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DECLARACAO

O presente estudo com o produto FLUIDO DE PERFURACAO SEA
WATER / BENTONITE SWEEPS foi requerido pela empresa BAKER
HUGHES INTEQ e contém informagdes estritamente confidenciais.

O estudo descrito nesse relatorio final foi conduzido de acordo com o
protocolo previsto sob a orientagdo e supervisdo do Diretor de Estudo. O relatorio
final representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos. Néo
foram observados desvios ou ndo-conformidades que afetem a qualidade do
estudo. Os dados brutos do estudo encontram-se a disposi¢do da empresa
solicitante no endere¢co do TECAM - TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, a R.
Tavares Bastos, 937. S. Paulo - SP.

Sao Paulo, 31 de marco de 2000.

| Regina/’éavﬁia Sdfadi (MSc)
Diretor de Estudo
CRB 06126-01
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica do produto
FLUIDO DE PERFURACAO SEA WATER / BENTONITE SWEEPS (T06240-
00) sobre embrides de ourigo do mar (Lytechinus variegatus), verificando a ocorréncia
de retardamento no desenvolviménto embriolarval e/ou anomalias em ovos e larvas
pluteus. Para tanto, trés réplicas com cerca de 300 ovos recém-fecundados cada foram
expostas por 24 horas as seguintes concentragdes do produto: 250 ppm (0,025 %);
1.200 ppm (0,12 %); 6.000 ppm (0,6 %); 30.000 ppm (3,0 %) e 150.000 ppm (15 %).
Ap6s 24 horas de exposi¢do, foi observado que as concentragdes superiores a 30.000
ppm exerceram efeitos toxicos cronicos sobre L. variegatus, em comparagdo com o
controle. Desta forma, nas condigdes de teste, a concentragdo de efeito ndo observado
(CENO) foi estimada em 6.000 ppm, a concentragdo de efeito observado (CEO) em
30.000 ppm e o valor cronico (VC) em 13.416 ppm.

ABSTRACT

This study was carried out to determine the chronic toxicity to sea urchin
(Lytechinus variegatus) of the product SEA WATER / BENTONITE SWEEPS
DRILLING FLUID (T06240-00). Three groups of 300 eggs newly fertilized were
exposed during 24 hours to the following concentrations: 250 ppm (0.025 %); 1,200
ppm (0.12 %); 6,000 ppm (0.6 %); 30,000 ppm (3 %) and 150,000 ppm (15 %). After
24 hours exposition, concentrations higher than 30,000 ppm were chronically toxic to
sea urchin, comparing to control. Therefore, under the test conditions, the no observed
effect concentration (NOEC) was estimated in 6,000 ppm, the lowest observed effect

concentration (LOEC) was 30,000 ppm, and the chronic value (CV) was 13,416 ppm.
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SUMARIO

DADOS GERAIS
Empresa Solicitante: BAKER HUGHES INTEQ

CONFIDENCIAL

Nome do Produto: FLUIDO DE PERFURACAO SEA WATER / BENTONITE SWEEPS.

Fabricante: BAKER HUGHES INTEQ.
Codigo Tecam: T06240-00.

Teste: Toxicidade cronica de curta duragdo com ourigo do mar (Lytechinus

variegatus).
Metodologia: CETESB, 1999.
Diretor de estudo: Regina Sawaia Safadi (MSc).

DADOS DAS AMOSTRAS
Data de entrada: 17/02/00.
Tipe: fluido de perfuragao.
Estado Fisico: Liquido.

Composi¢ao (dados fornecidos pelo fabricante):

Freshwater | o

Bentonite 72 kg/m3

Bentonite extender (BENEX) | 0.14 kg/m3|

Causticsoda | 0.85kgm3

Soda ash 1 kg/m3
CONDICOES DE TESTE

Data de inicio: 19/02/00.

Data de término: 20/02/00.
Espécie: Lytechinus variegatus.
Duracio: 24 horas.

Temperatura média da agua: 24,5 + 0,5 °C.

rlt06240ly-2.doc 31/03/00
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Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Renovacio do meio: sem renovagao (teste estatico).

Agua de diluigiio e controle: 4gua marinha natural filtrada com salinidade 34 + 2 %o.

Concentracdes: 250 ppm (0,025 %); 1.200 ppm (0,12 %); 6.000 ppm (0,6 %); 30.000
ppm (3,0 %); 150.000 ppm (15 %).

CONCLUSAO
A concentragdo de efeito ndo observado (CENO), a concentragdo de efeito observado
(CEO) e o valor cronico (VC) do produto FLUIDO DE PERFURACAO SEA
WATER / BENTONITE SWEEPS, estimados para os efeitos sobre o
desenvolvimento embriolarval de ourigo do mar (Lytechinus variegatus), nas condigdes
de teste, foram estimados em:

CENO = 6.000 ppm

CEO = 30.000 ppm

VC = 13.416 ppm

/
r1t06240ly-2.doc 31/03/00 [{V
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SUMMARY

GENERAL DATA

Sponsor: BAKER HUGHES INTEQ

Product: SEA WATER / BENTONITE SWEEPS DRILLING FLUID.
Manufacturer: BAKER HUGHES INTEQ.

Tecam Code: T06240-00.

Test: Short-term chronic toxicity test to sea urchin (Lytechinus variegatus).
Methodology: CETESB, 1999.

Study Director: Regina Sawaia Safadi (MSc).

PRODUCT DATA
Received: 02/17/00.
Type: Drilling fluid.
Physical state: Liquid.

Composition (data from manufacturer):

Fresh water N . _

Bentonite | 72kg/m3

'Bentoni_fre extender (BENEX) | 0.14 kg/m3

Caustic soda | 0.85 kg/m3

Sodaash | 1 kg/m3
TEST CONDITIONS

Initial date: 02/19/00.

Ending date: 02/20/00.

Specie: Lytechinus variegatus.

Duration: 24 hours.

Average water temperature: 24.5 + 0.5 °C.

Photoperiod: 16 hours light and 8 hours darkness.

r11062401y-2.doc 31/03/00 /




ECAM

TECNOLOGIA AMBIENTAL CONFIDENCIAL 8

Solution renewal: static test.

Dilution water and control: filtered natural seawater (salinity 34 + 2 %o0).

Concentrations: 250 ppm (0.025 %); 1,200 ppm (0.12 %); 6,000 ppm (0.6 %); 30,000
ppm (3 %); 150,000 ppm (15 %).

CONCLUSION
The no observed effect concentration (NOEC), the lowest observed effect
concentration (LOEC), and the chronic value (CV) of the prodll(;t SEA WATER /
BENTONITE SWEEPS DRILLING FLUID, estimated for the effects on embryo-
larval development of sea urchin (Lytechinus variegatus), under the test conditions,
were:

NOEC = 6,000 ppm

LOEC = 30,000 ppm

CV = 13,416 ppm

rlt062401y-2.doc 31/03/00
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PROCEDIMENTOS

1. Sistema teste

A espécie utilizada foi Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea).
Animais adultos foram coletados por mergulho na regido costeira proxima ao
CEBIMAR-USP (Sao Sebastido - SP) e colocados em caixas plasticas, protegidos por
macroalgas coletadas no mesmo local. No laboratorio, foram transferidos para caixas

contendo agua marinha e aeragdo intensa, sendo devolvidos ao ambiente apos o teste.

2. Preparo das solucoes
O produto foi dissolvido com agua marinha natural filtrada. Foram
preparadas as seguintes solugdes teste:
A. 150.000 ppm (15 %): 75 mL do produto + agua de diluigdo até¢ 500 mL.
B. 30.000 ppm (3 %): 20 mL da concentragdo A + agua de diluig¢do até 100 mL.
C. 6.000 ppm (0,6 %): 4 mL da concentragdo A + agua de diluigdo até 100 mL.
D. 1.200 ppm (0,12 %): 0,8 mL da concentracdo A + agua de diluicdo até 100 mL.
E. 250 ppm (0,025 %): 20,8 mL da concentragdo D + agua de diluigdo até 100 mL.

3. Condicdes de teste

Os gametas foram obtidos através de inje¢do de solugdo de cloreto de
potassio 0,5M na regido perioral dos animais adultos, conforme metodologia descrita
em Cetesb (1999). A fecundagdo foi feita “in vitro” e os embrides obtidos foram
utilizados até 30 minutos ap6s a fecundagéo.

As amostras foram transferidas para tubos de ensaio, em aliquotas de 10 mL,
sendo preparadas 3 réplicas para cada concentragdo e 6 para o controle com agua de
diluigdo. Uma réplica extra da maior concentragdo, com 20 mL de agua, fo1 preparada
para realizagdo das analises fisico-quimicas no final do teste. Com um micro-pipetador,

um volume equivalente a 30 ovos/mL foi transferido para cada tubo de ensaio.

rlt062401y-2.doc 31/03/00 %
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O teste foi incubado a 24,5 + 0,5 °C, em ambiente com fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro. Apos 24 horas de incubagdo, um dos tubos do
controle foi retirado e o estagio de desenvolvimento de 50 embrides foi avaliado. O
teste pode ser encerrado apods este periodo porque foi obtido o limite recomendado de
mais de 80% dos embrides em estagio de larva pluteus bem desenvolvido.

O conteudo de cada réplica foi transferido para potes plasticos e preservado
com 0,5 mL de formol tamponado com bdrax. Uma subamostra de cada réplica foi
analisada ao microscopio em camara de Sedgwick-Rafter, veriﬁc:ando o estagio de
desenvolvimento e a ocorréncia de anomalias nos 100 priﬁlcims Organismos
encontrados. Foi calculada a porcentagem de pluteus anormais em cada amostra.

No inicio e no final do teste foram realizadas analises de pH, oxigénio
dissolvido e salinidade da agua de diluigdo (controle) e da maior concentragdo

preparada.

4. Substancia de referéncia

Simultaneamente ao teste com o produto, foi realizado teste com a
substancia de referéncia, sulfato de zinco. A concentragdo de inibigdo (CI50; 24h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 0,072 mg Zn/L (1.C.: 0,070 a 0,073 mg
Zn/L).

5. Analises estatisticas
Foram aplicadas as seguintes analises estatisticas:
. Teste de Normalidade do Chi-Quadrado (USEPA, 1992).
. Teste de Bartlett para homogeneidade de variancia (USEPA, 1992).
. Teste de Williams (Gelber et alii, 1985; Williams, 1971, 1972): para comparagao do
desenvolvimento embriolarval médio do controle com o das demais solugdes

teste.

rlt062401y-2.doc 31/03/00 \%’
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RESULTADOS E CONCLUSAO

O resultado do teste com o produto FLUIDO DE PERFURACAO SEA
WATER / BENTONITE SWEEPS esta apresentado nas Tabelas 1 e 2, com dados de
efeito toxico e analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do teste.

Apoés 24 horas de exposig¢do, foi observado um aumento na toxicidade do
fluido com o aumento da concentragdo, sendo que na maior conceptragz’io preparada
(150.000 ppm) o desenvolvimento embrionario foi retardado ou inexistente.

A aplicagdo das analises estatisticas indicou que as concentragdes superiores
a 30.000 ppm exerceram efeitos toxicos cronicos sobre L. variegatus, em comparagao
com o controle. Desta forma, nas condi¢gdes de teste, a concentragdo de efeito ndo
observado (CENO) foi estimada em 6.000 ppm, a concentragdo de efeito observado

(CEO) em 30.000 ppm e o valor cronico (VC) em 13.416 ppm.
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Tabela 1 — Efeito toxico e analises fisicas e quimicas (média + desvio padrio)
efetuadas no inicio e no final do teste no teste de toxicidade cronica de
curta duragdo com ourico do mar para o produto FLUIDO DE
PERFURACAO SEA WATER / BENTONITE SWEEPS, ap6s 24 horas

de exposigao.

Concentragio Efeito pH Salinidade  Oxigénio dissolvido
(%) (%0) ~ (mgOyL)

Controle 16 8,1+0,0 34+ 0 85 1.0

250 ppm 33 N.A. N.A. N.A.

1.200 ppm 16 N.A. N.A. N.A.

6.000 ppm 26 N.A. N.A. N.A.

30.000 ppm 39 N.A. NA. N.A.

150.000 ppm 100 8,6+0,1 3140 e

N.A.: N3o analisado.
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