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I.

Declaragio de condugio do ensaio e Revisdo da Unidade de Garantia da Qualidade

O ensaio descrito neste relatério foi executado sob nossa supervisdo, de acordo com a metodologia “Ready Biodegradability: 301 B
CO, Evolution Test adopted on 1992” (OECD, 1997) e em conformidade com os requisitos da ABNT NBR SO 17025:2005.

Este relatorio refere-se somente a amostra analisada, ndo sendo extensivo a outros lotes e/ou produtos. Pode ser reproduzido
somente por inteiro e sem nenhuma alteragéo.

O Plano de amostragem néo foi realizado pela BIOAGRI.

Os resultados e observacdes apresentados neste relatério final sdo uma descrigéo precisa dos dados brutos gerados durante a
condugéo do ensaio

Este relatério de ensaio foi revisado pela Unidade de Garantia da Qualidade — UGQ da BIOAGRI Laboratérios Ltda.

Os documentos e registros gerados neste ensaio serdo mantidos nos arquivos da BIOAGRI Laboratérios Ltda por um periodo de 6
anos.

Al VY IO inie
Carl Valéri&ingati 30 1A [ 0i0AS
ResponsavehTecnica dd Mmm aaaa

Fone: (19) 3486-0999
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Dados da amostra:

Substancia teste: ENZYMAX 6, ENZYPLUS
Aspecto Fisico: Liquido Amerelo

Lote: 15172201 Quantidade recebida da amostra: 318 g

Data de Fabricagéo: 04/2015 Data de Validade: 04/2017

Composicao declarada (patrocinador) (copia digitalizada do documento original): em anexo |l

Codigo Bioagri: SAN-0695/15 Proposta: 05861/15 Data de recebimento: 27/04/2015

Data do inicio do teste: 26/05/2015

Data do término do teste: 30/06/2015
Concluséo do Relatério: 30/06/2015
Metodologias utilizadas: 301 B - OECD (1997)

1. OBJETIVO

Avaliar a biodegradabilidade imediata de substancias organicas hidrossolGveis ou pouco hidrossoluveis ou adsorventes, porém néo-volateis,
sob as condigées do teste, com metodologia analitica que permita a determinacéo da biodegradagéo total.

2. DEFINIGOES

Biodegradabilidade imediata: E a propriedade de uma substancia organica de ser metabolizada, isto €, oxidada por uma cultura mista de
microrganismos oriundos do meio ambiente.

Biodegradagio para efeito deste teste: é definida como a percentagem de CO; liberado, pela agéo microbiana em um determinado tempo
(28 dias), em relagéo ao total de CO, teoricamente esperado para a oxidagéo completa da quantidade de substancia ensaiada.

Substancia teste: ¢ qualquer espécie quimica, biologica ou biotecnolégica, formulagéo ou metabdlito, que esta sob investigagdo em um
ensaio.

Substancia teste facilmente biodegradavel: um minimo de 60% de degradacéo deve ser alcancado em 10 dias, contados a partir dos
10% de biodegradagao, sendo que a janela de 10 dias deve acabar em 28 dias.

3. PROCEDIMENTOS

A substancia teste é avaliada de acordo com o método - “Ready Biodegradability: 301 B CO. Evolution Test adopted on 1992" (OECD,
1997).

3.1. Inéculo

Emprega-se, da estacéo de esgoto doméstico de Piracicaba, uma mistura de microrganismos do esgoto, em alta concentragéo de material
organico. Dois litros do material coletado séo centrifugados, filtrados, e o sobrenadante é descartado. O precipitado é suspenso em solugao
nutriente para obtengdo do indculo para teste. O numero de microrganismos é determinado pela diluicdo em placas pelo método de
plagueamento em profundidade.

3.2. Descrigdo do ensaio

Sao transferidas quantidades da substancia teste correspondente a 10,0 mg de carbonol/Litro,em frascos contendo 3 litros de solugéao
nutritiva mais uma mistura de microrganismos.

Para o teste utiliza-se um sistema de aeragéo de fluxo continuo, onde, colocam-se em série frascos com hidréxido de sodio para filtrar o ar de
entrada no sistema. Os frascos de 3 L dos tratamentos s&o acoplados ao sistema de aeracdo e a cada frasco acopla-se, em série, frascos
com 100 mL de hidréxido de bario - Ba(OH),, para captura do CO, liberado.

O teste é conduzido no escuro, a temperatura de 20 a 25°C, podendo durar até 28 dias.

S3o utilizados os seguintes tratamentos:

Branco - solug&o mineral (em duplicata)

Solugao padrao para biodegradabilidade — benzoato de sédio 20 mg de carbono/Litro.
Substancia teste - na concentracao de 10,0 mg de carbono/Litro (em duplicata).

Inibig&o — benzoato de sédio (20 mg carbono/Litro) e substancia teste (10,0 mg carbono/Litro).

cowy
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Todos os tratamentos recebem 10 mL do inoculo/ litro de meio, 24 horas antes da adicdo da substancia teste.
A biodegradabilidade da amostra é avaliada pela evolugéo do COx, que é calculado da seguinte forma:

Determina-se a diferenca de volumes de HCI gastos entre as titulagdes dos brancos e as dos ensaios com as substancias:
e 1,0 mg de carbono organico oxidado produz 3,666 mg de CO2 (o que corresponde a 0,0833 mmoles de CO2);
e 1,0 mmole desse gas reage com 2,0 mmoles de OH- do Ba (OH), usado para a sua absorgdo, 0,0833 mmoles de CO;
consumirdo 0,1666 mmoles de HCI;
e Natitulagao, é utilizado HCI 0,050 N, cada 1,00ml gasto na titulagéo, correspondera a 1,10 mg de CO2 absorvido.

A quantidade de CO; é calculada pela seguinte féormula:

mgCO5 = ml de HCI (diferenca) x 1,10 mg.ml'1

Os resultados (mg de COz) obtidos em cada titulagdo sdo somados aos das titulagdes subsequentes, de modo a fazer-se a totalizagéo do
CO2 desprendido ao longo do tempo de incubagéo.

A partir da quantidade de CO, desprendida para cada substancia ensaiada, calcular a porcentagem de degradacgéo, pela seguinte formula:
%CO.-t = (Cd/Ct) x 100

Onde:
%CO,-t = porcentagem de degradagéo da substancia ensaiada, num determinado tempo de incubagao (dias).

Cq = quantidade totalizada de CO2 (mg) desprendido num determinado tempo de incubagéo (dias), para a substancia ensaiada.
Ct = quantidade de CO2 (mg) teoricamente esperada para a oxidagdo completa da quantidade de substancia ensaiada.

3.3. Validagédo do Ensaio

O teste é considerado valido, se a diferenca entre os extremos nas duplicatas for menor do que 20% no momento em que a amostra
demonstra um platé e/ou onde ndo se observa mais a evolugéo de CO,, no final do teste ou ap6s a janela de 10 dias de incubagéo. O padréo
biodegradavel apresenta biodegradagéo, quando atinge 60% de evolugdo de CO, em 10 dias contados a partir do momento em que se
observa 10% de evolugao de CO,, e n&o deve exceder o periodo maximo de 14 dias. A inibicao deve apresentar biodegradagéo, atingindo os
25% de liberacao de CO, em 14 dias, demonstrando que a substéancia teste néo é inibitéria aos microrganismos.

4. RESULTADOS

O ensaio foi conduzido tendo como condigdes:

- Teor de Carbono encontrado na amostra: 9,66%.

- Numero de células viaveis obtidas no inoculo: 2,3 x 10°,

- Quantidade de amostra utilizada para o ensaio: 0,3105g/3 L
O ensaio foi considerado validado porque a diferenca entre os extremos nas duplicatas foi menor do que 20%, o padréo biodegradavel
apresentou biodegradagéo de 60% de evolugéo de CO, em 10 dias contados a partir do momento em que se observou 10% de evolugéo de

CO,, e ndo excedeu o periodo maximo de 14 dias e, n&o houve inibigdo dos microrganismos empregados uma vez que o tratamento inibigéo
atingiu 25% de liberagdo de CO, em 14 dias.
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Os valores obtidos no ensaio encontram-se no Anexo |, onde estéo:

1. Os valores diarios da liberacdo do CO, dos tratamentos benzoato de sodio, da substancia teste e solugéo de inibi¢éo estdo apresentados
na Tabela 1.

2. Os valores cumulativos da liberagéo do CO, ,apresentados na Tabela 2.

3. Valores das percentagens de CO; liberadas de todos os tratamentos, apresentados na Tabela 3.

4. Figura 1 demonstra a liberagdo de CO,, em percentagem, das solugdes de benzoato de sodio, da solugéo da substancia teste e da
solugdo de inibigdo em fungéo do periodo de incubagéo.

5. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e nas condigdes do ensaio a substancia teste apresentou biodegradagéo de 100%, medido em CO;
liberado durante o periodo de 28 dias e foi considerada como facilmente biodegradavel.
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Tabela 1. Quantidade diaria de CO, liberado (mg) do benzoato de sédio, substancia teste e da solugéo de inibicdo, durante o periodo de

incubacéo de 28 dias.

Tratamentos

Dias de incubagao Benzoato de Sddio ENZYMAX 6, ENZYPLUS Inibicéo
CO; -1 CO, -2 CO, -1 CO,-2 CO,-1

10 13,70 18,21 2,70 0,00 23,60
30 11,55 14,08 0,00 0,00 22,66
6° 12,54 21,56 9,46 9,90 41,36
8° 27,39 34,65 15,51 8,91 37,40
10° 35,09 34,43 14,41 9,35 36,96
13° 20,85 26,24 14,91 12,71 29,10
18° 25,52 31,24 21,56 20,68 40,81
230 25,80 28,77 23,60 24,48 43,07
28° 33,11 24,09 27,17 30,69 38,28

Legenda: CO; — 1 e CO, — 2 (nimero de repeticdes).

Tabela 2. Total de CO; liberado (mg) do benzoato de sédio, substancia teste e da solugéo de inibicdo, durante o periodo de incubacéo de 28

dias.
Tratamentos
Dias de incubagéo Benzoato de Sddio ENZYMAX 6, ENZYPLUS Inibicao
CO, -1 CO,-2 CO, -1 CO,-2 CO,-1
10 13,70 18,21 2,70 0,00 23,60
30 25,25 32,29 2,70 0,00 46,26
6° 37,79 53,85 12,16 9,90 87,62
8° 65,18 88,50 27,67 18,81 125,02
10° 100,27 122,93 42,08 28,16 161,98
13° 121,11 149,16 56,98 40,87 191,07
18° 146,63 180,40 78,54 61,55 231,88
230 172,43 209,17 102,14 86,02 274,95
28° 205,54 233,26 129,31 116,71 313,23

Legenda: CO, — 1 e CO, — 2 (nimero de repeticoes).
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Tabela 3. Percentagem de CO; liberado do benzoato de sédio, substancia teste e da solugéo de inibicéo, durante o periodo de incubagéo de

28 dias.
Tratamentos

Dias de incubagéo Benzoato de Sédio ENZYMAX 6, ENZYPLUS Inibigéo

CO, -1 CO, -2 CO, -1 CO,-2 CO; -1
10 6,23 8,28 2,45 0,00 7,15
3° 11,48 14,68 2,45 0,00 14,02
6° 17,18 24,48 11,05 9,00 26,55
8° 29,63 40,23 25,15 17,10 37,89
10° 45,58 55,89 38,26 25,60 49,09
13¢ 55,06 67,81 51,81 37,16 57,91
18° 66,66 82,01 71,41 55,96 70,28
23° 78,39 95,09 92,87 78,21 83,33
28° 93,44 100 100 100 94,93

Total Médio 99,74 100 94,93

Legenda: CO, — 1 e CO, — 2 (nimero de repeticdes).
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Figura 1. Percentagem de CO, liberado na solugéo de benzoato de sédio, na solugéo da substancia teste ENZYMAX 6, ENZYPLUS e na
solucao de inibigdo em fungdo do periodo de incubagéo em dias (médias obtidas da Tabela 3).
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