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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO DE PERFURACAO SALGADO
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdio requisitante: Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS

Técnico requisitante: Hélio Gama

Enderego: Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ

Tel.: (22) 2761-2644/2761-9086

Auvaliaggo solicitada: Teste embriolégico

Organismo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: cronico de curta duragdo

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

anomalias)

Identificagio da amostra pelo solicitante: Fluido de perfuragdo Salgado (KCl e NaCl), tratado
com polimero catinico.
Fluido Polimérico  Codigo: 2.5.4
Data: 26/04/2004

Codigo de entrada no Labtox: L135604
Data de entrada no Labtox: 28/04/2004

RESULTADOS

CENO 122 ppm CEO 244 ppm
VC = 172,53 ppm

Controle: 84.75% de pluteus

DSS: CE(1)50 = 0,98 mg.L™' (1C=0,93 — 1.02 mg.L")

“IC: Intervalo de confianga

7

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitaria - Ilha do Fundgo ‘

Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5651 / 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox(@labtox.com.br
Visite nosso site: www.labtox.com.br




otz 3

Tecnologia Amblental

L1356LVC

1- OBJETIVO

Este teste, realizado em 29 de abril de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido de Perfuragio Salgado (KCl e NaCl) — Polimérico sobre os

embribes do ourico Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

O teste embriolégico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptagdes. Este teste
consiste na exposi¢io dos ovos a diferentes diluigdes do fluido, avaliando-se a diluigdo 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 é realizado um teste de toxicidade com o padrdo
dodecil sulfato de sédio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CArLcuLo bA CENO, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que nfio 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 et al., 1991).

A normalidade ¢ a homocedasticidade da propor¢do de embrides desenvolvidos foi
verificada através dos testes de “Shapiro-Wilks” e “Bartlett”, respectivamente. A estimativa
dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste de "Willians™.

Ap6s a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que representa a

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragio maxima aceitdvel da amostra.
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
TEPO Qe EESLE. ..ceuveueerereeinctererit ettt ettt ns estatico
Temperatura de INCUDAGHAD.......ccueeriirrieierieietetee ettt 25+0,5°C
FOLOPETIOAO. ....veeeeneeeeeeititiitiie ettt sains 12:12h luz e escuro
FTASCO-TESEE. .eveiiuneiieirieereeirrrereesreersneeessseeesenseeaeseesessssssssnsesansnsssessnsessessesesnasesns tubos de ensaio
VoIume de SOIIGAO-TESIE. ...c.ververueeererntierreiriiiiti ettt e s s ssse s sensassenns 10mL
Origem doOs OrganiSMOS.......c..eeverveesvenneae gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
N° de organiSmOS / frasCo.......c.ccvctriiiiiiiniiniieteret et 300 ovos
N de réphicas / dIEIGHO. ......c.coverrreetiitiiriiteertrec ettt ettt sastaes 04
INC e QIUIGTES....veveerrerenreerseeereerereeseeeeeseseereretnssesesssssasssssesssenssesssnssssasssssassssns 14 + 1 controle*
ANMENLAGHO. .. e veeveeneeereeieeeriestistiterte e e e rtes e sb e e s st s st e ssasessneenesussbssnsnasas sem alimentagéo
Agua de diIUIGHO. ......cvevevrreereriereereneieecnere e 4gua do mar natural filtrada (0,45 pm)
Salinidade da AGUA..........ceecereeveeciniiriniciiit e sa e 34+ 1 %o
DUTACH0 O LESLE...cveeeveenreeeeeicceieeeecctit ettt s b s snsne e nnanene 25 horas
ReSpOsta....cceeveemeerrecrsnueininiennnnne. embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
EXpressdo do reSultado..........couevueeuiiiiniieiiiiieenenreet e CENO,CEOeVC
Método de CAICUIO. .....ueriecreeeeieccete et e Toxstat (Gulley et al., 1991)

*Controle: exposicdo do organismo a agua de diluicdo (4gua do mar natural) nas mesmas
condi¢des da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora da
realizagio do teste e 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 1 hora. Apoés este periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e
teve o pH ajustado de 9,62 para 8,35 com 70 pL de HCIL A partir desta solugafo- estoque
(1.000.000 ppm) foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes diluigGes:
122; 244; 488; 977; 1.953; 3.906; 7.813; 15.625; 31.250; 62.500; 125.000; 250.000; 500.000 e
1.000.000ppm (Fichas em anexo).
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VALIDADE DO TESTE
O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado valido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» O resultado com a substancia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a

espécie pelo Labtox que ¢ de 0,83 a 3,20 mg.L".
3 -RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus mal formados e/ou com atraso no
desenvolvimento sdio apresentados na tabela L.

O valor de CENO (concentragio de efeito ndo observado) obtido com o Fluido de
Perfuragio Salgado (KCl e NaCl) - Polimérico foi de 122 ppm, o valor de CEO (concentragdo
de efeito observado) foi de 244 ppm e o VC (valor cronico) de 172,53 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus sauddveis obtido no controle foi de 84,75 % ¢
a CE(I)50 obtida com a substéncia de referéncia (DSS) foi de 0,98 mg.L'1 (IC=10,93 -1,02
mg.L'l). Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas

diferentes diluicdes, encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

Transform: NO TRANSFORMATION

WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2
ISOTONIZED CALC. SIG TABLE DEGREES OF
IDENTIFICATION MEAN WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM
0.0 0.151
122 0.151 0.045 1.75 k=1, v=15
244 0.225 2.613 * 1.84 k=2, v=15
488 0.255 3.694 * 1.87 k=3, v=15
977 0.910 27.298 * 1.88 k=4, v=15
s= 0.039
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Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
dilui¢des do Fluido de Perfuragdo Salgado — Polimérico no teste conduzido em

29/04/2004.
Numero de pluteus Numero de pluteus
Diluigéo Saudaveis | Afetados Diluigdo Saudaveis Afetados
(ppm) (ppm)
87 13 0 100
Controle 82 18 15.625* 0 100
84 16 0 100
86 14 0 100
92 08 0 100
122 83 17 31.250* 0 100
84 16 0 100
81 19 0 100
80 20 0 100
244* 78 22 62.500* 0 100
78 22 0 100
74 26 0 100
73 27 0 100
488* 74 26 125.000* 0 100
76 24 0 100
75 25 0 100
0 100 0 100
977* 14 86 250.000* 0 100
09 91 0 100
13 87 0 100
0 100 0 100
1.953* 0 100 500.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
3.906* 0 100 1.000.000* 0 100
0 100 0 100
0 100 0 100
0 100
7.813% 0 100
0 100
0 100

* Significativamente diferente do controle.
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5 - EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus - CRB-2 - 12156/02
Dra. Marcia Vieira Reynier - CRB-2 - 07135/02

Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRB-2 - 12671/02

BIOLOGAS:
Carina C. Gomes Machado - CRB-2 —32963/02
Desideria Lima Calleja - CRB-2 — 38219/02 P

AUXILIAR DE ANALISE: Viviane Euzébio Luiz

~ ELABORADO POR: REVISADOPOR -

Dra. Maria Cristina Maurat ‘ MSec. Leila A. da Silva Kraus
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Rio de Janeiro, 12 de maio de 2004.
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Data Inicio: 22 [ o4 [ U4 Hora: ""ﬁ Término:
Organismo-teste: | ... .. Operador(es): v ixan

Tipo de teste: ( ) fecundagdo ( » ) embrioldgico

Tipo de amostra: (s - Cod. entrada 12 o Salinidade: _2° %o pH
Solugcédo-estoque: .o mL (mg) da substancia (amostra bruta) <4, mL de agua de diluigao
Concentracao final da solugéo-estoque: 3 oo ppm(mg/L %)

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada — mL  Vol. de salmoura: mL
Vol. amostra _— _ mL Salinidade final da amostra %  Conc. final da amostra:
Salmoura: Método: Salinidade: %o pH: __—

Ajuste dopH: ¢y  pL de HCI puL de NaOH pH final: __ 35

Agua de diluicdo: Lote: S Salinidade: _ - %opH: ¢ o OD:_=ee  mgl”
Vol. da solugdo-teste por tubo: __ 0 mL Vol. solug&o de ovos: ALA pL
N° de réplicas por dilui¢do:

Manutencao do teste: Temperatura 25+0,5°C Fotoperiodo: 12:12h Duragdo do teste: pi7/ h

— Vol. sol. estoque | Vol. 4gua de diluigao
o~ | mL . mL
00 D B V- 10
a2z e 000 o] 99,928 an |
244 90 99,9%6 | 9 a4
483 9o 99,95\ | 9u %2
__ 0,09 35,902 IR
ors | 99.30s | acem
Gigas $9.6) | roorn 1o
RS A .D‘;;'(. SRR B | ags 102
Loeg 9¢,44
96 B3 | m6 v |
Ll 200 | 9335 A2 -y 125
Ao chgs - g 7S STRWELS )
25458600 - 15 r
| 140
rOG l o
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PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

Diluigao Inicio Término
(i) S (%o) oD pH S (%o) oD pH
00 3% S L6 3,10 33 5 6H FRI-.
iee 23 529 g 5L 33 | ®"qF &J&Lf |
24y 33 556 31% 13 'a, 140 |
a8 3 55+ 9919 | B 5,33 T
1953 = 39 53¢ % 1A 35 5.4y K|
3 206 33 5,40, 8% s Ul t oY%
ver T 33 | ol Murd 6] 33 il Loo
1S LS 29 5,70 248 3 5] 1.2
33 130 33 Sl %G )5 Moo | .84
37 5,42 bAL I 262, eI
L5 U 34 513 6. T 34 Y ERL
250000 3 4l £,3) N INE 113
wo oo | 39 AT BT 3 A 1,60
T Gt s 3t 'qu L334
R
- - \
OBS: e
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