!Et'l'l !ga ﬁEbienlal

TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO BR MUL HT (CODIGO 1.1.8)
UTILIZANDO Mysidopsis juniage (CRUSTACEA-MYSIDACEA)
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Solicitante:

Petrdleo Brasileiro 8.A. - PETROBRAS
Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163
Imboassica - Macaé - RJ
CEP: 27925-290

Executado por:

LABTOX — Laboratorio de Analise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Laboratdrio 4
Cidade Universitaria — [tha do Fundao
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox(@biorio.org.br
CEP: 21941-590
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LI1297MJA

LAUDO DE TOXICIDADE

Orgfio requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Hélio Gama

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

Avaliagiio solicitada: Teste de toxicidade aguda com microcrustaceo misidiceo

Organismo teste: Mysidopsis juniae

Tipo de teste: Agudo

Resposta do teste: Efeitos sobre a SOBREVIVENCIA

Identificagdo da amostra pelo solicitante: Fluido de Perfuragio BR MUL HT
Codigo: 1.1.8 - Data: 13/01/2004

Codigo de entrada no Labtox: 1.129704
Data de entrada no Labtox: 21/01/2004

RESULTADOS

CL(1)50; 96 horas: 85.430,37 ppm

Intervalo de confianca
(IC: 70.540,93 —103.462,60 ppm)

Sobrevivéncia no controle: 96,67 %

Zinco: CL{D50 =024 mg,L" (TC; 0,23 - 0,25 mg.I_.']}

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidzade Universitaria - llha do Fundao
Cep — 21941-580 — Rio de Janeiro — RJ — Tel(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox/@biorio.ore. br
Visite nosso site: www. [abtox com.br
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1-OBJETIVO

O objetivo deste teste. realizado de 09 a 13 de fevereiro de 2004, foi avaliar a

L1257TMIA

toxicidade aguda do Fluido BR MUL HT (Cddigo: 1.1.8), sobre o microcrusticeo Mysidopsis

Juniae.

2-METODOLOGIA

A determinacio da toxicidade aguda em relagdo a M jumice seguiu a metodologia
descrita em Cetesb (1992), adaptada.

Jovens de M. juniae com 2 a 4 dias de idade. foram expostos a diferentes diluigdes do
fluido, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.

A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras do

teste a cada 24 horas.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4° C e sua preparagéo
foi realizada com base nas metodologias propostas por APl (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 extralo aquoso na propor¢do de 1:9.
utilizando-se 600 ml. da amostra homogeneizada e 5400 ml de dgua do mar. O extrato foi
homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm e decantado por 1 hora.
Apds este periodo, a fragio particulada suspensa (FPS) foi retirada, e a partir desta solucfo
estoque (1.000.000 ppm) foram preparadas as solugbes-teste, sendo testadas as seguintes
diluigdes: 7.813: 15.625; 31.250; 62.500; 125.000; 250.000; 500.000 e 1.000.000 ppm (fichas

eI anexo).

VALIDADE DO TESTE
O teste é considerado vélido quando o percentual de sobrevivéncia no controle € maior

ou igual a 90%.

CONTROLE DOS TESTES DE Mysidopsis juniae
Mensalmente é realizado um teste de toxicidade com o padrio, zinco (Zn), na forma

de sulfato de zinco heptahidratado. com o objetivo de verificar se os organismos cultivados no

Avenida 24 sin® - Polo Bio-Rio - Laboratéric 4 - Cidade Universitaria - liha do Fundéo
Cep — 21941-580 — Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.ors. br
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Labtox estdo respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida para a
espécie pelo laboratorio, que ¢ de 0,21 — 0,40 mg/L.

0O resultado da CL(1}50; 96h obtido no teste realizado, em fevereiro de 2003, com o
zinco foi 0.24 mg. L™ (1C: 0,23 - 0.25 mg. L"),

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste: . . ...estatico. com aeragio
Temperatura dc mcuba:;:ﬁn ........................................................................................ 25+0.5°C
Luminosidade: . R R s sy T2 heoras-elaroi } - horasescuro
G 5 o) e " SRRl S " béquer de 400 mL.
Violome de solICaDeste: ninsmnnanmm i msam e SONL,
Origenydos DrEaRISEIOR: i i i s i i e s e Cultivo Labtox
Fdade QOB OTTATISITNIS, 1o susnansonssuusssnmiissssmumnsvasiisngifas s suss sosivms shrvsussy s smrvssssvsnssssussrvnss st AL o CLIES
P e DA s O i S S e R R 10
N7 de replicas / COMCEMITAGAD oreree e trcrs e r st crre e s ats s s e s e s st s e s s s et be s e s aan e st be bbb st 3
M de diBeERs S o armmi s e T T SRR SR S S b & + 1 controle *
Almentacdor ..o 20 nauplios de Artemia sp. recém eclodidos / misidaceo / dia
Agua de dIIHCAO: ...vvveecrorereeremeesesssesseeeesesnasssessesesresessssmarssesssssaseas Agua do mar natural filtrada
Salinidade d A i e s R R e R T A 34£1%o0
LI e G L (= (OO 96 horas
B TR s o S o e £ A i S G S NSRS 553 A SRR mortalidade
Valormedlos o siisnmasimmmses CL(I)50; 96h (concentragiio inicial letal a 50% dos
organismos em teste em um periodo de 96h)
Métoan de caleillod cavcinmsinenmsnss Trimmed Spearman-Karber (Hamilton ef al., 1977)

* Controle: exposi¢io do organismo & agua de diluigdo (dgua do mar natural) nas mesmas
condicdes da amostra.

3 - RESULTADOS

A tabela | apresenta o percentual de mortalidade e o nimero de misidiceos vivos
durante a leitura realizada a cada 24 horas nas diferentes diluigdes testadas. A CL(I)50:96h
obtida com o Fluido BR MUL HT, foi de 85.430.37 ppm (I1C:70.540.,93 — 103.462.,60 ppm) e
a sobrevivéncia no controle foi de 96.67%.

Os valores de salinidade, pH e oxigénio dissolvido. medidos no inicio e no final do

teste encontram-se listados nas fichas em ancxo.

Avenida 24, s/in® - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitdria - liha do Funddo
Cep —21841-580 — Rio de Janeiro — RJ = Tel(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail; labtox@biorio.org br
Visite nosso site: www_lablox. com.br




Tucn!lcql! Ambiental

ANALISE ESTATISTICA

Date: (9-02-2004 Test Type: Agudo Dwration: 96 hours
Chemical: Fluido 1.1.8  Species: Mjuniae  Concentration Unit: ppm
Data Set is adjusted for control mortality using Abbott's correction.

L1297TMIA

Raw Data:
Concentration: 7813 15625 31250 62500 125000 230000 3500000
Mumber Exposed: 30 30 30 30 30 30 30
Mortalities: 5 2 7 1l 24 26 30
Abbott's Corr, Morts.: 1 1 | 19 24 26 30
Control Group Number; 1
MNumber Exposed-Control: 10

MNumber Mortalities-Control:
Control Group Number; 2
MNumber Exposed-Control: 10
Number Mortalities-Control: 0
Control Group Number: 3
Number Exposed-Control: 10
Number Mortalities-Control; 0
SPEARMAN-KARBER TRIM: 3.33%
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: LC50: 85.430.37
5% Lower Confidence: 70.540.93
95% Upper Confidence:  103.462.60

4 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:
American Petroleum Institute. 1984. Recomended practice. Standard procedure for liquid
drilling fluid bioassays (Tentative). Washington (API RP 13H).

CETESB 1992. Agua do mar — Teste de toxicidade aguda com Mysidopsis juniae SILVA,
1979 (CRUSTACEA — MYSIDACEA). Norma Técnica 1.5.251. Sio Paulo, CETESB 19 p.

Duke, T.W.; Parrish, P.R.; Montgomery, R.M. Macauley. S.D.: Macauley, J.M.; Cripe, G.M.
1984. Acute toxicity of eight laboratory-prepared generic drilling fluids to mysids
(Mysidopsis bahia). Gulf Breeze: Environmental Protection Agency. 4p (EPA-600/s3-
84-067).

Hamilton, M.: Russo., R.C. & Thurston, R.V. Trimmed Spearman-Karber Method for
estimating median lethal concentrations in toxicity bipassays. Environmental Science &
Technology, 1977, vol. 11, n° 7.

Veiga, L. F. 1998. Estudo da toxicidade marinha de fluidos de perfura¢do de pogos de 6leo e
gds. Dissertagfio de Mestrado. Universidade Federal Fluminense, Rio de Janeiro, 107p.
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Tabela I - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de misidéceos durante
a leitura realizada a cada 24 horas, no teste conduzido com o Fluido BR MUL HT.

L1297MIA

D{;;ﬁﬂ Numero de misidiceos vivos Momgﬁfe s
0h 24h 48h 72h 96h (%)
10 10 10 9 9
Controle 10 10 10 10 10 3.33
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 B
7.813 10 10 10 10 10 6.66
10 10 10 9 g
10 10 10 10 10
15,625 10 10 10 10 g 6,66
10 10 10 10 10
10 10 10 10 9
31.250 10 10 10 10 10 6.66
10 10 9 9
10 10 9 7 7
62.500 10 10 8 5 5 36,6
10 10 8 8 T
10 10 6 3 2
125.000 0 | 10 1 0 0 80
10 10 7 5 4
10 10 5 3 2
250.000 10 10 1 0 0 26,6
10 10 3 3 2
10 10 1 0 0
500.000 10 10 0 0 0 100
10 9 2 0 0
10 9 3 2 0
1.000.000 10 10 0 0 0 100
10 9 4 0 0
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5 - EQUIPE TECNICA:

L1297MIA

Rio de Janeiro. 13 de fevereiro de 2004,
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MSe Leila Aparecida da Silva Kraus
CRB-2 - 12156/02

Dra. Marcia Vieira Reyni¢r
CRBE-2 -07135/02

L ed= . AS, o N
Dta. Maria Cristina da Silva Maurat
CRB-2 - 12671/02

BIOLOGAS:

Carina C. G. Machado
CRB-2 - 32963/02 P

Desideria Lima Calleja
CRB-2 - 38219/02 P

AUXILIAR DE ANALISE:

Viviane Euzébio Luiz

Avenida 24, sin® - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - llha do Fy_n.r!au_
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TESTE /=&t l29% Data: 849 / 92 | GA4-
Organismo-teste: ﬂ.i.li.\j\,m_, Operador: _L&Siveaia

-

|

Amostra: 5 Saasdes :
Cod. de entrada no laboratério: _4 429'€04 Data de entrada: 2 / 04 /2004

DADOS DA AMOSTRA: Salinidade: 23 % pH 5.4

Preparo da Solugdo-estoque: [El=2 mL (mg) da substancia (amostra bruta)

__S-kg?  mlL de agua de diluigo.

Concentfagdo final da solugio-estoque: _laoo-coo [ppm (Fagll %)

AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM ( « )NAO

'Volume de agua|Volume de[Volume - de|Salinidade final da|Concentragao final|
destilada salmoura: amostra: ~ |amostra: da amostra:
== mL — mbL — mL — oo ot ppm

SALMOURA

Métedo de obtengao: — Salinidade: __ — %o pH: —

AJUSTEDOPH ( )SIM ( b )NAO

Adicao: .
— pL de HCI pH final: e
e plL de NaOH pHfinal — o
DADOS DA AGUA DE DILUICAOD
Local de coleta: Angra dos Reis Data: _25 | ¢! | o4

-

Salinidade: 23 % pH:_f 04 0OD: 539 ma/L

Avenida 24. s/in® - Polo Bio-Rio - Incubadeira 34 - Cidade Universitaria - llha do Fundao
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ = Tel{5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org. br
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ORIGEM DOS ORGANISMOS

[Cuitivo_{ n) Fonte: LABTOX Lote:
Campo ( ) Local de coleta: Data: //f
——
MANUTENCAO DOS ORGANISMOS:
Alimento: nduplios de Arfemia sp. Temperatura: 25 £ 1°C Salinidade: 34 + 1%
ad libitum
Idade dos organismos: Ja 4 dias Fotoperiodo: 12:12h
4
= s TESTE
INICIO Data: Hora:
, 0./ o2 [ oY 09 h 0D min
TERMINO Data: Hora:
434 o2 | O Il h 05 min
Preliminar { ) Estatico: (w) Com aeragao: ( *=<) Sem aeragédo: ( )
Definitivo I:DQ‘:I Semi-estatico () Renovagio:_—— h. -

Volume da soluciio-teste por béquer; _ 3000 aaals

N® de organismos por béquer. __ {0

N de réplicas por concentragdo: _ <~

Avenida 24, s/n® - Palo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - [tha do Fundao
Cep - 21941-590 — Ria de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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Solugido-estoque: }.000.000 (ppm) (mah=—%3 Teste 397

Unidade: g\a Pw Preparo das solucoes-teste 3000 wik

Solugdo 1 0,0 - — mida solugdo-estoque + &y  ml de agua de diluigdo.

Solugdo 2 1812 - 2344 mida solugio-estoque + 29%¢ ¢ mL de agua de diluigao.

Solugdo 3 35-[’2}&5 - 4 3 mlda soluggo-estoque + 4973 mL de agua de diluiggo.

Soluggo 4 3).950 - ¢ 5 15 ml da solugdo-estoque + £90¢ _mL de agua de diluicao.

Solugdo 5 _( .57 : 137,90 mlL da solugdo-estoque + 48[ 5 mL de dgua de diluigdo.

Solugdo 6 1350070 : 375  ml da solugio-estoque + 26 25 mlL de agua de diluigao.

Solucao 7 230,000 : 750  mlL da solugdo-estoque + _2 350 mL de agua de diluigao.
4

Solugdo 8 SD0.age 1 )50 mL da solugio-estoque + _ 1500 ml de agua de diluigao.
Solugio 9 J-am.w@ : 3400 _mlL da solugdo-estoque + ~—  mL de agua de diluigio.

L

mL de agua de diluicao.

Solugdo 10 _—— :_ ——  mlL da solugao-estoque +

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

EBéquer Inicio Término
Concentra n°
¢ao
©Gpm, 9?311 S% | OD (mgfl) pH S %o 0D (mall) pH
0,0 2 33 537 .04 4 B.96 | T
i v
T 313 ¥4 32 5.5G 2.0l 34 414 719
5. 636 E 33 566 | %00 33 4./ 721
g E 23 | bot g b 2
3). 250 [ 33 5.6 .03 33 | 4.3% ¥_20
62 .59 14 37 53 | Y o3 33 b 12 2. 21
25020 | i3 EE sys | 203 23 1 292 | & (F
20.eov| /9 23 S 85 3,10 33 b 258 | 3,19
SV0.ew0| 23 33 5651 917 | A 47T | v.10
Jogg oool_1¢ 33 co3 | 330 34 3 321 Y09
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ACOMPANHAMENTO DO TESTE

TESTE _ /49 #
béquer N° de org. mortos béquer N° de org. morics
ne 24h 48h 72h g5h n? 24h 48h 72h 96h
/ & 3 | Q 20 & g J —
L ¢ | s [ & | & |2 2 [+ | € |4
% Y g g 9 13 0 9 J —
. d - | # L | 213 g gl ==
g | a p | & [ 4 lgy [ £ | F ] D | —
6 ¢ § | 4 4 a5 | BL| C I
2 | & 4 | g | g | o | —T—
2 ¢ R & 2 | ar | | 5 §f | —
9 ¢ ¢ | Z | @ |\
o | 4| 9| g |4 =
I 0 & | # | © Y
[ | ¢ et 7 1 4 N
/2 ) 4 & /] \r\
14 ¢ 2 2 8 \
s el 2| g4 N
6 | & | 4 | 3 | 4 =
/2 Q 9 4 — ~N
el & [ 3] a | 4 N
m| 9 | 51 2] 4 N
\
\
S
_‘-H_hh_h'_““"--—_

Concentragao de alimento: J0

nauplios de Artémia sp. por misidaceo/dia.

Volume da solucdo de Adémiasp..Oh _£5 5 pL

48h _59 L

24h _ 3g pL
72h _3o pL

S
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TESTEN® [297

REGISTRO DE DADOS

ﬁg?%ﬁ';‘; réplica 1 réplica 2 réplica 3 réplicad | Total |Mortalida-
ou-mgl) de de
mortos %
] vV M v M v M v
0,0 VL la & llo] ¢ o]\ J | 233
toiz | & (109 [1o]lalg [\ 2 | gec
seislae lola s o lio]l 2 | ¢ec
2o [ [ 4]l o] a9 | ) 2 |e¢ce
craswl|lad | T ls1513 [% \ | 360
nsem| 8 | 2 lJola [¢ [ 4§ \ 24 | 30
ol 8 | & llol o |8 | D 2o | 866
stpe |30 | § [ Jo| Q| JO|® \ |30 | /o0
\Lomooo | 3@ [ & | do| v [Jo| ¢ \\ 30 | /0o
M = numero de organis-:::us mortos == ==
V = ndmero de organismos vivos
Sobrevivéncia no controle: ﬁ{ﬁ!}_&%
Obs:
N
e _--_-_\_-_-_-_-_-_'_'_‘—-—-_
RANDOMIZAGAO DE BEQUERES
Concentracao Bequer n® Concentragao Béquer n®
(bew) (ppm)
O!D ;,5 f{ﬂfﬂﬂ? "”é‘ }IP
Y313 5.6 250, apo 1. 2l
15.¢5% 79 0. v J2-24
31250 1o 12 1.00g. opo 25.92
-“H_'_"‘—'—-—-._
Ga.5w f5-15
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