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

SOLICITANTE:

Chevron Brasileira de Petréoleo 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: Sdnia Lima

E-mail: soml@chevron.com

EXECUTADO POR:

LABTOX — Laboratorio de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n° - Pélo Bio-Rio - Laboratorio - 4
Cidade Universitaria — I1ha do Fundio
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Laudo 2644 TLVC

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

DADOS DO ENSAIO

Avaliaggo solicitada: Ensaio embriolarval

Organismo-teste: Lytechinus variegatus

Tipo de ensaio: Crbnico de curta duragio Tempo de exposigéo: 24 a 28 horas

Resposta do ensaio: 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 substancia de referéncia, dentro da faixa
estabelecida pelo Labtox

Substancia de referéncia: DSS ( Dodecil sulfato de sdio)

Faixa de sensibilidade dos organismos: Clso(1):1,46 — 1,94 mg.L7 ( 21/02/2006 )

DADOS DA AMOSTRA

Identifica¢io da amostra pelo solicitante: Oleo Frade Crude CRC 58369-2
Meétodo Tarzwell

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 250 ppm de éleo* CEO 500 ppm de 6leo*
VC 353 ppm de 6leo*

Controle: 90,7 % de pluteus

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

* Valores correspondentes a 25,0; 50,0 e 35,3% da Fragdo dispersa do 6leo em 4dgua (FDA).
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1-OBJETIVO
Este ensaio, realizado em 12 de julho de 2006, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica de curta duragio do extrato do éleo Frade Crude CRC 58369-2, pelo

método Tarzwell, sobre os embrides do ourigo-do-mar Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

A determinagfio da toxicidade cronica em relagdo 4 L. variegatus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999), com adaptac¢es. O ensaio consiste na exposicdo dos ovos a
diferentes diluigdes do extrato, avaliando-se a solugdio-teste que causa retardamento no
desenvoivimento embriolarval e/ou anomalias nos organismos expostos, nas condigbes de

ensaio.

ANALISE ESTATISTICA

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que nfio causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEO (menor concentragio 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 ef al., 1991).

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

PREPARQO DA AMOSTRA

A Fragdo Dispersa do éleo em Agua (FDA) foi preparada avolumando-se 3 mL de
Oleo para 3 litros, com 4gua do mar, seguindo a metodologia descrita em Tarzwell (1969).
Esta mistura foi agitada em homogeneizador elétrico por S segundos a uma velocidade de
13.000 rpm obtendo-se um extrato de 6leo em agua de 1.000 ppm (v/v), que corresponde a
100% da FDA. O extrato foi utilizado como solugfo-estoque para o preparo das seguintes
solugdes-teste: 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 ¢ 1.000 ppm do dleo.
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RESUMO DAS CONDICOES DE ENSAIO

TAPO A& CNISRI0.11ueueerrueeeeeeeeee ettt seet bt st st es e eesmem e e ss et e teseneeeenesaneeensenasenas cronico
Temperatura de iNCUDAGHD. ......veeeerereeirterireee e tsve bbb eesmesee e seee e sreneeeeas 25+ 1°C
FOtOPEHOAO......ooee ettt e sr s sasscr e s eresanen 12h luz/12h escuro
FTASCO-LESLE. ..ottt et ettt b esa b b e e e aeanenen tubos de ensaio
Volume de SOIIGAO-TESE. ......cuereee ettt ettt ettt ettt e st e steseseess e s ens 10 mL
Origem dos 0Tganismos...........ecovereevereerense. gametas obtidos de organismos coletados no campo
N° de organisSmos / fTASCO....c..vuevimiiiierceiri et srese st es st ss e senene e e es e anessasens 300 ovos
N de réplicas / SOMIGAO-ESLE..........cccvuierreecerreeeeee st stss e er st st escasseers e sersasssse s sosonsanes 04
IN? de SOIUGHESLESLE. ......eeceserereriieireee et et s s et sse e sssse oot e senseeeaeen 8 + 1 controle*
Agua de dilUiGHO...........ovvceeeeeree e eeeeseeeressessessssaes e e s s agua do mar natura! filtrada
Salinidade das SOIUGOES-tESIC.......covivirreeercieiee ettt e et e ee e sr et eeesaesesesseeeeeans e 36 %o
PH das SOIUGTES-TESIE .. ..ceevireiereereireerrirceeeentersris s et ss s st steme e eeeeeeenenes 7,97a8,17
Oxigénio dissolvido das SOGBES-LESIE ..........ovueeereeereeeeereresecerrereeseeeseseesrenn. 4,74 25,81 mg.L"
Durag8o do eNSaI0......c.uoieeciiecineieericre sttt sttt ssr et s seseaes 24 horas
Resposta........c.cccovvvvvevvcerireecnnens retardamento no desenvolvimento embriolarval ou anomalias
Expressdo do resultado..........oveeecevevininiimi i e ee e se s s CENO, CEO e VC
Método de cAlculo.....c.vverieeeeee e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposigio do organismo 4 4gua de diluigdo (4gua do mar natural) nas mesmas condi¢Bes da amostra.

3 -RESULTADOS

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

inicio e final do ensaio, encontram-se na lista de resumo das condigdes de ensaio.
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Tabela I: Numero de pluteus normais € mal formados de L. variegatus obtidos nas diferentes
diluigdes, no ensaio conduzido com o extrato do Oleo Frade Crude (Método

Tarzweil).
Namero de pluteus Niamero de pluteus
Solugdo-teste Solugio-teste
{ppm de 6leo) Normais Mal formados | (ppm de 6leo) Normais Mal formados
92 08 91 09
Controle 2 08 125 92 08

92 08 93 07
87 13 94 06
93 07 93 07

7,81 91 09 250 83 17
87 i3 91 09
39 11 93 07
91 09 87 13

15,62 93 07 500* 80 20
%4 06 82 18
90 10 80 20
94 06 40 60

31,25 95 05 1.000* 46 54
90 10 44 56
89 h 45 55
88 12

62,5 91 09
90 10
93 07 L

* Significativamente diferente do controle

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 0.087

7.81 0.087 0.273 1L.71  k=1,v=27
15.62 0.087 0.273 1.79  k=2,v=27
31.25 0.087 0.273 1.81 k=3, v=27
62.5 0.087 0.273 1.82 k=4, v=27

125 0.087 0.273 1.83  k=5,v=27

250 0.100 0.377 1.84 k=6, v=27

500 0.178 4.277 * 1.84 k=7,v=27
1000 0.563 23.648 * 1.84  k=8,v=27

s= 0.028 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 laudo s6 pode ser reproduzido por completo. A reprodugiio de partes deste, s6

pode ser realizada com autorizagéo 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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Rio de Janeiro, 26 de julho de 2006.
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