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TESTE DE TOXICIDADE COM O OLEO FPSO BRASIL CODIGO LET 2604
(METODO ANDERSON) UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR

Lytechinus variegatus (Echinodermata-Echinoidea)
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Eduardo Platte

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

Universnaria— Q 7

Telefone: (21) 3865-7128

Avaliacdo solicitada: Teste embriolarval

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragio

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

Identificacio da amostra pelo solicitante: Oleo FPSO Brasil

Codigo Let 2604 — Método Anderson

Data: 27/03/2003
Cddigo de entrada no Labtox: 050403 Labtox

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 3,13 % da FSA CEO 6,25 % da FSA
VC= 442%daFSA
Controle: 84% de pluteus

DSS: CES0 =206 mgL (IC=1.95-2,18mgL")
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1-OBJETIVO

Este teste, realizado em 14/04/2003, teve como objetivo determinar a toxicidade
cronica do Oleo FPSO Brasil (Codigo Let 2604) — Método Anderson sobre os embriGes

do ourico Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

O teste embrioldgico seguiu a Norma CETESB (1999). Este teste consiste na
exposicio dos ovos a diferentes concentragbes da substancia, avahiando-se a
concentracdo que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia

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

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

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcuLO DA CENO, CEOE VC

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

A normalidade e a homocedasticidade da proporgdo 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
“Dunnetts”.

Apos a obtengfo destes valores, foi calculado o VC (valor cromico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragdo mixima

aceitdvel da amostra.
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Tecnologia Ambiental

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

| Tipo de testennnninnnninnnrnnnne estatico sem renovagio
| Temperatura de incubacio.......25 + 0,5° C
Fotoperodn.... v anmmi 12:12h luz e escuro
Frasco-teste.................c............lubos de ensaio
Volume de solugfo-teste.......... 10 mL
Origem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo
| N° de organismos / frasco......... 300 ovos
N? de réplicas / diluigéo.............04
N de diluieBes.............coooermneinss 8 + 1 controle®
| Alimentagdo..........ccrrerrneenenn....56m alimentagdo
Agua de diluigio........cov.......... dgua do mar natural filtrada (0,45 pum)
Salinidade da 4gua................... 34+1 %o
Duracgiio do teste.............cveevnnnn 25 horas
PR, 5 it mnons, embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado
Expressio do resultado........... CENO, CEQe VC
Método de calculo................... Toxstat (Gullev ef al., 1991)

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

A amostra de 6leo foi enviada ao Labtox pela Petrobras. A Fracdo Solavel do
oleo em Ag'u& (FSA) foi preparada na proporgdo 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. Apoés esse periodo a fracdo aquosa foi retirada e, a partir dessa solugiio-
estoque (100% da FSA) foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes
diluigdes: 0,78, 1,56, 3,13, 6.25, 12,5, 25, 50 e 100% da FSA (Fichas em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRIOLOGICO € considerado vélido quando:

\n’

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 numero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados na tabela [.

O valor de CENO (concentragdo de efeito nio observado) obtido com a amostra
de Oleo FPSO Brasil (Cédigo Let 2604) - Método Anderson foi de 3,13 %, o valor de
CEO (concentragio de efeito observado) foi de 6,25 % e o VC (valor cronico) de 4,42
% da FSA.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 84 %
e a CE50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 2,06 mg.L™ (IC = 1,95 -
2,18 mg.L™).

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas
diferentes diluigdes, sio apresentados nas fichas em anexo e estiveram dentro dos

l}'yﬁ

limites aceitdveis para a espécie,

Av. 24, s/n” - Cidade Universitiria - [1ha do Fundio — Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3-4
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
concentragdes do Oleo FPSO Brasil - codigo Let 2604 (Método Anderson) no teste

conduzido em 14/04/2003.

!

Numero de pluteus
Concentracio
da FSA Saudaveis Afetados
(%)

80 20

Controle 87 13
85 15

84 16

80 20

0,78 82 18
79 21

a2 18

78 22

1.56 82 18
81 19

77 23

86 14

3:13 78 22
69 31

82 18

70 30

6,25* 68 32
69 .5

70 30

69 31

I3 5% 67 33
75 25

58 42

51 49

25% 52 48
61 39

58 42

52 48

50* 43 57
44 56

43 57

55 45

100* 51 49
51 49

63 37

* Estatisticamente diferente do controle
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ANEXOS
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LET 2604 - Anderson
*q1e: t£i002 Transform: NO TRANSFOEMATION

ANOVA TAELE

SOURCE DF 55 MS F
palaa " bl T 0.075 34.762
Within (Error) 27 0.058 0.002

S G5 el R - e et

Critical F value = 2,31 (0.05,8,2%)
Since F > Critical F REJECT Ho:All groups equal

=T 2604 - Anderson

c1le: £1002 Trancsform: NO TRANSFORMATION
DUNNETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control-Treatment
TEANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 ¢.0 0.160 0.160
. 0.78 0.193 0.193 0.990
3 1.56 0.205 0.205 1.371
4 3. .13 0.213 0.213 1.599
5 6.25 0.308 0.308 4.493 *
[ 12.5 0.328 0.328 5.102 =*
7 25 0.445 0.445 8.681 *
8 50 0.545 0.545 11.727 *
9 00 0.450 0.450 g8.834 =
f ooett tabis value = 2.53 (1 Tailed Value, P=0.05, df=24,8)

LET 2604 - Anderson

File: t1002 Tran=form: NO TRANSFORMATION
DUNNETTS TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control=Treatment
NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATIOR REEFS {IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
1 3.0 4
2 C.78 e 0.083 51.% -0.033
3 i.B6 4 0.083 51.9 -0.045
i 2,13 4 0.083 51.9 -0.053
5 E.25 4 0.083 1.9 -0.148
(=] 12.5 4 0.083 1.9 -0.168
=1 25 4 0.082 51.9 -0.285
3 S50 4 0.083 51.8 -0.385
{ i00 4 0.083 51.9 -0.290
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Tipode teste: ( ) fecundagao

Organismo-teste: L. wuouseali.
v

8

) embriclégico

S 3esl Liaiaala ] wilnd e Bl oo

Amostra: ajﬂ,u; SPA0 Parnak - .o

Cod. de entrada no laboratério: 050403

Data de entrada: o3 / no

|_-»_Datado preparo da amostra: < +/ 0 2 /2003

DADOS DO SOBRENADANTE 5 54 (FR _.

i .

Salinidade: _2» % pH:_x29 OD: Y mg/L lr

AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM (+« )NAO |

Volume de agua|Volume de 'Volume de Salinidade final |Concentragdo |
destilada salmoura: ‘amostra: da amostra: |final da amostra:
PN, ; il || R B i | Y e, 0 W === o

SALMOURA
Método de obtencao: e SEuTEn Salinidade: 7 % pH: L B

AJLSTEDOpPH ( )SIM (% )NAO

\Volume da
amostra:

| Adigao:

—

pL de HCI pH final:

—

mL

e

pL de NaOH pH final:

DADOS DA AGUA DE DILUICAO
f e Data: 23 [ 03 /0=
M a
Data de filtragéo: a4 / oti " o2 Aeragdo:Data (4 /ou /o

Salinidade: 22 % pH:_2,24 OD:_5.44 mglL

Local de coleta: (rpm e

Avenida 24, s/n® - *oio Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Universitaria - llha do Fundao -

Cep — 21841-580 — Rio &= Janeiro — RJ - Tel(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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b-d

TESTEN® __ 1002
Amostra: (e $5en Sacwid  RET S00U sl Loy ndmn,
Solugdo-estoque: YOO/ _ppm Vol. final a ser preparado: 100 mL
: ! | Numero dos tubos
Concentragdo Vol. Amp*‘s.tra a 100% Vol. z'lga::a do mar — o
> acicionada adicionada
i (mL) (mL)
00 T Aco | 3-9 AQ
0¢ 01 | Bon | asew |6
156 $56 | 98 4y 16 - 12 i 20 |
313 21> | 369Y | ai-om fas |
G 25 25 J 4335 26 -39 >0 |
12.5 129 535 2| .2y 2s |
95 25 35S | 3G - 29 40 :
0 50 S0 Ly - yy i 45 jl
100 100 — | 46 . ua | s<0 |
| !
\\ | \\ |
} .
S N ‘ - I
N BN
e R TN
™ | ‘“\\
1 |
OBS:
5
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TESTEN® 1002

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala: 22 £ 1 °C Incubadora: 25105 ¢

Lad

Concenimslio - i Inicio < - Término -
(°fo) mgl | pH %o malL pH e
° 0 G444 | © P | 33 L 24 2. 4G =3,
0 #¢ 2,50 ' & TQ% 32 4 3 % oo 2%
iegr EIE;D : 6193 33 5 0% 14a€ %3,
343 Seq ¢ B 21 32 443 % oo 33
| 6as S B4 ;. B 34 22 4 <9 < 49 23
| 1 , : :
125 EFSG ' &‘55 23 4 33 346 33
| 2= S 32 B34 232 4 $2 4 4s 33
| . - = T *
| so 93! 8325 23 4as | 393 23
Loo 554 ©a3 22 528 | 249 23
|
| :
N\ | %
S l X
i | %
N | N
el l "
| N\
-\“L \
e Hy
. N
~ X
| o 8 N
P =
3
l
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