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O presente estudo com o produto FLUIDO DE PERFURACAO BR
CARB - COD.71-05, requerido pela empresa PETROBRAS - PETROLEO
BRASILEIRO S.A., foi conduzido dentro dos preceitos estabelecidos pelo Sistema de
Qualidade do Tecam. O relatdrio final representa um registro preciso e verdadeiro dos
resultados obtidos e contém informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos
do estudo encontram-se a disposi¢cao da empresa solicitante no endereco do TECAM —

TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, a Rua Fabia, 59-Sa0 Paulo — SP.

MARIA FERNANDA ROMANELLI
Bidloga (MSc)
CRB 35816/01-D

PETROBRAS - PETROLEO BRASILEIRO SA.
Patrocinador
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade crénica do produto FLUIDO
DE PERFURACAO BR CARB - COD.71-05 para embrifes de ourico do mar (Lytechinus
variegatus), verificando a ocorréncia de retardamento no desenvolvimento embrio-larval e/ou
anomalias em ovos e larvas pluteus. Foi preparada uma mistura 1:9 do fluido com agua
marinha e a fase de sdlidos suspensos (FSS) foi utilizada para preparar as seguintes
concentragfes da amostra: 1600 ppm; 8000 ppm; 40000 ppm; 200000 ppm; 1000000 ppm.
Trés réplicas com cerca de 300 ovos recém-fecundados cada foram expostas por 24 horas aum
controle com &gua marinha e a cada concentracdo de FSS. Apos o periodo de exposicao, foi
observado que as concentragdes superiores a 8000 ppm FSS exerceram efeitos tdxicos
significativos sobre L. variegatus, em comparagdo com o controle. Desta forma, nas condices
de teste, a concentracdo de efeito ndo observado (CENO) foi estimada em 8000 ppm FSS, a
concentracdo de efeito observado (CEO) em 40000 ppm FSS e o valor crénico (VC) em 17889
ppm FSS. Adicionamente, a concentracéo de inibicdo mediana (CI50; 24h) foi estimada em
113016 ppm FSS, com intervalo de 95% de confianca de 110645 a 115156 ppm FSS.

ABSTRACT

This study was carried out to determine the chronic toxicity of the product
FLUIDO DE PERFURACAO BR CARB - COD.71-05 to embryo-larval development of
sea urchin (Lytechinus variegatus). A 1:9 fluid to seawater mixture was prepared and the
suspended particulate phase (SPP) solution was diluted to the following concentrations. 1600
ppm; 8000 ppm; 40000 ppm; 200000 ppm and 1000000 ppm. Three groups of 300 eggs newly
fertilized were exposed during 24 hours to control (synthetic seawater) and each SPP
concentration. After the exposure period, concentrations higher than 8000 ppm SPP showed
chronic toxicity to sea urchin, when compared to the control. Therefore, under the test
conditions, the no observed effect concentration (NOEC) was estimated in 8000 ppm SPP, the
lowest observed effect concentration (LOEC) was 400000 ppm SPP, and the chronic value
(CV) was 17889 ppm SPP. Furthermore, the median inhibition concentration (24-h 1C50) was
estimated in 113016 ppm SPP, with 95% confidence limits of 110645 to 115156 ppm SPP.
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INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade crénica do produto
FLUIDO DE PERFURACAO BR CARB - COD.71-05 para embrides de ourico do
mar (Lytechinus variegatus), com base no grau de desenvolvimento embrio-larval e/ou
anomalias em ovos e larvas. ApGs o periodo de 24 a 28 horas, 0s ovos recém-
fecundados devem se desenvolver até o estagio de larva pluteus, a menos que o

produto exerca efeitos toxicos durante este periodo de exposi¢ao.

MATERIAISE METODOS

A metodol ogia adotada segue a Norma Técnica CETESB L5.250 (CETESB,
1999).
1. Dados da substancia-teste
Nome comercial: FLUIDO DE PERFURAQAO BR CARB - COD.71-05.
Protocolo n°: 5374/2005.
Data de entrada: 26/08/2005.
Acondicionamento: frasco plastico, sob refrigeracéo.
Estado Fisico: liquido.
2. Dados dos or ganismos-teste
Espécie: Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea)
Idade: ovos fecundados em laboratdério, utilizados até 30 minutos apos a fecundagéo.
3. CondigOes deteste
Data deinicio: 27/09/2005.
Data de término: 28/09/2004.
Temperatura média da agua: 24,5 + 0,0 °C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Renovagdo do meio: sem renovacao (teste estatico).

RL5374-05LYC
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4. Aclimatacao e controle de sensibilidade
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Animais adultos foram coletados por mergulho na regido costeira proxima
a0 CEBIMAR-USP (S&o Sebastido - SP) e colocados em caixas de isopor, protegidos
por macroalgas coletadas no mesmo local. No laboratorio, foram transferidos para
caixas plasticas contendo dgua marinha sintética. A dgua marinhafoi preparada a partir
de sal comercial marca Coral Reef Red Sea Salt ®, com salinidade entre 32 e 35 %o.

Os gametas masculinos e femininos foram obtidos através de injecdo de
solucéo de cloreto de potassio 0,5M na regido perioral dos animais adultos, conforme
metodologia descrita em CETESB (1999). A fecundacdo foi feita “in vitro” e os
embrides obtidos foram utilizados até 30 minutos apos a fecundacéo.

Simultaneamente ao teste com a amostra, foi realizado um teste com a
substancia de referéncia, sulfato de zinco. A carta-controle de sensibilidade desse
sistema-teste no Tecam, utilizando dados acumulados de vérios testes, indica uma
CI50; 24h meédia de 0,100 mg Zn/L, com limites de controle (média £ 2.desvios
padréo) de 0,050 a 0,150 mg Zn/L.

5. Procedimentos

Os procedimentos utilizados para o preparo das dilui¢des de teste seguiram
a metodol ogia padronizada pela EPA para testes com fluido de perfuragdo, do qual se
prepara uma diluicdo 1:9 com &gua marinha e se expdem os organismos a diluicdes da
fase de sdlidos suspensos (FSS) da mistura (USEPA, 1993).

As solugbes-teste foram transferidas para tubos de ensaio, em aliquotas de
10 mL, sendo preparadas trés réplicas para cada concentracdo e seis para 0 controle
com &gua de diluicdo. Uma réplica extra de algumas concentracfes, com 20 mL de
solucdo, foi preparada para realizacdo das andlises fisico-quimicas no final do teste.
Com um micro-pipetador, um volume equivalente a 300 ovos foi transferido para cada
tubo de ensaio.

Apbs 24 horas de incubacdo, um dos tubos do controle foi retirado e o

estagio de desenvolvimento de 50 embrides foi avaliado. O teste foi encerrado apos
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este periodo porque foi obtido o limite recomendado de mais de 80% dos embrifes em
estagio de larva pluteus bem desenvolvido (CETESB, 1999).
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O contetdo de cada réplica foi transferido para potes plésticos e preservado
com 0,5 mL de formol tamponado. Uma sub-amostra de cada réplica foi analisada ao
microscopio em camara de Sedgwick-Rafter, verificando o estagio de desenvolvimento
e aocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos encontrados. Foi calculada a
porcentagem de pluteus normais e anormais em cada réplica e concentracéo.

No inicio e no fina do teste foram realizadas andlises de pH, oxigénio
dissolvido e salinidade da agua de diluicdo (controle) e de trés concentracdes da
amostra.

6. Analises estatisticas

O grau de desenvolvimento embrio-larval observado no controle e nas
solucbes-teste foi analisado para obtengdo das seguintes estimativas:

. Concentracéo de efeito ndo observado (CENO) e concentracéo de efeito observado
(CEQ), respectivamente a maior concentracdo do produto que ndo causa efeitos
significativos no crescimento dos organismos e a menor concentracéo que causa
efeitos significativos, estimados através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(USEPA, 1994), do teste de Bartlett para homogeneidade de variancia (USEPA,
1994) e do teste de Williams (Gelber et al, 1985; Williams, 1971, 1972). A partir da
média geométrica entre CENO e CEO, foi obtido o valor cronico (VC).

. Concentracdo de inibicdo mediana (CI50; 24h - concentrac8o que causa inibicdo no
desenvolvimento de 50% dos organismos apos 24 horas de exposi¢ao) e intervalo de
95% de confianga, estimados através do método de interpolacdo linear (USEPA,
1994).

RESULTADOS

O resultado do teste com o produto FLUIDO DE PERFURACAO BR
CARB - COD.71-05 esta apresentado na Tabela 1, com dados de efeito toxico e
analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no fina do teste. Os valores obtidos
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estiveram dentro das faixas estabelecidas para a aceitagéo dos resultados (CETESB,
1999).
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Apbs o periodo de exposicdo, foi observado um aumento na toxicidade do
fluido com o aumento da concentragéo, sendo que nas duas maiores concentraces
preparadas da fase de solidos suspensos do fluido (200000 ppm e 1000000 ppm FSS) o
desenvolvimento embrionério foi retardado ou inexistente.

A aplicacéo das andlises estatisticas indicou que as concentragdes superiores
a 8000 ppm FSS exerceram efeitos téxicos crénicos sobre L. variegatus, em
comparacdo com o controle. Assim, nas condi¢des de teste, a concentracéo de efeito
ndo observado (CENO) foi estimada em 8000 ppm FSS, a concentracéo de efeito
observado (CEO) em 40000 ppm FSS e o valor crénico (VC) em 17889 ppm FSS.

A aplicacdo de outra metodologia de andlise estatistica indicou que a
concentracao de inibicdo mediana (CI50; 24h) do fluido pode ser estimada em 113016
ppm FSS, com interval o de 95% de confianca de 110645 a 115156 ppm FSS.
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Tabela 1 — Resultados de toxicidade e analises fisicas e quimicas (média + desvio
padréo) obtidas no teste de toxicidade crénica com Lytechinus variegatus
para o produto FLUIDO DE PERFURACAO BR CARB - COD.71-05,

apos o periodo de exposicao.

~ : . Oxigénio
Concentragéo Efeito pH Salinidade dissolvido

(%0) (%0) (mg O,/L)

Controle 9 8,1+ 0,0 33x1 6,1+ 0,3
1600 ppm FSS 9 8,1+0,1 A4+l 6,2+ 0,4
8000 ppm FSS 11 IN.A. N.A. N.A.
40000 ppm FSS 16 8,1+0,1 4+1 6,0+ 0,6
200000 ppm FSS 100 N.A. N.A. N.A.
1000000 ppm FSS 100 8,1+0,2 3B+l 6,2+ 0,2

FSS: Fase de sdlidos suspensos.
N.A.: N&o analisado.

RL5374-05LYC



