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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com o produto SISTEMA PERFFLOW-
CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12) requerido pela empresa BAKER
HUGHES INTEQ foi conduzido de acordo com o protocolo descrito nesse
relatorio e sob a orientagdo e supervisdo do Diretor de Estudo. O relatorio final
representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados’ obtidos e contém
informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-se a
disposi¢do da empresa solicitante no enderego do TECAM - TECNOLOGIA

AMBIENTAL LTDA, a R. Fabia, 59 - S. Paulo - SP.

Qw@@f B 15/10/01

REGINA’SAWAIA'SAFADI (PhD)
Diretor de Estudo
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica do produto SISTEMA
PERFFLOW-CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12) (T13029-01) para embrides de ourigo 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 solidos suspensos (FSS) foi utilizada para preparar as seguintes
concentragdes da amostra: 160 ppm; 800 ppm; 4000 ppm; 20000 ppm,e 100000 ppm. Trés
réplicas com cerca de 300 ovos recém-fecundados cada foram exposte{s por 25 horas a um
controle com agua marinha e a cada concentracdo de FSS. Apds o periodo de exposigdo, foi
observado que as concentragdes superiores a 20000 ppm FSS exerceram efeitos toxicos
significativos sobre L. variegatus, em comparagdo com o controle. Desta forma, nas condigdes
de teste, a concentragdo de efeito ndo observado (CENO) foi estimada em 4000 ppm FSS, a
concentragdo de efeito observado (CEO) em 20000 ppm FSS e o valor cronico (VC) em 8944
ppm FSS. Adicionalmente, a concentragdo de inibigdo mediana (CI50; 24h) foi estimada em

57202 ppm FSS, com intervalo de 95% de confianga de 55781 a 58387 ppm FSS.

ABSTRACT

This study was carried out to determine the chronic toxicity of the product
SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12) (T13029-01) 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: 160 ppm; 800 ppm; 4000 ppm; 20000 ppm and 100000 ppm. Three groups of
300 eggs newly fertilized were exposed during 25 hours to control (synthetic seawater) and each
SPP concentration. After the exposure period, concentrations higher than 20000 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 4000 ppm SPP, the
lowest observed effect concentration (LOEC) was 20000 ppm SPP, and the chronic value (CV)
was 8944 ppm SPP. Furthermore, the median inhibition concentration (24-h IC50) was
estimated in 57202 ppm SPP, with 95% confidence limits of 55781 to 58387 ppm SPP.
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INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica do produto
SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12) para embrides de
ourigo do mar (Lytechinus variegatus), com base no grau de desenvolvimento embrio-
larval e/ou anomalias em ovos e larvas. Apos o periodo de 24 a 28 horas, os ovos recém-
fecundados devem se desenvolver até o estagio de larva pluteus, a menos que o produto
exerca efeitos toxicos durante este periodo de exposigao. 'i

A metodologia adotada segue a Norma Técnica CETESB L5.250 (CETESB,
1999).

MATERIAIS E METODOS

1. Substancia-teste

A amostra de SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12)
(Cddigo Tecam T13029-01) foi recebida no laboratério em 20/08/01, acondicionada em
frasco plastico, sob refrigeracéo.

A composigdo da amostra, segundo informagdes fornecidas pela empresa, € a

seguinte:

Produto Conc.
Agua 0,82 bbl
KCl 191b
Soda caustica 21b
Perfflow 551b
Claytrol 51b
Check loss 21b
Aquacold 3% em volume
Bio Spot 0,75% em volume
Penetrex 2,0% em volume
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2. 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 de isopor, protegidos por
macroalgas coletadas no mesmo local. No laboratorio, foram transferidos para caixas

plasticas contendo agua marinha e aeragao intensa.

3. Agua de diluicio

Para diluigdo das solugdes-teste foi utilizada agua marinha sintética,
preparada com agua deionizada a partir de sal comercial marca CORAL REEF RED SEA
SALT ®, com salinidade entre 32 e 35 %o. O preparo ocorreu no minimo 24 horas antes

de utilizagdo no teste de toxicidade e a agua foi mantida sob aeragdo intensa e filtrada

antes de ser utilizada.

4. Preparo da amostra e solugdes

Os procedimentos utilizados para o preparo das dilui¢des de teste seguiram a
metodologia padronizada pela EPA para testes com fluido de perfuragdo, do qual se
prepara uma diluigdo 1:9 com agua marinha e se expde os organismos a diluigdes da
fase de solidos suspensos (FSS) da mistura (USEPA, 1993).

O produto fo1 homogeneizado com agitador industrial por 30 minutos ¢ o pH
for ajustado para + 0,2 unidades do pH da agua de diluigdo (d4gua marinha sintética).
Uma aliquota de 25 mL foi retirada, diluida com 225 mL de agua marinha (diluigado 1:9)
¢ a mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 5 minutos, com pH ajustado para 7,8
+ 0,1. Esta mistura for mantida em repouso para decantagdo por 1 hora, na mesma
temperatura de teste. A fase de soOlidos suspensos (FSS) obtida foi cuidadosamente
retirada e as seguintes solugdes-teste foram preparadas:

A. 100000 ppm: 10 mL da FSS + agua de diluigdo até 100 mL.
B. 20000 ppm: 2 mL da FSS + agua de diluigao até 100 mL.
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C. 4000 ppm: 2 mL da FSS + agua de diluigdo até 500 mL.
D. 800 ppm: 20 mL da solugdo C + agua de diluigdo até¢ 100 mL.
E. 160 ppm: 4 mL da solugdo C + agua de diluigdo até¢ 100 mL.

5. Condicdes de teste e procedimentos

Os gametas foram obtidos através de injecdo 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 obt:dos foram utilizados
até¢ 30 minutos apos a fecundagdo.

As solugdes-teste foram transferidas para tubos de ensaio, em aliquotas de 10
mL, sendo preparadas trés réplicas para cada concentragdo e seis para o controle com
agua de diluigdo. Uma réplica extra de algumas concentragdes, com 20 mL de solugdo,
foi preparada para realizagdo das analises fisico-quimicas no final do teste. Com um
micro-pipetador, um volume equivalente a 300 ovos foi transferido para cada tubo de
ensaio.

O teste teve inicio em 29/09/01 e término em 30/09/01. A incubagdo foi feita
sob temperatura média da agua de 24,7 + 0,0 °C, em ambiente com fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro. Apds 24 horas de incubagdo, um dos tubos do controle
foi retirado e o estagio de desenvolvimento de 50 embrides foi avaliado. Uma vez que o
limite recomendado de mais de 80% dos embrides em estagio de larva pluteus bem
desenvolvido ndo foi atingido até o término deste periodo, o teste foi prolongado por
mais uma hora, sendo portanto encerrado apds 25 horas de exposigao.

O contetdo 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, verificando o estagio de
desenvolvimento e a ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos
encontrados. Foi calculada a porcentagem de pluteus normais e anormais em cada

réplica e concentragao.
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No inicio e no final do teste foram realizadas analises de pH, oxigénio
dissolvido e salinidade da agua de diluigdo (controle) e de duas concentragdes do

produto.

6. Analises estatisticas
O grau de desenvolvimento embrio-larval observado no controle e nas
solugdes-teste foi analisado para obtengdo das seguintes estimativas;

. Concentragdo de efeito ndo observado (CENO) e concentrag:ﬁo-: de efeito observado
(CEQ), respectivamente a maior concentragdo do produto que ndo causa efeitos
significativos no crescimento dos organismos € a menor concentragdo 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 alii, 1985; Williams, 1971, 1972). A partir da
média geométrica entre CENO e CEO foi obtido o valor crénico (VC).

. Concentragdo de inibi¢do mediana (CI50; 24h - concentragdo que causa inibi¢gdo no
desenvolvimento de 50% dos organismos apods 24 horas de exposi¢do) e intervalo de
95% de confianga, estimados através do método de interpolagdo linear (USEPA,
1994),

7. Substancia de referéncia

Simultaneamente ao teste com o produto, foi realizado um teste com a
substancia de referéncia, sulfato de zinco. A concentragdo de inibigdo (CI50; 24h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 0,122 mg Zn/L (1.C.: 0,121 a 0,123 mg
Zn/L). A carta-controle de sensibilidade desse sistema-teste no Tecam, utilizando dados
acumulados de varios testes, indica uma CI50; 24h média de 0,080 mg Zn/L, com
limites de controle (média + 2.desvio padrdo) de 0,039 a 0,120 mg Zn/L.
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RESULTADOS

O resultado do teste com o produto SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL-
AQUACOLD (pH 12) esta apresentado na Tabela 1, com dados de efeito toxico e
analises fisicas e quimicas efetuadas no inicio e no final do teste.

Apos o periodo de exposigao, o desenvolvimento embrionario foi retardado
ou inexistente na concentragdo 100000 ppm da fase de sélidos suspensos (FSS) do
fluido. Nesta concentragdo, o teor final de oxigénio dissolvido foi inferior ao limite
recomendado de 3,9 mg/L (CETESB, 1999). Os demais valores obtidos estiveram dentro
das faixas estabelecidas para a aceitagdo dos resultados (CETESB, 1999).

A aplicagdo das analises estatisticas indicou que as concentragdes superiores
a 20000 ppm FSS exerceram efeitos toxicos cronicos sobre L. variegatus, em
comparagdo com o controle. Assim, nas condig¢des de teste, a concentragdo de efeito ndo
observado (CENO) foi estimada em 4000 ppm FSS, a concentragdo de efeito observado
(CEO) em 20000 ppm FSS e o valor cronico (VC) em 8944 ppm FSS.

A aplicagdo de outra metodologia de analise estatistica indicou que a
concentragdo de inibigdo mediana (CI50; 24h) do fluido pode ser estimada em 57202
ppm FSS, com intervalo de 95% de confianga de 55781 a 58387 ppm FSS.

CONCLUSAO

A toxicidade cronica da fase de sélidos suspensos (FSS) do produto
SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL-AQUACOLD (pH 12) para o
desenvolvimento embrio-larval de Lytechinus variegatus, nas condigdes de teste, foi
estimada em:

CENO = 4000 ppm FSS
CEQO = 20000 ppm FSS
VC = 8944 ppm FSS
CI50; 24h = 57202 ppm FSS (55781 a 58387 ppm FSS)

) )
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Tabela 1 — Efeito toxico e analises fisicas e quimicas (média + desvio padrdo) efetuadas
no inicio € no final do teste no teste de toxicidade cronica de curta duragdo
com ourigo do mar para o produto SISTEMA PERFFLOW-CLAYTROL
-AQUACOLD (pH 12), apos o periodo de exposigao.

Concentragao Efeito pH Salinidade  Oxigénio dissolvido
(%) (%o0) (mg O,/L)

Controle 13 8,1+0,1 3251 sl 0 F S

160 ppm FSS 14 N.A. N.A. N.A.

800 ppm FSS 14 N.A. N.A. N.A.

4000 ppm FSS 15 8.1+0,1 32+ 1 5,6 + 0,4

20000 ppm FSS 19 N.A. N.A. N.A.

100000 ppm FSS 100 7,9+04 32+1 dil=2 5

FSS: Fase de solidos suspensos.
N.A.: Nao analisado.
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