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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO DE PERFURACAO SALGADO
(KCL E NACL) — BASE AGUA UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR
LYTECHINUS VARIEGATUS (ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

L1360LYVC

SOLICITANTE:

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

Executado por:

LLABTOX — Laboratorio de Analise Ambiental L.tda
Av. 24_ s/n” - Pdlo Bio-Rio - Laboratorio 4
Cidade Universitaria — [lha do Fundédo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Teste 1360 LVC
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LAUDO DE TOXICIDADE

L1360LYVC

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

Avaliacfio solicitada: Teste embriologico

Orgamsmo teste: Lytechinus variegatus

Tipo de teste: crinico de curta duragio

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

anomalias)

Identificacfio da amostra pelo solicitante: Fluido de perfuragiio Salgado (KCl e NaCl), tratado
com polimero eatidnico.
Fluido Base Agua  Cédigo: 2.5.9
Data: 19/04/2004

Codigo de entrada no Labtox: 1136004
Data de entrada no Labtox: 28/04/2004

RESULTADOS

CENO 7.813 ppm CEO 15.625 ppm
VC = 11.049 ppm

Controle: 81.5 % de pluteus

DSS: CE(I)50 = 2,83 mg L™ (IC =2,72 — 2,94 mg. L")

IC: Intervalo de confianga i/')

Avenida 24, afn® - Folo Bio-Rtio - Laboratorio 4 - Cidade Universitina - Iha do Fundio
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L1360LVC

1- OBJETIVO

Este teste. realizado em 04 de maio de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade cronica do Fluido de Perfuragio Salgado (KCI e NaCl) — Base Agua sobre os

embrides do ourigo Lytechinus variegatus.

2 - METODOLOGIA

O teste embriolégico seguiu a Norma CETESB (1999). com adaptagdes. Este teste
consiste na exposicio dos ovos a diferentes diluigdes do fluido, avaliando-se a dilmgdo 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 0 padréo
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se o0s organismos estdo

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CALcuLO DA CENO, CEOE VC

O wvalor de CENO (maior concentragdo utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) ¢ CEO (menor concentragdo utilizada que causa
cfeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipoteses
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT versao 3.3 (Gulley et al.. 1991).

A normalidade e a homocedasticidade da propor¢io de embriGes 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™.

Apos a oblengio destes valores, foi caleulado o VC (valor crdnico), que representa a

A

média geométrica de CENO e CEO e indica a concentracio maxima aceitdvel da amostra.
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L1360LVC
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
{52 T o SR R U Ty PP e e L R e e e estatico
Temperatura de INCUBACAD. ......c.vuiimmsimsisraissmasicnimsanmmsiss smsmsssssssssssnssstrspaassissssassssons 25+0.5°C
O D OO e e e B R o i e sz 12:12h luz e escuro
I N e W e B B tubos de ensaio
Vohime de soltucBo-teste. . i i s i sias iy b siassasa i sssa s s g 10 mL
Origem dos OrganiSmos............cccceemvearinens gametas obtidos de organismos coleta.dos no campo
MN? de OrgamsmOs { fEAS00: .. rissimespasmrsisismsiasssnssrsssransssasraasns srasmprasssesspe resrsnsnsnsnsansasas 300 ovos
N2 de réplicasy dilnigho:.cinimmiiuina s diais e i deaiasist s rsmrsisssarirasy 04
T2 A0 ATHEHES  covossisvissrosioni mps et s s s amsenssanismsnseonsmassomnsasssrsans ranes 12+ 1 controle™®
IO oo oo R T b e R R RS sem alimentagio
A A AICH0. o snsmimissis s s dgua do mar natural filtrada (0.45 pm)
SRS 8 ABUA. ..o nn e neerenensessspisnsssenmisssaniissthosss sonsisrmbavisntdesiiialiinisiniiinmninnunsd 34£1 %o
DUFBGHAD (0 1ESIE. c.erunresinneimesessisnnsasssssnsnnssnssassessanssssasosssssrssantansarerenssteresasssssasasssssssssssises 25 horas
RESpOSt o e embritdes mal formados ou com o desenvolvimento retardado
Expressio do reSulado. e CENO,CEOeVC
Metodo de clotlo i s rar s sm s A e Toxstat (Gulley ef al., 1991)

*Controle: exposi¢io do organismo & agua de diluigdo (4gua do mar natural) nas mesmas
condicoes 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 preparagdo foi 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 e preparou-se um extrato
aquoso na proporgio de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada e 900 mL de
4gua 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
teve seu pH ajustado de 8,95 para 8.15 com 450uL de HCL. A partir desta solucado-estoque
(1.000.000 ppm) foram preparadas as solugdes-teste, sendo testadas as seguintes diluigdes:
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

L1360LVC

O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado vélido quando:
» Apresentar no controle o minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a
espécie pelo Labtox que € de 0,83 a 3,20 meg.L".

3-RESULTADOS

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

O valor de CENO (concentragiio de efeito ndo observado) obtido com o Fluido de
Perfuracio Salgado (KCl e NaCl) — Base Agua foi de 7.813 ppm, o valor de CEO
(concentraciio de efeito observado) foi de 15.625 ppme o VC (valor cronico) de 11.049 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foide 81.5% ea
CE(I)S0 obtida com a substancia de referéncia ( DSS) foi de 2,83 mg,L'[ (IC=272—-294
me. L"), Os valores de oxigénio, pH e salinidade, medidos no micio ¢ final do teste, nas

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

ANALISE ESTATISTICA
Transform: SQUARE ROOT(Y)

WILLIAMS TEST (Isotonic regression model) TABLE 2 OF 2

[SOTONIZED  CALC. SIG TABLE  DEGREES OF
IDENTIFICATION  MEAN WILLIAMS P=.05 WILLIAMS FREEDOM

0.0 0.381

488 0.381 1.492 1.71 k=1, v=24

977 0.381 1.492 1.79  k=2,v=24

1953 0.381 1.492 1.82 k=3,v=24

3506 0.395 1.077 1.83 k=4, v=24

7813 0.395 1.077 1.84 k=5,v=24
15625 0.517 2.645 ¥ 1.84 k=6,v=24
31250 (.602 5.236 * 1.85 k=7.v=24

5= 0.046 i
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Tabela I: Numerce de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
diluigdes do Fluido de Perfuracfio Salgado — Base Agua no teste conduzido em

04/05/2004.
Numero de pluteus Nimero de pluteus
Dthusco Saudaveis | Afetados Diluicdo Sauddveis | Afetados
| pm) | (ppm) |~ )
81 19 63 37
Controle 83 17 3L.250% 62 38
82 18 65 35
80 20 65 35
89 11 0 100
488 85 15 62.500* 0 100
87 13 0 100
38 12 o 0 100
86 14 0 100
977 87 13 125.000* 0 100
89 11 0 100
86 14 0 100
86 14 (0 100
1.953 84 16 250.000* 0 100
88 12 0 100
85 15 0 100
81 19 0 100
3.906 91 09 500.000* 0 100
83 17 0 100
80 20 0 100
82 18 0 100
7.813 83 17 1.000.000* 0 100
91 09 0 100
82 18 0 100
— T
15.625* 73 27
70 30
84 16

* Significativamente diferente do controle,
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5 - EQUIPE TECNICA

DIRETORAS:

MSe 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

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

AUXILIAR DE ANALISE: Viviane Euzébio Luiz

EL&BURADQ POR: REVISADO PQR
Dra. Maria Cristina Maurat MSec. Leila A. da Silva Kraus ‘
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Rio de Janeiro. 13 de maio de 2004.
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Tecnologia Ambiental

Data Inicio:; m"q I 0s | DYy

Organismo-teste;

Hora: 1k 00O Término: 0% [ o5 104

Operador({es);

k. '\.D,_‘I:_.L.‘." :-:_-rr-['r.u "\51_{, U L@

W
Tipo de teste: ( ) fecundacdo ( Y ) embrioldgico

Tipo de amostra: gi..de

Cod. entrada 11 3¢o<4  Salinidade: _2¢ % pH 245

' Solugaoc-estoque: &2 ml (mg) da substancia (amostra bruta) +5400 mL de agua de diluicao

Concentragao final da solugdo-estoque; loscoon | pp}‘h\. (mg/L , %)

Ajuste da salinidade: Vol. 4gua destilada = mL Vol desalmoura;__ — mL
Vol. amostra  —  mlL Salinidade final da amostra _ =~ %s  Conc. final da amostra: _ —
Salmoura: Metodo: - Salinidade: = Sa: pHy =

Ajuste do pH: 4 sa uL de HCI — pL de NaOH pH final: _¥.\5

0. \vS
ia

Agua de diluicao: Lote: Salinidade: _34 %opH: 3.5F+ OD: 4,59 mg.L”

Voal. solugdo de ovos: 7 pL

Vol. da solugao-teste por tubo: ml
a5

Manutencio do teste: Temperatura 2520,5°C Fotoperiodo: 12:12h Duracao do teste: IS h

N° de réplicas por diluigée:

PREPARO DAS SOLUGOES-TESTE: Vol _ Y220 mL |
Diluigag Vol. sol. estoque | Vol agua de diluicao Tubos n®
o mi mlL Leiturs | F/Q
L-J == Lo A-5 | 46
| Lgy 0,046 29, 851 b6 wa | 1%
S 0,044 36,902 ML -aghy | Mg
1595 D3 g%, ns Ne6 -~ 439 440
Eistes 025 A9, 6} A5y - acyy | 93
__A%iB Rl %BIQE‘.'-L A4l -a5a | 240
15625 156 SR b oot -abh | 208
21 250 112 Seidd 206 - 208 | 210
Lm G2sS D25 L4 2 | s
fimonge | e 3t S U6 - 216 | 220 |
260 000 25 o 231 23t |25 |
iSsolens =0 SO T e
A0 COC (fole e Doy 23 35
= T—p e | '.
e
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Tecnologia Ambiental

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

Diluicae Inicio Término
L) S (%) oD pH S (%) 0D pH
0.0 3 RET [ 33 [ 34 heo | 393
Lee b4 05 | £.00 7 o8 | 349
4a% 34 5,39 3,93 3 3G 2.0l
| Aasmn | 94 539 1.93 H R 12 3.6
306 4 5,49 2.9 4 51/ 330
3947 34 515 3¢ by k.13 375
iwezs 37 h Ak 199 H 104 SIES
31250 b% %% E};ﬂ‘f‘ ;ﬁ hiﬁ@g H6(
LSl ok a3 o 7
reso | L0 ¢l |3 ACEE L
Sooco 235 515 1.0} 3h 293 1.6
AO0GE0 30 K3 g 15 3 n§e Hib |
ey ]
_\-‘-\_‘-\_\""-\-.._‘_
i X
OBS: \ e
"‘-\_N\‘-H‘-‘-
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