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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para embrides de ourigo do mar (Lytechinus variegatus),
verificando a ocorréncia de retardamento no desenvolvimento embrio-larval e/ou
anomalias em ovos ¢ larvas pluteus. Foi preparada a fra¢do dispersa em dgua (FDA) da
amostra. O teste foi realizado utilizando-se as seguintes concentragdes: 1,56% FDA:
3,13% FDA; 6,25% FDA; 12,50% FDA: 25,00% FDA; 50,00% FDA ¢ 100,0% FDA.
Quatro réplicas com cerca de 300 ovos recém-fecundados cada foram expostas por 24
horas a um controle com dgua marinha ¢ a cada concentragdo de FDA. Apos o periodo
de exposig¢do, foi observado que nenhuma das concentragdes preparadas exerceu
cfeitos toxicos significativos sobre L. variegatus, em comparagdo com o controle.
Desta forma, nas condig¢des de teste. a concentragdo de efeito ndo observado (CENO)
ndo pode ser estimada, sendo considerada superior a 100,0% FDA. Adicionalmente, a
concentragdio de inibigdo mediana (CI50; 24h) ndo pode ser estimada, sendo

considerada maior que 100,0% FDA.
ABSTRACT

This study was carried out to determine the chronic toxicity of the
AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS to embryo-larval development of sea urchin
(Lytechinus variegatus). The water dispersed fraction (WDF) of the sample was
prepared. The following concentrations were used in the test: 1.56% WDF; 3.13%
WDF; 6.25% WDF; 12.50% WDF; 25.00%; WDF; 50.00% WDF and 100.0% WDF.
Four groups of 300 eggs newly fertilized were exposed during 24 hours to control
(synthetic seawater) and each WDF concentration. After the exposure period, no
concentration showed chronic toxicity to sea urchin, when compared to the control.
Therefore, under the test conditions, the no observed effect concentration (NOEC) was
considered higher than 100.0% WDF. Furthermore, the median inhibition
concentration (24-h IC50) was considered higher than 100. 0% WDF.
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INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para embrides de ourigo do mar (Lytechinus variegatus), com
base no grau de desenvolvimento embrio-larval e/ou anomalias em ovos ¢ larvas. Apos
o periodo de 24 a 28 horas, os ovos recém-fecundados devem se desenvolver até o
estagio de larva pluteus, & menos que a amostra exerga efeitos toxicos durante este

periodo de exposig¢do.
MATERIAIS E METODOS

A metodologia adotada segue a Norma ABNT NBR 15350:2006 (ABNT.
2006).

1. Dados da substancia-teste

Nome comercial: AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS.
Protocolo n®: 1206/2008-2.0.

Data de entrada: 11/01/2008,

Acondicionamento: frasco plistico.

Estado Fisico: Liguido.

2. Dados dos organismos-teste

Espécie: Lyrechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea)

Idade: ovos fecundados em laboratério, utilizados até 30 minutos apés a fecundagio.
3. Condicoes de teste

Data de inicio: 09/04/2008.

Data de término: 10/04/2008.

Temperatura média da dgua: 26,0 £ 0,5 °C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz ¢ 8 horas de escuro.

Renovagio do meio: sem renovagciio (feste estatico).
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4. Aclimataciio e controle de sensibilidade

Animais adultos foram coletados por mergulho na regido costeira proxima
ao CEBIMAR-USP (Sdo Sebastido - SP) e colocados em caixas de isopor. protegidos
por macroalgas coletadas no mesmo local. No laboratério, foram transferidos para
caixas plasticas contendo agua marinha sintética e aeragdo intensa. A dgua marinha foi
preparada a partir de sal comercial marca Coral Reef Red Sea Salt®, com salinidade
entre 32 ¢ 35%o.

Simultaneamente ao tesle com a amostra, [oi realizado um teste com a
substincia de referéncia, sulfato de zinco. A concentragiio de inibigdo (CI150; 24h) e
respectivo intervalo de confianga obtidos foram: 0,122mg Zn/L (L.C.: 0,119 a 0,125mg
7Zn/L). A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de vérios testes
(Anexo 1), indica uma CI50: 24h média de 0,105mg Zn/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padrio) de 0,056 a 0,154mg Zn/L. Portanto, o resultado do teste

simultineo ¢std dentro da faixa definida para avaliagio do sistema-teste.
5. Procedimentos

Foi utilizada a metodologia de preparo da fragdo dispersa em dgua (FDA)
da amostra, segundo ABNT (2007). Uma solugio de 1000mg/L da amostra em dgua
marinha sintética foi preparada utilizando-se um agitador industrial para dispersio
fisica, A amostra foi adicionada a fgua ¢ a mistura foi submetida a agitagdo durante 5
segundos, a uma velocidade de 12000rpm. Apés a dispersdo, a mistura permaneceu sob
agitagdo magnética lenta durante o preparo das seguintes solugdes-teste: 1,56% FDA;
3.13% FDA; 6,25% FDA: 12,50% FDA: 25,00% FDA; 50,00% FDA ¢ 100,0% I'DA.

Os gametas masculinos ¢ femininos foram obtidos através de injegiio de
solugdo de cloreto de potassio 0,5M na regido perioral dos animais adultos, conforme
metodologia descrita em ABNT (2006). A fecundagao foi feita “in vitro™ e os embrides
obtidos foram ulilizados até 30 minutos apos a fecundagio.

As solugies-teste foram transferidas para tubos de ensaio, em aliquotas de
10mL, sendo preparadas quatro réplicas para cada concentragao € nove para o controle

RL1206/2008 - 2.0 LYC

Rijs Fabe, S8
CFRCS 1030 » Sag Pauln » SP
Tel * [11) 3873-2553 = Fax, {11) 3BE2-B854

E—

ICF

INTERNATIONAL

I—
ICI Revisdo 00
07/2011

INTERNATIONAL Coordenador da Equipe

Técnico Responsavel ‘



Teste de Longa Duragéo na Area do Pogo

l_:l-l PETROBRAS 3-ESP-22D-RJS, Concessédo de Espadarte, Anexo 11.2-3 I;/a490
Bacia de Campos.Processo n° 02022.002976/2009

Teste de Toxicidade de Oleo Produzido - Amostra 01-3-ESP-22D-RJS - Lytechinus variegatus

TECAM

LABORATORIOS
CONFIDENCIAL 7

com dgua de diluigio, Uma réplica extra de algumas concentragdes, com 20mlL de
solugdo, foi preparada para realiza¢do 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.

Apos 24 horas de incubagdo, um dos tubos do controle foi retirado e o
estigio de desenvolvimento de 100 embrides foi avaliado. O teste foi encerrado apss
este periodo porgue foi obtido o limite recomendado de mais de 80% dos embrides em
estagio de larva pluteus bem desenvolvido (ABNT, 2006).

O contetdo de cada réplica foi transferido para potes plasticos e preservado
com 0.5mL de formol tamponado. Uma sub-amostra de cada réplica foi analisada ao
microscopio  em camara de Sedgewick-Rafter, verificando o estigio de
desenvolvimento e a ocorréneia de anomalias nos 100 primeiros organismos
encontrados. Foi calculada a porcentagem de pluteus normais e anormais em cada
réplica e concentracao.

No inicio e no final do teste foram recalizadas andlises de pll, oxigénio
dissolvido e salinidade da dgua de diluigdo (controle) e de quatro concentragoes da

amostra.
6. Analises estatisticas

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

. Concentragio de efeito ndo observado (CENO) e concentragdo de efeito observado
(CEQ), respectivamente a maior concentracdo da amostra que nio causa efeitos
significativos no crescimento dos organismos e a menor concentragdo gue causa
efeitos significativos, estimados através do teste de normalidade de Chi-Quadrado
(USEPA, 2002), do teste de Bartlett para homogeneidade de varifincia (USEPA,
2002) e do teste de Williams (Gelber et al, 1985; Williams. 1971, 1972). A partir da

média geométrica entre CENO e CEOQ, foi obtido o valor cronico (VC).
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. Concentragio de inibi¢io mediana (CI150; 24h - concentragio que causa inibicdo no
desenvolvimento de 50% dos organismos apds 24 horas de exposi¢do) e intervalo de
95% de confianca, estimados através do método de interpolagdo linear (USEPA,

2002).
RESULTADOS

O resultado do teste com a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS esta
apresentado na Tabela 1. com dados de efeito tdxico ¢ andlises fisicas e quimicas
efetuadas no inicio e no final do teste. Os valores obtidos estiveram dentro das laixas
estabelecidas para a aceitagao dos resultados (ABNT, 2006).

A aplicagio das andlises estatisticas indicou que nenhuma das
concentragdes preparadas exerceu cfeitos loxicos cronicos sobre L. variegatus, em
comparagio com o controle. Desta forma, nas condigbes de teste, a concentragdo de
efeito niio observado (CENO) néio pode ser estimada, sendo considerada superior a
maior concentragdo preparada da fragdo dispersa em dgua (100,0% FDA). A
concentraciio de efeito observado (CEQ) e o valor crénico (VC) também nfio puderam
ser estimados.

Devido aos resultados obtidos, a aplicagdo de outra metodologia de andlise
estatistica ndo pode ser realizada ¢ a concentragdo de inibigdo mediana (CI50; 24h) da

fragio acomodada em dgua foi considerada maior que 100,0 % FDA.
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TABELA

Tabela 1 — Resultados de (oxicidade e analises fisicas e quimicas (iniciais ¢ finais)
obtidas no feste de loxicidade cronica com Lytechinus variegatus para a
fragao dispersa em dgua (FDA) da AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS, apds

o periodo de exposigdo.

FLEE Oxigénio

Concentracao B0 pH Sal ;‘f%'f}ad‘ dissolvido

(%) (mg 0,/L)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 13 8,00 7,67 32 32 6,31 4.88
1,56% FDA 11 7.99 7.63 32 32 6,31 4.79
3.13% FDA 15 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A, NL.A.
6,25% FDA 9 8,02 7.69 32 32 6,26 4,74
12,50% FDA 8 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
25,00% FDA 10 8,01 7.61 32 32 6,19 4,75
50,00% FDA 17 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A, N.A.
100,0% FDA 14 8.05 7,66 32 32 6,25 4,77

N.A.: Nio analisado,
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ANEXO I

CARTA-CONTROLE DE AVALIACAO
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

CONFIDENCIAL

O presente estudo com o produto AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RIS.
requerido pela empresa CTQ ANALISES QUIMICAS E AMBIENTAIS S/S LTDA.
foi conduzido dentro dos preceitos estabelecidos pelo Sistema de Qualidade do Tecam.
O relatorio final representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos ¢
contém informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-
se a disposigdo da empresa solicitante no endere¢o do TECAM — TECNOLOGIA

AMBIENTAL LTDA. a Rua Fabia, 59-Sao Paulo — SP.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade crénica do produto
AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS para embrides de ourico do mar (Lytechinus
varfegatus), verificando a ocorréncia de retardamento no desenvolvimento embrio-
larval e/ou anomalias em ovos e larvas pluteus. Foi preparada uma mistura 1:9 da
amostra com dgua marinha ¢ a frago hidrossolivel (FHS) foi utilizada para preparar
as seguinies concentragdes: 1.56% FHS, 3,13% FHS. 6,25% FHS; 12,50% FHS;
25.00% FHS: 50.00% FHS e 100,0% FHS. Quatro réplicas com cerca de 300 ovos
recém-fecundados cada foram expostas por 24 horas a um controle com dgua marinha
¢ a cada concentraciio de FHS do produto. Apés o periodo de exposicdo, foi observado
que as concentragdes superiores @ 50.00% FHS exerceram eleitos tOXICos
significativos sobre L. variegafus, em comparagio com O controle. Desta forma. nas
condicoes de teste, a concentragdo de efeito nao observado (CENO) foi estimada em
25.00% [HS. a concentragio de efeito observado (CEO) em 50.00% FHS e o valor
crénico (VC) em 35,36% FIIS. Adicionalmente. a concentra¢io de inibicdo mediana
(CI50; 24h) [oi estimada em 73,81% FHS, com intervalo de 95% de conlianga de
72.63 a 74.84% FHS. '

ABSTRACT

This study was cartied oul to determine the chronic toxicity of the product
AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS to embryo-larval development of sea urchin
(Lytechinus variegatus). A 1:9 sample lo seawater mixture was prepared and the waler-
soluble fraction (WSF) solution was diluted 1o the following concentrations: 1.56%
WSF: 3.13% WSF: 6.25% WSF; 12.50% WSF: 25.00% WSF; 50.00% WSE and
100.0% WSF, Four groups of 300 eggs newly fertilized were exposed during 24 hours
to control (synthetic seawater) and cach WSF concentration. After the exposure period,
concentrations higher than 50.00% WSF showed chronic toxicity to sea urchin, when

compared to the control. Therefore, under the test conditions, the no observed elfeet
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concentration (NOEC) was estimated in 25.00% WSI, the lowest observed effeet

CONFIRDENCIAL 5

concentration (LOEC) was 50.00%. and the chronic value (CV) was 35.36% WSF.
Furthermore, the median inhibition concentration (24-h 1C50) was estimated in 73.81%

WSF, with 93% confidence limits of 72.63 to 74.84% WSF.
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CONFIDENCIAL 6

INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade cronica do produto
AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS para embrides de ourico do mar (Lyrechinus
variegatus). com base no grau de desenvolvimento embrio-larval e/ou anomalias em
ovos e larvas. Apds o periodo de 24 a 28 horas. os ovos recém-fecundados devem se
desenvolver até o estigio de larva pluteus, a menos que o produto exerga cfeitos

toxicos durante este periodo de exposigo.
MATERIAIS E METODOS

A metodologia adotada segue a Norma ABNT NBR 15350:2006 (ABNT,
2006).

1. Dados da substincia-teste

Identificacdio: AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS.

Protocolo n®: 018172008,

Data de entrada: 1 1/01/2008.

Acondicionamento: frasco plastico.

Estado Fisico: Liquido.

2. Dados dos organismos-teste

Especie: Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea)
[dade: ovos fecundados em laboratério, utilizados até 30 minutos apds a fecundagio.
3. Condicdes de teste

Data de inicio: 14/02/2008.

Data de término: 15/02/2008,

Temperatura media da agua: 26,0 = 0,0 °C.

Fotoperiodo: 16 horas de luz ¢ 8 horas de escuro.
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LABORATORIOE
CONFIDENCIAL 7

Renovagiio do meio: sem renovagdo (leste estitico).
4. Aclimataciio e controle de sensibilidade

Animais adultos foram coletados por mergulho na regido costeira proxima
a0 CEBIMAR-LISP (830 Sebastido - SP) e colocados em caixas de isopor. protegidos
por macroalgas coletadas no mesmo local. No laboratorio, foram transferidos para
caixas plasticas contendo 4gua marinha sintética e aeragdo intensa. A dgua marinha foi
preparada a partir de sal comercial marca Coral Reef Red Sea Salt”. com salinidade
entre 32 e 35%o.

Simultaneamente ao teste com a amostra, foi realizado um teste com
substancia de referéncia, sulfato de zinco. A concentragiio de inibigdo (C150; 24h) ¢
respectivo intervalo de conlianga obtidos foram: 0.046mg Zn/L (1.C.: 0,092 a 0,097mg
Zn/L). A carta-controle de sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios testes
(Anexo 1). indica uma CI50; 24h média de 0.105mg Zun/L, com limites de controle
(média + 2.desvios-padrio) de 0,056 a 0.154mg Zn/L. Portanto, o resultado do teste

simultineo esta dentro da faixa definida para avaliagéo do sistema-teste.
5. Procedimentos

A amostra foi homogeneizada manualmente ¢ uma aliquota de 200ml. o
retirada, diluida com 1800ml. de agua marinha sintética (dilui¢do 1:9) e a mistura foi
mantida sob agitagdo magnética por 20 horas. Esta mistura foi colocada em funil de
separagiio e mantida em repouso para decantagdo por uma hora. Por se¢ tratar de
amostra oleosa, a porgio inferior da mistura (fase aquosa) foi retirada para uiilizagao
no teste, sendo considerada a fase hidrossoluvel (FHS) da amostra, As seguintes
solugdes-teste foram preparadas: 1,56% FHS: 3.13% FHS: 6.25% FHS: 12.50% FHS;
25.00% FHS: 50,00% FHS e 100,0% FIIS.

Os gametas masculinos e femininos foram obtidos através de injegio de

solugho de cloreto de potassio (.5M na regido perioral dos animais adultos, conforme
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metodologia descrita em ABNT (2006). A fecundagio foi feita “in vitro™ ¢ os embrides
obtidos foram utilizados até 30 minutos apés a lecundagao.

As solugbes-ieste foram transferidas para tubos de ensaio. em aliquotas de
10mL. sendo preparadas quatro réplicas para cada concentragdio e nove para 0 controle
com dgua de diluigdo. Uma réplica extra de algumas concentragoes, com 20mL de
solugdo. foi preparada para realizagio das andlises fisico-quimicas no final do leste.
Com um micro-pipetador, um volume equivalente a 300 ovos foi transterido para cada
tubo de ensaio.

ApOs 24 horas de incubagdo, um dos tubos do controle foi retirado ¢ o
estagio de desenvolvimento de 100 embrides foi avaliado. O teste foi encerrado apos
este periodo porque foi obtido o limite recomendado de mais de 80% dos embrides em
estagio de larva pluteus bem desenvolvido (ABNT, 2006).

O conteado de cada réplica foi transferido para potes plasticos e preservado
com 0.3mL de formol tamponado. Uma sub-amostra de cada réplica foi analisada ao
microscopio  em camara de Sedgewick-Rafter. wverificando o estigio de
desenvolvimento ¢ a ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos
encontrados. Foi calculada a porcentagem de pluteus nnrmais-c anormais em cada
réplica e concentragao.

No inicio e no final do teste foram realizadas analises de pH. oxigénio
dissolvido ¢ salinidade da dgua de dilui¢do (controle) ¢ de quatro concentragdes da
amostra.

6. Analises estatisticas

O grau de desenvolvimento embrio-larval observado no controle e nas
solugdes-leste foi analisado para obiengdo das seguintes estimativas:

. Concentra¢io de efeito nio observado (CENO) e concentragiio de efeito observado
(CEO), respectivamente a maior concentragio do produto que nido causa efeitos

significativos no crescimento dos organismos e a menor concentragio gue causa
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CONFIDENCIAL 9

(USEPA. 2002). do teste de Bartlett para homogeneidade de varidncia (USEPA.
2002) ¢ do teste de Williams (Gelber et al, 1985; Williams, 1971, 1972). A partir da
média geométrica entre CENO e CEQ, foi obtido o valor erénico (VC).

. Concentrag@o de inibigdo mediana (C150: 24h - concentragdo que causa inibi¢do no
desenvolvimento de 50% dos organismos apos 24 horas de exposigio) e intervalo de
95% de confianga, estimados através do método de interpolagio lincar (USEPA,

2002).
RESULTADOS

O resultado do teste com o produto AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS estd
apresentado na Tabela 1. com dados de efeito toxico e andlises fisicas e quimicas
efetuadas no inicio e no final do teste. Os valores obtidos estiveram dentro das faixas
estabelecidas para a aceitagdo dos resultados (ABNT, 2006).

Apos o periodo de exposigdo, ol observado um aumento na toxicidade do
fluido com o aumento da concentragdo da fragdo hidrossolivel. A aplicagdo das
analises estatisticas indicou que as concentragdes superiores a 50,00%FHS exerceram
cleitos toxicos cronicos sobre L. variegatus. em comparacdo com o controle. Assim.
nas condigbes de teste. a concentragio de efeito niio observado (CENO) foi estimada
em 25.00% FHS, a concentragio de efeito observado (CEQ) em 50.00% FHS e o valor
cronico (VC) em 35,36% FFHS.

A aplicagio de outra metodologia de anilise eslatistica indicou que a
concentragdo de inibicio mediana (CI50; 24h) do uido pode ser estimada em 73.81%

IFHS, com intervalo de 95% de confianga de 72,63 a 74,84ppm FHS.
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TABELA
Tabela 1 — Resultados de toxicidade e anilises lisicas e quimicas (iniciais e finais)

obtidas no teste de toxicidade cronica com Lyrechinus variegalus para a

AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS. apos o periodo de exposigio.

- Salinidade (‘Jx:gch
- . Efeito pH : dissolvido
Concentragdo (%) (%60) (mg OJL)
Inicial  Final  Inicial Final  Inicial Final
Controle 20 7.84 7.64 33 32 6.25 5,18
[.36% IFHS 12 7.94 7,76 33 33 6,17 5,12
3,13% FHS 14 N.A. N.A. N.A. N.A NLA. N.A.
6.25% [FHS 16 7.93 7.24 i3 33 6,17 5.70
12.350% FHS 17 N.A. N.A. N.A. N.A N.A. N.A.
25,00% FHS 24 7,89 7.82 33 33 6,10 3.60
50,00% FIIS 29 N.A, N.A, N.AL N.A. N.A. N.A.
100,0% FHS 90 7.74 7.60 33 33 545 4.64

N.A.: Ndo analisado.
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ANEXO 1

CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAD
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Teste de Toxicidade Aguda com Mysidopsis juniae
para a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS, requerido pela
empresa CTQ ANALISES QUIMICAS E AMBIENTAIS S/S LTDA. [oi
conduzido dentro dos preceitos de qualidade estabelecidos pelo Sistema de Qualidade
do Tecam. O relatério final representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados
obtidos ¢ contém informagdes estritamente conlidenciais. Os dados brutos do estudo
encontram-se a disposigio da empresa solicitanie no enderego do TECAM -

TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, 4 Rua Fébia, 59-S#o Paulo — SP.
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CONFIDENCIAL 4

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para Mysidopsis juniae. Foi preparada a [ragdo dispersa em dgua
(FDA) da amostra. O teste foi realizado utilizando-se as seguinies concentragoes:
6.25% FDA; 12.50% FDA: 25.00% FDA; 50,00% FDA ¢ 100,0% FDA. Trés réplicas
de dez animais cada foram expostas a um controle com dgua marinha sintética e a cada
concentracio da FDA por 96 horas. Apos o periodo de exposigdo, a concentragdo letal
mediana (CL30; 96h) foi estimada através do método Spearman-Karber modificado
(Hamilton et al, 1977). A CL30; 96h da FDA, nas condigoes de teste, foi estimada em

aproximadamente 85,22% FDA.

ABSTRACT

This study was carried out to determine the acute toxicity 10 Mysidopsis
Juniae of the AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS. The water dispersed fraction (WDF) of
the sample was prepared. The Tollowing concentrations were used in the test: 6.25%
WDFE; 12.50% WDF: 25.00% WDF; 50.00% WDF and 100.0% WDEF. Three replicates
with fen animals were exposed to the control (synthetic scawater) and each WDI
concentration for 96 hours. After the period of exposure. the median lethal
concentration (96-h LC50) was estimated using the trimmed Spearman-Karber method
(Hamilton et al. 1977). Under the test conditions, the 96-h LC30 of the WDF was

estimated in approximately 85.22% WDF,
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CONFIDENCIAL 5
INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para jovens Mysidopsis juniae. Apos 96 horas de exposigio, deve
ser estimada a concentragiio letal mediana da amostra, isto €. a concentragdo que causa

mortalidade a 50% dos organismos expostos. nas condigdes teste - CL50; 96h.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia adotada segue a Norma ABNT NBR 15308:2005 (ABNT,

2005),
1. Dados da substincia-feste

Nome comercial: AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS,
Pratocolo n® 1206/2008.

Data de entrada: 11/01/2008.

Acondicionamento: frasco plastico.

Estado Fisico: Liquido.
2. Dados dos organismos-teste

Espécie: Mysidopsis juniae (Crustacea. Mysidacea).

Idade: 2 4 5 dias.
3. Condigies de teste

Data de inicio: 18/03/2008,

Data de término: 22/03/2008.

Temperatura média da agua: 23,0 + 1,0 °C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz ¢ 8 horas de escuro.
Renovacio do meio: sem renovagdo (teste estatico).
Aeracdo: ndo.

Durac@io: 96 horas.

RLI1206/2008 — 1.0 MY A
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CONFIDENCIAL 6
4. Aclimataciio e controle de sensibilidade

Os jovens utilizados no teste foram obtidos junto a um laboratério particular
e aclimatados as mesmas condigdes de teste por no minimo 24 horas antes do inicio do
teste. A manutengdo dos animais foi feita com dgua marinha sintética. preparada a
partir de sal comercial marca Coral Reef Red Sea Salt™, com salinidade entre 32 ¢
35%.

Periodicamente, o©s organismos-leste sio submetidos a um  leste de
sensibilidade com a substincia de referéncia, sulfato de zinco. A carta-controle de
sensibilidade, utilizando dados acumulados de varios testes, indica uma CL(1)50; 96h
média de 0,22mg Zn/L.. com limites de controle (média = 2.desvios-padrao) de 0,11 a
0.34mg Zn/L (Anexo 1). O Gltimo teste realizado, correspondente ao periodo de
avalingdo do presente estudo, apresentou uma concentragio letal mediana de 0.30mg
Zn/l., com intervalo de confianga de 0.28 a 0.33mg Zn/L. Este valor esta dentro da

faixa definida para avaliagio do sistema-teste.
5. Procedimentos

Foi utilizada a metodologia de preparo da fracio dispersa em dgua (FDA)
da amostra, segundo ABNT (2007). Uma solugdo de 1000mg/L da amostra em agua
marinha sintética foi preparada utilizando-se um agitador industrial para dispersdo
fisica, A amostra foi adicionada & agua e a mistura foi submetida 4 agitagio durante 5
segundos, a uma velocidade de 12000rpm. Apos a dispersdo, a mistura permaneceu sob
agitagiio magnética lenta durante o preparo das seguintes solugoes-teste: 6,25% FDA;
[2,50% FDA: 25.00% FDA: 50,00% FDA ¢ 100.0% FDA.

Os organismos-teste foram transferidos aleatoriamente para béqueres de
30mL. contendo pequeno volume de dgua marinha ¢, em seguida. adicionados também
aleatoriamente aos frascos-tesie com cerca de 250mlL de solugho-teste. Foram

colocados dez jovens em cada frasco ¢ foram preparadas trés réplicas para cada
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solugiio-teste. UUm controle com irés réplicas e somente com agua de dilui¢do foi
preparado da mesma forma.

Diariamente, os animais mortos foram removidos ¢ os animais vivos foram
contados e alimentados com uma gota de suspensdo concenfrada de ndauplios de
Artemia recém-eclodidos. Também diariamente. foram realizadas andlises de pH,
salinidade e oxigénio dissolvido de uma réplica do controle ¢ de (rés concenlragtes

testadas da FDA.
6. Analise estatistica

Apos 96 horas de exposigdo, a concentragio letal mediana (CL50: 96h) foi

estimada através do método Spearman-Karber modificado (Hamilton et al, 1977).

RESULTADOS

O resultado do teste com a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS  esta
apresentado na Tabela 1. com dados de mortalidade ¢ analises fisicas e quimicas
efetuadas durante o teste. Os valores obtidos estiveram dentro das faixas estabelecidas
para a aceitagdo dos resultados (ABNT. 2005). O teste foi considerado vilido,
conforme estabelecido pela norma ABNT (2005), uma vez que a mortalidade obtida no
conirole foi inferior ao limite de 10%,

Na maior concentraciio testada (100,0 % FDA) foi registrada mortalidade de
60% dos animais apos o perioda de exposi¢ao. A concentragio letal mediana da fragao
dispersa em dgua da amostra, nas condigdes de teste, foi estimada em
aproximadamente 85,22% FDA, Em fungao dos resultados obtidos. o intervalo de 95%

de confianga niio pode ser estimado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda - Método de ensaio com

misidaceos (Crustacea). Norma NBR 15308. Rio de Janeiro, ABNT, 17 p.. 2005,

RLI2062008 — 1.0 MY A

4 1111 IRR2.AGRA

ICF

INTERNATIONAL

I—

ICF

Coordenador da Equipe INTERNATIONAL Técnico Responsavel

Reviséo 00
07/2011




Pag. Teste de Longa Durag&o na Area do Pogo

30/40 Anexo 11.2-3 3-ESP-22D-RJS, Concessdo de Espadarte, e
Bacia de Campos.Processo n° 02022.002976/2009 m PETROBRAS

Teste de Toxicidade de Oleo Produzido - Amostra 01-3-ESP-22D-RJS - Mysidopsis juniae

TECAM

ABNT Ecotoxicologia aquética — Preservagio e preparo de amostras. Norma NBR

CONFIDENCIAL 8

15469. Rio de Janeiro, ABNT, 7 p.. 2007,
Hamilton. M.A.: Russo. R.C.: Thurston. R.V. Trimmed Spearman-Karber method for
estimating median lethal concentrations in toxicity bioassays. Environ. Sei.

Technol., v. |1, p. 714-19. 1977.

TABELA
Tabela 1 — Mortalidade e anélises fisicas e quimicas (iniciais e linais) obtidas no teste
de toxicidade aguda com Mysidopsis juniae para a AMOSTRA 01-3-ESP-
22D-RJS, apos 96 horas de exposicao.

Efeito oH Salinidade Oxigénio dissolvido

Concentragio '(%} - (%0) (mg O,/1) -
B Inicial Final Inicial  Final Inicial Final
Controle 0 7.88 7,77 32 32 6.51 5.90
6,25% FDA 3 7,90 7,80 32 32 6.46 5,82
12,50% FDA 0 N.A.  NA.  NA. N.A. N.A. N.A.
25.00% IFDA 7 7.90 7.81 32 32 6.44 591
50.,00% FDA 17 N.A.  NA. NA. N.A. N.A. N.A.
100,0% FDA 60 7,91 7.81 32 32 6,42 5.90

N.A.: Nao analisado.
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Relatorio Final RL0181/2008 — 1.1 MYA
11 de Margo de 2008

Titulo do Estudo
Teste de Toxicidade Aguda com Mysidopsis juniae
para a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS

Patrocinador
CTQ Andlises Quimicas e Ambientais S/S LTDA.
Estrada de Ferro Santos-Jundiai, KM 38, s/n. — 09154-100.
Santo André — SP.

Laboratorio executor
TECAM Tecnologia Ambiental Ltda.
R. Fébia, 539 - 05051-030.
Séo Paulo, S.P.
Fone: (55) (11) 3873-2553 — Fax: (55) (11) 3862-8954

Iiste relatorio cancela e substitui o relatério N° 0181/2008 — 1.0 MYA.
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS, requerido pela
empresa CTQ Anadlises Quimicas e Ambientais S/S LTDA., foi conduzido dentro
dos preceitos de qualidade estabelecidos pelo Sistema de Qualidade do Tecam. O
relatorio final representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos ¢
contém informagdes estritamente confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-
sc a disposi¢do da empresa solicitante no enderego do TECAM — TECNOLOGIA

AMBIENTAL LTDA, 4 Rua Fabia, 59-Sdo Paulo — SP.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade aguda da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para Mysidopsis juniae. Foi preparada uma mistura 1:9 da amosira
com dgua marinha ¢ a fragdo hidrossoluvel (FHS) foi utilizada para preparar as
seguintes concentragdes: 6.25% FHS: 12.50% FHS: 25.00% T'HS: 50,00% I'1IS ¢
100.0% FHS. Trés réplicas de dez animais cada foram expostas a um controle com
agua marinha ¢ a cada concentragdo da FHS por 06 horas. ApOs o periodo de
exposigdo, fol observado um aumento da mortalidade dos animais exposlos com o
aumento da concentragio, Com os dados de mortalidade. a concentragdo letal mediana
apos 96 horas de exposi¢ao (CL30; 96h) e respectivo intervalo de 95% de confianga
foram estimados através do método Spearman-Karber modificado (Hamilton er al.
1977). A CL50; 96h da FHS, nas condigdes de teste, foi estimada em 36.21% FHS,

com intervalo de 95% de confianga de 30.77 a 42.61% de FHS.

ABSTRACT

Ihis study was carried out to determine the acute loxicity 1o Mysidopsis
Jjuniae of the AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS. A [:9 sample to'scawater mixture was
prepared and the water-soluble fraction (WSF) solution was diluted to the following
concentrations: 6.25% WSF: 12.50% WSF; 25.00% WSF: 50.00% WSF and 100.0%
WSF. Three replicates with ten animals were exposed to control (synthetic scawater)
and each WSF concentration for 96 hours. After the period of exposure. the median
lethal concentration (96-h LC50) and 95% confidence limits were estimated using the
trimmed Spearman-Karber method (Hamilton er al, 1977). Under the test conditions.
the 96-h LC50 of the WSF was estimated in 36.21% WSF, with 95% confidence limits

of 30.77 1042.61 % WSE.
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INTRODUCAO

2005).
1. Dados da substincia-feste

Identificacio: AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS.
Protocolo n® 0181/2008.

Data de entrada: 11/01/2008.
Acondicionamento: [rasco plastico.

Estado Fisico: Liquido,

2. Dados dos organismos-teste

Espécie: Mysidopsis juniae (Crustacea, Mysidacea).

Idade: 2 a 5 dias.
3. Condi¢oes de teste

Data de inicio: 29/01/2008.

Data de término: 02/02/2008.

Temperatura média da agua: 25.5 == (.5°C.
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Renovacio do meio: sem renovagio (teste estatico).
Aeragdo: ndo.

Duragio: 96 horas.

RLO18172008 - 1.1 MYA

MATERIAIS E METODOS

CONFIDENCIAI 5

O objetive deste estudo foi determinar a toxicidade aguda da AMOSTRA
01-3-ESP-22D-RJS para jovens Mysidopsis juniae. Apos 96 horas de exposicdo, deve
ser estimada a concentragio letal mediana do produto. isto €. a concentragdo que causa

mortalidade a 50% dos organismos expostos, nas condigoes teste - CL50: 96h,

A metodologia adotada segue a Norma ABNT NBR 15308:2005 (ABNT,
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4. Aclimataciio e controle de sensibilidade

Os jovens utilizados no teste foram obtidos junto a um laboratario particular
¢ aclimatados as mesmas condigdes de teste por no minimo 24 horas antes do inicio do
feste. A manutencio dos animais foi feita com dgua marinha sintética. preparada a
partir de sal comercial marca Coral Reef Red Sea Salt®, com salinidade entre 32
35%a.

Periodicamente, os organismos-teste sdo submetidos a um teste de
sensibilidade com a substancia de referéncia, sulfato de zinco. A carta-controle de
sensibilidade. wtilizando dados acumulados de vérios testes, indica uma CL(D)50: 96h
média de 0,22mg Zn/L. com limites de controle (média + 2.desvios-padrio) de 0.11 a
0.34mg Zn/L. (Anexo 1). O Gltimo leste realizado. correspondente ao periodo de
avaliacio do presente estudo, apresentou uma concentragdo letal mediana de 0,31mg
Zn/L.. com intervalo de confianga de 0,29 a 033mg Zn/L. Este valor estd dentro da

faixa delinida para avaliagdo do sistema-teste.
5. Procedimentos

A amostra foi homogeneizada manualmente ¢ uma aliquota de 200mlL foi
retirada. diluida com 1800mL de dgua marinha sintética (diluigdo 1:9) e a mistura foi
mantida sob agitagiio magnética por 20 horas. Esta mistura foi colocada em funil de
separagdo e mantida em repouso para decantagio por uma hora. Por se tratar de
amostra oleosa, a por¢do inferior da mistura (fase aquosa) foi retirada para utilizagao
no teste. sendo considerada a fase hidrossolivel (FHS) da amostra. As seguintes
solucdes-teste foram preparadas: 6.25% FHS: 12,50% FHS; 25,00% FHS: 50.00%
FHS e 100,0% FHS.

Os organismos-teste foram transferidos alealoriamenie para béqueres de
30mL, contendo pequeno volume de 4gua marinha e. em seguida, adicionados tambem
aleatoriamente a0s [frascos-teste com cerca de 250mlL de solucio-teste. Foram

colocados dez jovens em cada frasco ¢ foram preparadas trés réplicas para cada
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soluciio-teste. Um controle com trés réplicas e somente com dgua de diluigio foi
preparado da mesma forma,

Diariamente, os animais mortos foram removidos e os animais vivos foram
contados e alimentados com uma gota de suspensdio concentrada de nauplios de
Artemia tecém-eclodidos. Para as solugdes com turbidez elevada ou com material
decantado, a contagem dos animais foi realizada somente no final do teste, apos o
periodo de exposigio. Também diariamente, foram realizadas andlises de pH,
salinidade ¢ oxigénio dissolvido de uma réplica do controle ¢ de rés concentragdcs
testadas,

6. Analise estatistica

Apds 96 horas de exposigdo, a concentragdo letal mediana (CL50: 96h) ¢

respectivo intervalo de 95% de confianga foram estimados através do metodo

Spearman-Karber modificado (Hamilton er al, 1977).

RESULTADOS

O resultado do teste com a AMOSTRA 01-3-ESP-22D-RJS  csta
apresentado na Tabela 1, com dados de mortalidade ¢ muilisés fisicas e quimicas
efetuadas durante o teste. Os valores obtidos estiveram dentro das faixas estabelecidas
para a aceitagio dos resultados (ABNT. 2005).

Foi observado um aumento da mortalidade dos animais expostos com o
aumento da concentragio do produto. Na maior concentragiio testada (100,0% FHS)
foi registrada mortalidade de todos os animais apos 24 horas de exposicio. A

concentragdo letal mediana da fragdo hidrossolivel do produto, nas condicoes de teste,

foi estimada em 36.21% FHS, com intervalo de 95% de confianga de 30,77 a 42.61%

I'HS.

CL50:96h: 36,21% FHS. L.C.(95%): 30,77 a 42,61% FHS.
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TECAM

LABORATORIODS

CONFIDENCIAL 8
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ABNT Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com
misidaceos (Crustacea). Norma NBR 15308, Rio de Janeiro, ABNT. 17 p.. 2005.
ABNT Ecotoxicologia aquética — Preservag@o ¢ preparo de amostras. Norma NBR
15469. Rio de Janeiro. ABNT. 7 p., 2007.
Hamilton, M.A: Russo, R.C.; Thurston. R.V. Trimmed Spearman-Karber method for
estimating median lethal concentrations in toxicity bioassays. Environ. Sei.

Technol., v. I'1. p. 714-19, 1977.

TABELA
Tabela 1 - Mortalidade ¢ analises [isicas e quimicas (iniciais ¢ finais) obtidas no teste
de toxicidade aguda com Mysidopsis juniae para a AMOSTRA 01-3-ESP-
22D-RJS, apos 96 horas de exposigio,

- Salinidade Oxigenio dissolvido
. - Efeito pH ;
Concentragao (%) (%o0) (mg O4/L)

) Inicial Final Inicial  Final Inicial Final
Controle 7 788 747 32 32 6.50 491
6.25% FHS 0 8.01 7,71 32 32 6.36 3.06
12,50% FHS 3 N.A. N.A. NA. N.A. NLAL N.A.
25.00% FIIS 30 8.03 7,70 32 33 6.19 4.84
50.00% FHS 70 N.A.  NA. NA. N.A. N.A. N.A.
100,0% FHS 100 7.93 7.64 32 33 3.95 5.03

M.A.: Nio analisado.
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[ECAV

CONFIDENCIAL 9
ANEXO 1
'IrEE/\M CARTA-CONTROLE DE AVALIAGAO
Mysidopsis juniae Sulfato de zinco heptaidratado
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