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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O PRODUTO ANTICHLOR (SBS) -
CODIGO LET 3213 UTILIZANDO Mysidopsis juniae (CRUSTACEA-MYSIDACEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundédo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2401 MJA

Rio de Janeiro

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacdo solicitada: Ensaio de toxicidade aguda com microcrustaceo misidaceo
Organismo-teste: Mysidopsis juniae
Tipo de ensaio: Agudo Tempo de exposigédo: 96 horas
Resposta do ensaio: Efeitos sobre a sobrevivéncia
Substancia de referéncia: Zinco (sulfato de zinco heptahidratado)
Faixa de sensibilidade do organismo: 0,21 — 0,43 mg.L™ (31/10/2005)
Resultado do ensaio realizado com zinco em 04/01/2006: 0,26 mg.L™ (0,24 — 0,28 mg.L™)
Identificacdo da amostra pelo solicitante: Produto Antichlor (SBS)

Codigo LET 3213 - Data da coleta: 16/12/2005
Caodigo de entrada no Labtox: L240105 Data de entrada no Labtox: 29/12/2005
Data de inicio do ensaio: 09/01/2006 Data de término do ensaio: 13/01/2006

RESULTADOS

CL(1)50; 96h: 342,93 ppm

Intervalo de confianca (IC): 317,82 — 370,03 ppm

Sobrevivéncia no controle: 100 %

Obs;: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs;: Este laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reproducdo de partes deste, s6 pode
ser realizada com autorizacgdo escrita do Labtox.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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1-OBJETIVO
Este ensaio, realizado de 09 a 13 de janeiro de 2006, teve como objetivo determinar a
toxicidade aguda do produto Antichlor (SBS), cédigo LET 3213, sobre o microcrustaceo

Mysidopsis juniae.

2-METODOLOGIA

A determinacdo da toxicidade aguda em relacdo a M. juniae seguiu a metodologia
descrita em Cetesb (1992), com adaptacdes.

Jovens de M. juniae com 4 a 6 dias de idade, foram expostos a diferentes dilui¢cdes do
produto, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.

A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras do

ensaio a cada 24 horas.

PREPARO DA AMOSTRA

Foi preparada uma solucdo-estoque de 1.000 ppm, avolumando-se 2,0 mL do produto
para 2.000 mL, com &gua do mar. A partir desta solugdo, foram preparadas as seguintes
solucgdes-teste: 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ppm. Na solucdo-teste de 1.000 ppm o0s

organismos morreram durante a montagem do ensaio (Fichas em anexo).

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio € considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle é

maior ou igual a 90%.

CONTROLE DOS ENSAIOS DE Mysidopsis juniae

Mensalmente é realizado um ensaio de toxicidade com a substéncia de referéncia,
zinco (Zn), na forma de sulfato de zinco heptahidratado, com o objetivo de verificar se a
sensibilidade dos organismos cultivados no Labtox encontra-se dentro da faixa de toxicidade
previamente estabelecida para a espécie pelo laboratério, que é de 0,21 a 0,43 mg.L™.

O resultado da CL(1)50; 96h obtido no ensaio realizado, em janeiro de 2006, com o
zinco foi 0,26 mg.L™* (1C: 0,24 — 0,28 mg.L™).

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO
THPO 0B BNSAIO: ...c.veiiiiie ettt et e st e e beese e s ae e aeeseesbeeteeneenneenas agudo
Temperatura de INCUDAGAD: .........coviiiieii i 25+1,0°C
LUMINOSTAAUE: ... 12 horas claro/12 horas escuro
FraSCO TSTE: ... béquer de 400 mL
VOIUME d€ SOIUGAD-TESLE: ... .eivieie ettt e e re e e e ae e nre s 300 mL
Origem dOS OFgANISIMOS: .....c.veviieieriertieieeiie et sbe sttt e e e b bbb neenees cultivo Labtox
Idade dOS OFQANISIMOS: .......ccvieieiieice et st re et e e sraenreanaesnaenneas 4 a 6 dias
NO de 0rganiSIMOS / FIASCO: ......eeieiiiiieiese e bbbt 10
NO de réplicas / SOIUGAO-TESIE: .....ccviiieiieie ettt esre e 3
NO de SOIUGBES-TESTE: ...t 6 + 1 controle *
AlImentacao: ........ccccceevveiveinennn, 20 nauplios de Artemia sp. recém eclodidos / misidaceo / dia
Agua de diTUIGAD: ........oveveeeeicee e agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGBES-TESLE:........ccueieeieeiecie et 32 a 33%o
DUFAGAOD O BNSAIO: ....viiiiieiieieie ettt sttt b bbbt 96 horas
TS 01015 SRR mortalidade
Valor medido: ..........cco.... CL(1)50; 96h (diluicéo inicial letal a 50% dos organismos em 96h)
Método de calculo: .......cccevvviiiiiiiieen, Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977)

* Controle: exposicéo do organismo a agua de diluicdo (dgua do mar natural) nas mesmas condi¢Ges da amostra.

3-RESULTADOS

A tabela | apresenta o percentual de mortalidade e o nimero de misidiceos vivos
durante a leitura realizada a cada 24 horas, nas diferentes solucGes-teste.

A CL(1)50;96h obtida com o produto Antichlor (SBS) — cdédigo LET 3213, foi de
342,93 ppm (IC: 317,82 — 370,03 ppm). A sobrevivéncia dos organismos no controle foi de
100%.

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

ensaio encontram-se listados nas fichas em anexo.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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Tabela | - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de misidaceos durante
a leitura realizada a cada 24 horas, no ensaio conduzido com o produto Antichlor
(SBS) — cdd. LET 3213.

Solugéo-teste NUmero de misidaceos vivos Mortalidade
(ppm) Oh | 24h | 48h | 72h | 96h apc(i;)&))Gh
10 10 10 10 10
Controle 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10
15,62 10 10 10 10 10 33
10 10 9 9 9
10 10 10 10 10
31,25 10 10 10 10 9 33
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10
62,5 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10
125 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 9 9 9 9
250 10 10 10 10 9 6,7
10 10 10 10 10
10 0 0 0 0
500 10 0 0 0 0 100
10 0 0 0 0

ANALISE ESTATISTICA

Test Type: agudo  Duration: 96 hours  Concentration Unit: ppm
Raw Data:

Concentration: 15.62 31.25 625 125 250 500
Number Exposed: 30 30 30 30 30 30
Mortalities: 1 1 0 0 2 30
SPEARMAN-KARBER TRIM: 3.33%

SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: LC50: 342,93
95% Lower Confidence: 317,82
95% Upper Confidence: 370,03

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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5- EQUIPE TECNICA:

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBio-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado — CRBio-2 - 32963/02
Desideria Lima Calleja — CRBio-2 - 38219/02 P
Gabriele A. Correa da Rocha — CRBI0-2 - 42.496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 - 42.535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Dra. Marcia Vieira Reynier MSc Leila Aparecida da Silva Kraus

/%-;cx::x Vs s 'V%waff/ LJ&:L @)Pc_ulm oo el brees

Rio de Janeiro, 13 de janeiro de 2006.
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SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

u“m PLANILHA DE ENSAIOS DE  [Cédigoda [ PAGINA
b TOXICIDADE AGUDA coM | Entrada: 1de2
MYSIDOPSIS JUNIAE 240nCS

Inicio do ensaio:

Tipo de amostra: _ Flroctle

ou [ or | o Hora: {2200  Término do ensaio:

Salinidade:

Solugdo-estoque:____ .2

@L’ g) da substancia (amostra bruta) +_nua9¥

A2/l wa ] oo Hora: A4 30

2%

%o pH

:)-Al’\
B e

mL de agua de diluicdo

Concentragao final da solugdo-estoque: V0 Kpm\mg/L , %) Rub.: %:

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada - mL Vol de salmoura: - mL
Vol.amostra____- _mL Salinidade final da amostra __ — %o Conc. final da amostra: -
Salmoura: Método: — Salinidade: - %o pH: —

Rub.: a4

Agua de diluigao: Lote: JeL Barrilete n°_ 4

Origem dos organismos: Cultivo Labtox  Lote: L\‘\"Q“\"\l) Idade: ZM‘L oo
Ensaio: Com aeragéo ( ) Sem aeracéo ( « )/ Estatico ( x ) Semi-estatico ( )renovagdo: _— h
Vol. da solugéo-teste por béquer: 200 mL  N° de réplicas por solugéo-teste: 3

-
[

N° de organismos por béquer:

. . . R r) -
Responsavel pela adigéo dos organismos:_{ r fM&KL[ Sﬂ?

Manutengéo do ensaio: Temperatura 25+2°C Fotoperiodo: 12:12 h

PREPARO DAS SOLUGOES-TESTE
* Avolumado para e mL Rub.:
Solugdo-Teste | Vol. sol. estoque Béquer {/
e mL* n°
. V0 - 1O - 42
1S,b & 15,64, [0 -Lsh
3425 B341% Uz - yg
ve s s e - 4¢
nzs ALg “4 - SA
2SO 20 S2- Sy
OO S ss sy Y
< RS <% - c

Responsavel pelos calculos: _ »«_

OBS: 4% oéwowuj‘-% 4eeery

AT p fecas Al na/o@uw, Syt f,u,u,

et A / p&uwnu_ O Wf%\o\zm A0 Moo 82 chﬁmx-&(m‘\’é) AYRANLRE Y - M}:» oU«k

Avenida 24, s/n° -

Mﬂf»m .

Polo Bio-Rio - Laborat6rio 4 - Cidade Universitéria - llha do Fund&o

Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 -~ e-mail: |abtox@labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

ufﬁﬁ PLANILHA DE ENSAIOS DE  [Cédigoda | PAGINA:
| TOXICIDADE AGUDA cOM | Entrada: 2 de 2

MYSIDOPSIS JUNIAE Bl
| ACOMPANHAMENTO DO ENSAIO
Béquer N° de organismos mortos Béquer N° de organismos mortos
" [Rubig/[Rub TRubL/[Rub:, | ™ [Rubi, JRub: TRub: _[Rub: .y
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

40 g ¢ ¢ ¢ 49 é g ¢ d

At ¢ ¢ 9 (4 590 ¢ ¢ g d
4 | 4 ) 4 d s d J ¢ V)

4an | 4 ¢ g ¢ s2 | L ¢ ¢ £

W, ¢ | ¢4 g | |4 ¢ ¢ [

ash | ¢ 4 ¢ ¢ <4 d ¢ 7 ¢

43 ? 4 ¢ é cs | Jo — s

4Y4 ¢ ¢ ¢ L 6 o)

4< ¢ ¢ ) é s3> do

46 ¢ ¢ d ¢

43 4 A ¢ d

ug 4 ¢ ¢ ¢

Alimento: Oh _S4 _pl Rub.: _C&/ 24h 55 plRub.: ¢/ 48h 38 plRub.:_¢%»” 72h _ 50 pl Rub.: ow/

PARAMETROS QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE
Sobrevivéncia no controle: 60 %

Inicio Rub.: g;_;f Término Rub.: __ (%Y
Solugao- | Total de | Mortalidade S oD S oD Béquer
teste | mortos (%) % | (mg.L") | pH % | (mg.L") | pH ne
Capin)
oo | & & 32 | eto |24 [32 | 63 | %a€ e
5602 | A 22 3% 640 | €20 32 | 664 | 993 434
305 | A 2.2 3% 6,25 g§44 | 32 | 6<6 3 83 42
i Y
ces @y | & 3% | g [$0€ [ 32 | 651 |39 s
res | & & 39 | 6ot |e03 |32 | g3 | 48sS 43
250 ) 6 X LYo 63> | 122 | 33 eec3 | #7306 5Y
SU0 20 DO 3 @44 $1A | 33 5,99 {54 55
o0 |~ — 33 649 vt | — 1 — s —

Cddigo do equipamento utilizado:
Potenciémetro _gMe 32, Rub.: _ 9/ Oximetro__EMEOt Rub.: %/ Refratdmetro __€Me 22 Rub.:_cw/

Incubadeira ___ — Rub.: 2~ Balanga — Rub.: __ 24~ Micropipeta: __€M€ 22 Rub.: _ PEA~

Rub. = Rubrica do Operador Conferido por: Jainane, Data: _4>» /_01 | &%

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - llha do Fundao
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 ~ e-mail: labtox@labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O PRODUTO ANTICHLOR (SBS) - CODIGO LET
3213 UTILIZANDO Lytechinus variegatus (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundéo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Avenida 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2401 LVVC

Rio de Janeiro

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacgéo solicitada: Ensaio embriolarval
Organismo-teste: Lytechinus variegatus
Tipo de ensaio: crénico de curta duragédo Tempo de exposicdo: 26 horas
Resposta do ensaio: Efeitos no desenvolvimento embriolarval (retardamento e/ou ocorréncia
de anomalias)

Substancia de referéncia: DSS ( Dodecil sulfato de sodio)
Faixa de sensibilidade dos organismos: 1,21 — 1,81 mg.L™* (31/10/2005)
Resultado do ensaio realizado com DSS em 02/01/2006: 1,41 mg.L™ (1,34 — 1,48 mg.L™)
Identificacdo da amostra pelo solicitante: Produto Antichlor (SBS)

Codigo LET 3213 - Data da coleta: 16/12/2005
Caodigo de entrada no Labtox: L240105 Data de entrada no Labtox: 29/12/2005
Data de inicio do ensaio: 02/01/2006 Data de término do ensaio: 03/01/2006

Obs;: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs;: Este laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reproducéo de partes deste, s6 pode
ser realizada com autorizagéo escrita do Labtox.

RESULTADOS

CENO 31,25ppm CEO 62,5 ppm
VC 44,19 ppm

Controle: 90,5 % de pluteus

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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1-OBJETIVO
O objetivo deste ensaio, realizado em 02 de janeiro de 2006, foi determinar a
toxicidade cronica do produto Antichlor (SBS), cddigo LET 3213, sobre os embrides do

ourico Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

A determinacéo da toxicidade crénica em relagdo a L. variegatus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999), com adaptacdes. O ensaio consiste na exposicdo dos ovos a
diferentes diluicBes do produto, avaliando-se a solucdo-teste que causa retardamento no
desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos organismos expostos, nas

condigdes de ensaio.

A cada lote de organismos utilizados é realizado um ensaio de toxicidade com a
substancia de referéncia, dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de verificar se a
sensibilidade dos mesmos encontra-se dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida

para a espécie.

CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentracdo 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 proporcdo de larvas pluteus com
desenvolvimento normal foi verificada através dos testes de “Shapiro-wilks” e “Bartlett”,
respectivamente. A estimativa dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste
paramétrico de “Williams”.

Ap0s a obtencdo destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que representa a
média geométrica de CENO e CEO.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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PREPARO DA AMOSTRA
Foi preparada uma solucao-estoque de 1.000 ppm, avolumando-se 1,0 mL do produto

para 1.000 mL, com agua do mar. A partir desta solucdo, foram preparadas as seguintes
solugdes-teste: 3,90; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ppm (Fichas em anexo).

RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO

THPO A8 BNSAIO. ...ttt bbbttt b bttt e e cronico
Temperatura de INCUDAGAD. ..........cueiveieiiere e 25+0,5°C
01 (0] o 1=T T (o TP 12:12h luz e escuro
PP ASCO-TESTR. ..ttt tubos de ensaio
VOIUME d€ SOIUGAD-TESIE. ... eeveeiee ettt sreesre e s reenae s 10 mL
Origem dos 0rganiSmos...........cccceeververeenne gametas obtidos de organismos coletados no campo
NO de 0rganiSMOS / TrASCO......ccueeiueiieieeie ettt e e nre e 300 ovos
NO de réPIICAS / SOIUGAO-TESTE. ....c.eiveeeieiiiteiee et 04
NO & SOIUGOESTESTE. ...t 8 + 1 controle™
AQUA & AITUIGAD. ........veeverceeieeeeeeeeeee et agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGOES-TESTE. .........veiueeieieeieeie et re e e e e e 32 %o
DUFAGAOD O BNSAI0......c.eiueeiitiitisieeii ettt bbbt b bbbt 26 horas
ReSPOSta........cccverireieiieie e retardamento no desenvolvimento embriolarval ou anomalias
EXPressdo do reSultado.........coceiieiiiieiiiie e s CENO, CEO e VC
MEtodo de CAICUIO.........ccveveiieiiee e, Toxstat (Gulley et al., 1991)

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

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio é considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de pluteus;
» O resultado do ensaio com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido

para a espécie pelo Labtox que é de 1,21 a 1,81 mg.L™.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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3-RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) obtido com o produto
Antichlor (SBS) - codigo LET 3213 foi de 31,25 ppm, o valor de CEO (concentracdo de
efeito observado) foi de 62,5 ppm e o VC (valor crénico) de 44,19 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus normais obtido no controle foi de 90,5% e a
CE(1)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,41 mg.L™ (1,34 — 1,48 mg.L™Y).

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

ensaio, sao apresentados 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
0.0 0.094

3.90 0.094 0.082 1.71 k=1, v=24

7.81 0.097 0.165 1.79 k=2, v=24

15.62 0.102 0.495 1.82 k=3, v=24

31.25 0.123 1.813 1.83 k=4,v=24

62.5 0.143 3.132 * 1.84 k=5, v=24

125 0.143 3.132 * 1.84 k=6, v=24

250 0.560 30.661 * 1.85 k=7, v=24

s=0.021  Note: df used for table values are approximate when v > 20.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
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Tabela I: Numero de pluteus normais e mal formados de L. variegatus obtidos no ensaio
realizado com o produto Antichlor (SBS) — céd. LET 3213.

Numero de pluteus NUmero de pluteus
Solucao-teste Solugéo-teste

(ppm) Normais | Mal formados (ppm) Normais | Mal formados

91 09 89 11
Controle 89 11 62,5* 86 14

92 08 87 13
90 10 81 19
89 11 86 14

3,90 93 07 125* 85 15
91 09 89 11
90 10 83 17
90 10 44 56

7,81 89 11 250* 41 59
92 08 43 57
90 10 48 52
89 11 0 100

15,62 90 10 500* 0 100
88 12 0 100
92 08 0 100
88 12

31,25 88 12
86 14
89 11

* Diferenca significativa em relagéo ao controle

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
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5- EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBio-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado - CRBio0-2 — 32963/02
Desideria Lima Calleja - CRBio-2 — 38219/02 P
Gabrielle A. Correa da Rocha — CRBI0-2 — 42496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 — 42535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Dra. Marcia Vieira Reynier Dra. Maria Cristina da Silva Maurat
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Rio de Janeiro, 16 de janeiro de 2006.
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w
. Testen® _zt401 e

Tecno ogla Amblental

Data Inicio: vz | oa [ Qe Hora: & 1% Término: ©3 /| 94 [ e

Organismo-teste: _ £ vavewna v

Tipo de teste: ( ) fecundagcdo ( x ) embriolégico
Tipo de amostra: Pooctute Cod. entrada L z4cn<s  Salinidade: 3% % pH _¥,00

Solugdo-estoque:__ 4 @, g) da substancia (amostra bruta) +_¢2a mL de agua de diluigio |

Concentragéo final da solugédo-estoque: _ scco pm), mg/L , %)

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada — mL Vol. de salmoura;___ — mL
Vol. amostra __— mL Salinidade final da amostra_—~ %  Conc. final da amostra:
Salmoura: Método: — Salinidade: - %o pH: —

Ajuste do pH: — L de HCI — UL de NaOH pH final: __—

Agua de diluicdo: Lote: __ ¢ e

Vol. da solucdo-teste por tubo: _ <~ mL Vol. solugdo de ovos: __aco pL
N° de réplicas por diluigdo: __ 4

Manutencao do teste: Temperatura 25+0,5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragado do teste: _2¢, h
PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE:
Avolumado para oo mL
Diluicdo Vol. sol. estoque Tubos n%’
e mL Leitura F/Q
0.0 — n-9 noe
- 3492 O} 25 =*A - AU | A%
?i%l 0, 3% Ho - AR | Qo
45,’5,1 i,’% sA - 4 | $8
3 4 25 312 o - WR | [0
©2.5 6,45 An- G4 | 4s
4,23’ 1.2,,5 “e - A | oo
LSO LS MOA ~ ACk | {og
Soc So 1O - 10K | A10
\\\
\
\\
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A / nd
o 4 ‘& Testen® zucn Ave

Tecnologia Ambiental

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

Diluigao Inicio e’ Término 5‘/
(o) S (%) oD pH S (%) oD pH
0l 32 ¥,5D 2,00 34 6,‘ © 2,00
390 3y 1,94 34 Chals § 0O
tel 39 143 3L 6y F.00
‘ 1S 62 32 329 32 0L g co
31,25 3 142 L G{WJ .00
€28 32 144 2 /! 8 Co
43S 32 1,28 50 ¢S4 €,00
2s0 I %34 >5$)~ 6, LA g
500 35 .40 4,00 32 G’ A €.00

OBS: \?\\ wacido 2ow Qr,l(% N0 e oo LAALUO (’5

Responsavel pela adigéo das solugdes-teste aos tubos: m [/ (gsz

Responsavel pela adi¢éo da solugdo de ovos aos tubos: s ateia

Responsavel pelo preparo dos frascos: OapM// %ﬂ—

Responsavel pela fixacdo (Adicao de formol nos frascos): _Cediorne \Jectel
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O PRODUTO VITEC 3000 -
CODIGO LET 3214 UTILIZANDO Mysidopsis juniae
(CRUSTACEA-MYSIDACEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundéo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX - Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2402 MJA
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Rio de Janeiro
LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacdo solicitada: Ensaio de toxicidade aguda com microcrustaceo misidaceo
Organismo-teste: Mysidopsis juniae
Tipo de ensaio: Agudo Tempo de exposi¢édo: 96 horas
Resposta do ensaio: Efeitos sobre a sobrevivéncia
Substancia de referéncia: Zinco (sulfato de zinco heptahidratado)
Faixa de sensibilidade do organismo: 0,21 — 0,43 mg.L™ (31/10/2005)
Resultado do ensaio realizado com zinco em 04/01/2006: 0,26 mg.L™ (0,24 — 0,28 mg.L™)
Identificagdo da amostra pelo solicitante: Produto Vitec 3000

Codigo LET 3214 - Data da coleta: 16/12/2005
Caodigo de entrada no Labtox: L240205 Data de entrada no Labtox: 29/12/2005
Data de inicio do ensaio: 09/01/2006 Data de término do ensaio: 13/01/2006

RESULTADOS

CL(1)50; 96h: 751,85 ppm

Intervalo de confianca (IC): 671,15 — 842,25 ppm

Sobrevivéncia no controle: 100 %

Obs;: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs;: Este laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reproducdo de partes deste, s6 pode
ser realizada com autorizacgdo escrita do Labtox.
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1-OBJETIVO
Este ensaio, realizado de 09 a 13 de janeiro de 2006, teve como objetivo determinar a
toxicidade aguda do produto Vitec 3000, cddigo LET 3214, sobre o microcrustaceo

Mysidopsis juniae.

2-METODOLOGIA

A determinacdo da toxicidade aguda em relacdo a M. juniae seguiu a metodologia
descrita em Cetesb (1992), com adaptacdes.

Jovens de M. juniae com 4 a 6 dias de idade, foram expostos a diferentes dilui¢cGes do
fluido, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.

A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras do

ensaio a cada 24 horas.

PREPARO DA AMOSTRA

Foi preparada uma solucdo-estoque de 5.000 ppm, avolumando-se 10 mL do produto
para 2.000 mL, com &gua do mar. A partir desta solugdo, foram preparadas as seguintes
solugdes-teste: 156; 312,5; 625; 1.250; 2.500 e 5.000 ppm. Estas diluicbes foram

estabelecidas a partir de um ensaio preliminar (Fichas em anexo).

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio € considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle é

maior ou igual a 90%.

CONTROLE DOS ENSAIOS DE Mysidopsis juniae

Mensalmente é realizado um ensaio de toxicidade com a substéncia de referéncia,
zinco (Zn), na forma de sulfato de zinco heptahidratado, com o objetivo de verificar se a
sensibilidade dos organismos cultivados no Labtox encontra-se dentro da faixa de toxicidade
previamente estabelecida para a espécie pelo laboratério, que é de 0,21 a 0,43 mg.L™.

O resultado da CL(1)50; 96h obtido no ensaio realizado, em janeiro de 2006, com o
zinco foi 0,26 mg.L™* (1C: 0,24 — 0,28 mg.L™).

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
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RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO
THPO 0B BNSAIO: ...c.veiiiiie ettt et e st e e beese e s ae e aeeseesbeeteeneenneenas agudo
Temperatura de INCUDAGAD: .........coviiiieii i 25+1,0°C
LUMINOSTAAUE: ... 12 horas claro/12 horas escuro
FraSCO TSTE: ... béquer de 400 mL
VOIUME d€ SOIUGAD-TESLE: ... .eivieie ettt e e re e e e ae e nre s 300 mL
Origem dOS OFgANISIMOS: .....c.veviieieriertieieeiie et sbe sttt e e e b bbb neenees cultivo Labtox
Idade dOS OFQANISIMOS: .......ccvieieiieice et st re et e e sraenreanaesnaenneas 4 a 6 dias
NO de 0rganiSIMOS / FIASCO: ......eeieiiiiieiese e bbbt 10
NO de réplicas / SOIUGAO-TESIE: .....ccviiieiieie ettt esre e 3
NO de SOIUGBES-TESTE: ...t 6 + 1 controle *
AlImentacao: ........ccccceevveiveinennn, 20 nauplios de Artemia sp. recém eclodidos / misidaceo / dia
Agua de diTUIGAD: ........oveveeeeicee e agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGOES-TESIE:.......ccieieiieie ettt 33+1%e0
DUFAGAOD O BNSAIO: ....viiiiieiieieie ettt sttt b bbbt 96 horas
TS 01015 SRR mortalidade
Valor medido: ..........cco.... CL(1)50; 96h (diluicéo inicial letal a 50% dos organismos em 96h)
Método de calculo: .......cccevvviiiiiiiieen, Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977)

* Controle: exposicéo do organismo a agua de diluicdo (dgua do mar natural) nas mesmas condi¢Ges da amostra.

3-RESULTADOS

A tabela | apresenta o percentual de mortalidade e o nimero de misidiceos vivos
durante a leitura realizada a cada 24 horas, nas diferentes solucGes-teste.

A CL(1)50;96h obtida com o produto Vitec 3000 — codigo LET 3214, foi de 751,85
ppm (IC: 671,15 — 842,25 ppm). A sobrevivéncia dos organismos no controle foi de 100%.

Os valores de salinidade, pH e oxigénio dissolvido, medidos no inicio e no final do
ensaio encontram-se listados nas fichas em anexo.
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Tabela | - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de misidaceos durante
a leitura realizada a cada 24 horas, no ensaio conduzido com o produto Vitec 3000
—c6d. LET 3214.

Solugéo-teste NUmero de misidaceos vivos Mortalidade
(ppm) Oh | 24h | 48h | 72h | 96h apc(i;)&))Gh
10 10 10 10 10
Controle 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10
156 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 9 9 9 9
3125 10 10 10 10 9 6,7
10 10 10 10 10
10 8 8 8 8
625 10 9 9 9 8 16,7
10 9 9 9 9
10 2 0 0 0
1.250 10 1 0 0 0 100
10 4 3 0 0
10 0 0 0 0
2.500 10 0 0 0 0 100
10 0 0 0 0
10 0 0 0 0
5.000 10 0 0 0 0 100
10 0 0 0 0

ANALISE ESTATISTICA

Test Type: Agudo Duration: 96 hours Concentration Unit: ppm
Raw Data:

Concentration: 156 3125 625 1250 2500 5000
Number Exposed: 30 30 30 30 30 30
Mortalities: 0 2 5 30 30 30
SPEARMAN-KARBER TRIM: .00%

SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: LC50: 751,85
95% Lower Confidence: 671,15
95% Upper Confidence: 842,25

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
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CETESB 1992. Agua do mar — Teste de toxicidade aguda com Mysidopsis juniae SILVA,
1979 (CRUSTACEA — MYSIDACEA). Norma Técnica L5.251. Sdo Paulo, CETESB 19 p.
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5- EQUIPE TECNICA:

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBio-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado — CRBio-2 - 32963/02
Desideria Lima Calleja — CRBio-2 - 38219/02 P
Gabriele A. Correa da Rocha — CRBI0-2 - 42.496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 - 42.535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Dra. Marcia Vieira Reynier MSc Leila Aparecida da Silva Kraus

/%-;cx::x Vs s 'V%waff/ LJ&:L @)Pc_ulm oo el brees

Rio de Janeiro, 13 de janeiro de 2006.
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SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE
u“ﬁ PLANILHA DE ENSAIOS DE  |Cédigoda  [PAGINA:
- TOXICIDADE AGUDA com | Entrada: 1de?2
MYSIDOPSIS JUNIAE L U0LOG

1G-% (3
Inicio do ensaio: 0 /_n /_, Hora: jﬂ:ﬁ érmino do ensaio: a3 / <4 / ¢ Hora: \G:00

Tipo de amostra: __-ArecteZo Salinidade: 33 %o pH 4L

Solugao-estoque:__ AQ @ g) da substéncia (amostra bru +_ A4 © mL de agua de diluicdo
Concentragao final da solugéo-estoque: SOQ0 , mg/L , %) Rub.: %

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada - mL  Vol. de salmoura: - mL
Vol. amostra ___ .- mlL Salinidade final da amostra__ - %o Conc. final da amostra: ~
Salmoura: Método: — Salinidade: — %o  pH: -

Rub.: %~

Agua de diluigdo: Lote: = Barrileten® __ L -

Origem dos organismos: Cultivo Labtox Lote: [4'1'2' G, Hio My idade: L\c\ (o &xm
Ensaio: Com aeragdo ( ) Sem aeracgao ( ')/ Estatico (x.) Semi-estatico ( )renovagdo: - h
Vol. da solugdo-teste por béquer: 2ec mL  N° de réplicas por solugdo-teste: 3

N° de organismos por béquer: __ a0 Responsavel pela adigédo dos organismos: Q,e«.lz(,zo&// 87

Manutengao do ensaio: Temperatura 2512°C Fotoperiodo: 12:12 h

PREPARO DAS SOLUGOES-TESTE
* Avolumado para AOCKD) mL Rub.; &~
Solugdo-Teste | Vol. sol. estoque Béquer \)
[ 91 % e mL* nO
L . .

- ,Q - no - L
150 B4 28 el - 3
2425 - ©2 58 GUH— B6C
s nes 6+ - &9

ALSO 250 IO - L
2S00 SO0 33 - 35
S OO0 yesw; Y - A

Responsavel pelos calculos: ¢

OBS: 44 i e, Py AALEIILAARY W K etk -
i t ! [§

il ST . D&/
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SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE
u“)ﬁ PLANILHA DE ENSAIOS DE  [C6digoda | PAGINA:
TOXICIDADE AGUDA COM | Entrada: 2de 2
MYSIDOPSIS JUNIAE LS REREL
. ACOMPANHAMENTO DO ENSAIO
Béquer N° de organismos mortos Bequer N° de organismos mortos
" [Rubg/[Rub [Rub: TR /| ™ [Rubg,, [Ruby, JRub: g, [Rub:
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h,5,/
40 d ¢ ¢ # %0 € 2 —
41 ) ¢ ¢ ' ol g i e (S
42 g ¢ ) g 12 6 L 3 —
¢l d d Y. 4 13 o
62 V] ¢ ¢ 4 ¥y lo
@ | s ¢ A g % | o e
¢S p ¢ q & 1 ¢
« | ¢ 4 ¢ g 2| o
64 Y ¢ ¢ ¢
GS i & ) L
¢ | & é é ’

Alimento: Oh S8 plRub.: &>~ 24h 55 plRub.: st/ 48h 3@ plRub.._c%/ 72h_SO plRub.: _c2”

PARAMETROS QUIMICOS DAS SOLUCOES-TESTE
Sobrevivéncia no controle: AQ0 %

Inicio Rub.._ (V. Término Rub.. _ ¢
Solugdo- | Total de | Mortalidade S oD S oD Béquer
teste | mortos (%) % | (mg.L") | pH % | (mgL") | pH n°
) /
00 | & & 32 | 6,49 | ¢4 |22 | 6X | %9 4o
oo | A & 22 | coy | wa |3 | pa6 [ %i¥ 6L
anzs | 9, 63 22 | ¢4 4t | 3V | 694 | 333 64
C25 5 o, ¥ 32 ¢.43 $234] 3 | ©9% | #%%N 6t
nzso | 20 a9 32 | 6ag 633 | 32 65¢ | 6,41 7))
250 30 100 ED) ¢ 84 5,10 33 6,57 L33 13
soc0 | 30 400 B3| 663 |4u% | 24 | 320 | 409 6
Cdédigo do equipamento utilizado:
Potenciémetro 32 Rub:_C%/  Oximetro _EMc0% Rub._C&/ Refratometro __ EMEL2Z Rub.: _eﬁ/
Incubadeira ____— Rub. B4  Balanga___ — Rub.: 24~ Micropipeta: _BWE zQ Rub.; ¥4~
Rub. = Rubrica do Operador Conferido por: __+Juszns. Data: _12 | oA | O&
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O PRODUTO VITEC 3000 - CODIGO LET 3214
UTILIZANDO Lytechinus variegatus (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundéo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Avenida 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2402 LVVC

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacgéo solicitada: Ensaio embriolarval
Organismo-teste: Lytechinus variegatus
Tipo de ensaio: crénico de curta duracdo Tempo de exposic¢do: 25 horas
Resposta do ensaio: Efeitos no desenvolvimento embriolarval (retardamento e/ou ocorréncia
de anomalias)

Substancia de referéncia: DSS ( Dodecil sulfato de sodio)
Faixa de sensibilidade dos organismos: 1,21 — 1,81 mg.L™* (31/10/2005)
Resultado do ensaio realizado com DSS em 18/01/2006: 1,25 mg.L™ (1,20 - 1,30 mg.L™)
Identificagcdo da amostra pelo solicitante: Produto Vitec 3000

Codigo LET 3214 - Data da coleta: 16/12/2005
Caodigo de entrada no Labtox: L240205 Data de entrada no Labtox: 29/12/2005
Data de inicio do ensaio: 18/01/2006 Data de término do ensaio: 19/01/2006

Obs;: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs,: Este laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reproducdo de partes deste, sO
pode ser realizada com autorizacao escrita do Labtox.

RESULTADOS

CENO 1,95 ppm CEO 3,91 ppm
VC 2,76 ppm

Controle: 90,7 % de pluteus
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1-OBJETIVO
O objetivo deste ensaio, realizado em 18 de janeiro de 2006, foi determinar a
toxicidade crénica do produto Vitec 3000, codigo LET 3214, sobre os embriGes do ourico

Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

A determinacéo da toxicidade crénica em relagdo a L. variegatus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999), com adaptacdes. O ensaio consiste na exposicdo dos ovos a
diferentes diluicGes da amostra, avaliando-se a solugdo-teste que causa retardamento no
desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos organismos expostos, nas

condigdes de ensaio.

A cada lote de organismos utilizados é realizado um ensaio de toxicidade com a
substancia de referéncia, dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de verificar se a
sensibilidade dos mesmos encontra-se dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida

para a espécie.

CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentracdo 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 proporcdo de larvas pluteus com
desenvolvimento normal foi verificada através dos testes de “Shapiro-wilks” e “Bartlett”,
respectivamente. A estimativa dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste
paramétrico de “Williams”.

Ap0s a obtencdo destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que representa a
média geométrica de CENO e CEO.
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PREPARO DA AMOSTRA
Foi preparada uma solucdo-estoque de 1.000 ppm, avolumando-se 0,1 mL do produto

para 100 mL, com agua do mar. A partir desta solucdo, foram preparadas as seguintes
solucdes-teste: 1,95; 3,91; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125 e 250 ppm (Fichas em anexo).

RESUMO DAS CONDIGOES DE ENSAIO

QLI o Lo TN [ =T ST T TSR crénico
Temperatura de INCUDAGAD. ..........c.ciiiieiiccie et 25+0,5°C
FOLOPEITOUO. ....vteeee ettt 12:12h luz e escuro
PP ASCO-TESTR. ..ttt bbb tubos de ensaio
VOIUME & SOIUGAO-TESTE. ...ttt 10 mL
Origem dos 0rganismos...........ccceeeveeverneene. gametas obtidos de organismos coletados no campo
NO de 0rganiSMOS / FIASCO. .......ccuiiirieiieieiei e bbb 300 ovos
NO de répliCas / SOIUGAO-TESIE. .....ccuveieieeiierie ettt esreeneenneas 04
NO dE SOIUGOES-TESTE. ... evieieeieee ettt reene e 8 + 1 controle*
Agua de dilUIGAD. ..........cueveeeeeerceeee et agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGBES-TESLE. .......cueiveiieieeie e 32 a 33%o
DUFAGAOD O BNSAIO.......c.eiuieietiitisieeii ettt bbbt b bbbt 25 horas
ReSPOSta........cccvveviriiiiieie e retardamento no desenvolvimento embriolarval ou anomalias
EXPressdo do reSUltado.........cccueiveieiieiiieie e CENO, CEO e VC
MEtodo de CAICUIO.........cceiiiieiee e, Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposi¢do do organismo & &gua de diluicdo (dgua do mar natural) nas mesmas condi¢des da amostra.

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio é considerado valido quando:
» Apresentar no controle 0 minimo de 80% de pluteus;
» O resultado do ensaio com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido

para a espécie pelo Labtox que é de 1,21 a 1,81 mg.L™.
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3-RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentracédo de efeito ndo observado) obtido com o produto Vitec
3000 - cadigo LET 3214 foi de 1,95 ppm, o valor de CEO (concentragdo de efeito observado)
foi de 3,91 ppm e 0 VC (valor crénico) de 2,76 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus normais obtido no controle foi de 90,7% e a
CE(1)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,25 mg.L™ (1,20 — 1,30 mg.L™).

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

ensaio, sao apresentados 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 0.093

1.95 0.102 0.291 1.71 k=1, v=27
3.91 0.170 2.256 * 1.79 k=2, v=27
7.81 0.298 5.968 * 1.81 k=3, v=27
15.62 0.408 9.170 * 1.82 k=4, v=27
31.25 0.465 10.844 * 1.83 k=5, v=27
62.5 0.552 13.391 * 1.84 k=6, v=27

125 0.683 17.176 * 1.84 k=7, v=27

250 0.915 23.944 * 1.84 k=8, v=27

s= 0.049

Note: df used for table values are approximate when v > 20.
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Tabela I: Numero de pluteus normais e mal formados de L. variegatus obtidos no ensaio
realizado com o produto Vitec 3000 — cod. LET 3214.

Numero de pluteus Numero de pluteus
Solucao-teste Solucdo-teste
(ppm) Normais Mal formados (ppm) Normais Mal formados
95 05 60 40
Controle 93 07 31,25* 49 51
85 15 43 57
90 10 62 38
91 09 47 53
1,95 88 12 62,5* 46 54
88 12 40 60
92 08 46 54
87 13 27 73
3,91* 83 17 125* 38 62
84 16 32 68
78 22 30 70
72 28 07 93
7,81* 67 33 250* 06 94
72 28 03 97
70 30 18 82
61 39
15,62* 62 38
54 46
60 40

* Diferenca significativa em relacdo ao controle
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4 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. 1999. Agua do mar - Teste
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5- EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio0-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBi0-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado - CRBio0-2 — 32963/02
Desideria Lima Calleja - CRBio-2 — 38219/02 P
Gabrielle A. Correa da Rocha — CRBi0-2 — 42496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 —42535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Dra. Marcia Vieira Reynier MSc Leila Aparecida da Silva Kraus
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Rio de Janeiro, 25 de janeiro de 2006.
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‘ - ecnologia Ambiental

Data Inicio: sy /| o4 | ce ' Hora: asuO Término: o | o1 | ve

Organismo-teste: / . e op il

Tipo de teste: ( ) fecundacdo ( = ) embriolégico

Tipo de amostra: _/fratwto Céd. entrada __, zuozof  Salinidade: 32 %o pH _¢39¢
Solugdo-estoque;_ 01 (@l}‘ g) da substancia (amostra bruta) +_ga 9 mL de agua de diluigéo

Concentragao final da solucdo-estoque: e, , mg/L , %) T

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada — mL  Vol. de salmoura;__ — mL
Vol. amostra__— _ mL Salinidade final da amostra_~ %0  Conc. final da amostra: __—
Salmoura: Método: - Salinidade: - %o  pH: -

Ajuste do pH: - uL de HCI — _ pLde NaOH pH final: —~

Agua de diluigdo: Lote: o4

q&
Vol. da solugado-teste por tubo: ~ro  mL Vol. solugdo de ovos: = pL
N° de réplicas por diluigdo: A

Manutencéo do teste: Temperatura 25+0,5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragéo do teste: __ =S h
PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE:
Avolumado para VIO mL
Diluigao Vol. sol. estoque Tubos n°

e mL Leitura F/Q
[oNo) — n -9 10
195 0045, A - 3Y 3s
294 0,24 36 - B Lho
3,21 0,34 bn — b S

NS Gl ' n<e 4o - L So
3126 312 <r - $4 £s
A 15 e -~ ¢ 60
ns IS A - &4 g
A=~ 25 e - &4 Yo

\\ ,
\\
1
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Testen® _zuoe e
PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS
Diluigéo Inicio c/ Término (%,
Coprer) S (%o) oD pH S (%o) oD pH
00 32 6,60 8,36 bP 6sa | 934

195 32 £.66 3,3L 3L C,'bb % 33
391 32 6,41 £, 30 32 (e § 353

N XY | 3 613 8,32 3 6,44 %, 3U
JEX-F 3y ¢ 82 8,29 3 6, 9 g 31
3185 32 ¢ 30 32t 30 6 6L 3 30
©2.5 £V G 69 ¢ 19 3L Gi e ?,,ZS
25 3 6,68 14t 34 G 86 £4G

S 2s0 32 ¢, %9 2,66 32 6 SS g ol

\\\ ‘ o~

AL v ledrilicudas | al fhaindil | ot AL
v T

P49

yrtl llnrmest
]

Responsavel pela adigdo das solugbes-teste aos tubos: ool
Responsavel pela adigdo da solugdo de ovos aos tubos: s clerited
e’f;’—/}'(/l/vc?rmi.- 1/' Z,C‘(-éuv

Responsavel pelo preparo dos frascos:

Responsavel pela fixagdo (Adicao de formol nos frascos):. D clexiar
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O EFLUENTE PROVENIENTE DA UNIDADE
DESSULFATADORA - CODIGO LET 3205 UTILIZANDO Mysidopsis juniae
(CRUSTACEA-MYSIDACEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundédo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2375 MJA

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacdo solicitada: Ensaio de toxicidade aguda com microcrustaceo misidaceo
Organismo-teste: Mysidopsis juniae

Tipo de ensaio: Agudo Tempo de exposicdo: 96 horas

Resposta do ensaio: Efeitos sobre a sobrevivéncia

Substancia de referéncia: Zinco (sulfato de zinco heptahidratado)

Faixa de sensibilidade do organismo: 0,21 — 0,43 mg.L™ (31/10/2005)

Resultado do ensaio realizado com zinco em 01/12/2005: 0,39 mg.L™ (0,36 — 0,42 mg.L™)

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Efluente proveniente da unidade dessulfatadora
(Plataforma FPSO-Brasil)
Cddigo LET 3205 - Data da coleta: 07/12/2005
Cddigo de entrada no Labtox: L237505 Data de entrada no Labtox: 08/12/2005

Data de inicio do ensaio: 09/12/2005 Data de término do ensaio: 13/12/2005

RESULTADOS

CL(1)50; 96h: 78,65 %

Intervalo de confianca (IC): 36,21 — 170,82 %

Sobrevivéncia no controle: 100 %

Obs;: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs,: Este laudo sé pode ser reproduzido por completo. A reproducéo de partes deste, s6 pode
ser realizada com autorizagéo escrita do Labtox.
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1-OBJETIVO

Este ensaio, realizado de 09 a 13 de dezembro de 2005, teve como objetivo determinar

L2375MJA

a toxicidade aguda do efluente proveniente da unidade dessulfatadora — codigo LET 3205,
sobre o microcrustaceo Mysidopsis juniae.

2 - METODOLOGIA

A determinagdo da toxicidade aguda em relagdo a M. juniae seguiu a metodologia
descrita em Cetesb (1992), com adaptacdes.

Jovens de M. juniae com 4 a 7 dias de idade, foram expostos a diferentes dilui¢fes da
amostra, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.

A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras do
ensaio a cada 24 horas.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra foi mantida em temperatura de 4+1°C até a realizacdo do ensaio. Sua
salinidade foi ajustada de 49 para 33%o, resultando em uma solugéo-estoque de 67%. A partir
dela, foram preparadas as seguintes solucdes-teste: 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 33 e 67%.
Paralelamente, foi testada a amostra bruta (100%), com a salinidade de 49%. (Fichas em

anexo).

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio € considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle é

maior ou igual a 90%.

CONTROLE DOS ENSAIOS DE Mysidopsis juniae

Mensalmente é realizado um ensaio de toxicidade com a substéncia de referéncia,
zinco (Zn), na forma de sulfato de zinco heptahidratado, com o objetivo de verificar se a
sensibilidade dos organismos cultivados no Labtox encontra-se dentro da faixa de toxicidade
previamente estabelecida para a espécie pelo laboratério, que é de 0,21 a 0,43 mg.L™.

O resultado da CL(1)50; 96h obtido no ensaio realizado, em dezembro de 2005, com o
zinco foi 0,39 mg.L™* (1C: 0,36 — 0,42 mg.L™).
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RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO
THPO A8 BNSAIO: ...ttt b e bbbttt bbb s agudo
Temperatura de INCUDAGAD: .........ccueiieiieiieeie et nas 25+1,0°C
LUMINOSIAAUE: ..o e 12 horas claro/12 horas escuro
;o oI (=T (=SOSR béquer de 400 mL
VOIUME de SOIUGAO-TESTE: ...t 300 mL
Origem d0S OFQANISMOS: .....ecveeirieireeieiteeseeeesteesteeteseesteetessaesseeseesseesreeseaneesneas cultivo Labtox
[dade A0S OFGANISIMOS: ......oiviiiiiieeiieiee ettt bbbttt 4 a7 dias
NO de OrganiSMOS / TrASCO: .....ciuiiiiecie ettt re e te e sreeaeans 10
NO de réPIICaS / SOIUGAO-TESTE: .....c.eveieiicieiieie sttt 3
NO e SOIUGOES-TESTE: ...ttt ens 7 + 1 controle *
Alimentagao: ........ccoceevvererieene, 20 nduplios de Artemia sp. recém eclodidos / misidaceo / dia
AQUA e AITUIGAD: .......cveeeceeeeeeeee e agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGOES-TESTE:.........oiuiiiriiierec e 31 a 49%o
DU Tor= o I [0 =T 0 7 1T USSR 96 horas
RESPOSIA: ...ttt mortalidade
Valor medido: ................... CL(1)50; 96h (diluicdo inicial letal a 50% dos organismos em 96h)
Método de calculo: .......ccoveviiiiiiie Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977)

* Controle: exposicao do organismo a agua de dilui¢do (dgua do mar natural) nas mesmas condi¢es da amostra.

3-RESULTADOS

A tabela | apresenta o percentual de mortalidade e o numero de misidaceos vivos
durante a leitura realizada a cada 24 horas, nas diferentes solucGes-teste.

A CL(1)50;96h obtida com o efluente proveniente da unidade dessulfatadora — codigo
LET 3205 foi de 78,65% (IC: 36,21 — 170,82%). A sobrevivéncia dos organismos no controle
foi de 100%.

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

ensaio encontram-se listados nas fichas em anexo.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - I1lha do Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel/Fax:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@]labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br




PR Y o
L2375MJA

Tabela | - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de misidaceos durante
a leitura realizada a cada 24 horas, no ensaio conduzido com o efluente
proveniente da unidade dessulfatadora — codigo LET 3205.

Solugéo-teste NUmero de misidaceos vivos Mortalidade
(%) Oh | 24h | 48h | 72h | 96h ap‘("%eh

10 10 10 10 10

Controle 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10

2,0 10 10 10 10 8 6,7
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10

4,0 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10

8,0 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10

16,0 10 10 10 10 10 0
10 10 10 10 10
10 9 8 8 8

33 10 10 10 10 10 13,3

10 10 9 8 8
10 10 9 9 7

67 10 10 10 10 6 43
10 10 9 9 4
10 10 7 5 4

100 10 9 7 6 4 60
10 10 9 5 4

ANALISE ESTATISTICA

Test Type: agudo  Duration: 96 hours  Concentration Unit: %

Raw Data:

Concentration: 2 4 8 16 33 67 100
Number Exposed: 30 30 30 30 30 30 30
Mortalities: 2 0 O 0 4 13 18

SPEARMAN-KARBER TRIM:  40.00%
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: LC50: 78,65
95% Lower Confidence: 36,21 95% Upper Confidence: 170,82
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5- EQUIPE TECNICA:

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBio-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado — CRBio-2 - 32963/02
Desideria Lima Calleja — CRBio-2 - 38219/02 P
Gabriele A. Correa da Rocha — CRBIo0-2 - 42.496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 - 42.535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:

Dra. Marcia Vieira Reynier MSc Leila Aparecida da Silva Kraus

Macia Vrodpcsin || ) Oposccle dn 2. ke

Rio de Janeiro, 22 de dezembro de 2005.
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SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

hbtgw PLANILHA DE ENSAIOS DE | Codigoda  [PAGINA:
' ' Entrada;:

TOXICIDADE AGUDA COM 1de2
MYSIDOPSIS JUNIAE L3S 0S

G
Inicio do ensaio: @/ I8/ 0S Hora: 4 CO_ Término do ensaio: {3 /i /SS Hora: do- 30

Tipo de amostra: _ celw e le Salinidade: §9 %0 pH_2.6C
Solugio-estoque: N% (mL, g) da substancia (amostra bruta) + __pA mL de agua de diluicdo
Concentragéo final da solugao-estoque: Joo (ppm, mg/L ,(% | Rub.: %

Ajuste da salinidade: Vol. dgua destilada_ &z $ 3 mL Vol de salmoura: __ N mL
Vol. amostra [ 343 mL Salinidade final da amostra_33 %o Conc. final da amostra: AR yA
Salmoura: Método: NO Salinidade: ___ N %o pH: N fr

Rub.: ,% *

19

Agua de diluicdo: Lote: psa Barrilete n° _0%
Origem dos organismos: Cultivo Labtox Lote: nxy usu -® Idade: 4 a ¥ et

Ensaio: Com aeracdo ( ) Sem aeragao ( x )/ Estatico (~ ) Semi-estatico () renovagdo: _~A h
Vol. da solugéo-teste por béquer: 30 mL  N° de réplicas por solucdo-teste: 34

N° de organismos por béquer: __ »0 Responsavel pela adi¢do dos organismos: %mf/&,th /} B
Manutengio do ensaio: Temperatura 25£2°C Fotoperiodo: 12:12 h ‘
PREPARO DAS SOLUGOES-TESTE
* Avolumado para___nooc  mLRub.: &
Solugao-Teste | Vol. sol. estoque Béquer “
” B mL* no
[oX@; __wa 2 - 2
4 A5 4- 6
. GAS 5 -9
% 125 "o - AL
16 25O 13- A%
34 SO0 "e- A<
G Looo 28~ 24
doo * Joog 29 - 24

Responsavel pelos célculos: ;3?:'* 3

0BS;_* 100% —» ktlodo.  Sum OW& olx dea&:

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - llha do Fund&o
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ — Tel:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br




SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE
u‘ﬂm PLANILHA DE ENSAIOS DE ggtcigjdoaqa PAGINA:
TOXICIDADE AGUDA COM : P52
MYSIDOPSIS JUNIAE L2315 05

ACOMPANHAMENTO DO ENSAIO

Béquer N° de organismos mortos Béquer N° de organismos mortos
i Rub.: pg,{ Rub.: e/ [Rub..s, - [Rub. ¢y e Rub.: ,, [Rub. [Rub... [Rub.:cs/
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
t | ¢ [ 4 [ ¢ [ 41w 614 4 ¢
» | g ¢ | e | ¢ | w ¢ | ¢ | ¢ | g
.2 1 ¢ | ¢ |p g 1l | g |§ |7 |4
4 ¢ g g ¢ A f 3 4 2
5 ) J U4 kY B ¢ dJ VJ ¢
6 g d 7 J @ ¢ i 4 A
% A g | ¢ 4 19 ¢ A ¢ 2
g b b | 9 ¢ a0 ¢ ¢ g | 4
q 4 i |7 ¢ 2l g t | d |5
o € 4 ¢ ¢ 43 g | 3 ) i
i d 4 4 ) 13 ! 2 A ]2
1w | 4 ¢ | ¢ | 4 | ae g | A 4 ol
Alimento: Oh _20 plRub.: (%/ 24h _4Y plRub.: 48h ¢5 plRub.: €% 72h 33 ulRub.._c#”
PARAMETROS QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE
Sobrevivéncia no controle: o % =
Inicio Rub.: P Término Rub.: __Cs)/
Solugéo- | Total de | Mortalidade S oD S oD Béquer
teste mortos (%) % | (mg.L") | pH % | (mgL") | pH n°
{ %o )
Q0 ¢ ) 31 6 9% | 80O | 3 | 6, 2% | oo i
0V &L G 7 3 gusr %00 3% | 66¢ | Boo 5
04 ) ) 31 el |goo |3V | 630 | 8¢ E
o8 i) G 3 6s¥ |lew |30 | ¢ | 300 10
16 ) { 3% | cay [0 | 3¥ [ %00 [ 900 13
33 4 123 |52 [ o [e® |30 | got [ go| 1
ot i3 4.3 32 633 [800 | 34 6,94 | %00 20
EYeYe] )8 4] 49 652 19.00l 49 | ¢02 | 9001 23
Cdédigo do equipamento utilizado: )
Potenciémetro ___ Rub.: _ Q&  Oximetro EME OF Rub.: W/ Refratdmetro _gHE 22  Rub.: ¥~
Incubadeira ___~NA  Rub: gy  Balanga___ A Rub.: ¥\ Micropipeta: EMe 20 Rub:_ln
Rub. = Rubrica do Operador Conferido por: s oleeer— Data: %3, /_{2 / OS
% Tvu -‘N'M cn 442!.
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O EFLUENTE PROVENIENTE DA UNIDADE
DESSULFATADORA - CODIGO LET 3205 UTILIZANDO Lytechinus variegatus
(ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

SOLICITANTE:

CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundéo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratério de Analise Ambiental Ltda
Avenida 24, s/n° - P6lo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Ensaio 2375LVC

Rio de Janeiro

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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LAUDO DE TOXICIDADE

Empresa solicitante: CENPES/PDEDS/AMA/PETROBRAS
Técnico solicitante: Leticia Falcdo Veiga

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello llha do Funddo Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliacgéo solicitada: Ensaio embriolarval

Organismo-teste: Lytechinus variegatus

Tipo de ensaio: crénico de curta duracdo Tempo de exposicdo: 28 horas

Resposta do ensaio: Efeitos no desenvolvimento embriolarval (retardamento e/ou ocorréncia
de anomalias)

Substancia de referéncia: DSS ( Dodecil sulfato de sodio)

Faixa de sensibilidade dos organismos: 1,21 — 1,81 mg.L™* (31/10/2005)

Resultado do ensaio realizado com DSS em 14/12/2005: 1,71 mg.L™ (1,68 — 1,74 mg.L™)

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Efluente proveniente da unidade dessulfatadora
(Plataforma FPSO-Brasil)
Cddigo LET 3205 - Data da coleta: 07/12/2005
Cddigo de entrada no Labtox: L237505 Data de entrada no Labtox: 08/12/2005*
Data de inicio do ensaio: 14/12/2005 Data de término do ensaio: 15/12/2005

*Parte da amostra foi congelada ao chegar no Labtox.

RESULTADOS

CENO 67% CEO 100%
VC 81,85 %

Controle: 96,7% de pluteus

Obs;i: Os resultados apresentados neste laudo referem-se apenas ao ensaio realizado com a
amostra acima citada.

Obs;: Este laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reproducéo de partes deste, s6 pode
ser realizada com autorizagéo escrita do Labtox.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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1-OBJETIVO
O objetivo deste ensaio, realizado em 14 de dezembro de 2005, foi avaliar a toxicidade
crénica do efluente proveniente da unidade dessulfatadora — codigo LET 3205, sobre os

embrides do ourico Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

A determinacéo da toxicidade crénica em relagdo a L. variegatus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999), com adaptacdes. O ensaio consiste na exposicdo dos ovos a
diferentes diluicGes da amostra, avaliando-se a solugdo-teste que causa retardamento no
desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias nos organismos expostos, nas

condigdes de ensaio.

A cada série de amostra testada € realizado um ensaio de toxicidade com a substancia
de referéncia, dodecil sulfato de sédio (DSS), com o objetivo de verificar se a sensibilidade
dos organismos utilizados encontra-se dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida

para a espécie.

CALcuLo DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentracdo 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 proporcdo de larvas pluteus com
desenvolvimento normal foi verificada através dos testes de “Shapiro-wilks” e “Bartlett”,
respectivamente. A estimativa dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste
paramétrico de “Williams”.

Ap0s a obtencdo destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que representa a
média geométrica de CENO e CEO.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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PREPARO DA AMOSTRA

Uma aliquota da amostra foi congelada ao chegar no Labtox. No dia do ensaio,
foi descongelada em temperatura ambiente e teve a salinidade ajustada de 49 para 33%o,
resultando em uma solugédo-estoque de 67%. A partir dela, foram preparadas as seguintes
solucgdes-teste: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 33 e 67%. Paralelamente, foi testada a amostra

bruta (100%), com a salinidade de 49%o. (Fichas em anexo).

RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO

QLI o Lo I =T ST T o J ST crénico
Temperatura de INCUDAGAD. ..........cuiiiiiiiiiieri e 25+05°C
01 (0] 0T [T [o TSRS 12:12h luz e escuro
FraSCO-TESER. ..ttt bbbt nnee e tubos de ensaio
VOIUME dE SOIUGAD-TESIE. ... .eevieeie ettt re e sreesre e e sreenee s 10 mL
Origem dos 0rganiSmos...........cccceeververeenne. gametas obtidos de organismos coletados no campo
NO de 0rganiSMOS / TrASCO......ccuveiuiiieiieie ettt sre e nre e 300 ovos
NO de réPIICAS / SOIUGAO-TEST. ... .c.eivieeieiiiierieee ettt 04
NO & SOIUGBESTESTE. ...ttt 9 + 1 controle™
AQUA & AITUIGAD. ..ot agua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIUGOES-TESTE.........couiiiiiiiiieeeee e 32 a 49 %o
DU Tor- To I [0 =T 17 1T TS SSTOSSURSSRON 28 horas
RESPOSta. ..o retardamento no desenvolvimento embriolarval ou anomalias
EXPressdo do reSUltado..........ccueiveieieciicic e CENO, CEO e VC
MEtodo de CAICUIO.........ccveeeiieciee e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposi¢do do organismo a agua de diluicdo (agua do mar natural) nas mesmas condi¢cdes da amostra.

VALIDADE DO ENSAIO
O ensaio é considerado valido quando:
» Apresentar no controle o0 minimo de 80% de pluteus;
» O resultado do ensaio com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido

para a espécie pelo Labtox que é de 1,21 a 1,81 mg.L™.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br
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3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus normais e mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento s&o apresentados na tabela I.

O valor de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) obtido com o efluente
proveniente da unidade dessulfatadora — cdd. LET 3205, foi de 67%, o valor de CEO
(concentracéo de efeito observado) foi de 100% e o VVC (valor cronico) de 81,85%.

O valor médio do percentual de pluteus normais obtido no controle foi de 96,7% e a
CE(1)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,71 mg.L™ (1,68 — 1,74 mg.L™).

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

ensaio, sdo apresentados nas fichas em anexo.

Tabela I: Numero de pluteus normais e mal formados de L. variegatus obtidos no ensaio
realizado com o efluente proveniente da unidade dessulfatadora — co6d. LET 3205.

Numero de pluteus Numero de pluteus
Solucao-teste Solucdo-teste
(%) Normais Mal formados (%) Normais Mal formados
97 03 98 02
Controle 98 02 8,0 97 03
97 03 96 04
95 05 94 06
96 04 98 02
0,5 94 06 16 96 04
98 02 95 05
98 02 95 05
93 07 96 04
1,0 96 04 33 97 03
98 02 94 06
97 03 97 03
97 03 95 05
2,0 97 03 67 98 02
95 05 97 03
93 07 96 04
95 05 02 98
4,0 98 02 100* 03 97
97 03 05 95
96 04 01 99

* Diferenca significativa em relacdo ao controle

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fundéo — Rio de Janeiro, RJ
CEP: 21941-590 - Tel/fax:(21) 3867-5651/ 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@Ilabtox.com.br
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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 0.033
0.5 0.035 0.215 1.70 k=1, v=30
1.0 0.039 0.553 1.78 k=2, v=30
2.0 0.039 0.553 1.80 k=3, v=30
4.0 0.039 0.553 1.81 k=4, v=30
8.0 0.039 0.553 1.82 k=5, v=30
16 0.039 0.553 1.83 k=6, v=30
33 0.039 0.553 1.83 k=7, v=30
67 0.039 0.553 1.83 k=8, v=30
100 0.973 80.902 * 1.83 k=9, v=30
s= 0.016

Note: df used for table values are approximate when v > 20.

4 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. 1999. Agua do mar - Teste
de toxicidade cronica de curta duragcdo com Lytechinus variegatus, Lamarck, 1816.
(Echinodermata, Echinoidea). Norma Técnica L5.250, S&o Paulo, Cetesb, p20.

Gulley,D.D.; Boelter,A.M.; Bergman,H.L. 1991. “TOXSTAT Realease 3.3”, Laramie, WY
University of Wyoming, 19 p.
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5- EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRBio-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRBio-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRBio-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado - CRBio0-2 — 32963/02
Desideria Lima Calleja - CRBio-2 — 38219/02 P
Gabrielle A. Correa da Rocha — CRBI0-2 — 42496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 — 42535/02 P

ELABORADO POR: REVISADO POR:
Dra. Marcia Vieira Reynier MSc Leila Aparecida da Silva Kraus

7{;&«5 1o o Y%M'ff/ Lide O el 58 heeees

Rio de Janeiro, 22 de dezembro de 2005.
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1

. v ' |
u‘ ﬁ Teste n® 23358 -LvC

Tecnologia Ambiental

Data Inicio: 4 /| 1z ] oS Hora: ~ 100 Término: S [ (& JoS
Organismo-teste: ). NQ,@?JLA

Tipo de teste: ( ) fecundagdo ( x ) embriologico e it
Tipo de amostra: _ eAueHte Cod. entrada,{ 233S0OS Salinidade: j_'g %0 pH_800 ¢ @

Solugao-estoque: t{g (mL, g) da substancia (amostra bruta) +_ya  mL de agua de diluicao

Concentragao final da solugéo-estoque: Joo (ppm, mg/L @ ?/

Ajuste da salinidjadb_e: Vol. agua destilada A_K%Q/ mL Vol. de salmoura:__ VA mL
© -

Vol. amostra_4x2 mL Salinidade final da amostra_33 %  Conc. final da amostra:@‘ﬁz

Salmoura; Método: N A Salinidade: _np9a %o pH: _pa ?
Ajustedo pH: _ no L de HCI v ML de NaOH pH final: _ v o
Agua de diluigdo: Lote: _( sA
Vol. da solugao-teste por tubo: JO mL Vol. solugdo de ovos: __ re0 pL
N° de réplicas por diluigdo: 4
Manutencao do teste: Temperatura 25+0,5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragdo do teste: _ =% h
PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE:
Avolumado para Jo- mL q-_‘
Diluigao Vol. sol. estoque Tubos n° "
A!O mL Leitura F/Q
Q.0 - l-9a 1o
A 0,38 - 351 - 354 | 3SS
L g 356 559 | 360
Y 312 361 - 364 %S
4 ¢ 25 36 - 365 | 3%
3 as 33t - 334 | 33s
1% 2S 36 - 33| 350
3L <o 361~ 384 | 385
R Yoo 380 - 394| 390
TR s agpentic ™ ) WD 361 - 294| 395

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - [lha do Funddo
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Tecnologia Ambiental

Testen® 2315 e

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS

Lt <
o LB c/.gmvcw /ﬁww‘/ e

DilL‘liQéO Inicio Término /
Ca) S (%) oD ’ pH S (%) oD ! pH
0,0 3 %£,0% €, 00 3L 6,94 &, 00
0,5 3 6,59 £,00 3 3,54 g o0
i 3 ¢, 14 32/ 7, 84
< 32/ 6,76 3L 195
4 3 104 3L 2,09
8 2V 1,00 A 9,44
PLE 52 4,25 EYY 1,67
3By 33 1,45 33 389
Glof H 3D Y2 8,00 34 3,94 800
® 400 4g 6,57 goo 49 233 8,00

@ aﬂr\qm/ % 2 g (M
OBS:

Responsavel pela adigdo das solugdes-teste aos tubos: QD[M /l g»

Responsavel pela adigdo da solugdo de ovos aos tubos: 2ot

Responsavel pelo preparo dos frascos: it cliuo.

Responsavel pela fixagdo (Adigao de formol nos frascos): _ ‘fxbreeels.
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