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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Técnico requisitante: Giselle Cederian de Andrade
Enderego: Rua General Canabarro, 500 / 10° andar, Maracana
Telefone: (21) 3876-1546
Avaliagfio solicitada: Teste embriolarval
Organismo teste: Lytechinus variegatus
Tipo de teste: cronico de curta duragéo
Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embriSes (retardamento e/ou
ocorréncia de anomalias)
Identificagiio da amostra pelo solicitante: Solugdo de Fluoresceina 20% (corante) 30 ppm
Data: 23/01/2002
Cédigo de entrada no Labtox: 130103 Labtox

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 0,75 ppm CEO 3,75 ppm
VC =1,68 ppm
Controle: 85,5% de pluteus
DSS: CES0 = 2,27 mg.L™ (IC =2,16 - 2,38 mg.L™")
IC = Intervalo de confianca

)
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1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 30/01/2003, teve como objetivo determinar a toxicidade
crbnica da solugfio de Fluoresceina 20% (corante) 30 ppm sobre os embrides do ourigo
Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

O teste embriol6gico seguiu a Norma CETESB (1999). Este teste consiste na
exposigio dos ovos a diferentes concentragdes da substincia, avaliando-se a
concentragiio que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia

de anomalias nos organismos expostos, nas condi¢bes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrdo,
dodecil sulfato de s6dio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo
respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLo pa CENQ, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que nfo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragdo utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de
hipbteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT wversfio 3.3 (Gulley er al.,
1991). Apés a obteng@o destes valores, foi calculado o VC (valor crénico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentracio maéxima
aceitavel da amostra.

A normalidade e homocedasticidade da proporgdo de embriGes 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
“Williams™.
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4
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste........ocovrerenrnnee....E5tAtiICO SEM renovagio

Temperatura de incubagdo.......25 £0,5° C

bV {170 5 o] R —— 12:12h luz e escuro

Frasco-teste........ccccecmssasssnnssses tubos de ensaio

Volume de solugdo-teste.......... 10 mL

Origem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo

N° de organismos / frasco.........300 ovos

N® de réplicas / diluigo............. 04

N* de aelies. ... conissincsmsaise 4 + 1 controle®

ANEATEO. o oscnnmsiissrn vy sz sem alimentagio

Agua de diluigHo. ..c..cvuvrenerennn. 4gua do mar natural filtrada (0,45 pm)

Salinidade da agua...................34 £ 1 %o

Durachio do teste.......cconiecmciseees 25 horas

P T R R embrides mal formados ou com o desenvolvimento

retardado
Expressio do resultado........... CENO, CEQe VC
Meétodo de calculo................... Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposigdo do organismo & dgua de dilui¢io (4gua do mar natural) nas
mesmas condigdes da amostra.
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PREPARO DA AMOSTRA

A amostra de Fluoresceina 20% (corante) 30 ppm foi enviada ao Labtox pela
Petrobras. Em fungfo da baixa salinidade da amostra (0%o), esta foi ajustada para 36%.
com 400mL de salmoura, resultando em uma concentragfo final de 15 ppm (aoluﬁ:ﬁo-
estoque). A partir dessa solugio foram retiradas aliquotas para as solugBes-teste, sendo
testadas as seguintes dilui¢des: 0,75; 3,75; 7,5 e 15 ppm (Fichas em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRIOLOGICO € considerado vilido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» Os pardmetros de qualidade da dgua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a espécie;
¥ O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para
a espécie pelo Labtox (1,1 - 2,68 mg.L™).

3 - RESULTADOS

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, estiveram dentro dos limites aceitdveis
para a espécie (fichas em anexo).

O valor de CENO (concentragdo de efeito nio observado) foi de 0,75 ppm, o
valor de CEO (concentragio de efeito observado) foi de 3,75 ppm e o VC (valor
cronico) de 1,68 ppm.

Os dados brutos da contagem do mimero de pluteus mal formados efou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados na tabela I.

O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foi de 85,5
% e a CES0 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 2,27 mg.L™ (IC=2,16 —
2,38 mg.L™).
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Tabela I: Ntimero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes

concentragdes da solugéo de Fluoresceina 20% (corante) 30 ppm no teste conduzido em
30/01/2003.

Niimero de pluteus
Concentracio
Saudaveis Afetados
(ppm)

83 17

Controle 87 13
80 20

92 08

84 16

0,75 82 18
93 07

89 11

05 95

3,75* 21 79
13 87

25 3
0 100

.5 09 91
12 88

24 76

72 28

15,0% 50 50
60 40

46 54

* Estatisticamente diferente do controle

4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos no controle, com o padriio e nas andlises fisicas e quimicas
estiveram dentro dos limites estabelecidos, garantindo a aceitabilidade do teste.

Nas condigSes de teste, a Soluglo de Fluoresceina 20% (corante) 30 ppm
apresentou valor de CENO de 0,75 ppm, valor de CEO de 3,75 ppm e VC de 1,68 ppm.
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6 - EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 05 de fevereiro de 2003.

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus
Diretora Administrativa e Financeira
CRB-2 - 12156/02

Diretora Cientifica
CRB-2 -07135/02

sﬁ%m;_, T~ A S, MJ

MSc Maria Cristina da Silva Maurat*-
Diretora Comercial
CRB-2 -12671/02

BIOLOGA:

Priscila Reis da Silva
CRB-2 - 29935/02

Carina C. Gomes Machado
CRB-2 - 32963/02

AUXILIAR DE ANALISE:

Viviane Euzébio Luiz
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ANEXOS
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-alucac contrastante
. Lle: C:\ESTHTE"IKTDKSTHT\TBSl.

Transform: NO TRANSFOEMATION

WILLIAMS TEST (Iscotonic regression model)

TRANSFORMED ISOTONIZED

GROUP
IDENTIFICATION N
ik 0.0 4
2 0.75 4
3 3.75 4
4 7 4
S 15 4

MEAN

TABLE 1 OF 2

MEAN MEAN
0.145 0.138
0.130 0.1328
0.840 0.718
0.888 0.718
0.430 0.71%

solucao contrastante
File: C:\ESTAT 1\TOXSTAT\T891.

WILLIAMS TEST (Isotonic

ISOTONIZED
IDENTIFICATION MEAN
0.0 0.138
0.75 0.138
3.75 0.719
e 0.719
15 0.719

Transform: NO TRANSFORMATION

regression model)

CALC.

TABLE 2 OF 2

TABLE DEGREES OF

WILLIAMS FREEDOM
1.75 k= 1, v=15
1.84 = 2, v=15
1.87 = 3, v=15
1.88 k= 4, v=15

8 = 0.085

Note: df used for table wvalues are approximate when v > 20.
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TESTEN®° __gq1  Data:_30 / 04 /03 Organismo-teste: A. W@
Tipo de teste:  ( ) fecundacgio (~ ) embriologico

Amostra: _soluiech OenliniDenti  @BOkbm) Couernuira 0% (Conce fe )

Cod. de entrada no laboratério: A30103
Data de entrada: 23 /04 /03 Data do preparo da amostra: 923 / O L/0 A
DADOS DO SOBRENADANTE

Salinidade: __ 0 % pH: 35‘39 OD: mg/L

AJUSTE DA SALINIDADE ( ¢ )SIM ( ) NAO

Volume de é&gua|Volume de Volume de Salinidade final | Concentragéo
destilada salmoura: amostra: da amostra: final da amostra:
o
g - D 400 mL 4oo __mlL 36 % 45 " ppm
SALMOURA

Método de obtencao: »Qeﬂc:ﬂeﬂmwmjr@ Salinidade: __ 70 % pH: __¢ 14

AJUSTE DO pH ( )SIM( Y ) NAO

Volume da | Adicao: _ |
amostra: pL de HCI pH final:
L | ~  ulLdeNaOH pH final:

DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: ketuqo vos Breioginad Data: 23/ 0L /103
Data de filtracdo: 24 / 01 /03 Aeragdo:Data 30/ 0t [ 03
Salinidade: 35 % pH: 3.0 op:_ 52| mgL
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TESTEN® __¥2)

Amostra: salwesd ermassod T (Bopper) Thiotetunm

Solucao-estoque: 16 ppm Vol. final a ser preparado: 1O mL
Numero dos tubos
c traga Vol. Amostra a 100% Vol. agua do mar -
Givn s o aecnEc adicionada it FIQ
(P ) (mL) _(mL)
©, O leoo L~ 19
O35 S0 35 21-94 |35
1 .
DID o 10 IS 36 -3% | loo
, i
TS | 50,0 5O 1ol -104 | {eS
|
45,0 i oo EeRa 406 - 129 |11

OBS:

lvenge < un - S0 dic-Aic - ncubadeira 34 - Cidade Universitaria - llha do Fungdag

80 - 27%47-7%0 - Jio Je wanero — I - T2ii5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio. urg. br
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TESTEN® __ 831

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala: 25 _ °C Incubadora: X9 C

s Inicio Término
Concentragdo oD S oD S
':F’p«J ma/L pH %o mg/L pH %o
©,0 5, 2 8,8] 32 4 3 398 | 23
2,)¥6 [ 4¥5 | 320 | .24 |40% | 391 | 24
b o) 4,73 3,32 25 359 F\F 35
= 4,9) | 834 36 4.1 8,20 | 36
<
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S
X
0
Y
X
S
N
N
e
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