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TESTE DE TOXICIDADE DO FLUIDO DE PERFURACAO BR-MUL
UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus

(Echinodermata-Echinoidea)

SOLICITANTE:

Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163
Imboassica - Macaé - RJ
CEP: 27925-290

Executado por:

LABTOX — Laboratorio de Andlise Ambiental Lida
Av. 24, s/n” - Polo BIO-RIO — Laboratorio - 4
Cidade Universitana — Ilha do Fundio
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@biorio.org.br
CEP: 21941-590

Teste 1051LVC

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgiio requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Hélio Gama

Endereco: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ
Tel.: (22) 2761-2644 / 2761-9086

Avahacio solicitada: Teste embriolarval
Organismo teste: Lytechinus variegarus

Tipo de teste: eronico de curta duragdo

Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrides (retardamento efou

ocorréncia de anomalias)

Responsavel pelo preparo da amostra: PETROBRAS

Identificacdo da amostra pelo solicitante: Fluido de perfuragfio ndo aquoso BR-MUL
Codigo 1.1.7
Data: 19/05/2003

Codigo de entrada no Labtox: L105103

RESULTADO DEFINITIVO

TESTE EMBRIOLOGICO
CENO 3.906.0 ppm CEO 7.813.0 ppm
V(C =5524.3 ppm
Controle: 81.5 % de pluteus
DSS: CES0 1.31 mg L' (IC=1.24 — 1,37 mg L)

IC = Intervalo de conlianga

Av. 24, sfn” - Cidade Universitdria — Tha do Fundio — Pélo Bio-Rio - Incubadeira 4
CER- 21941-590 ~ el (0XX21) 3867-3651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: labloxi@biorio.org br
Visite nosso site; www labtox com br
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Este teste. realizado em 18 de junho de 2003, teve como objetivo determinar a
toxicidade crénica do fluido de perfuragiio ndo aquoso BR-MUL sobre os embrides do

ourico Lytechinus variegatus.

2-METODOLOGIA

() teste embriologico seguiu a metodologia deserita em CETESB (1999),

modificada.

Ovos de L. variegatus foram expostos a diferentes concentragdes do fluido.
avaliando-se a concentragiio 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 padrio,
dodecil sulfato de sddio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALCULO DA CENO, CEO E VT

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

A normalidade ¢ homocedasticidade da proporgao de embrides desenvolvidos
foi verificada através dos testes de “Chi-square™ e “Bartlett”, respectivamente. A
estimativa dos valores de CENO ¢ CEO foi feita através do teste paramétrico de
“Williams™.

Apds a obtengdio destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO ¢ indica a concentragio mdxima

accitavel da amostra,

Av. 24, &/n” - Cidade Universitaria - 1lha do Fundio — Palo Bio-Rio — Incubaderra 4
CEP: 21941-590 — tel: (0X3(2 1) 3867-5651 / 3867-3501 ramal 220 E-mail: labtoxiabiorio.org br
Visite nosso site: www Iablox.com. br
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
Tipo de teste.......cceciniincnnng8tatico sem renovagio
Temperatura de incubacfio......25 + 0.5° C
Fotoperiodo.........cooiveresnnirese- 120120 luz € escuro
Frasco-1este. ....ccceivverrivnnenenn.. LIDOS de ensaio
Volume de solugdo-teste..........10 mL
Origem dos organismos............gametas obtidos de organismos coletados no campo
N® de organismos / frasco......... £ 300 ovos
N® de réplicas / dilui¢do............04
N° de diluiges......ooevivinaninni 12 + 1 controle®
Almentacio. ..o eieriinnnnn .56 alimentagio
Agua de diluigio.....................Agua do mar natural filirada (0.45 pm)
Salinidade da agua.........ccceee. 34 £ 1 %0
Duragdo do teste.....ooveeenenn.... 25 horas
Resposta.......ccoovoeececeeeeeeembrives mal formados ou com o desenvolvimento
retardado
Expressdo do resultado...........CENO, CEO e VC
Método de calenlo......coie...... Toxstat (Gulley er al., 1991)

*Controle: exposi¢io do organismo 4 agua de diluigio (dgua do mar natural) nas
mesmas condigcoes da amostra.

Av. 24, s/n” - Cidade Universitiria — [ha do Fundio — Polo Bio-Rio - Incubadeira 4
CEP: 21941-590 —tel: (0XX21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: labtoxi@bioric.org br
Visite nosso site: www_labtox.com. br
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PREPARO DA AMOSTRA

A amosira do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C. até a hora
da realizacio dos testes e sua preparagio fol realizada com base nas metodologias
propostas por API (1984); Duke er al. (1984) e Veiga (1998). Assim, a amostra foi
homogeneizada em misturador industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500
rpm. Preparou-se, entiio, um extrato aquose na proporgio de 1:9, utilizando-se 100 mL
da amostra homogeneizada e 900 mL de dgua do mar. O extrato foi homogeneizado em
misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm e decantado. Apds | hora a fragio
particulada suspensa (FPS) foi retirada e a partir desta solugio foram preparadas as
soluctes-teste, sendo testadas as seguintes diluices: 488; 976: 1.953; 3.906; 7.813;
15.625: 31.250; 62.500; 125.000; 250.000; 500.000 e 1.000.000 ppm (fichas em anexo).

VALIDADE O TESTE

() teste € considerado valido quando:
»  Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus:
» Os pardmetros de qualidade da dgua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a especie;
» 0 resultado com a substdncia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para

a espécie pelo Labtox (0,83 — 3,20 mg.L™").

3- RESULTADOS

(s dados brutos da contagem do ntmero de pluteus mal formados e/ou com
atraso no desenvolvimento sio apresentados na tabela |

O valor de CENQO (concentragdo de efeito ndo observado) obtido no teste
realizado com o fluido de perfuragio BR-MUL foi de 3.906 ppm, o valor de CEO
(concentragio de efeito observado) foi de 7.813 ppm e o VC (valor cronico) de 5.524,3
ppm. O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foi de 81,5 %o
¢ a CES0O obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1.31mg.L”" (1C = 1,24 —
i.3?mg,L")_

Av. 24, sin” - Cidade Universitaria — [lha do Fundio - Polo Bio-Rio — Incubadeira 4
CEP: 21941-390 — tel: (OXX21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: lablox/@biorio.org.br
Visile nosso site: www. labtox, com.br



Tec nnln

gla Armbiental

LIGSILNVC

Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio ¢ final do teste

encontram-se listados nas fichas em anexo e estiveram dentro dos limites aceitdvels para

a espécie.

Tabela 1: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus obtidos nas
diferentes diluicdes do fluido de perfuragio BR-MUL no teste conduzido
em 18/06/2003.

[ Numero de pluteus Numero de pluteus
Concentragdo "o qaveis | Alfetados | Coneentragag Saudiveis Afetados
(ppm) (ppm}
al 20 77 23
Controle 83 17 31.250% 75 25
80 20 i 28
83 17 68 32
BT 13 75 25
488 83 17 62.500% 68 32
85 15 62 3
85 15 65 35
84 16 67 33
976 B 16 125.000% 58 2
86 14 6o 31
87 13 55 45
83 17 44 56
1.953 75 5 250.000% 38 62
L 16 41 59
86 14 49 51
83 17 0 100
3.906 86 14 500.000* 0 100
85 I3 0 100
87 13 0 100
80 20 0 100
7.813% Y 21 1.000.000% ] 100
73 27 [} 100
71 29 () 100
80 20
15.625* 75 25
70 30
71 | 29 |

* Fetatisticamente diferente do controle.

Av. 24 sin® - Cidade Universitiria — Tha do Fundio — Polo Bio-Rio — Incubadeira 4
tel: (OXN21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220 E-mail: labtoxibiorio.org.br

CEP: 21941-390

Visite nosso site; www_labtox com_br
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Rio de Janeiro, 30 de julho de 2003,
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MSe Leila Aparecida da Silva Kraus
Diretora Administrativa e Financeira
CRB-2 - 12156/02

et el
Dr'. Mareia Vieird Reynier
Diretora Cientifica
CRB-2 - 07135/02
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* pr'. Maria Cristina da Silva Maurat
Diretora Comercial
CRB-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado
CRB-2 — 32063/0(2

Desideria Lima Calleja
CRB-2 - 38219/02 P

AUXILIAR DE ANALISE:

Viviane Euzébio Luiz
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ANEXOS
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File: T10511lvc Transform: NO TRANSFORMATION
WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 1 QF 2
SROUE ORIGINATL TRANSFORMED ISOTONIZED
IDENTIFICATION N MEAN MEAN MEAN
1 Controle 4 0.185 0.185 0.165
2 978 - 0.148 0.148 0.165
3 1953 4 0.180 0.180 0.165
4 39086 4 0.148 0.148 0.165
5 7813 4 D.243 0.243 0.243
& 15625 4 0.260 0.260 0.260
7 31250 4 0.270 0.270 0.270
8 62500 < Q. 3ES 0.325 0.325
g 125000 s 0.378 0.3%78 0.378
10 250000 4 0..570 0.570 0.570
T1051 1veg
File: T1051l1lvc Transform: NO TRANSFORMATION
WILLIAMS TEST (Isctonic regression model) TABLE 2 OF 2
ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATICN MELN WILLTAMS B=.05 WILLIAMS FREEDOM
Controle 0.165
976 0.165 0.65¢6 170 = 1; wv=30
1953 0.1e5 0.656 1.78 k= 2, v=30
3906 0.165 0.656 1.80 = &, v=30
7813 0.243 1.885 x 1.81 = 4, v=30
15625 0.260 2.459 % 1.82 = 5. w=30
312850 g .270 2.787 * 1.83 = &6, v=30
62500 D.325 4.591 ¥ 1.83 = 7 ¥=30
125000 0.378 6.312 * 1.83 k= 8, v=30
250000 0.570 12.625 * 1.83 = 8, =30
g = 0.043
Note: df used for table wvalues are approximate when v > 20.
—
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TESTE N° _AC& Data: \%e / 0w [ 02 Organismo-teste: L zinaecniles

Tipo de teste;  ( } fecundagéo ( = }ernbric[égicﬁ

Amostra: (- da I—U,” «am\l v e Pats otk Ga. Haiile A AT
3 ]

Céod. de entrada no Iaboratono. L A0S0

Data de entrada: 2! / ©< / o= Datado preparodaamostra: 49 /OF% /02
DADOS DO SOBRENADANTE
Salinidade: 24 % pH:_gquy OD: 3¢5 mgl

AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM (= ) NAO
chdume’l de agua|Volume de Volume de Salinidade final |Concentragéo
destilada salmoura: amostra: da amostra: final da amostra:
~—mL - mlL i mL = Yoo == ppm
SALMOURA
Método de obtengao: == Salinidade: = % pH:___—

AJUSTEDOPH (  )SIM ( % )NAO

Volume da Adicao:
amostra: . ulL de HCI pHfinal: __ —

—_—

mL ‘_ pL de NaOH pH final:

DADOS DA AGUA DE DILUIGAD
Local de coleta: fveara do- puin Data: _ 03/ o6 /05
Data de filtraggo: 4 ¥/ OG ;1 ©2 Aeragao: Data {8 /06 / O3

Salinidade: 2% %. pH: 1 8% oD: 95,39 mglL

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Ria - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - llha do Fundao
Cep — 21841-530 — Rio de Jansiro — RJ — Tek:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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Avenida 24, s/n® - Pale Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - |Iha do Fundao
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TESTE N° L0t
|" — J—
|. rﬁthStfa: 1h !_l_.'...ﬂl."'i Pt ‘_-'.4" i .’:_r’r';.J o a0 e I T N | P Thies & o aell -1,' L .:h .EI. 71-
Solucao-estoque: ppm Vol final a ser preparado: mL
_ i Mumero dos tubos
Concentracao Vol. Amostra a 100% Vol. agua do mar i —
adicionada adicionada eliura FQ
( s ) __{mL) (mL)
Ji L — _{C} A& =6} iFs I
O 049 99 954 R | 48
=2 ;
A 0.049% 49 oL t&- 44 sl =
L © 445 94 809 ORI 95
10k 023 94 LA gie= g ¥ W
AR C 38 o9 33 AL =y |86
2 6es 1. SE 9% 44 Rl — 79 Lo
- . T
A 2 A3S 96 8IS tod - Loy | dos
T ¥
G S s EI 315 e {2 . ey
12% woD A S 63 S 144 - L4 g
i Fhen GO0 35 A5 it~ L i i
Lo S 50 SO 1ad-— g8y | d2g
e i XD _ 1 - 12349 13
5 "-._,_‘_____-_ -\-\-H_H_‘_‘_-‘_‘_‘_‘_\_'_'—--_._‘_\_
| e ===
_-_\_-_-_-_-_‘_\_‘_\_\_‘_‘—‘——
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TESTE N° b o)

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

-

Temperatura: Sala;_25° 1 °C Incubadora: 2505 ¢

Concentragao Inicto Término

( ne) oD S oD S
) 537 o 523 2 O e
‘H'I-:-”-_%.J G ity %5 . & ERT 2

916 s s 715 25 P A, =
4 & L e (0G| q}; 25 = 5 1 .ic-: e
27906 62 % 14 % 3 %4 L
1842 SR3 210 =5 L 4@ -
| 49625 5a4 4.3, 2 2 3493 e
34 2SC G 59 365 %5 £ .3 = i
£ 2 SO0 S 4O 3 i 3 g Wy a4 0% 55
& E:-DEL:'[:- = 4% ¥ o BE 5 43, < A0 o
oso oeU B 35 %13 2z 513 i P
ZoC 0ro & NE g 34 o £\ 2 OF Y
loco cod | 565 024 55 505 %18 e

Avenida 24, sin® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - Ilha do Fund&o
Cep — 21841-590 — Rio de Janeire — RJ - Tel:{5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@bicric.org.br



