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1. INTRODUGAO

Gasodutos e oleodutos inoperantes podem ser mantidos em hibernagéo por longos
periodos, preenchidos com agua acrescida de inibidor de corrosdo ou outros
produtos. Desta forma, as paredes internas das tubulagbes de ago permanecem
protegidas contra os processos de biocorrosdo e de formagdo de biofilmes
bacterianos.

Os fluidos de preenchimento também podem atuar como coadjuvantes nos testes
hidrostaticos que sejam implementados durante a hibernagdo do duto. Para que
estes dutos entrem em operagdo devem ser efetuados testes de integridade e
posterior esvaziamento, o que envolve o descarte do fluido de preenchimento. O
destino do fluido de preenchimento variara com o tipo de produto que foi
empregado e também com a fungdo do duto (gasoduto/oleoduto), podendo ser
encontradas alternativas para descarte do produto.

Para viabilizar o eventual descarte do fluido de preenchimento, a toxicidade do
mesmo ou de seus componentes deve ser avaliada a fim de se ter uma abordagem
das possiveis implicagdes ambientais deste processo.

A fluoresceina é um composto organico de carater ndo-idnico, solivel em agua,
utilizado na composicdo de produtos usados como marcadores para fase aquosa,
chamados Tragadores Quimicos Hidrofilicos e como corante em medicamentos
(Reprotox®). Estes produtos marcadores tém sido amplamente utilizados na
industria de petroleo, para testes de hermeticidade de dutos, tanques de
armazenamento e reservatorios.

O produto Fluorene R2 é composto de fluoresceina e é utilizado como tragador
quimico na composicdo de fluidos de testes hidrostaticos e de estanqueidade
realizados em sistemas de dutos. Para a avaliagdo da toxicidade deste produto
foram empregados diversos organismos-teste, com a finalidade de reunir uma
gama de dados ecotoxicologicos, além do ensaio de biodegradabilidade.

O objetivo desta Comunicagéo Técnica é apresentar os procedimentos adotados e
os resultados obtidos acerca da toxicidade da fluoresceina (na forma do produto
comercial Fluorene R2) para diferentes organismos-teste e da sua
biodegradabilidade.

1.1 Toxicidade e Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade estimam os efeitos toxicos de amostras de aguas,
efluentes, produtos formulados, substancias puras, solos e sedimentos, sobre
organismos vivos. Esses testes consistem na exposi¢édo de organismos vivos a
diferentes concentragdes da amostra, sob condigdes de laboratério, controladas e
especificas para cada espécie. Os efeitos sobre os organismos incluem agdes
sinergéticas, antagénicas e aditivas de todos os componentes fisicos, quimicos e
biolégicos que compdem a amostra. Os efeitos observados no teste diferem para
cada sistema-teste e podem estar baseados na mortalidade ou efeitos adversos
sobre o comportamento ou metabolismo. A sensibilidade na detecgio da toxicidade
de uma amostra depende do organismo-teste e do sistema teste empregado.
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Os testes de toxicidade aguda expressam o efeito de uma amostra sobre uma fase
curta no ciclo de vida do organismo-teste. Testes de toxicidade cronica expressam
o efeito de uma amostra sobre o organismo durante o seu ciclo de vida ou uma
parte importante dele.

Os resultados de testes de toxicidade aguda sdo expressos como CL50 ou CES0
que é a concentragdo que causou efeito letal, ou efeito adverso, respectivamente,
para 50% dos organismos expostos a amostra. Testes de toxicidade cronica séo
expressos em CENO, que corresponde a maior concentragéo testada onde néo foi
observado efeito adverso.

Desta forma, a toxicidade de uma amostra é inversamente proporcional ao valor de
CE50, CL50 ou CENO, ou seja, quanto menor o valor da CE50, CL50 ou CENO

mais téxica é a amostra.

O controle do teste é feito mantendo-se um grupo de organismos sob as mesmas
condi¢des daqueles expostos &8 amostra, mas apenas com agua isenta de qualquer
contaminante. Além disso, cada teste ou lote de testes deve ser acompanhado de
um teste de sensibilidade com uma substancia de referéncia padrao, que tem sua
toxicidade conhecida, para verificar se os organismos estdo respondendo dentro da
faixa de sensibilidade previamente estabelecida para as condi¢es de laboratorio.

Sao consideradas téxicas amostras que, diluidas ou nao, causam efeitos em 50%
dos organismos-testes em qualquer concentragdo. Amostras ndo diluidas, ou seja,
na concentragdo 100%, que causam efeitos aos organismos-teste inferior a 50% e
superior ao limite de aceitagdo para o controle sdo classificadas como amostras
com indicios de toxicidade. Sdo consideradas n&o téxicas amostras que, sem
qualquer diluigdo, ou seja, na concentragdo 100% nao apresentam efeitos adversos
superior ao limite de aceitagdo para o controle.

A tomada de decisdo quanto ao uso ou descarte de efluentes e produtos no
ambiente e/ou a avaliagdo quanto aos impactos decorrentes do vazamento ou
lancamento dos mesmos no meio ambiente deve considerar entre outros aspectos
as condi¢gdes reais do corpo receptor (hidrodindmica, fatores de diluigéo), a
legislacdo ambiental em vigor, exigéncias especificas do 6rgdo ambiental local, etc.

1.2 - Objetivos

Avaliar a ecotoxicidade da fluoresceina sob a forma comercial de Fluorene R2 € a
sua biodegradabilidade em agua do mar.
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2. METODOLOGIA

A amostra de Fluorene R2 deu entrada no laboratério de ecotoxicologia do
CENPES com o codigo LET2364.

2.1 Preparo das Amostras para Teste de Toxicidade

O preparo das amostras seguiu a metodologia descrita em Petrobras NR 2594
(1994), utilizando o procedimento Anderson, que consiste na solubilizagdo de 500ul
em 500ml em agua do mar sintética sob agitagdo rapida por 5 segundos. Como o
Fluorene R2 é um produto soluvel em agua, foi obtida uma solugdo verdadeira, na
concentragado final de 1000ppm. Esta solugéo foi utilizada como solugdo-mae para
preparo das solugdes teste.

A composi¢do da agua do mar sintética esta constante no Quadro 1 apresentado
abaixo.

Quadro 1 Composicdo da agua do mar sintética*.

Reagente Quantidade (g/L)
NaF 0,003
SrCl, 6H,0 0,02
H3BO3 0,03
KBr 0,1
KCI 0,7
CaCl».2H, 0 1,113
Na;SO, 40
MgCl, 6 H,O 10,78
NaCl 23,5
Na,SiO39H ;0 0,02
Na,EDTA* 0,001
NaHCO, 02

O EDTA sbdico ndo deve ser usado quando a agua for utilizada como agua de
diluicdo em testes de toxicidade.
* Preparado segundo Standard Methods (1989)

2.2. Organismos teste empregados na avalia¢ao

Os organismos empregados nesta avaliagdo incluiram tanto organismos de agua
doce como marinhos, a fim de abranger uma lista de organismos Para tanto, foram
utilizados diversos organismos aquaticos, com a finalidade de contemplar uma
gama de espécies representativas da comunidade aquatica, com diferentes
sensibilidades a estes produtos.

CENPES — Centro de Pesquisas ¢ Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 3
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Quadro 2: Organismos-teste utilizados na avaliagdo da toxicidade do Fluorene R2
fluoresceina.

Organismo-teste Sistema - Efeito Habitat
My sidpp sfs Juniae Agudo — mortalidade
Misidaceo

Lytechinus variegatus . . .
n °9 Crdnico — desenvolvimento embrio-larval

Ourigo do mar
ooty Agudo — mortalidade Marinho
Microcrustaceo
Microtox® (Vibrio fischer) Agudo — efeito na luminescéncia
Bactéria
Poedilia vivipara )
Peixe Agudo - mortalidade
Daphnia similis ) N
Microcrustaceo Agudo - imobilidade '
: Agua doce
Brachydanio rerio ]
Peixe Agudo - mortalidade

Os testes com Artemia sp., Microtox®, Daphnia similis € Brachidanio rerio foram
execcutados no Centro de Pesquisas Leopoldo A Miguez de Mello (CENPES) da
PETROBRAS enquanto os testes com Mysidopsis juniae, Lytechinus variegatus e
Poecilia vivipara foram executados no laboratério LABTOX da fundagéo BIORIO da
UFRJ — Universidade federal do Rio de Janeiro.

As metodologias empregadas em cada sistema teste estdo descritas nos itens
abaixo e seguiram protocololos padronizados. Os detalhes dos procedimentos
aplicados estdo descritos nos laudos referentes as respectivas analises que estao
apresentados nos anexos.

CENPES - Centro de Pesquisas € Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 4
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2.2 - Teste de toxicidade com Vibrio fischeri (Sistema Microtox®)

Uma suspenséo de uma cultura de bactérias da espécie Vibrio fischeri € exposta a
diferentes concentragdes da amostra. A toxicidade é medida em termos de redugao
da luminescéncia emitida naturalmente pela bactéria. A concentragdo efetiva da
amostra que causa 50% do efeito medido (CES0) € obtida em leituras apds 5 e 15
minutos de exposicdo. O teste é realizado em equipamento conhecido como
Sistema MICROTOX®. O resumo do método estd descrito no Quadro 1 € o
procedimento seguiu o descrito no manual do equipamento MICROTOX® modelo

M500.

QUADRO 2: CONDIGOES DO TESTE DE TOXICIDADE COM Vibrio fischeri

TIPO DE TESTE

AGUA DE DILUICAO

FRASCO TESTE

VOLUME DE SOLUGAO

N° DE ORGANISMOS/FRASCO
N° DE REPLICAS
LUMINOSIDADE
FOTOPERIODISMO
TEMPERATURA

AGITAGAO

TEMPO DE INCUBAGAO
PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO
LEITURA

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
CALCULO ESTATISTICO
PADRAO DE TOXICIDADE

Agudo, estatico, sem renovagéo.

NaCl 2%

Cubeta de borossilicato

1mL

Suspenséo de células (1 milhdo de bactérias)

1

Sem luz

Nao tem

15°C

Néo tem

S e/ou 15 minutos

Inibigdo da emissdo de luz

Fotdmetro de absorc¢ao de luz (MICROTOX 500)
CES50 sminutos €/0U CESO 15minutos

Programa computacional do proprio equipamento
Cu++ (Cobre)

VALIDADE DO TESTE:

O teste com Microtox® é considerado valido quando a resposta (CE5S0) ao cobre

(Cu'?) estiver dentro da faixa de sensibilidade prevista.

Valor de Referéncia

Valor Obtido para este Estudo

CE5045 min (0,18 — 0,56 mg/L Cu+2) X = 0,37

CE5015 min = 0,3 mglL

FAIXA DE DILUIGOES

As concentragées teste empregadas
Solucdo-Mae: 1000 ppm

na avaliagdo do teste definitivo foram:

Solugdes-teste: 112,5 ppm

225 ppm 450 ppm 900 ppm

CENPES - Centro de Pesquisas ¢ Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello
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2.3 - Teste de toxicidade com Artemia sp.

Jovens de Artemia sp., ap6s 24h de eclosdo, em fase de larval nauplio Il - lll, s&o
expostos a diferentes concentragdes da amostra, num sistema estatico por um
periodo de 48 horas. A toxicidade ¢ medida em termos de efeitos sobre a
mortalidade, em leituras do teste apés 24 e 48 horas de exposi¢gdo. O resumo do

método esta descrito no Quadro 3.

QUADRO 3: CONDIGOES DO TESTE DE TOXICIDADE COM Artemia sp.

VOLUME DE SOLUGAO

N° DE ORGANISMOS/FRASCO

N° DE REPLICAS

N°® DE CONCENTRAGOES
ALIMENTAGAO

LUMINOSIDADE
FOTOPERIODISMO
TEMPERATURA

AGITAGCAO

TEMPO DE INCUBAGAO
PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO
LEITURA

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
CALCULO ESTATISTICO

TIPO DE TESTE Agudo estatico sem renovagio
AGUA DE DILUIGAO Agua do mar sintética
FRASCO TESTE becher de 20 mL

10 mL

10

4

5+ 1 controle”
sem alimentagédo
Sem luz

Nao tem
24+2°C

Nao tem

24 e 48 horas
Mortalidade
Observacao direta
CES048 h
Trimmed Spearman-Karber

Validade do teste:

O teste é considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle €
maior ou igual a 90% e a resposta (CL50) ao dodecil-sulfato de sédio (DSS) estiver
dentro da faixa de sensibilidade prevista.

Valor Obtido para este Estudo
CLS0g4gn = 16,6 mg/L

Valor de Referéncia
CL50,g;, (13.95-2023mg/L ) X = 17,09

Faixa de diluigbes:

As concentragbes teste empregadas na avaliagéo do teste definitivo foram:
Solugdo-Méae: 1000 ppm

Solugbes-teste: 1,0 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

CENPES - Centro de Pesquisas ¢ Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 6
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2.4 - Teste de toxicidade embrio-larval com o ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus

O teste consiste na exposi¢do de ovos de ourigo-do-mar as diferentes amostras ou
varias diluigbes de uma mesma amostra. Ao final de 24 horas o nimero de larvas é
contado e o seu desenvolvimento é avaliado. O desenvolvimento embrionario é
considerado anormal quando ha retardo no crescimento ou sdo observadas
deformagdes nas larvas. S&o consideradas normais as larvas que atingem o
estagio pluteus em 24 horas, sem deformagdes. Os procedimentos para realizagao
dos testes de toxicidade com Lytechinus variegatus foram baseados em CETESB
(1992).

QUADRO 4: Condigbes do teste de toxicidade com Lytechinus variegatus

TIPO DE TESTE Crénico, estatico, sem renovagio.
AGUA DE DILUICAO Agua do mar natural filtrada (salinidade 34+1%o)
FRASCO TESTE Tubo de ensaio

VOLUME DE SOLUGAO 10 mi

N° DE ORGANISMOS/FRASCO 300 ovos

N° DE REPLICAS 30u5

FOTOPERIODISMO 12:12h luz:escuro
TEMPERATURA 25+1°C

AGITAGAO Néo tem

TEMPO DE INCUBAGAO 24 horas

PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO Desenvolvimento dos embrides
LEITURA Observagao em microscépio.
EXPRESSAO DOS RESULTADOS CENO e CEO

CALCULO ESTATISTICO Toxstat 3.3

PADRAO DE TOXICIDADE Dodecil Sulfato de Sédio

Validade do teste:

O teste com embrides de Lytechinus variegatus é considerado valido quando o

nimero de larvas pluteus normais no grupo controle é superior 2 80% e a resposta

(CE50) ao DSS (Dodecil Sulfato de Sédio) estiver dentro da faixa de sensibilidade
revista.

Intervalo de valores de referéncia do padrao Valor obtido para o padrio neste estudo
CES50 (1,02 a 2,82 mg/h) CES5045 min = 1,32 mg/L
Faixa de diluigdes:

As concentragdes teste empregadas na avaliagéo do teste definitivo foram:
Solugdo-Mée: 1000 ppm

ST:‘%Z?S' 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm 500 ppm | 700 ppm | 1000 ppm
CENPES - Centro de Pesquisas € Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 7
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2.5 - Teste de Toxicidade com crustaceo Mysidopsis juniae.
Jovens de Mysidopsis juniae, com 4 dias de idade, sdo expostos a amostra, num

sistema estatico por um periodo de 96 horas. A toxicidade é medida em termos de
efeitos sobre a sobrevivéncia dos organismos, por leituras do teste apos 24, 48, 72

e 96 horas de exposigdo. O resumo do método esta descrito no Quadro 4.

QUADRO 5: Condigdes do teste de toxicidade com Mysidopsis juniae.

TIPO DE TESTE

AGUA DE DILUIGAO

FRASCO TESTE

VOLUME DE SOLUGAO

N° DE ORGANISMOS/FRASCO
N° DE REPLICAS

N° DE CONCENTRAGOES
ALIMENTAGAO

LUMINOSIDADE
FOTOPERIODISMO
TEMPERATURA

AGITAGAO

TEMPO DE INCUBAGAO
PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO
LEITURA

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
CALCULO ESTATISTICO
PADRAO DE TOXICIDADE
SALINIDADE

Agudo estatico sem renovagao
Agua do mar natural filtrada
becher de 400 mL

300 mL

10

3

5+ 1 controle

Nauplios de artémia recém eclodidos
Hluminagao durante 12 horas
12horas / 12horas

25+05°C

Nao tem

96 horas

Sobrevivéncia

Observagdo direta

CL5096 h

Trimmed Spearman-Karber
Zinco (CL50 96h)

34+1%0

Validade do teste:

O teste é considerado vélido quando o percentual de sobrevivéncia no controle é
maior ou igual a 80% e a resposta (CES50) ao padrdo de zinco estiver dentro da

faixa de sensibilidade prevista.

Intervalo de valores de referéncia do padrao

Valor obtido para o padrdo neste estudo

CI50,4g;, 0,20 - 0,36 mg Zn/L

CL5048h = O,WL

Faixa de diluigbes:

As concentragdes teste empregadas na avaliagdo do teste definitivo foram:

Solugdo-Mae: 1000 ppm

Solugdes-teste: 100 ppm 300 ppm

500 ppm 700 ppm 1000 ppm

CENPES — Centro de Pesquisas € Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 8
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2.6 - Teste de toxicidade com Daphnia similis.

Jovens de Daphnia similis, apés 24h da eclosdo, sdo expostos a diferentes
concentragdes da amostra, num sistema estatico por um periodo de 48 horas. A
toxicidade é medida em termos de efeitos sobre a imobilidade dos organismos, em
leituras do teste apés 24 e 48 horas de exposigdo. O resumo do método esta

descrito no Quadro 5.

QUADRO 6: CONDIGOES DO TESTE DE TOXICIDADE COM Daphnia similis.

TIPO DE TESTE

AGUA DE DILUICAO

FRASCO TESTE

VOLUME DE SOLUGAO

N° DE ORGANISMOS/FRASCO
N° DE REPLICAS

N*® DE CONCENTRAGOES
ALIMENTAGAO

LUMINOSIDADE
FOTOPERIODISMO
TEMPERATURA

AGITAGCAO

TEMPO DE INCUBAGAO
PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO
LEITURA

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
CALCULO ESTATISTICO

Agudo estatico sem renovagdo
Agua Mole Sintética (ABNT,1993), 40 g/L CaCO3
becher de 20 mL

10 mL

5

4

5 + 1 controle*

sem alimentagéo

Sem fuz

Nao tem

20+2°C

Nao tem

24 e 48 horas

Imobilidade

Observagao direta

CE5048 h

Trimmed Spearman-Karber

Validade do teste:

O teste é

considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle

maior ou igual a 90% e a resposta (CE50 ) ao dicromato de potassio estiver dentro

da faixa de sensibilidade prevista.

Valor de Referéncia

Valor Obtido para este Estudo

CES0yg, (0,08 -0,17 mg/L ) s=0,04

CE5048h =0,17 mgIL

Faixa de dilui¢bes:

As concentragdes teste empregadas na avaliagéo do teste definitivo foram:

Solucido-Mae: 1000 ppm

r Solugdes-teste: I 1,0 ppm

10 ppm 100 ppm T 1000 ppm ]

CENPES - Centro de Pesquisas ¢ Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 9
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2.7 - Teste de Toxicidade com Peixe Brachydanio rerio.

Jovens de Brachydanio rerio, com cerca de 30 £ 5 mm, sdo expostos a diferentes
concentragdes da amostra, num sistema estatico por um periodo de 24 a 48 horas.
A toxicidade &€ medida em termos de efeitos sobre a mobilidade, em leituras do
teste apds 24 e 48 horas de exposigdo. As condigdes de teste estdo descritas no
Quadro 7.

QUADRO 7: CONDIGOES DO TESTE DE TOXICIDADE COM Brachydanio rerio

VOLUME DE SOLUGAO

No DE ORGANISMOS/FRASCO

No DE REPLICAS/CONCENTRAGAO
LUMINOSIDADE
FOTOPERIODISMO
TEMPERATURA

AGITAGAC

TEMPO DE INCUBAGAO
PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAO
LEITURA

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
CALCULO ESTATISTICO

PADRAO DE TOXICIDADE

TIPO DE TESTE Agudo, estatico, sem renovacgao
AGUA DE DILUIGAO Agua Mole Sintética (ABNT,1993), 40 mg/L CaCO;
FRASCO TESTE Béquer de 4000 mL

3000 mL

10

1

Sem luz

Nao tem

25 oC

Nao tem

48 h

Letalidade

Observagio em lupa apés 24 e 48 h de incubagéo
CL 50 24h e CL50 48h
Trimmed Spearmman-Karber
K2Cr07  (CLS0 96h)

Validade do teste:

O teste é considerado valido quando o percentual de mortalidade no controle é
menor ou igual a 10% e a resposta ( CL50 ) ao dicromato de potassio estiver dentro
da faixa de sensibilidade prevista.

Valor de Referéncia Valor Obtido para este Estudo

CL5096h (69 - 129 mg/L ) X = 99,07; n=11; 5=15,02 CL50 96h = 83,4 mgf/i

Faixa de dilui¢des:
As concentragdes teste empregadas na avaliagéo do teste definitivo foram:
Solugdo-Méae: 1000 ppm

Solugdes-teste: 10 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm

CENPES - Centro de Pesquisas € Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 10
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2.8. Teste de toxicidade com Poecilia vivipara

Jovens de Poecilia vivipara, com cerca de 30 + 5 mm, sdo expostos a diferentes
concentragdes da amostra, num sistema estatico por um periodo de 24 a 48 horas.
A toxicidade é medida em termos de efeitos sobre a mobilidade, em leituras do
teste apds 24 e 48 horas de exposigdo. As condigdes de teste estdo descritas no
Quadro 8.

QUADRO 8: Condigdes do teste de toxicidade com Poecilia vivipara

TIPO DE TESTE Agudo
AGUA DE DILUIGAO Agua do mar natural 33 - 35g/kg NaCl
FRASCO TESTE Béquerde 2 L

VOLUME DE SOLUGAO 1000 mL

N° DE ORGANISMOS/FRASCO 3

N° DE REPLICAS 3

LUMINOSIDADE 122 Lux

FOTOPERIODISMO 12 h luz/ 12 h escuro

TEMPERATURA 25 +1°C

AGITAGAO Nao tem

TEMPO DE INCUBAGAO 96 horas

PARAMETRO FINAL DE AVALIAGAOQ Morte

LEITURA Contagem nos tempos 0, 24, 48, 72,e¢ 96 h
EXPRESSAO DOS RESULTADOS CL 50 96h

CALCULO ESTATISTICO Trimmed Spearmman-Karber

Validade do teste:

O teste com Poecilia vivipara é considerado vdlido quando o percentual de
sobrevivéncia no controle € maior ou igual a 90% e a resposta (CL50) ao dodecil
sulfato de sédio (DSS) estiver dentro da faixa de sensibilidade prevista.

Intervalo de valores de referéncia do padrao Valor obtido para o padrao neste estudo

2,12 a 4,8 ma/l de DSS 4.26 mg/l de DSS

Faixa de diluigoes:

As concentragdes teste empregadas na avaliagéo do teste definitivo foram:
Solugdo-Méae: 1000 ppm

Solugdes-teste: 100 ppm 300 ppm 500 ppm 700 ppm 1000 ppm
i)
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2.9. Teste de avaliagdo da biodegradabilidade

A avalaicdo da biodegradabilidade do Fluorene R2 foi feita segundo a metodologia
OECD 306 - Biodegradability in Seawater (OECD,1992) para avaliagdo da
biodegradabilidade de substancias em agua do mar.

O teste consiste no acompanhamento da biodegradabilidade do produto em agua
do mar natural filtrada e que, portanto, ja contém microorganismos capazes de
inocular o sistema. O acompanhamento da biodegradabilidade € feito por
acgmpanhamento do teor de oxigénio dissolvido durante um periodo de 28 dias a
25-C.

O produto é exposto em uma concentragdo Unica de 2,0 mg/l, a partir da qual €
determinado a DBO inicial da solugdo. Os tratamentos empregados no estudo
foram os seguintes.

a) Amostra (2,0 mg/l): 6 mg de Fluorene R2 + 3000 ml de agua do mar filtrada;

b) Substancia de referéncia (2,0 mg/l): 6,0 mg de anilina (subst. de referéncia) +
3000 ml de 4gua do mar fitrada;

¢) Controle branco: somente dgua do mar filtrada;

d) Controle fisico-quimico: 6,0 mg de Fluorene R2 + cloreto de mercurio + 3000 ml
de agua do mar filtrada;

e) Controle de toxicidade: 6,0 mg do produto + 6,0 mg da substancia de referéncia
+ 3000 mi de agua do mar filtrada.

Este trabalho foi desenvolvido pelo laboratério TECAM Tecnologia Ambiental Ltda e
os detalhes da metodologia empregada no estudo podem ser visualizados nos
anexos.
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3 - RESULTADOS

Os resultados obtidos nas analises ecotoxicoldgicas com os diversos organismos-
teste utilizados na caracterizagdo da ecotoxicidade do Fluorene R2 estéo
apresentados nas tabela 1a 7. Na tabela 9 estdo apresentados todos os resultados
finais dos testes de toxicidade. Na tabela 8 esta apresentado o resultado do teste
de biodegradabilidade do produto Fluorene R2. Todos os testes de toxicidade foram

feitos a partir de uma solugdo de 1000 ppm.

Tabela 1A: Resultado do teste de toxicidade com Vibrio fischeri (Microtox®) para o
produto Fluorene R2 diluido em agua do mar.

Vibrio fischeri Efeito - inibigao da luminescéncia
Concentragio Efeito er? o:) minutos Efeito er|(1 %53 minutos
90% (maior concentragio
testada) 23,8 20,3
Resultado Final CES50 5min >900ppm CES50 15min >900ppm

CE50: concentrag3o que causou efeito a 50% da populagdo exposta;
Maxima concentragao testada foi 900 ppm em fungao dos procedimentos do teste.

Tabela 1B: Resultado do teste de toxicidade com Vibrio fischeri (Microtox®) para o
produto Fluorene R2 diluido em agua doce (reconstituida mole).

Vibrio fischeri Efeito — inibigao da luminescéncia
Concentraggio Efeito em 5 minutos Efeito emo5 minutos
(%) (%)
81% (maior concentragio 00 00
testada) ' !
Resultado Final CES50 5min >810ppm CE50 15min >810ppm

CE50: concentragdo que causou efeito a 50% da populagio exposta,
Maxima concentracio testada foi 900 ppm em funcdo dos procedimentos do teste.

CENPES - Centro de Pesquisas ¢ Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello
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Tabela 2: Resultado do teste de toxicidade com Artemia sp. para o produto

Fluorene R2.
Artemia sp. ' Efeito - Mortalidade
Concentragdo 24 horas (%) 48 horas (%)
Controle 0 0
1,0 ppm 0 0
10 ppm 0 0
100 ppm 0 0
1000 ppm 0 0
Resuitado Final CL50 24h > 1000 ppm CL50 48h > 1000ppm

CL50: concentragao que causou letalidade a 50% da populacdo exposta;

Tabela 3: Resultado do teste de toxicidade com Mysidopsis juniae para o produto

Fluorene R2.

Mysidopsis juniae Efeito - Mortalidade

Concentragio | 24 horas (%) | 48 horas (%) | 72 horas (%) | 96 horas (%)
Controle 0 0 0 0
100 ppm 10 10 10 10
500 ppm 10 30 35 35
700 ppm 5 25 40 45
1000 ppm 5 35 65 70

Resultado Final CL50 g6h = 705,08 ppm IC = 509,72-975,30ppm

CL50: concentragdo que causou letalidade a 50% da populagao exposta;
IC: Intervalo de Confianca (95%).
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Tabela 4: Resultado do teste de toxicidade com Poecilia vivipara para o produto

Fluorene R2.
Poecilia vivipara Efeito - Mortalidade
Concentragdo | 24 horas (%) | 48 horas (%) | 72 horas (%) | 96 horas (%)
Controle 0 0 0 0
100 ppm 0 0 0 0
500 ppm 0 0 0 0
700 ppm 0 0 0 0
1000 ppm 0 0] 0 0
Resultado Final CL50 9sh > 100ppm

CL50: concentragio que causou letalidade a 50% da populagdo exposta,

Tabela 5: Resultado do teste de toxicidade crénica com embrides de Lytechinus
variegatus para o produto Fluorene R2.

Lytechinus variegatus Efeito — alterag':‘eb; «;: :::envolvimento =
Concentracio 24 horas (%) Sig.
Controle 11,0
. 50 ppm 22,5
100 ppm 22,5
200 ppm 220
300 ppm 69,8 *
500 ppm 87,8 *
700 ppm 100,0 *
1000 ppm 100,0 *
Resultado Final CENO =200 ppm CEO =300 ppm

CENO: maior concentracéo testada onde no foi observado efeito;
CEO: menor concentracio testada onde foi observado efeito.
Sig: efeito significativamente maior em relagdo ao controle {p=0,05).

CENPES - Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 15
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Tabela 6: Resultado do teste de toxicidade com Daphnia similis para o produto

Fluorene R2.
Daphnia similis Efeito — imobilidade
Concentragao 24 horas (%) 48 horas (%)
Controle 0 0
1.0 ppm 0 0
10 ppm 0 0
100 ppm 0 ]
1000 ppm 0 0
Resultado Final CE50 24h > 1000 ppm | CES50 48h > 1000ppm

CE50: concentracio que causou efeito a 50% da populagéo exposta;

Tabela 7: Resultado do teste de toxicidade com Brachydanio rerio para o produto

Fluorene R2.
Brachydanio rerio " Efeito — Mortalidade
Concentragio 24 horas (%) 48 horas (%)
Controle 0 0
10 ppm 0 0
100 ppm 0 0
500 ppm 0 0
1000 ppm 0 0 :
Resultado Final CL50 24h > 1000 ppm CL50 48h > 1000ppm

CL50: concentragio que causou letalidade a 50% da populagdo exposta;
IC: Intervalo de Confianca (95%).

Tabela 8: Resultado do teste de biodegradabilidade em &gua do mar do produto

Fluorene R2.
Produto Biodegradabilidade 28dias
Fluorene R2 22%
CENPES - Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 16
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Tabela 9: Tabela resumo dos resultados dos testes de toxicidade realizados com o
produto Fluorene R2.

Organismo Resultado Observagoes
Microtox (Vibrio fischeri) CES5015min>900ppm Indicios de toxicidade a 900ppm
Artemia sp. CL50ev>1000ppm Nao téxico
Poecilia vivipara CL50gey>1000ppm Nao téxico
Mysidopsis juniae CL50g4,=705,08ppm Efeito de toxicidade a 705,08ppm
. . CENO=200ppm . . -
Lytechinus variegatus CEO=300ppm Efeito de toxicidade cronica a 300ppm
Daphnia similis CES5049n>1000ppm Nao téxico
Brachydanio rerio CL504gr>1000ppm Nao téxico

CE50: Concentragio que causa efeito a 50% da populagéo exposta.

CL50: Concentragio que causa letalidade a 50% da populagdo exposta.
CENO: Maior concentragio testada onde nao foi observado efeito adverso.
CEO: Menor concentracio testada em que foi observado efeito adverso.

CENPES — Centro de Pesquisas € Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 17
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4. DISCUSSAO

Os resultados das avaliagdes de toxicidade do FLUORENE R2, apresentados neste
estudo demonstraram que o produto ndo apresentou toxicidade para nenhum dos
testes agudos, quando testado até a concentragdo de 1000ppm, exceto para
Mysidopsis juniae, cuja CL50 96h foi de 705,08 ppm. Nao foram observados efeitos
sobre os peixes (agua doce ou marinha) nem para os microcrustaceos Daphnia
similis (agua doce) ou Artemia sp. (agua marinha). Para a bactéria Vibrio fischeri
foram observados apenas indicios de toxicidade quando a solucdo foi preparada
em agua marinha. Nao foram observados efeitos para este organismo quando a
solugéo foi preparada em agua doce.

No teste cronico com embrides de Lytechinus variegatus foram observados efeitos
de toxicidade crdnica na concentragdo de 300ppm de Fluorene R2 e ndo foram
mais observados efeitos significativos na concentragéo de 200ppm.

Deve-se atentar que a toxicidade é inversamente proporcional ao valor de CES0,
CL50 ou CENO, ou seja, quanto maiores estes valores, menor € a toxicidade.

Desta forma, deve ser destacado que o efeito observado para Lytechinus
variegatus se deu em uma concentragdo de 300ppm, € a CL50 para Mysidopsis
juniae (numa concentragdo 705,08 ppm) muito superiores aquela utilizada na
composigdo do fluido de preenchimento do duto, cuja concentragdo é de 50ppm,
conforme dosagem recomendada nas Informagbes Técnicas do Fluorene R2. Ou
seja, a concentracdo de uso do Fluorene R2 ¢é seis vezes inferior aquela em que
foram observados efeitos toxicos para Lytechinus variegatus e cerca de 14 vezes
inferior para Mysidopsis juniae.

Portanto, o produto apresentou um baixa toxicidade para 0s organismos avaliados e
ndo sdo esperados efeitos adversos em decorréncia do Fluorene R2 para a biota,
nas concentragdes em que este produto € usado como tragador no fluido de
preenchimento para testes de tubulagéo.

A avaliagdo da biodegradabilidade do Filuorene R2 demonstrou que o produto
apresentou 22% de biodegradabilidade em 28 dias de teste. Este resultado indicou
que o produto ndo apresentou potencial de biodegradagdo, nas condigdes
estabelecidas pelo método utilizado. Deve-se destacar, entretanto, que os periodos
de hibernacdo dos dutos podem superar em muito este tempo de 28 dias, o0 que
favoreceria a taxas de degradagdo absolutas maiores do que as observadas no
ensaio. Além disso, a baixa biodegradabilidade do produto néo deve acarretar em
efeitos danosos ao ambiente gragas a sua baixa toxicidade.

Os testes referem-se a avaliagdo da toxicidade para organismos aquaticos e de
biodegradabilidade com fins e critérios ambientais. Nao podem ser feitas inferéncias
quanto as implicagdes na saude publica.
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5. CONCLUSOES

O Fluorene R2, composto de fluoresceina, ndo apresentou toxicidade para
os microcrustaceos Artemia sp. e Daphnia similis, para 0s peixes
Brachydanio rerio e Poecilia vivipara até a concentragdo de 1000 ppm.
Foram observados apenas indicios de efeito para Vibrio fischeri em 900 ppm
na solugdo preparada com agua marinha, porém, néo foram observados
efeitos para este organismo quando a solugéo foi preparada em agua doce.

Foram observados efeitos toxicos para Lytechinus variegatus e Mysidopsis
juniae nas concentragbes de 300 ppm (CEO) e 705,08 ppm (CL50)
respectivamente. Entretanto, estas concentragdes sdo muito superiores as
utilizadas nos fluidos de preenchimento.

O produto apresentou baixo potencial de biodegradabilidade.

Ndo sdo esperados efeitos adversos sobre a biota em decorréncia do
Fluorene R2, quando utilizado na dose recomendada de 50 ppm.
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ANEXO I: Fichas Técnica, de Seguranga e de Emergéncia do Fluorene R2
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NICHO Tecnologia Ltda.
Consultoria & Representagtes

Informagdes Técnicas do FLUORENE R2

Descricéo :
O FLUORENE R2 é um fluido que contem agentes corantes de base organica
de carater ndo-idnico. O FLUORENE R2 é soluvel em agua. E um produto
biodegradavel e ndo tdxico. O produto se diferencia pela sua especificidade
molecular devido a modificagdo quimica e seletiva da estrutura original da
uranina. A intensa fluorescéncia apresentada pelo FLUORENE R2, quando
diluido facilitam a sua identificacao e analise.

Aplicacao :
O FLUORENE R2 pode ser utilizado amplamente, na industria do petrdleo
desde os reservatdrios petroliferos, producao e refino, até os oleodutos de
exportacdo, navios petroliferos e tanques de armazenamento.
Da mesma forma o FLUORENE R2 pode ser aplicado para testes hidrostaticos e
identificacdo de vazamentos de qualquer sistema hidraulico.
O FLUORENE R2 é indicado para o preparo de fluidos de contraste empregados
na industria de petroleo.

Propriedades :
Aspecto Fisico Liquido vermelho
Carater nao-ibnico
Diluente Solvente polar + agua
Densidade 0.99 kg/I
Viscosidade 7,2Cp
pH 7,2

Solubilidade :
Agua industrial até 10000 ppm
Alcool etilico totalmente
Acetona totaimente
Hexano insoltivel
Tolueno insolavel

Impacto Ambiental :

O FLUORENE R2 é um marcador para fase aquosa e alguns copostos polares.
As quantidades recomendadas sdo muito pequenas, da ordem de 50 partes por milhdo

(ppm).

O produto tem como base agentes corantes de base organica e de carater ngo-idnico, que
apresentam biodegradabilidade aceitavel, ndo é toxicos para o meio nas concentragoes
recomendadas. Testes de toxicidade aguda com algumas culturas, do tipo Mysidium
graciele DANA, nao apresentaram efeitos toxicos em aguas com elevada salinidade.

TelJFax : (21) 2462-5056 — (21) 2467-4747 www.nicho.ind.br
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FICHA DE SEGURANCA

Secédo I : Nome e Fabricante

Fluorene R2

NICHO Tecnologia Ltda. Tel.: (021) 2462-5056
Est. Do Gale#o, 634 s/205 Tel.: (021) 2467-4747
Ttha do Governador CEP:21940-290 Fax : (021) 2462-5056
Rio de Janeiro — RJ http://www.nicho.ind.br
Brasil e-mail : nicho@nicho.ind br
E ~ Secéo II : Produtos Perigosos '
Este Produto é inflamavel
: ~ : Secdo I1I : Propriedades
Estado : Liquido Ponto de Ebuli¢do : 90 °C
Cor : Vermelho Viscosidade : 7,2 ¢p
Soliivel em agua e alcool Densidade : 0,99 g/cc
Carater : Ndo i6nico ‘ PH:6a8

Sec¢do IV : Fogo ou Explosio

PRODUTO INFLAMAVEL

PODE INFLAMAR COM CALOR, FAGULHA OU CHAMA

Armazenar em Lugar Fresco

Método de Extingdio de Fogo : P6 Quimico, SECO

Substancias Perigosas Produzidas pela Combustio : Monéxido de carbono, fumaga, etc.

Segdo V : Reatividade

Estabilidade : O produto ¢ estavel em condigSes ambientais normais ;

Incompatibilidade : Evitar contato do produto com acidos minerais, alcalis, acidos orgnicos e aminas de
baixo peso molecular ;

Decomposigio : Quando aquecido acima de 300 °C ha liberagéo de Monoxido e dioxido de carbono ;
Polimerizagio perigosa : Ndo acontece.

Secdo VI : Precaugdes para o Manuseio e 0 Uso

Derrame ou Vazamento : Minimize o Contato coma pele. Use os equipamentos de protegio adequados de
acordo com as normas e regulamentos

Precaucdes Para Manuseio € Armazenamento : Guarde em recipientes fechados. N&o armazenas préximo ao
calor, chama ou outro composto que apresente incompatibilidade

Secdo VII : Precaugdes para a Saude

Evitar : Inalagdo, contato com a pele ou ingestio

Perigo : Contato com os olhos ou pele pode causar irritagdo forte. Se ingerido pode causar distarbios
géstricos. Se inalado pode causar irritagio ou dificuldades respiratorias.

Emergéncia e Primeiros Socorros : Lave os olhos com 4gua em abundéncia por pelo menos 15 minutos ou
até que todo produto seja removido. Lave a pele afetada com 4gua e sabdo. Se a irritag8o persistir consulte
um médico

Segdo VIII : Informagdes para Protegdo na Industria

Use o material e/ou equipamentos de seguranca : Roupa de PVC, capacete de protegdo, luva PVC, bota de
borracha, mascara facial com filtro combinado para vapores organicos. Em caso de envolvimento com fogo
use vestuario apropriado e completo para combate-lo.

Evitar contato com os olhos e pele, ndo inalar, no ingerir, n3o fume préximo ao produto.

Obs. : As prescrigdes legais e de higiene de trabalho em vigor devem ser respeitadas. As indicagdes acima
baseiam-se no estado atual de nossos conhecimentos. As mesmas apresentam o estado de investigag8o
referente aos nossos produtos, sem compromisso de nossa parte.
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NICHO Tecnglogia

Numero de Risco :

FICHA DE EMERGENCIA

Numero da ONU :
Est. do Gale@o, 634 5/205 Nome do produto apropriado para embarque : 1263
Ilha do Governador Tracador Quimico_Hidrofilico Classe ou Subclasse
CEP:21940-290 o 3
Rio de Janeiro — RJ De nisco:
Brasil Nome Comercial -
Tel.: (021) 2462-5056 Descrigio da classe
Fl R2 ou subclasse de risco :
http://www.nicho.ind. br u O ren e ,
mail : nicho@nicho.ind.br INFLAMAVEL
ASPECTO : LIQUIDO VERMELHO - SOLUVEL EM AGUA
Roupa de PVC, capacete de protegdio, luva PVC, bota de borracha, mascara facial com
EPIL: filtro combinado para vapores organicos. Em caso de envolvimento com fogo use

vestudrio apropriado e completo para combate-lo.

FOGO : PRODUTO INFLAMAVEL EM CONTATO DIRETO COM FONTE DE IGNIGAO OU AQUECIMENTO PODE EXPLODIR COM O CALOR DO .

FOGO

SAUDE : IRRITA A PELE, OS OLHOS E VIAS AEREAS SUPERIORES. INALACAO PROLONGADA PODE CAUSAR DOR DE CABEGA, NAUSEA,
ALUCINAGOES VISUAIS, EMBRIAGUEZ E PERDA DE CONSCIENCIA.

MEIO AMBIENTE : CONTAMINA CURSOS D’AGUA TORNANDO-OS IMPRORIOS PARA USO EM QUALQUER FINALIDADE, PODENDO [

RISCOS

VIR A DESTRUIR A FAUNA E A FLORA DO LOCAL DO DERRAME. O ESCOAMENTO PARA REDE DE ESGOTO PODE CRIAR RISCO DE FOGO §

OUEXPLOSAO .

EM CASO DE ACIDENTE

VAZAMENTO

AFASTE O VEICULO DA RODOVIA E DESLIGUE O MOTOR

NAO FUMAR E EVITAR FONTES DE IGNICAO (FAISCA, CHAMA) NA AREA

ISOLEE SINALIZE O LOCAL. AFASTE OS CURIOSOS

TENTE PARAR O VAZAMENTO, USANDO EPI E EVITANDO O CONTATO COM O PRODUTO
AVISE A POLICIA RODOVIARIA, CORPO DE BOMBEIROS, DEFESA CIVIL, EMPRESA [
TRANSPORTADORA E ORGAO DE MEIO AMBIENTE

»  USE NEBLINA D’AGUA PARA DISSIPAR O FOGO

e  SEIMPOSSIVEL CONTER O VAZAMENTO TRANSFERIR O MAIOR VOLUME PARA OUTRO VEfCULO

FOGO

. USAR EXTINTORES DE PO QUIMICO, CO* OU ESPUMA PARA HIDROCARBONETO
. USE AGUA NA FORMA DE NEBLINA PARA RESFRIAR LATERALMENTE OS RECIPIENTES EXPOSTOS f;;
AOFOGO

POLUICAO

TENTE CONTER O LIQUIDO EVITANDO ESCOAMENTO PARA CURSOS D'AGUA E ESGOTOS
ABSORVA O PRODUTO EM TERRA E TRANSFIRA PARA UMA CAGAMBA

REMOVA PARA AREA ABERTA E SEGURA PARA QUE A EVAPORAGAO SE REALIZE

AVISE AO ORGAO DE MEIO AMBIENTE

PRIMEIROS
SOCORROS

LEVAR A VITIMA PARA UM LOCAL BASTANTE AREJADO

SE A VITIMA NAO ESTA RESPIRANDO, FAZER RESPIRACAO ARTIFICIAL
LAVAR OS OLHOS E OUTRAS PARTES ATINGIDAS COM BASTANTE AGUA
REMOVER ROUPAS CONTAMINADAS COM O PRODUTO

EM CASO DE INGESTAO NAO PROVOCAR VOMITOS. SE A VITIMA ESTIVER CONSCIENTE FAZER
INGERIR AGUA

INFORMACOES
AO MEDICO

TRATAMENTO SINTOMATICO

FABRICANTE : NICHO Tecnologia Ltda.
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TESTE DE TOXICIDADE COM FLUORENE R2
(CODIGO DO LET N° 2364) COM Poecilia vivipara
(OSTEICHTHYES - CYPRINODONTIFORMES)

Solicitante:

SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Fundio - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

Executado por:

LABTOX - Tecnologia Ambiental
Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — [tha do Funddo
Pélo BIO-RIO — Incubadeira 3 - 4
CEP: 21941-590

Teste n° 528

Tel: (21) 3867-5501 ramal 220

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgao requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Técnico requisitante: Eduardo Platte

Enderego: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello Ilha do Fundio Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliagdo solicitada: Teste de toxicidade aguda com peixe

Organismo teste: Poecilia vivipara

Tipo de teste: Agudo

Resposta do teste: Efeitos sobre a SOBREVIVENCIA

Identlﬁcaqao da amostra pelo solicitante: Fluorene R2 (Cédigo do Let 2364)
Data: 29/01/2002

Cédigo de entrada no Labtox: 060102 Labtox

RESULTADO DEFINITIVO

A amostra no apresentou efeito agudo para Poecilia
vivipara
Sobrevivéncia no controle: 100 %

Padrao (DSS): 4,26 mg/L (IC = 3,61 - 5,04).

IC = intervalo de confianga

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 —- Cidade Universitaria — Ilha do Funddo
Cep - 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ




’ ‘!écnologi! /\Eblental

1- OBJETIVO

O objetivo deste teste, realizado em 18 de fevereiro de 2002, foi verificar a
toxicidade aguda de Fluorene R2 (Cddigo do Let 2364) sobre os alevinos de Poecilia

vivipara,.
2 - METODOLOGIA

A determinagdo da toxicidade aguda em relagdo a Poecilia vivipara seguiu a
metodologia descrita em Kraus ef al. (1998), com adaptagdes.
Jovens de Poecilia vivipara com 10 a 15 dias de idade, foram expostos a
diferentes concentrag8es da amostra, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.
_. A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras
do teste a cada 24 horas.
g " S#Ho consideradas no téxicas amostras que apresentam o maximo de 20% de
mortalidade na concentragio de 100%.
o A cada série de amostra testada é realizado um teste de toxicidade com o padrio,
dodecil sulfato de so6dio (DSS), com o objetivo de verificar se os organismos estdo
respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida para as condigdes

de laboratorio do Labtox.

S

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Itha do Funddo
Cep - 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste: estatico sem renovagio, com aeragio

Temperatura de incubagio: ----------~-—- 25+0,5°C

Luminosidade: 12 horas claro/12 horas escuro

Frasco teste: béquer de 600 mL

Volume de solugdo teste: ----------------- 500 mL

Origem dos organismos: ------------------ Cultivo Labtox

Idade dos organismos: 10 a 15 dias

N° de organismos / frasco: ---------------- 5

N° de réplicas / concentrago: ~----------- 3

N° de diluig¢des: 5 + 1 controle *

Agua de diluigdo: 4gua do mar natural filtrada

Salinidade da 4gua: 35+1%o

Duragéo do teste: 96 horas

Resposta: mortalidade

Valor medido: CL50; 96h (concentrago letal a 50% dos

Organismos em teste em um periodo de 96h)

Meétodo de calculo: Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al.,

1977)

* Controle com agua de diluigdo: exposigdo do organismo & dgua de dilui¢do (4gua do
mar natural) nas mesmas condigdes da amostra.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria ~ Ilha do Funddo

Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro - RY
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PREPARO DA AMOSTRA
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A amostra foi preparada no laboratério de Ecotoxicologia do Cenpes/Seamb e
mantida a uma temperatura de 4 + 2°C até a realizagdo do teste. A partir desta solugéo-
estoque (1000 ppm) foram preparadas as solu¢des-teste, sendo testadas as seguintes

concentragdes: 100; 300; 500; 700 e 1000 ppm (fichas em anexo).

VALIDADE DO TESTE

O teste ¢ considerado valido quando o percentual de mortalidade no controle ¢
menor ou igual a 10% e a resposta (CL50) ao DSS estiver dentro da faixa de
sensibilidade estabelecida para a espécie. Para as condigdes de testes do Labtox, a faixa

de toxicidade estabelecida para P. vivipara com DSS é de 2,12 a 4,80 mg/L.
3 - RESULTADOS

A t:albela 1 apresenta o percentual de mortos € 0o nimero de alevinos vivos
durante a leitura realizada a cada 24, horas nas diferentes concentragdes testadas. Em
todas as concentragdes testadas, incluindo o controle, foi observada 100% de
sobrevivéncia dos organismos.

Os resultados de salinidade, pH e oxigénio dissolvido, medidos no inicio e no
final do teste, nas diferentes concentra¢des, encontram-se listados na ficha em anexo.

O resultado da CL50; 96h obtido com o DSS foi 4,26 mg/L (IC = 3,61 - 5,04).

e

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Itha do Funddo
Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro - RJ
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Tabela 1 - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de alevinos
durante a leitura realizada a cada 24 horas, no teste conduzido com Fluorene

R2 (Codigo do Let 2364).

Concentragdo ‘ Mortalidade
da amostra Numero de alevinos vivos apos 96h
(ppm) Oh 24h | 48h 72h 96h (%)

5 5 5 5 5

Controle 5 5 5 5 5 0
5 5 5 5 5
5 5 5 5 5

100 5 5 5 5 5 0
5 5 5 5 5
5 5 5 5 5

30 [ 5 [ 5 | 5 | 5 |5 0
o s 15 | 5 | 5 | 5
5 5 5 5 5

500 5 5 5 5 5 0
' 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5

700 5 5 5 5 5 0
5 5 5 5 5
5 '5 5 5 5

1000 5 5 5 5 5 0

5 5 5 5 5 §

| e

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Itha do Funddo
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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4 - CONCLUSAO

O resultado obtido com o padrdo encontra-se dentro da faixa estabelecida para a
espécie.

A sobrevivéncia no controle (100%) e os resultados obtidos nas anélises
quimicas validam o teste realizado. Os resultados indicam que Fluorene R2 (Cédigo do

Let 2364) ndio apresentou efeito agudo para Poecilia vivipara, nas condiges de teste.

5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

Hamilton, M.; Russo, R.C. & Thurston, R.V. Trimmed Spearman-Karber Method for
estimating median lethal concentrations in toxicity bioassays. Environmental Science
& Technology, 1977, vol. 11,n° 7.

Kraus, L.A;S.;‘ Bonecker, A.C.T. & Vital N.A.A. 1998. Acute toxicity of potassium
dichromate, sodium dodecyl sulfate, copper and zinc to Poecilia vivipara
(Osteichthyes, Cyprinodontiformes). Frenesius Environmental Bulletin, 7(11-12):
654-658.

Rio de Janeiro, 25 de fevereiro de 2002.

‘l‘Q&QC)\ fo)wq(}a dC\ @Qua (<4u~/)

Leila Aparecida da Silva Kraus
CRB-2 - 12156/02 N

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Ilha do Fund3o
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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EQUIPE TECNICA:

Biologas:

MSc Marcia Vieira Reynier CRB-2 - 07135/02
MSc Leila Aparecida da Silva Kraus CRB-2 - 12156/02
MSc Maria Cristina da Silva Maurat CRB-2 - 12671/02

Técnicas:

Priscila Reis da Silva
Viviane Euzébio Luiz

e

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Ilha do Funddo
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ANEXOS
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ey © o
TESTE N° SRS Operador(es): ih Loy
Espécie: P A l\-am\

ORIGEM DOS ORGANISMOS

Cuiltivo () Fonte: ( <

Campo( ) Local de coleta: Temperatura: ‘ °C
Data: - / Salinidade: / %o

MANUTENGAO DOS ORGANISMOS:

Alimento: nauplios de Artemia sp. Temperatura: . _ . °C

ad libitum 25 % 4

Tempo de cultivo: : dias |Salinidade: %o
P g 20t L

Idade dos organismos: Jay dias |Fotoperiodo: 12:12h

TESTE
INICIO Data: Hora:
(/02 ;03 l h_SOmin
TERMINO Data: Horg:
f?&/ R/ G ii h CO min,
Preliminar ( ) Estatico: (<) Com aeragéo: §><j'
Definitivo  (><) Semi-estatico ( ) Sem aeragdo: ( )
Renovacéo: _h. ‘

BN
)
- e D
},’U\‘-

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 3 - Cidade Universitaria - llha do Fundao
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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AMOSTRA
Descrigéo:
CODIGO DU (€1 2264
Cadigo de entrada Data de entrada; | Salinidade: 3
no laboratério: %o
060) 0 29 /0L 1 O |sem ajuste: ( X') comajuste ()

Ajuste da salinidade
Volume de &gua|Volume salmoura |Volume de Salinidade final | Concentragao
destilada: amostra; da amostra final da amostra:

: mbL ‘ mL mL. — %o — ___ ppm
pH: da amostra ( X' ) sem ajuste
7,9 ( ) comajuste —— pl de pH final

Salmoura:
Método Salinidade:_ %o pH

AGUA DE DILUIGAO

Fonte: Angra dos Reis |Data da coleta ou preparo:
18, 04 ;02
Salinidade: ‘ Oxigénio dissolvido: pH:
39 %o 5, ¥o  molL 2, 32

Volume da solugao-teste por béquer: 5¢0 wlL
N° de organismos por béquer: 05
N° de réplicas por concentragéo: 3

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratorio 3 - Cidade Universitaria - Itha do Fundao
‘ Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro - RJ
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Preparo da solugao-estoque: _3 00U . (mg/L, %) Testen®__ 92 G

ol mL (mg) da substancia (amostra bruta) + _—mL de &gua de diluigdo.

Preparo das solugdes-teste

Solugdo 1: _O, O ppm (mg/L,%)
— mL da solugdo-estoque + 4 SOUmL de agua de diluigéo.

Solugdo 2: __{00 ppm (mg/L,%))
450 mL da solugdo-estoque + 43 5UmL de agua de diluigéo.

Solugdo 3: __2CcO  ppm (mg/L,%))
450 mL da solugdo-estoque + J0 5D mL de agua de diluigdo.

Solugédo 4: _ 900 ppm (mg/L,%))
3150 _mL da solugdo-estoque + 7 90 mL de agua de diluigao.

Solugdo 5: _ 300 ppm (mg/L,%))
\ C5 O _mL da solugdo-estoque + ﬁj_(LmL de agua de diluigao.

Solugdo 6: _J ©C © ppm (mg/L, %))
A 5oOmL da solugdo-estoque + _~__mL de agua de diluigdo.

Solugédo 7 ppm (mg/L,%))
Z mL da solugédo-estoque + _~" mL de agua de diluigao.

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Concentragdo Bequer Inicio Término
nO

(pPrmgtL, % S% |OD(mgh][ pH S% [OD(mgh]| pH
0,0 2 34 g3C | 8321 39 $0C | © 56
100 4 24 585 | & v | 39 525 | © 49
200 9 >4 g 85 | 8 {2 35 5, 34 6.49
500 12 34 9,65 | 8 22 36 o, 2k & 55
305 13 34 5,621 | 8 JC 36 949 | & 92
{000 | 1¢ 34 595 8‘, 29 25 G 13 8{ 62

T~ - -
\ | \ *
S~
\

~

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - llha do Fundao
Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro — RJ - Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail. labtox@biorio.org.br \4/&\“’“/3
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ACOMPANHAMENTO DO TESTE

TESTENe 52 ¢

béquer N° de org. mortos béquer N° de org. mortos

m° | 2an | 48n | 72n | 96h | n° | 2anh | 48h | 72h | gbh

A g |\ o | ¥ |2 |x

) |8 1g o |8 |\

3 |6 @ | @ | D \

4 g 1o g | &

s g |6 |6 | &

e | ¢ | L |6 | D \

T g |\ @ | & | D \

y | g 0 (& | O \

9 |\ ¢ |\ ¥ | & | @ \

Jdo ¢ @ O é \

u |\¢ |@ | & | @ \

w | 6 \6 |\ T \O \

3 | |86 |8 o \

3y s |0 s | P \

s |\ Y|\ @ |0 |\ @ \

w | 0 |0 |9 | @ \

N © | ¢ | |@ \
i g \g |« | © \\

~

——

\

Concentracdo de alimento.__—  nauplios de Artémia sp. por misidaceo/dia.
Volume da solugdo de Artémiasp..Oh _—-_ uplL  24h "~ L
a8h _— pL  72h — L _S,wa-s

Avenida 24, s/n° Polo Bio-Rio - Laboratoério 3 - Cidade Universitéria - ltha do Fundéo
Cep ~ 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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REGISTRO DE DADOS
TESTE N°S2)
ﬁg{%?ng';li réplica 1 réplica2 | réplica3d réplica 4 Tgtal Mortalida-
oumgiL) e de
mortos %
M \ M \%) M \' M Vv
00 |g |5 |PL |5 |LQ |5 & 4
ho | |5 |@ |5 |© |5 ¢ |g
o | |5 |@ |5 |@ s © | &
N0 | |5 |@ |5 |2 |5 \ v |\
¥oCTlog |5 | |5 |o |5 \ o | <
leolg |5 |@ |5 |@ |5 \lo |o
M = nimero de organismos mortos
V = namero de organismos vivos
Sobrevivéncia no controle: _1C0 9
Obs: \\
RANDOMIZAGAO DE BEQUERES
Concentragéo Béquer n° Concentragédo Béquer n°
(;Nrm) ()m m
0, ¢ 1-3 {CCO tg - 48
.
1CO 4. ¢ \\
30 3-9 AN
\ v
SYefe) lo. (o \\
o 3. 45 N
Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Laboratério 3 - Cidade Universitaria - liha do Fundao
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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TESTE DE TOXICIDADE COM FLUORENE R2 (CODIGO LET 2364)
COM O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus (Echinodermata-Echinoidea)

SOLICITANTE:

SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Itha do Funddo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

EXECUTADO POR:
LABTOX - Tecnologia Ambiental
Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — Ilha do Funddo

Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3 - 4
CEP: 21941-590

Teste n° 527

Tel: (21) 3867-5501 ramal 220

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgio requisitante: SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Técnico requisitante: Eduardo Platte

Enderego: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello, Ilha do Funddo - Cidade
Universitaria - Q7
Telefone: (21) 3865-6100

Avaliagdes solicitadas: Teste EMBRIOLARVAL
Organismo teste: Lyfechinus variegatus
Tipos de teste: Cronico de curta duragéo.
Resposta do teste: Efeito no desenvolvimento dos embrides (retardamento e/ou
~ ocorréncia de anomalias)
ldentlﬁcacao da amostra pelo solicitante: Fluorene R2 - codigo LET 2364
Data 29/01/2002

Codigo de entrada no LABTOX: 060102

 RESULTADO DEFINITIVO

CENO 200 ppm CEO 300 ppm
VC =244,9 ppm

Controle: 89 % de pluteus

DSS: CES0=132mg/L (IC= 1,25-1,41 mg/L)

p!

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio ~ Incubadeira 3-4 — Cidade Universitiria — Ilha doFundﬁo
Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
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Tecnologia Ambiental

1- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade cronica de curta duragido do
produto Fluorene R2 (codigo LET 2364), sobre os embrides do ourigo Lytechinus

variegatus, em um teste realizado em 31/01/2002.

2 - METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1992). Este teste consiste na
exposigdo dos ovos a diferentes concentragdes do poluente, avaliando-se a concentragdo
que causa retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia de anomalias

nos organismos' expostos, nas condigbes de teste.

A cada série de amostra testada é realizado um teste de toxicidade com o padréo,
dodecil sulfato de sodio (DSS), com o objetivo de verificar se 0s organismos estao

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.

CALcULO DA CENO, CEOE VC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) ¢ CEO (menor concentragdo utilizada que
causa efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através -do teste de
hipoteses utlllzando -se o programa estatistico TOXSTAT versdo 3.3 (Gulley et dl.,
1991). Apods a obtengdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que
representa a média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragdo maxima

aceitavel da amostra.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3.4 — Cidade Universitaria — 1ha do Fundfio
Cep - 21941-590 — Rio de Janciro - RJ
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A normalidade e homocedasticidade da propor¢io de embrides desenvolvidos
foi verificada através dos testes de “Chi-square” e “Bartlett”, respectivamente. A

estimativa dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste paramétrico de

“Dunnetts”.
RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE
Tipo de teste..........:..;.‘.‘ ............. estatico sem renovagio
Temperatura de incubagdo...... -.25 +1,0°0C
Fotoperiodo............ccccceonncnne 12:12h luz e escuro
Frasco-teste.........c.cceeerennnanene tubos de ensaio
Volume de solugdo-teste.......... 10 mL
Origem dos organismos............ gametas obtidos de organismos coletados no campo
N° de organismos / frasco......... 300 ovos
N° de réplicas / diluigdo............. 04
N° de diluiges.........c..ccoerveneene. 12 + 1 controle*
Alimentagdo...........c.cccceeeeenneen. sem alimentagio
Agua de diluigdo..................... agua do mar natural filtrada (0,45 um)
Salinidade da 4gua.................. 34+ 1 %0
Duragdo do teste..................... 28 horas
Resposta..........ccovvevvecvccnnennnn, embrides mal formados ou com o desenvolvimento
retardado '
Expressdo do resultado........... CENO, CEO e VC
Método de calculo................... Toxstat (Gulley et al., 1991)

* Controle: exposi¢do do organismo a 4gua de diluigdo (4gua do mar natural) nas
mesmas condi¢des da amostra.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria — Itha do Fundfo

Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
——



ot
Teanologia Ambiental

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra foi preparada pela equipe do Laboratoério de Ecotoxicologia do
CENPES/ SEAMB e enviada para o LABTOX, sendo mantida a 4 + 2°C até a
realizagido do teste. Esta amostra teve o pH ajustado de 8,99 para 8,33 com 10uL de
HCL. A partir desta foram retiradas aliquotas para as solugGes-teste, sendo testadas as
seguintes concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 50,0, 100,0; 200,0; 300,0; 500,0; 700,0
e 1.000 ppm.

VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRI'OL(SGICO ¢ considerado valido quando:
» Apresentar no-controle 0 minimo de 80% de embrides no estagio de pluteus;
» Os parametros de canlidade da agua estiverem dentro dos limites estabelecidos para
a espécie;- | | o
» O resultade com a substéincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para

a espécie pelo LABTOX (1,02 - 2,82 mg/L).

3 - RESULTADOS

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

O produto Fluorene R2 (codigo LET 2364), apresentou valor de CENO de 200
ppm, valor de CEO de 300 ppm e VC de 244,9 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudaveis obtido no controle foi de 89%
e a CESO0 obtida com a substincia de referéncia (DSS) foi de 1,32 mg/L (IC=1,25-1,41
mg/L).

Os valores de.oxigénio, pH e salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas

diferentes dilui¢es, encontram se listados nas fichas em anexo.

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio — Incubadeira 3-4 — Cidade Universitaria — Itha do Fundio
Cep - 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ

¢



Tecnologia Ambiental

Tabela I.  Namero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos as
diferentes dilui¢des do Fluorene R2 (codigo LET 2364), no teste conduzido
em 31/01/2002.
Réplicas Conc. |saudaveis| afetados | % afetados| Média Total Total
{(ppm) afetados afetados
2| Controle 88 12 12,0
8 90 10 10,0
6 92 8 8,0
5 86 14 14,0 11,0 400 44
111 50 69 31 31,0
112 84 16 16,0
113 79 21 21,0
114 78 22 22,0 22,5 400 90
115 100 80 20 20,0
116 78 22 22,0
117 82 18 18,0
118 70 30 30,0 22,5 400 90
120 200 79 21 21,0
121 76 24 24,0
122 84 16 16,0
123 - - 73 27 27,0 22,0 400 88
124 300 47 53 53,0
125 16 84 84,0
126 36 64 64,0
127 22 78 78,0 69,8 400 279*
128 500 8 92 92,0
129 17 83 83,0
130 7 93 93,0
131 17 83 83,0 87,8 400 351 *
133 700 0 100 100,0
134 0 100 100,0
135 0 100 100,0
136 0 100 100,0 100,0 400 400 *
137 1.000 0 100 100,0
138 0 100 100,0
139 0 100 100,0
140 0 100 100,0 100,0 400 400 *

* significativamente diferente do controle
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4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos no controle, com o padrio e nas analises fisicas e quimicas
estiveram dentro dos limites estabelecidos, garantindo a aceitabilidade do teste.

Nas condigdes de teste, Fluorene R2 (codigo LET 2364), apresentou valor de
CENO de 200 ppm, valor de CEO de 300 ppm e VC de 2449 ppm.

5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental. 1992. Agua do mar.
Teste de toxicidade cronica de curta duragdo com Lytechinus variegatus, Lamarck,
1816. Norma Técnica L5.250, Sio Paulo, Cetesb, p20.

Gulley,D.D.; Boelter,AM.; BergmanH.L. 1991. “TOXSTAT Realease 3.3”, Laramie,

WY University of Wyoming, 19 p.
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6 - EQUIPE TECNICA
BIOLOGAS:

MSc Leila Aparecida da Silva Kraus CRB-2 - 12156/02
MSc Marcia Vieira Reynier CRB-2 - 07135/02
MSc Maria Cristina da Silva Maurat CRB-2 - 12671/02

TECNICOS:

Priscila Reis da Silva

Viviane Euzébio Luiz

Rio de Janeiro, 19 de fevereiro de 2002.

\_  Maria Cristina da Silva Maurat v
CRB-2 - 12671/02
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2364 tarzwell L.variegatus
t527 Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA TABLE

CE DF SS MS F

een & 2.103 0.350 70.000
in (Error) 21 0.105 0.005

T 27 2.207 T

itical F value = 2.57 (0.05,6,21)
nce F > Critical F REJECT Ho:All groups equal

2364 tarzwell L.variegatus

t527 Transform: NO TRANSFORMATION
DUNNETTS TEST @ - TABLE 1 OF 2 Ho:Control>Treatment
' TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
P IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
0.0 0.110 0.110
‘ 10 0.200 0.200 1.800
50 0.225 0.225 2.300
100 0.225 0.225 2.300
200 0.220 0.220 2.200
300 0.698 0.698 11.750 =
500 0.878 0.878 15.350 +*
ett table value = 2.46 (1 Tailed Value, P=0.05, df=20,6)

2364 tarzwell L.variegatus

t527 Transform: NO TRANSFORMATION
DUNNETTS TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control>Treatment
NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
P IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
0.0 4 e
10 4 0.123 111.8 -0.090
50 4 0.123 111.8 -0.115
100 4 0.123 111.8 -0.115
200 4 0.123 111.8 -0.110
- 300 4 0.123 111.8 -0.588
500 4 0.123 111.8 -0.768
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TESTEN®_» 27 Data:_3j / ¢l | ©.2 Organismo-teste: £ vf)ﬂch@a[wg
Tipo de teste: ( ) fecundacéo ( >x ) embriolégico

FluereNeg R,
Amostra: oA ET - .23¢4 - 20 e fex0C opom C6d. de entrada no laboratério: _QeOL ¢

. TOUA - JpAS AL -
Data de entrada: _.Z% /_¢. /| ¢ Datado prepar% daamostra: 2% /| ¢l | o2
DADOS DO SOBRENADANTE
Salinidade: _ 34 % pH: _$99  OD:_5 Y9  mglL

AJUSTE DA SALINIDADE ( )SIM ( % )NAO

Volume de agua|Volume de Volume de Salinidade final | Concentracdo
destilada salmoura: amostra: da amostra: final da amostra:
_— mL — mL — mL ~ %o — ppm
‘ SALMOURA

-

Método de obtengéo: _ Salinidade: -~ %0 pH: =

AJUSTEDOpPH ( X )SIM (  )NAO

Volume da [Adicao:
amostra: Y& uL de HCI pHfinal: Y 33
rH00  mL — uL de NaOH pHfinal: __—

T DADOS DA AGUA DE DILUICAO
Local de coleta: /)y yaTRey Yo7 KData: g | 41 ] o

Data de filtragdo: 2% /. ¢4 | ©.2. Aeracédo: Data 3 [ ¢l | .2

Salinidade: _ 7% %o pH:_$5¢> OD:_%.9% mglL
0OBS: )

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - ltha do Fundao
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TESTEN°__H2 ¥
FlooReNS RLQ,
Amostra: COD LT 2304 - 9l ole 10 mpan -Tox g wibl
Solugdo-estoque: __ {lc oG ppm_Vol. final a ser preparado: lcc mL
: Numero dos tubos
Concentragao Vol. am_qstra a 100% Vol. é_gga do mar et FIQ
adicionada adicionada
(\ﬁom ) (mb) (mL)
0,0 — doo L-9 lo
o 0,01 99 49 83 9i | G2
Qo 0cJ 99,95 943-9¢ | A50
1.0 cl 9.4 9%-ico |iol
5;0 - Q5 99 5 lol-los| 151
1o lo 99 loe-2c9 | 1o
3D 2,0 95 Ji1-114 52
loo lo 9C Als -23¢ | 339
200 20 %0 120423 | 153
Jco 30 10 124-i27 11594
Hoo 50 50 125-13L | 132
1Co 10 30 133 :13¢ | 155
oo 1oo ~ 134 -dN0) 1AL
OBS: -
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TESTEN® _ 52

PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE

Temperatura: Sala:_——__ °C Incubadora: _ <2 _°C

Concentracio Inicio Término
o )9 oD S oD S
pp mg/L pH %o mg/L pH %o
0.0 59% | 450 | 39 5,04 | §43 5
0L 547 §¢6 A 480 450 | 34
¢ 59¢ $ ¢t 34 442 % 54 34

10 1593 | 9¢e | 31 1493 | 953 | 39

50 1543 | 9e9 | 34 537 | 855 | 24
Y 5.9¢ ¥ el 34 147 %445 34
5cC 549¢ | 8.¢f | 34 459 b 94 34
lG6 543 A2 24 N NG 892 24
200 592 | g¢t | 24 N34 | 531 | 34
300 592 | 563 34 N 63935 EE)
500 295 | g¢cF | 34 8,70 1§83l 33
1o 599 | S¢S 249 3 ¢ 21 33
dcco 2949 | £33 24 315 | §32 23
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TESTE DE TOXICIDADE COM FLUORENE R2
(CODIGO DO LET N° 2364) COM Mysidopsis juniae (CRUSTACEA-MYSIDACEA)

Solicitante:

SEAMB/CENPES/PETROBRAS
Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello
Ilha do Funddo - Cidade Universitaria - Q7
Tel: (21) 3865-6100

Executado por:

LABTOX - Tecnologia Ambiental
Av. 24, s/n° - Cidade Universitaria — Ilha do Funddo
Pélo BIO-RIO - Incubadeira 3 - 4
CEP: 21941-590

Teste n° 526

Tel: (21) 3867-5501 ramal 220

Rio de Janeiro
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LAUDO DE TOXICIDADE

Orgdo requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Técnico requisitante: Eduardo Platte

Enderego: Centro de Pesquisa Leopoldo Miguez de Mello Ilha do Fundio Cidade
Universitaria Q7
Telefone: (21) 3865 6100

Avaliagdo solicitada: Teste de toxicidade aguda com microcrustaceo misidaceo
Organismo teste: Mysidopsis juniae

Tipo de teste: Agudo

Resposta do teste: Efeitos sobre a SOBREVIVENCIA

Identificacdo da amostra pelo solicitante: Fluorene R2
: Solugio de 1000 ppm (Método Tarzwell)
Amostra Codigo do Let 2364
Data: 29/01/2002

Cédigo de entrada no Labtox: 060102

CL50; 96 horas: 705,08 ppm

Intervalo de confianga
(IC = 509,72 — 975,30%)
Sobrevivéncia no controle: 100%

Padrio (Zinco): 0,34 mg/L (IC = 0,28 — 0,40 mg/L)

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - llha do Fund&o

Cep — 21941-590 — Rio de Janeiro ~ RJ — Tel:(55621) 3867-6501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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1 - OBJETIVO

O objetivo deste teste, realizado em 08 de margo de 2002, foi verificar a
toxicidade aguda do Fluorene R2 (Cddigo do Let 2364) sobre o microcrustaceo

Mysidopsis juniae.

2 - METODOLOGIA

A determinagdo da toxicidade aguda em relagdio a M. juniae seguiu a
metodologia descrita em Reynier (1996), modificada.

Jovens de M. juniae com 1 a 4 dias de idade, foram expostos a diferentes
concentragdes do produto, num sistema estatico por um periodo de 96 horas.

A toxicidade foi medida em termos de efeitos sobre a sobrevivéncia, em leituras
do teste a cada 24 horas.

S@o consideradas ndo toxicas amostras que apresentam o maximo de 20% de
mortalidade na concentragio de 100%.

A cada sé’rie de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrio,
zinco (Zn), na forma de sulfato de zinco heptahidratado, com o objetivo de verificar se

os organismos estdo respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente

estabelecida. Z

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - liha do Fund&o
Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro — RJ - Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br

oz




el ¢

Tecnologia Ambiental

RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

Tipo de teste: estatico sem renovagdo, com aeragio

Temperatura de incubago: -------==-=--- 25+£0,5°C

Luminosidade: 12 horas claro/12 horas escuro

| Frasco teste: béquer de 400 mL
Volume de solugdo teste: --------m-mmmmmm 300 mL
h Origem dos organismos: ------===-=-=n=--- Cultivo Labtox

Idade dos organismos: 1 a4 dias

N° de organismos / frasco: -~------===-=--- 10

N° de réplicas / concentragdo: ------------ 2

N° de diluiges: 4 + 1 controle *

Alimentagdo: 30 nauplios de Artemia sp. Recém eclodidos/

o misidaceo/dia

Agua de diluigo: agua do mar natural filtrada

Salinidade da agua: 35+1%o

Duragdo do teste: 96 horas

Resposta: mortalidade

Valor medido: CL50; 96h (concentragdo letal a 50% dos
Organismos em teste em um periodo de 96h)

Método de calculo: Trimmed Spearman-Karber (Hamilton ef al.,

1977)

* Controle com agua de dilui¢@o: exposi¢do do organismo a agua de diluigio (agua do
mar natural) nas mesmas condi¢des da amostra.

e

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - llha do Fund&o
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PREPARO DA AMOSTRA

O preparo da amostra (solu¢do estoque de 1000 ppm) foi realizado pelo
laboratério de Ecotoxicologia do Cenpes/Seamb. A partir desta solugdo, foram
preparadas as solugSes-teste, sendo testadas as seguintes concentragdes: 100; 500 700 e
1000 ppm.

VALIDADE DO TESTE

O teste é considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no controle é
maior ou igual a 90% e a resposta (CL50) ao zinco estiver dentro da faixa de
sensibilidade prevista. A faixa de toxicidade com o padrdo zinco (0,20 — 0,36 mg/L) foi
estabelecida para esta espécie pelo Laboratério de Ecotoxicologia da Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB.

3 - RESULTADOS

A tabela 1 apresenta o percentual de misidaceos mortos e o numero de
misidaceos vivos durante a leitura realizada a cada 24 horas nas diferentes
concentragdes testadas. A CL50;96h foi de 705,08 ppm (IC = 509,72 — 975,30 ppm) € a
sobrevivéncia no controle foi de 100%.

Os resultados de salinidade, pH e oxigénio dissolvido, medidos no inicio € no
final do teste nas diferentes concentragdes, encontram-se listados na ficha em anexo.

O resultado da CL50; 96h obtido com o zinco foi 0,34 mg/L (IC = 0,28 — 0,40

mg/L). | Wg

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - llha do Fund&o
Cep - 21941-580 ~ Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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Tabela 1 - Resultados de sobrevivéncia e do percentual de mortalidade de misidaceos

durante a leitura realizada a cada 24 horas, no teste conduzido com o
Fluorene R2 (Cddigo do Let 2364).

Concentragio Mortalidade
da amostra Numero de misidaceos vivos apos 96h
(ppm) Oh 24h 48h 72h 96h (%)
10 10 10 10 10
Controle 10 10 10 10 10 0
10 8 8 8 8

100 10 10 10 10 10 10
10 10 7 6 6

500 10 8 7 7 7 35
, 10 9 8 7 6

700 | 10 | 10 7 5 5 45
10 10 8 3 2

100 | 10 | 9 5 | 4 3 70

4 - CONCLUSAO

O resultado obtido com o padrdo encontra-se dentro da faixa estabelecida para a
espécie.

A sobrevivéncia no controle (100%) e os resultados obtidos nas analises
quimicas validam o teste realizado. Os resultados indicam que o Fluorene R2 (Codigo
do Let 2364) apresentou efeito agudo para Mysidopsis juniae, na concentragio de

B

705,08 ppm, nas condigGes de teste. ‘N@

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - ilha do Fund&o
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‘~ | - Rio de Janeiro, 12 de margo de 2002.

i Aot

. / 7" "MSc Marcia Vieira Béynier
CRB-2 - 07135/02
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ANEXOS
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Teste no. 526

Date: 08/03/2002 Test Type: agudo
Duration: 96 hours

Chemical: Fluorene R2

Species: Mysidopsis juniae

Concentration Unit: ppm

Raw Data:
Concentration: 100 500 700 1.000
Number Exposed: 20 20 20 20
Mortalities: 2 7 9 14
SPEARMAN-KARBER TRIM: 30.00%

SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: LC50: 705.08

95% Lower Confidence: 509.72

95% Upper Confidence: 975.30
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TESTE N°_I26

Tecnologia Ambiental

Operador(es): W Gusa P Ll

Espécie: \-\ - 3&\\4;%

ORIGEM DOS ORGANISMOS

Cultivo V) Fonte:

a0y

Campo( ) Local de coleta: Temperatura: °C
/ Data: / Salinidade: / %o

MANUTENGAO DOS ORGANISMOS:

Alimento: nauplios de Artemia sp.
ad libitum

Temperatura: P, °C
P 29t

Tempo de cultivo: 4 dias

Salinidade: 65.1' l %o

Idade dos organismos: : dias
Vad

Fotoperiodo: 12:12h

TESTE
INICIO Data: Hora:
c OB O 16 hCC _min
TERMINO Data: Hora:
3R /0> [ O h min.
Preliminar ( ) Estatico: () Com aeragao: M
Definitivo  (}<) Semi-estatico ( ) Sem aeragdo: ( )
Renovacéao: h. .

2

- %

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - Itha do Fundéo
Cep - 21941-590 - Rio de Janeiro ~ RJ ~ Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 — e-mail: labtox@biorio.org.br
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Preparo da solugio-estoque: _1.CCO ppm (mg/L, %) Testen® 926
- mL (mg) da substancia (amostra bruta) + —— mlL de &gua de dilui¢io.
R Preparo das solugbes-teste
Solugdo 1: U, O ppm (mg/L,%) .
—_— mL da solugdo-estoque + GOQ ml de agua de diluigéo.
Solugdo 2: _1CO  ppm (mg/L,%))
GO mlL da solugdo-estoque + FA40 _mL de agua de diluigéo.
Solugéo 3: _50CC  ppm (mg/L,%))
__ 2 __mL da solugdo-estoque + 200 _mL de agua de diluigao.
Solugdo 4: _31CO _ ppm (mgh.,%))
420 __mL da solugdo-estoque + lag 5O _mL de agua de diluigio.
Solugado 5: 4 SoO  ppm (mg/L,%))
&O0O __mL da solugdo-estoque + _— mL de agua de diluigdo.
Solugéo 6: ppm (mg/L, %))
mL da solugdo-estoque + L de agua de dilui¢ao.
Solugédo 7 ppm (mg/L,%))
mL da solugdo-estoque 4 mL de agua de diluicio.
PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DAS SOLUGOES-TESTE
c i Béquer Inicio Término
oncentragao ne
Cop molL. % S% |OD(mg/)| pH S% |OD(mg/h]| pH
0O 4 34 5 CO 55 35 S > 8B.et
4T 3 Y scCl | & 94 24 491 | O 4P
SCo | 6 26 | 513 | » 33| 25 | 4k | geo
ICO ¥ 24 519 [ 820 | >34 469 | & S>
Acen]| 4 24 5 35 | 825 35 4 51 £sS

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - llha do Fundao
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ACOMPANHAMENTO DO TESTE

TESTEN® 920

e erersr——— st

béquer N° de org. mortos béquer N° de org. mortos

n° 24h 48h 72h 96h n° 24h 48h 72h 96h
4 g | 2 o | 2

2 |g |z | Zle |\

3 lalwl| ogle |\

4 |lp |7 | 7 l|l@ .

S |l 3 |4 | & ‘

b |2 |4 | YU |Z

i d 4 4 4

B |z |3 |2 | & |
Jo 4 4 i | & N

-
-
-
-

A

Concentracéo de alimento:__ 20 nauplios de Artémia sp. por misidaceo/dia.
Volume da solugdo de Artémiasp.:Oh _&J3 pb 24h €5 L
48h _JC _upL 72h 31 4L

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitaria - liha do Fundao
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o REGISTRO DE DADOS
TESTEN° 526G

Conc. homij T T . T .
| réplica 1 réplica 2 réplica 3 réplica 4 Total | Mortalida-
n::lu)% de de
mortos %
M \ M \ M \Y M \'
0,C &1 401 | 10 \\ §Zs O
oo o [ & | 1o N\ 2 | 40
soo |4 [ g | 3] 3 N\ ¥ | 35
00 |4 161955 \ 9 5
yooo| Y |2 | 614 . 14 | 30
— \\ \\
\ A \
\ N
M = numero de organismos mortos
V = nimero de organismos vivos
Sobrevivéncia no controle: A0 %
Obs:
RANDOMIZAGAO DE BEQUERES
Concentragéo Béquer n° Concentragéo Béquer n°
(p pom) C )
0 _Q© 4-2 ~

Jco 3 -4 ~

AN

SCO 5-6 N\,
N
10O 1-9 N
- N
1.CCO 9 -40

Avenida 24, s/n° - Polo Bio-Rio - Incubadeira 3-4 - Cidade Universitéria - llha do Fundao
Cep — 21941-590 - Rio de Janeiro — RJ — Tel:(5521) 3867-5501 R: 220 - e-mail: labtox@biorio.org.br



PETROLEO BRASILEIRO S.A.

m PETROBRAS

ANEXO IlI: Dados brutos das Anilises de toxicidade do Fluorene R2 realizadas pelo
Laboratério de Ecotoxicologia do CENPES.

CENPES - Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 24
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Ry PETROBRAS

/ REUI TADOS DI ANALISES FISICO-QUIMICAS :
AMOSTRA 7f L peons, K 2 . CODIGO 4364

Dam(i)m_— Da‘uf(f) 31/0/' /021 Responsivel }0/2,«9 '

C pH oD T Durcza | Alcalinidade | Cloretos | Salinidade | O&G

( Wp/[) mg/L mg/L mg/L gL « )
' ) ® ) T C2CO3 C2CO3

Tw |58 (558 |eo1 (1371 - - ) - |-

Detalhamento do Trabalho Realizado no Laboratdrio .

(Descrever a amostra ¢ © tratamento peévio dado & mesma, as caracleristicas € o tratameato dado 2 solugio, extrato ou lixiviado peeparado ¢
infocroar as nio conformidades encontradas ¢ os desvios do PETT ocorridos durante 2 efetiva realizagio do teste, Indicar outras anilises quimicas da
amostra buta ou do extrato, caso techam sido realizadas) - Copsultar os documeatos de Referérndia descritos no PETT.




|

PETROBRAS

PETROLEO BRASILEIRO S.A.

RESULTADO DE TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

ON-BC /A(?S [PrcD

N°daAnéli;e if)/oZOD;ZJ

PROJETO: . CODIGO DO LET 02 5 64
manae J90M\02 o 5l OZ_ 'ORGANISMO-TESTE _ v il an ' 1om J0o.0< -00 {/m’/)(’
AMOSTRA : Tipo ;? {\/e'r‘hii;: Identificagéio Touﬁu UL pa (V\OIDC pcwn( /L.CLQl ) Ypu QA (‘a&u C
TRATAMENTO: Jl\eﬂ’phm rulo fauu)oﬂﬂ (£D8) oo H.o do e St i,\ Dk eno o
%Wm dep oo g SILCad) dx 1000 ) © roio 48] -
c N° dc Organismos Afetados TOTAL | TOTAL % C N° de Organismos Afeiados TOTAL | TOTAL %
N° de Ol‘g anismos Testados AFETADO TESTADO AFETADO N°de Org anismos Testados AFETADO TESTADO AFETADC
ol ¢ 1o | 0 L POEIPoldd 0 |40 [0
ol0l9a19d] O Tho [0 10 PeBA190%A 0 [do | 0
OO 0O0 0 1o [0 | 100 PRICAbs18A 0 T30 1o
9/@‘9(\ 00l © 4010 | LadSelPA0dCal 0 4o o
U000 O [401 0| |t PRCH8Ca 0 1 oo 1o
Padrdo de Toxicidade @5\’5 | , Marca \)U@? Lote _ < ONLIAQ /QOOZJ
pwa 1SI0L 102 o]y 3 O Ao ll CEsOebl. )Y e e~ a0l




[ 28 Pernopnas
REULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS .
q
AMOSTRA gl’.um R A CODIGO _2256 g,
Data (i) 29 /OI)/O:L D:fu‘i(l’) 21/01 /OJZL Responsivel ?QLLG

C pH oD . Dureza Alcalinidade | Cloretos | Salinidade | O%G

( m,m) meg/L mg/L mg/L gL ¢ )
@ %) ) ® .| CaCO3 CaCO3

0 154 1380 el 174t | = = 1= - -

Detaihamento do Trabalho Realizado no Laboratério

(Descrever a amostra ¢ o tratameato prévio dado & mesma, s caracleristicas ¢ o Uratameato dado a solugio, extrato ou lixiviado peeparado ¢
inforroar as nfo conformidades encoatradas ¢ os desvios do PETT ocorridos durante a efetiva realizacio do teste. Indicar outras anflises quimicas da
amoastra buta ou do extrato, caso teaham sido realizadas) - Consultar os documentos de Referérncia descritos no PETT.




PETROLEO BRASILEIRO S.A.

m PETROBRAS RESULTADO DE TESTE DE TOXICIDADE AGUDA N° da Andlise _| 2 | Q0 2
PROJETO: cuente: U (V- bC/prTDS /? OCP _ CODIGODOLET 36 Y
DATA ()l \0.\ \ 0Z o \OL\OC ORGAMSMGESE&%M@_MA%;' e 040002,
AMOSTRA : np}??M — Idmuﬁcaqao’fmm 2 N ( N Fm AL O ) (Qum IANCe L MG .

N° de Organismos Afetados TOTAL TOTAL % C N° de Organismos Afetados TOTAL TOTAL %

AFETADO TESTADO AFETADO N° de Organismos Testados AFETADO TESTADO AFETADO
syl T
LN 5 5 SRR ,: ":::fé‘l’\@ A z

N° de Organismos Testados

2
NN

Ceudt 2 / .

Padréio de Toxicidade st (A0 &me O"‘L 1)()”(1')%}([\ Marca \)JLLCC, Lote (\Ll &OQZJ )
Nate BAYO AV AV ~pens 200 O\Q 2 Ao~ Aren (X QN O [¢ A, 1]




F-fek per

’

ROBRAS

REU TADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS

2CCANNCR

AMOSTRA ?ﬂu&w

Dém(i) 29101102

CODIGO o2 364

Dauyn _31 [0l o Responsivel
C pH oD Dureza Alcalinidade | Cloretos | Salinidade | 0&G
/) me/L mg/L mg/L L )
@ ) @) (.| CaCO3 CaCO3

4 — — o les (215 1 T — — | — "
10 1= 1= lg23 4%
50 — — 610 1443
100 158 155 1601 1439

Detalhamento do Trabalho Realizado no Laboratério

(Descrever & amostra ¢ o tratamento peévio dado a mesma, as caraceristicas ¢ 0 tatamento dado a solugia, extrato ou lixiviado peeparado e

inforroar as n¥o conformidades eacontradas e os desvias do PETT ocorridos durante 2 efetiva realizagio do teste. Indicar outras anflises quimicas da

amostra | :1ta ou do extrato, caso teaham sido realizadas) - Coasultar os documeatos de Referémncia descritos no PETT.

A/ - 196
104 - 130 —
50/ 149 \

1004- 240

.
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Céd. DATA DO Maior RESULTADOS
LET TESTE Descrigio pH [C} Efeito em 5§ minutos Efeito em 15 minutos
da Testa| CES0 [ Efeito na Maior| CE50 Efeito na Maior
Amostra da % Concentragdo % Concentragio
(%) | (ppm) testada (%) (ppm) testada (%)
364 31/01/02 Fluorene R2-agua | 5 80 81 >81 0 >81 0
mole-
Tarzwell(FDA)-
1000PPM
364 31/01/02 Fluorene R2-4gua | 7,54 | 90 >90 23,8 >90 20,3
do mar-
Tarzwell(FDA)-
1000PPM

.

Técnico responsavel Alexandre Alves

‘“ wmm
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*O W&\A (%
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PETROLEO BRASILEIRO S.A.

m PETROBRAS

ANEXO IV: Laudo do Teste de Biodegradabilidade do Produto Fluorene R2 Realizado
pelo Laboratério TECAM.

CENPES — Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo A . Miguez de Mello 25
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo com o produto FLUORENE R2 requerido pela
empresa PETROBRAS - PETROLEO BRASILEIRO S/A foi conduzido de
acordo com o protocolo descrito nesse relatorio e sob a orientagdo e supervisdo do
Diretor de Estudo. O relatério final representa um registro preciso e verdadeiro dos
resultados obtidos e contém informagSes 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.

| Qﬁwa é;q[e 14/03/02

REGINA SAWAIA SAFADI (PhD)
Diretor de Estudo

PETROBRAS - PETROLEO BRASILEIRO S/A

Rua Fabia, 59 r10322-02bd.doc

05051-030 » Sao Paulo * SP
Tel: {1113873-2553 « Fax: [111 3862-8954
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RESUMO
O objetivo deste estudo foi determinar a biodegradabilidade do produto
FLUORENE R2 (0322/2002) em 4gua marinha. Ap6s 28 dias de incubagdo a 25 +1°C
e no escuro, foi observado que a concentragdo 2 mg/L do produto ndo apresentou

biodegradagio nas condigdes de teste.

ABSTRACT
This study was carried out to determine the biodegradability of the product
FLUORENE R2 (0322/2002) in seawater. After 28 days of incubation at 25 + 1 °C in
the dark,‘ the concentration 2 mg/L of the sample was not biodegradable under the test

conditions.

Rua Fabia, 59 rl0322-02bd.doc

05051-030 *» Sao Paulo * SP
Tel: {1113873-2553 * Fax (11) 3862-8954 \



ECAM

TECNOLOGIA AMBIENTAL
CONFIDENCIAL 5

INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a biodegradabilidade do produto
FLUORENE R2 em agua marinha. O método consiste na diluigdo de uma concentragdo
pré-estabelecida do produto, seguida de exposigdo a microorganismos presentes em agua
marinha natural ﬁltrada. ,A solugfio ¢ mantida em frascos de DBO fechados, no escuro,
sob temperatura conétd;fé; e a degradagdo é acompanhada por anélises da concentragdo
de oxigénio dissolvido durante um periodo de 28 dias. Tal procedimento permite
determinar a porcentagem de biodegradagdo do produto apés 28 dias.

A metodologia adotada segue a norma OECD 306 - Biodegradabillity in
Seawater (OECD, 1992). Conforme estabelecido nesta norma, a avaliagdo deve ser feita
a partir de uma solugiio de 2 mg/L do produto, podendo ser de até 10 mg/L em casos
especiais.

MATERIAIS E METODOS

1. Substancia-teste
O produto FLUORENE R2 (Cédigo Tecam 0322/2002) foi recebido no
laboratério em 04/02/02, acondicionado em frasco de vidro. A demanda quimica de

oxigénio (DQO) do produto foi analisada em 963000 mg/kg.

2. Sistema-teste

Foram utilizadas varias espécies de microorganismos naturalmente presentes
na agua marinha, ndo identificadas individualmente. No inicio e durante o teste foram
realizadas analises microbioldgicas da agua, através do método de contagem padrdo de

bactérias heterotroficas.

3. Agua de diluigio
Para o preparo das solugdes-teste foi utilizada dgua marinha natural filtrada,

enriquecida com nutrientes minerais.

Rua Fabia, 59 110322-02bd.doc %

05051-030 » S0 Paulo * SP
Tel: (11)13873-2553 ¢« Fax [11) 3862-8954 \



ECAVI

TECNOLOGIA AMBIENTAL
CONFIDENCIAL 6

A 4gua marinha foi coletada em 21/01/02, préximo a Itha de Urubuquegaba,
no litoral da cidade de Santos (SP). A qualidade desta dgua foi caracterizada através das
seguintes analises:

. Salinidade: 33 %o

. Demanda quimica de oxigénio (DQO): 390 mg/L
. Nitrato: 0,4 mg/L

. Amoénia: 0,18 mg/L

. Fosforo total: 0,09 mg/L

. Contagem padrdo de bactérias: 240 UFC/mL

Apbos a coleta, a agua foi mantida no laboratério por 14 dias, sob aeragéo
suave, na mesma temperatura de teste e no escuro. Antes de ser utilizada no teste, foi
filtrada em papel de filtro para remover particulas grosseiras e organismos planctonicos.
Em seguida, foram 'é'dici(’niados nutrientes (nitrogénio e fosforo) para garantir a

sobrevivéncia dos microorganismos.

4. Preparo das éolﬁ(:ﬁés

Foi preparada uma solugdo de 2 mg/L do produto em 4gua de diluigdo em
volume suficiente para preencher oito frascos de incubagdo (dois frascos para cada dia
de leitura). Para avaliar a atividade dos microorganismos presentes na agua foi preparada
uma solugdo 2 mg/L com a substdncia de referéncia, anilina. Foram, também,
preparados um controle somente com agua marinha enriquecida (controle branco) e
outro idéntico a solugiio do produto, porém sem atividade microbiolégica devido a
adigio de cloreto de mercario (controle fisico-quimico). A ocorréncia de efeitos
inibitérios devido a toxicidade do produto foi avaliada através do preparo de uma
solugdo de 2 mg/L da substincia de referéncia com 2 mg/L do produto (controle de.
toxicidade). .

Portanto, para o presente teste, foram preparadas as seguintes solugdes:
A. Amostra (2 mg/L): 6 mg do produto + 3000 mL de agua de diluigéo.

Rua Fabia, 59 A \rl0322-02bd.doc %

05051-030 » Séo Paulo * SP \
Tel (111 3873-955 ¢« Faxy' [11] RARS.QQKA
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B. Substéincia de referéncia (2 mg/L): 6 mg da substancia de referéncia + 3000 mL de
agua de diluigdo.

C. Controle branco: somente agua de diluigdo.

D. Controle fisico-quimico: 6 mg do produto + cloreto de mercirio + 3000 mL de 4gua
de diluigdo.

E. Controle de toxicidade: 6 mg do produto + 6 mg da substancia de referéncia + 3000

mL de agua de diluigdo.

5. Condigdes de teste e procedimentos

O teste teve inicio em 06/02/02 e término em 06/03/02. No inicio do teste, as
solugdes foram transferidas para os frascos de incubagdo, mantidos em ambiente escuro,
com temperatura de 25 + 1 °C, durante 28 dias.

A concentragdo de oxigénio dissolvido de cada tratamento foi analisada em
frascos duplicados, no inicio do teste e épés 5, 15 e 28 dias de teste. Nas mesmas datas,
foram feitas analises de Ezontagcm padrio de bactérias heterotréficas e de DQO no inicio

do teste.

6. Tratamento dos resultados

Para cada dia de analise foi calculado o consumo liquido de oxigénio como a
diferenca no consumo de oxigénio do controle branco e da solugdo do produto, nas
condi¢des de teste, ¢ o resultado foi expresso em mg O,/mg de amostra. A
biodegradagdo foi calculada como a razio entre este consumo liquido e a DQO do
produto, expressa em porcentagem.

Para verificar se o produto foi toxico para os microorganismos durante o
teste, foi comparado o consumo liquido de oxigénio do controle de toxicidade com a

soma dos consumos das solugdes do produto e da substéncia de referéncia.

Rua Fabia, 59
05051-030 » Sao Paulo « SP

L 110322-02bd.doc
Tel: (1113873-2553 s Fax: {111 3862-8954
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RESULTADOS

Os resultados do teste com o produto FLUORENE R2 estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2 e o consumo real de oxigénio de todas as solugdes preparadas esta
representado graficamente na Figura 1.

As solugdes apresentaram relativa variagdo nos valores iniciais de DQO e de
bactérias heterotroficas ao longo do teste (Tabela 1). A presenga destes organismos € a
concentragdo de oxigénio dissolvido nos frascos-teste indicaram que os compostos
orgénicos presentes nas solugdes poderiam ser degradados por via aerébica. A excegdo
prevista foi o controle fisico-quimico, no qual praticamente ndo havia microorganismos
durante o teste.

Foi verificado que houve consumo de oxigénio no controle branco, porém a
porcentagem foi inferior ao limite recomendado de 30% de consumo para aprovagdo da
4gua de diluigdo (OECD, 1992).

: Os resultadosl obtidos indicaram que a amostra apresentou certa toxicidade
aos mlcroorgamsmos uma vez que o consumo de oxigénio do controle de toxicidade
(contendo amostra e substanc1a de referéncia) foi cerca de uma vez inferior a soma do
consumo separado de cada uma destas solugdes (Tabela 2). Além disso, o consumo
observado no controle fisico-quimico indicou que nio houve degradagdo abiotica na
solugdo da amostra. A presenga de compostos nitrogenados na amostra pode afetar os
resultados do teste. O consumo de oxigénio da solugio contendo a substincia de
referéncia indicou que os microorganismos presentes na dgua marinha estiveram aptos a
degradar a matéria organica presente nas diversas solugdes preparadas.

O consumo de oxigénio na solugdo da amostra foi similar ao do controle
branco, indicando que a amostra ndo sofreu degradagéo microbiana. Ao final do periodo
de 28 dias de equsig:io, a biodegradagdo da amostra foi estimada em 22 %, valor este
inferior ao limite recomendado pela norma OECD para considerar um composto

biodegradavel em dgua marinha.

Rua Fabia, 59 rl0322-02bd.doc @7
05051030 « Sao Paulo * SP
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CONCLUSAO

A concentragdo 2 mg/L da amostra ndo apresentou biodegradagdo apos 28

dias de exposi¢do em meio marinho.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

OECD Guidelines for the testing of chemicals. Biodegradabillity in Seawater. 306, 27
p., 1992.

Tabela 1 — Analises de demanda quimica de oxigénio inicial (DQO) e contagem padréo
de bactérias das solugdes preparadas para o Teste de Biodegradabilidade em
Agua Marinha para o produto FLUORENE R2.

Solugdo DQO inicial Contagem padrio de bactérias (UFC/mL)
- e (mg/L) Dia 0 Dia 5 Dia1l5  Dia 28
Controle branco  ° - 190 270 500 560 2300
Amostra 100 250 460 420 340
Controle fisico-quimico 350 12 3 <1 <1
Controle de toxicidade <20 240 140 360 310

UFC = unidades formadoras de colonias.

Tabela 2 — Consumo de oxigénio e biodegradagdo apos 28 dias das solugdes preparadas

para o Teste de Biodegradabilidade em Agua Marinha para o produto

FLUORENE R2.
< Consumo liquido de oxigénio . ~
Solugdo (mg O,/mg de amosira) Biodegradagdo
Dia 5 Dia 15 Dia 28 (%)
Amostra 0,20 -0,06 0,21 22
Controle fisico-quimico -0,65 -0,99 -1,32 -137
Controle de toxicidade 0,93 0,84 0,75 19
. =<7
Rua Fabia, 59 r10322-02bd doc
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Figura 1 - Consumo liquido de oxigénio dissolvido das solugdes preparadas para o Teste

de Biodegradabilidade em Agua Marinha para o produto FLUORENE R2.
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