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ENSAIO DE TOXICIDADE COM O EXTRATO DO OLEO FRADE CRUDE
(METODO ANDERSON) UTILIZANDO Lytechinus variegatus
(ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

SOLICITANTE:

Chevron Brasileira de Petroleo Ltda.
Texaco Brasil BM-C-5 Ltda
Av. Republica do Chile, 230/18°
Rio de Janeiro, RJ CEP 20031-170
Tel: (21) 2510 5979 Fax: (21) 2510-5909

Técnico solicitante: Sonia Lima
E-mail: soml@chevron.com

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratorio de Andlisec Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - Pélo Bio-Rio - Laboratério - 4
Cidade Universitaria — I1ha do Fund3o
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-5%0

Laudo 2644 ALVC

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

DADOS DO ENSAIO
Avaliac#o solicitada: Ensaio embriolarval

Organismo-teste: Lyfechinus variegatus

Tipo de ensaio: Cronico de curta duragio Tempo de exposigdo: 24 a 28 horas

Resposta do ensato: Efeito no desenvolvimento embriolarval (retardamento e/ou ocorréncia
de anomalias)

VALIDADE DO ENSAIO

Desenvolvimento embriolarval no controle: > 80%

Sensibilidade do lote de organismos utilizados, a substincia de referéncia, dentro da faixa
estabelecida pelo Labtox

Substancia de referéncia: DSS ( Dodecil sulfato de s6dio)

Faixa de sensibilidade dos organismos: Clso(1):1,46 — 1,94 mg L™ ( 21/02/2006 )

DADOS DA AMOSTRA

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Oleo Frade Crude CRC 58369-2
Método Anderson

Cédigo de entrada no Labtox: L264406 Data de entrada no Labtox: 10/07/2006
Data de inicio do ensaio: 12/07/2006 Data de término do ensaio: 13/07/2006

RESULTADOS

CENO 12,5 % da FSA CEO 25 % da FSA
VC 17,68 % da FSA

Controle: 90,7 % de pluteus

Ensaio com DSS: 1,77 mg.L” (IC: 1,75—1,78 mg.L™)

FSA: Fragfo solivel do 6leo em agua.
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1- OBJETIVO
Este ensaio, realizado em 12 de julho de 2006, teve como objetive determinar a
toxicidade crOnica de curta duragfio do extrato do Oleo Frade Crude CRC 58369-2, pelo

método Anderson, sobre os embrides do ourigo-do-mar Lyfechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

A determinagdo da toxicidade cronica em relagdo 4 L. variegatus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999), com adaptagGes. O ensaio consiste na exposigdo dos oves a
diferentes diluigSes do extrato, avaliando-se a solugiio-teste que causa retardamento no
desenvolvimento embriolarval e/ou anomalias nos organismos expostos, nas condigdes de

ensaio.

ANALISE ESTATISTICA

O wvalor de CENO (maior concentragio utilizada que nfo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentra¢do utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de Williams
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley et al., 1991).

Apés a obten¢do destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que representa a
média geométrica de CENO e CEO.

PREPARO DA AMOSTRA

A Frago Solivel do 6leo em Agua (FSA) foi preparada na proporgio 1:9 (v/v)
seguindo a metodologia descrita em Anderson et al. (1974). Esta mistura foi agitada em
agitador magnético por 20 horas em frasco Mariotte, com vortex medindo 1/3 do volume
total, e decantada por uma hora. Apds esse periodo, a fragdo aquosa foi retirada e utilizada
como solugdo-estoque (100% da FSA) para o preparo das seguintes solugGes-teste: 0,78; 1,56;
3,125 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100% da FSA.
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RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO

TIPO € ENSAI0.....cueeirierrieerie sttt eet e eesa e scesae e sab s seemeese b obbbnn s sbs e s abon crnico
Temperatura de inCUDAGHD. .......cccorumremire ettt r s sb b sassa s b 25+1°C
FOtOPEIIOdO. . .cuee ettt ettt bbb s 12h luz/12h escuro
FrASCOTESE. 1vnereeecereem e ne et st e sr s e s sr bt em s e st sas e e ss s smnaee s tubos de ensaio
Volume de SOIUGAO-ESLE.......comenieirestcte ettt ettt e e b srb s 10 mL
Origem dos organismos.........ccceeeveeeevnerecses gametas obtidos de organismos coletados no campo
N de organismos / fraSCO.......veeueeecrrieer et et sr s ss e 300 ovos
N® de réplicas / SOIUGHO-TESI.....eccvrrereniee ettt et st e sa s e nsr e 04
N € SOIIGBESTESLE. .....cveeeerieerecrerrreeienresceresiessree st see e st e essesns e saeseesneneeseennsassnnss 8 + 1 controle*
ALUA A€ AUUICHD ..o srsvsereceissesesmessesess e ssssesasesessnsassssssaans 4gua do mar natural filtrada
Salinidade das SOIIGOES-TESIC......cccceeireeeriee e strerecceatreerrrsae st eser et e st esncs s s s st s asnssaa s 36 %o
PH das SOIUGHES-LESIE......ccne et ccrriecrrers ettt sene et sns s esbs s sa e sans s 8,03a8,17
Oxigénio dissolvido das solugdes-teste:........oovirrerivnincnnnic i 5,10 a 5,89 mg.L'l
DUragao dO ENSAI0.......ccceeeeireeeerireeceer e ceiuessue st assatsssasssssssssaesssanssssestnesssssnsssesensensnasnane 24 horas
ReSpOSta. ..cocerreceeeercecree e retardamento no desenvolvimento embriolarval ou anomalias
Expressfo do resultado.........coocecceeeciner e e CENO, CEO e VC
Método de cAlculo......eeeueeerrirerrceeeree et st Toxstat (Gulley ef al., 1991)

*Controle: exposigio do organismo a 4gua de diluigio (4gua do mar natural) nas mesmas condigGes da amostra.

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus normais ¢ mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento s3o apresentados na tabela 1.
Os valores maximos ¢ minimos de oxigénio dissolvido, pH e salinidade medidos no

inicio e final do ensaio, encontram-se na lista de resumo das condi¢des de ensaio.
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Tabela I: Namero de pluteus normais e mal formados de L. variegatus obtidos nas diferentes
diluigdes, no ensaio conduzido com o extrato do 6leo Frade Crude (Método

Anderson).
Numero de pluteus Numero de pluteus
Solugdo-teste Solugdo-teste
(% da FSA) Normais Mal formados (% da FSA) Normais Mal formados
92 08 88 12
Controle 92 08 12,5 90 10

92 08 90 10
87 13 86 14
91 09 49 51

0,78 90 10 254 83 17
91 09 75 25
88 12 83 17
92 08 72 28

1,56 %0 11 50* 76 24
93 07 635 35
30 10 71 29
95 65 13 87

3,12 90 10 100* 21 79
89 11 33 67
91 09 31 69
91 09 ' ’

6,25 94 06 ,
82 18 !
90 10 : _

* Significativamente diferente do controle

ANALISE ESTATISTICA

Transform: ARC SINE(SQUARE ROOT(Y))
WILLIAMS TEST (lsotonic regression model) TABLE 2 OF 2

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

Controle 0.301
1.56 0.301 0.097 1.71 k=1, v=24
3.12 0.301 0.097 1.79 k=2, v=24
6.25 0.328 0.345 1.82 k=3, vV=24
12.5 0.345 0.630 1.83 k=4, v=24
25 - 0.542 3.905 * i.84 k=35, v=24
50 0.568 4.330 * 1.84 k=6,v=24
100 1.059 12.493 * 1.85 k=17, v=24
s= 0.085

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

Os dados apresentados nesse laudo sfo confidenciais e referem-se unicamente aos
resultados obtidos no ensaio com a amostra acima citada. Os dados brutos encontram-se a
disposi¢do da Empresa solicitante no Labtox.

Este Jaudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reprodugdo de partes deste, s6

pode ser realizada com autorizago escrita do Labtox.
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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 — CRBio-2 - 42496/02 P
Viviane Euzébio Luiz — CRBio-2 — 42.535/02
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Dra. Marcia Vieira Reynier Dra. Maria Cristina da Silva Maurat
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Rio de Janeiro, 26 de julho de 2006.
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