

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS DAS SOLUCOES-TESTE

Temperatura: Sala: 25+ 1 °C Incubadora: 25 +0,5 °C

Inicio Término
Concentracao S%o oD pH S%o oD pH
e 3 Y Y S P ale | 535 |
Y 23 0% o | 33 | Lul il
= = — = Ern
243 33 & T qu [ 33 800 | FAL
_—us =—lear == = =
P I Y 1 4 W 0 I 1
S T e = =
6151 33 %03 ¢iS 13 350 LR
T N e s T I W B Y, 0 e 1
55250 — = — — | — ——
e 3 hal 926 [ 33 [ 4o s
ot 2 —= = — = : —
Goice | 33 Ras | §5% i ey T [
oo | 3& [ ko g5 | 3k | 398 [®&X
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