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ENGLISH SUMMARY

Objective

The purpose of this study was to determine the chronic toxicity of the drilling fluid Alphadril
(Sample 161) to sea-urchin (Lytechinus variegatus), submitted by M-I Drilling Fluids do Brasil Ltda.
in a test conducted on January 18", 2005,

Methods

The drilling fluid sample was delivered to Labtox on January 12", 2004. The sample was
stored at 1-4"C.

At the time of the test, the drilling fluid was homogenized using an industrial mixer for 30
minutes at 1,500 rpm, Then, a 1:9 ratio of drilling fluid seawater slurry was prepared by adding 100
mL of homogenized sample to 900 ml of natural filtered seawater The solution prepared was mixed
for five minutes at 150 rpm and allowed to settle for one hour.

The suspended particulate phase (SPP) was decanted, leaving settled particles on the botton of
ihe flask. The SPP used as the 1,000,000 ppm test concentration. An aliquot of the SPP was then
added to each 100 ml volumetric flasks with the proper volume of natural seawater. The SPP was
added to each replicate in increasing order of concentration, beginning with the 488-ppm
concentration and ending with the 1,000,000-ppm concentration. A control group was included
containing only 10 mL of the dilution water per test chamber.

SUMMARY OF TEST CONDITIONS

1. Test type: Chronic
2. Temperature: 250,5°C
3. Photoperiod: 12 h light, 12 h darkness
4. Test chamber size: Test tube
5. Test solution volume: 10 mL
6. Organisms origin: Gametes obtained from adult
7. No. organisms per test tube: 300 eggs
8. No. replicate chambers per concentration: 4
9. No. of concentrations: 12 + 1 control
10. Test duration: 24 hours
11. Dilution water Natural filtered scawater (0,45 pm)
12. Salinity: 36+ | %o
13. Endpoint: Abnormal embryos
14. Analytical Method: LOEC/NOEC Toxstat (Gulley et al., 1991)
15. Test acceptability criterion: 80% of normal embryos in controls
16. Reference substance: SDS
17. Range of sensitivity: 0,74 — 1,86 mgSDS.L"
NOEC 31,250 ppm LOEC 62,500 ppm
CV 44,194 ppm
Reference substance: EC(1)50: 1,62 mg.L™" (IC: 1,58 — 1,65 mg.L")
Control: 82,75 % embryos \ 5

Avenida 24, s® - Pole Bie-no — Laboratdnoe 4 - Cidade Universitiria — [ha do Fundio
CEF: 21941-500 — 1el: (21) 3867-3651 / 3867-5501 ramal 220 - e-mul: labtox@biorie.org. by
Visile posso site: www, lnbiox com br




' . I !e-;n!n:z! Eblemal

LAUDO DE TOXICIDADE
Orgio requisitante: M-1 Drilling Fluids do Brasil Lida
Téenico requisitante: José Franga
Endereco: Rua 19 de Fevereiro, n® 30 - 4° Andar
Tel.: (21) 2537-2288
Avaliaghes solicitadas: Teste Embriolarval
Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipos de teste: Cronico de curta duragio.

L1752LVCE

Resposta do teste: Efeito no desenvolvimento dos embrides (retardamento e/ou ocorréncia de

anomalias)
Responsavel pelo preparo da amostra: M-1 Drilling Fluids do Brasil Ltda

Local de preparo da amostra: Rua Jesus Soares Pereira, 507 - Costa do Sol - Macaé - RJ

Identificagiio da amostra pelo solicitante: Fluido Alphadril - Amostra n" 161

Data de preparo: 10/01/2005

Codigo de entrada no Labtox: L.175205
Data de entrada no Labtox: 12/01/2005
Data de nicio do teste: 18/01/2005
Data de término do teste: 19/01/2005

Composigio da amostra: PRODUTO CONCENTRAGAO
Agua industrial 0,87
Kl 15
Na(’l S0
Polysafe 600 1
Polypac UL 2
Dsovis 2
Carbonato de cilcio 2-44 3
MI-BR Alpha free 10,00
Liltracap 1.3
Ultrahib 10,00
Acido Citrico 2
Bicarbonato sodio 2
M-I Lube LpH (]
Barila 20
M-I Cide 0,07
EMI-176 4.00

UNIDADE
bl
/bbbl
I/l
Ib/bbi
[Ishl
bbbl
It/bhl
Ih/bbl
/bl
1b/bbl
1b/bhl
Ih/bbl
bbbl
bbbl
bbbl
1b/bbl
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RESULTADOS

CENO 31.250 ppm da FPS CEQ 62.500 ppm da FPS
VC 44.194 ppm da FPS

Controle: 82,75 % de pluteus

DSS: CE(50: 1,62 mg.L” (1C: 1,58 1,66 mg.L™")

I - OBJETIVO
Este teste, realizado em 18 de janciro de 2005, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica de curta duragiio do fluido Alphadril (Amostra n” 161), sobre os embrides

do ourigo Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

A determinagio da toxicidade cronica em relagdo a L. variegalus seguiu a metodologia
descrita em CETESB (1999). O teste consiste na exposigio dos ovos a diferentes diluigdes do
fluido, avaliando-se a diluigio que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval efou

ocorréncia de anomalias nos organismos expostos, nas condigdes de teste.

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

CALcuLo ba CENO, CEO EVC

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

A normalidade e homocedasticidade da proporgio de larvas pluteus com
desenvolvimento normal foi verificada através dos testes de “Shapiro-Wilks™ e “Bartlett”,

|
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respectivamente. A estimativa dos valores de CENO ¢ CEO foi feita através do teste de
“Williams™.
Apos a obtengiio destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que representa a

média geométrica de CENO ¢ CEO.

VALIDADE DO TESTE

0 teste ¢ considerado valido quando:

v

Apresentar no controle o minimo de 80% de pluteus:
% O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo Labtox que ¢ de 0,74 a 1,86 mg. L.

PREPARC DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C até a hora da
realizagiio do teste ¢ sua preparagio foi realizada com base nas metodologias propostas por
API (1984); Duke ef al. (1984) e Veiga (1998). Assim. a amostra foi homogeneizada em
misturador industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500 rpm e preparou-se um
extrato aquoso na proporgdo de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada ¢ 900
mL de dgua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a
150 rpm e decantado por | hora. Apos este periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi
retirada e a partir dela (solugfio-estoque de 1.000.000 ppm), foram preparadas as solucdes-
teste, sendo testadas as seguintes diluigdes: 488; 976: 1.953; 3.906; 7.812; 15.625; 31.250;
62.500; 125.000; 250.000; 500.000 e 1.000.000 ppm (Fichas em anexo).

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus normais ¢ mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sdo apresentados na tabela [.

O valor de CENO (concentracio de efeito ndo observado) obtido no teste com o
Fluido Alphadril (Amostra n” 161) foi de 31.250 ppm da FPS, o valor de CEO (concentragio
de efeito observado) foi de 62.500 ppm da FPS ¢ o VC (valor cronico) de 44.194 ppm da FPS.

O valor médio do percentual de pluteus normais obtido no controle foi de 82,75 % e a
CE(I)50 obtida com a substncia de referéncia (DSS) foi de 1.62mg L™ (IC:1.58 ~1,66mg.L™").
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Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio ¢ final do teste sdo

apresentados nas fichas em anexo,

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

THPO B8 LESLC c.envrensvcrereresraensieseasisasssssssesrarasssssas s s s s a e e bbb cronico
Temperatura de inCubAGAD. ......cociiiiiiei it s VRN . L. 3 b €
FOLOPEIIOAO. 1.ttt s s 12:12h luz e escuro
B ASORBRER, v ooiiacy v casis daviiassdosnmassdssidsasi sErsisTne e ias Eos s A oA RLS R EASNORI ARSI SIS g T TS TSR RSS tubos de ensaio
VOIUume de SOIUGAO-TESIC. 1-.vvveeetieeciie s s s s 10 ml.
Origem dos Organismos. .............c.cereernnn... gametas obtidos de organismos coletados no campo
N* de organismos / ['m&cn ............................................................................................... 300 ovos
N die réplicas / dIIGHD. ......cccvviiieririmsirms e b b bbb e 04
I ] IO i viummsiiinsbs Sintei AT SR e A (PR ns SN N YR Mg it apims s A sme an rerms 12 + 1 controlke*
Aps Qe AIIRED, ..o essiisisrs iR GRS iR agua do mar natural filtrada (0,45 jum)
Salinidade das SOIUCBES-1ESIC. ....oviiiricaiirrrenisisissrsnssaear s sssrase s ss e st s s e g as s nn s s sesas 36+ 1 %o
Duragiio do teste...oooiiinns e T T B S TR T INRRTIPAIP 24 horas
REBPOEIA. . coismersssnnmisminsyssnssononsonss retardamento no dcscnmlvmmnm embriolarval ou anomalias
Expressfio do resultado. ... e CENO, CEOe VC
Método de CAITUIO...cviiiuiincci Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: cxpu'-ngﬂu do nrjjajm-rm a dgua de dl|u1-{,.:lﬂ (dgua do mar natural) nas mesmas
condictes da amostra.

ANALISE ESTATISTICA

Transform: NO TRANSFORMATION WILLIAMS TEST (lsotonic regression model) TABLE 2 0OF 2

ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=.035 WILLIAMS FREEDOM
0.0 0.168 '
488 0.168 0.205 L.71 k=1, v=27
4976 0168 0205 1.79 k=2, v=27
1953 0.168 0205 1.81 k=13, v=27
3906 0.173 0000 1.82 k=4, v=27
7812 0.174 0.078 1.83 k=5, v=27
15625 0.174 0.078 1.84 k=6, v=27
31250 0.174 0.078 1.84 k=7, v=27
62300 0270 4.571 * 1.84 k=8, v=27
5= [0.030 Nota: df used for table values are approximate when v = 20,
i
o
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Tabela 1: Nimero de pluteus normais e mal formados de L. variegatus obtidos nas diferentes
diluigdes do fluido Alphadril (Amostra n” 161).

Namero de pluteus Numero de pluteus
Diluigio da FPS Diluigio da FPS
(ppm) Normais Mal formados (ppm) Normais Mal formados
80 20 BS 15
Controle 80 20 31.250 78 22
Ba 12 85 15
83 7 86 14
50 20 69 3l
488 87 13 62.500* 75 25
83 17 78 22
80 20 70 Ll
86 14 0 100
916 87 13 125,000 0 100
B2 18 i 100
81 14 ] 100
83 17 0 00
1.953 85 15 250.000" ] 100
R0 20 0 1)
86 14 0 i)
82 18 ] 100
3.806 82 18 S00.000% 0 100
84 16 0 10
B3 17 V] 100
80 20 0 100
7.812 85 15 1.000.000% ] 100
8l 19 0 100
&0 20 0 100
81 19
15625 85 15
82 13
83 17

* Significativamente diferente do controle
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Teste n° _'I?E‘_L.ic-:_

& Tr:r_n oala A blé:ﬁt'a;:
Data Infcio; _ A% /ot [0S Hora: A9:30  Témmino:_42 [/ ©O1 [ OS5
Organismo-teste: _ L wire nfin Operador(es) _
Tipo deteste: ( ) fecundagdo ( > ) embriologico
Tipo de amostra: __ flu.do C6d. entrada - k135205 Salinidade: 33 % pH _% €8

Solucdo-estoque:_100 mL (mg) da substancia (amostra bruta) +_9a> ml de dgua de diluigdo

Concentragéo final da solugao-estoque: m@{mgﬁ,,%) : Ol '_ : ”ﬂ_

e
Ajuste da salinidade: Vol. &gua destilada - mL  Vol. de salmoura;_— mL - = }'“.
Vol amostra . mL Salinidade final da amostra_— % Conc. final da amostra. __— |
Salmoura: Método: - Salinidade: = % pH: - e ﬁ
Ajuste do pH: __ - plL de HCI —  pLdeNaOH pHGnAE e i ;
Agua de diluigéo: Lote: 033 Salinidade: 35 %o pH: 8,26 oD: '%}a'ﬁ'ﬂ ‘mg. L ﬁ:
Vol. da solugéo-teste por tubo: __ 10 irnL Vol. solugio de ovos: _ 4S5 " pL " R ‘E
N° de réplicas por diluigao; 5 RN ol
Manutengéo do teste: Temperatura 25+0,5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragfio do teste: 24 h

PREPARO DAS SOLUGOES-TESTE:

el oy 2

Cogr 2194 1-5%90 - Rio de

Avolumado para # mL
Diluigio Vol, sol. esloque Tubos n°
_L!I_:-:r«_ mL Leitura F/Q . i
0.0 — A-4 10 i
LY 0,049 244 - 204 | 245
= 0.0°% 28 - 258 | 200
N1A53 oS oA - 04 205
| 290p 0zA A0 — BOA 210
| A a3y S - Bl =10
SELS NSG 26 =38 | 330
2A 2 312, 324 B 215
Eleoe 615 306 -39 | 320
425000 12,3 72y - Bk | PS
50000 by w2 -32A |40
| SooocD =8} 244 - Ll e |
nEo0 oo 0 240 = BA4E 0
S S
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PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

Teste n® f352 dug.
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Diluicao Inicio Término

( ff"m] S (%e) oD pH S (%) oD pH

0,0 35 Co 2% 36 ¢.GH g2y

hsg 25 1A g 14 26 G2y _g"‘al{
"Qs3 2% 2,33 AR, 26 @88 Ras e
F2N2 25 34F g\ 26 [ P T
21250 26 /& | 2% | 36 510 | 803 Mok s
A 26000 eI’ 9,52 92 26 655 | iBzarin h
SCo0CO 36 240 8, 4o 1k 5% 813 0| -
AOCOOCO 33 3,5 2,6¢ 3y 4,10 186
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