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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgao requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Eduardo Platte

Endereco: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello — Ilha do Fundao — Cidade

Universitaria — Q 7

Telefone: (21) 3865-7128

Avaliagdo solicitada: Teste embriolarval

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragao

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

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Oleo FPSO Brasil
Codigo Let 2604 - Método Tarzwell
Data: 27/03/2003

Cddigo de entrada no Labtox: 050403 Labtox

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 31,25 ppm da FDA CEO 62,5 ppm da FDA
VC =44,19 ppm da FDA
Controle: 84,25% de pluteus
DSS: CE50=1,21 mg.L" (IC=1,15—-1,27 mg.L™")

IC — Intervalo de confianga
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1- OBJETIVO

Este teste, realizado em 08/05/2003, teve como objetivo determinar a toxicidade
cronica da amostra de Oleo FPSO Brasil (Codigo Let 2604) — Método Tarzwell sobre os

embrides do ourigo Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

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

de anomalias nos organismos expostos, nas condigdes de teste.

A cada série de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrao
dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALcuLo pa CENO, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) ¢ CEO (menor concentragdo utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de
hipoteses utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versao 3.3 (Gulley et al.,
1991).

A normalidade e a homocedasticidade da propor¢do 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
“Williams”.

Apbs a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragdo maxima

aceitavel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste......covvrrvreerieennnns estatico sem renovagao

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

Fotoperiodo.........cccccvevieenennne 12:12h luz e escuro

Frasco-teste........cccccevueeieenncne tubos de ensaio

Volume de solugao-teste.......... 10 mL

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

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

N°de réplicas / diluicao............. 04

N° de diluigdes.......cooverveveennnnne. 8 + 1 controle®

Alimentagao.........cccccevveeenneennns sem alimentacao

Agua de diluigdo...................... agua do mar natural filtrada (0,45 pm)

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

Duragdo do teste...................... 25 horas

Resposta......ccceeveeeciienieeienne, embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado

Expressao do resultado........... CENO, CEO e VC

Meétodo de calculo................... Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposi¢do do organismo a dgua de diluigdo (4gua do mar natural) nas
mesmas condi¢oes da amostra.
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PREPARO DA AMOSTRA

A amostra de 6leo foi enviada ao Labtox pela Petrobras. Foi preparada uma
solugdo-estoque de 1000 ppm (v/v) da Fragdo Dispersa do 6leo em Agua (FDA),
colocando-se 3 mL de 6leo e avolumando-se para 3 litros com agua do mar, seguindo a
metodologia descrita em Tarzwell. (1969). Esta mistura foi agitada em um
homogeneizador elétrico por 5 segundos a uma velocidade de 13.000 rpm. A solugdo foi
decantada e, apds esse periodo, a fracao dispersa foi retirada e a partir dessa solucao-
estoque (1000 ppm da FDA) foram preparadas as solucdes-teste, sendo testadas as
seguintes diluicdes: 1,95; 3,9; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5; 125 e 250 ppm (Fichas em

anexo).

VALIDADE DO TESTE
O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» Os parametros de qualidade da agua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a espécie;
» O resultado com a substancia 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 niimero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento s3o apresentados na tabela 1.

O valor de CENO (concentragdo de efeito nao observado) obtido com a amostra
do Oleo FPSO Brasil (Codigo Let 2604) - Método Tarzwel foi de 31,25 ppm da FDA, o
valor de CEO (concentragdo de efeito observado) foi de 62,5 ppm da FDA e o VC
(valor cronico) de 44,19 ppm da FDA.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de
84,25% e a CE50 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1,21 mg.L™" (IC =
1,15- 1,27 mg.L™).

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e no final do teste,
nas diferentes dilui¢des, sdo apresentados nas fichas em anexo e encontram-se dentro

dos limites aceitaveis para a espécie.
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
concentragdes da amostra do Oleo FPSO Brasil (Codigo Let 2604) - Método Tarzwell
no teste conduzido em 08/05/2003.

Numero de pluteus
Concentracao
da FDA Saudaveis Afetados
(ppm)
77 23
Controle 86 14
90 10
84 16
87 13
1,95 87 13
89 11
91 09
89 11
3,9 86 14
91 09
91 09
85 15
7,81 87 13
88 12
91 09
89 11
15,63 86 14
91 09
90 10
87 13
31,25 85 15
82 18
87 13
61 39
62,5%* 71 29
79 21
79 21
73 27
125% 59 41
78 22
67 33
60 40
250%* 36 64
32 68
43 57

e Estatisticamente diferente do controle
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5 - EQUIPE TECNICA

Rio de Janeiro, 14 de maio de 2003.

Leden Opscicle el G he Koo

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

//ﬁ-“m Yoo Mynii

MSc Marcia Vieira Reynier
Diretora Cientifica
CRB-2 -07135/02

MSc Maria Cristina da Silva Maurat

Diretora Comercial
CRB-2 -12671/02

BIOLOGA:

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

AUXILIAR DE ANALISE:

Viviane Euzébio Luiz
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ANEXOS
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¢ o FPSQO Brasil - Cod LET 2604 - Met. Tarzwell

T C:\ESTATW"I\TDXSTAT\Tlﬂﬁé. Tranasform: 1/Y (INVERSE)
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TZBLE 1 OF 2
GROUP ORIGINAL TEANSFORMED ISOTONIZED
IDENTIFICATION N MEAN MEAN MEAN
1 D.0 4 0.158 6.935 7.916
2 1.595 4 D.115 8.897 7.916
3 3.9 4 0.512 4.61l4 7.467
4 7.81 4 0.123 8.451 T.467
5 15 .63 4 0.1140 9.336 T.467
& a3l.25 4 0.148 6.902 6.902
T 62.5 4 0.275 2.884 1.884
8 125 4 0.308 3.430 3.430
9 250 4 0.573 1.822 1.822
wleo FPSO Brasil - Cod LET 2604 - Met. Tarzwell
File: C:HESTETW"IHTDXSTAT\Tlﬁﬁé. Transform: 1/Y (INVERSE)
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2
ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES QF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS B=.05 WILLTIAMS FREEDCM
g.0 7.918
1.95 7.916 0.705 3 R e i k= 1, v=27
7.81 7.467 0.382 1.81 = Ay =27
15.62 7.467 0.382 1.82 k= 4, w=27
31.25 6.902 0.024 1.83 k= 5§, w=27
62.5 3.884 2.194 * 1.84 = G, =27
125 3.430 2. 521 * 1.84 =G =2y
B 250 1.822 3.677 * 1.84 k= 8, v=27
- 1.967

. ..e: df used for table values are approximate when v > 20.
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TESTE N° _40c4 Data:_0% / 05 / 03 Organismo-teste: _L . pragsadte -
5 =
Tipo de teste:  ( ) fecundagao ( « ) embriolégico

Amostra: Wive £Par Parund MET JCO0L- wilsde Somguasll -

Cad. de entrada no laboratdrio: L0402
Data de entrada: g7 / (- / 02 Data do preparo da amostra: 2 +/ 032 2002
DADOS DO SOBRENADANTE

Salinidade: __ 4 % pH: _fu¥ OD:_=s%% mgll

! AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM (v )NAO
Volume de agua|Volume de Volume de Salinidade final | Concentragao
destilada salmoure: amostra: da amostra: final da amostra:
T omL = mL —_mb i %o e ppm |
SALMOURA
Metodo de obteng&o: T Salinidade: % pH: i
|—"-I -
, JUSTE DO pH: { )SIM ( v ) NAO
volume da Adicao:
amostra: : = pL de HCI pH final: -
= mL ] pL de NaOH pH final:

DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: ANGEH e ZEIS Data: 20 | O4 /05
Data de filtraggo: O0T/C S | ©> Aeragio: Data 09 / 05/ 03
Salinidade: 34 % pH: ©,07F oD: S 64 mglL
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TESTE N®

£ 00

i
(]

Amostra: \,G’JU;J TPSO Brawd - MET 26074 - Tadests Sanyu 2L

| Solugdo-estoque: d.00C pprﬁ Vol. final a ser preparado: {00 mL
: Numero dos tubos
Concentracéo Vol Am_cr'rstra a 100% Vol él_gya do mar T Fia
adicionada adicionada

( ,P Il.om} (mL) (mL)

00 £ 10O 4.9 10
4.85 034 3922 Aol - Loy | A6S
3.9 156 98 44 166 -ten | 190
1. 64 311§ 96, B35 WL - 194 0 [ 13g

19 &5 625 g 3‘_ 19 {36 - 139 140
24,25 LS 8395 191 - 184 | 4¢s
bd S ge TS5 1€ -l¥a | 140
i;iE <0 50 MG - 19 184S
250 1,00 S 196 -199 | 200
FeaTe =
e o
S e
P~ T~
=
\\

OBS:
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TESTE N° 1004

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUCOES-TESTE

Temperatura: Sala: 29% 4 °C Incubadora: 29105 °C

(¥

Concentragio il L Termino
(“;-«] ngﬁ_ H "E rr%E:. H ;i
p p

St % o4 34 AIH} 1-|4(,; 4

£ 9= S * a3 3y S 3o 13c 3y
3.4 S 3% * o3 3Y 2224 o i A
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G b S " 55 EX 5 30 ¥ 65 EL
62 & = 3¢ %, 4% 3y D TLC 4
ja & S6s 205 24 5 LS %63 24
250 = e 4,4 34 5 34 1 6y 3Y
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