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RESUMO DO ESTUDO

O objetivo primdrio deste estudo foi avaliar a biodegradabilidade da substancia do teste, Sistema
NOVAPLUS (Fluido Novaplus SBM com Novawet II) em &dgua salgada natural numa
concentracdo inicial de teste de 5 mg/L, de acordo com a diretriz 306 da OECD. A substancia
teste foi exposta ao indculo da 4gua salgada sob condi¢cdes aerdbicas durante 18 dias a
aproximadamente 20°C. A &4gua salgada foi obtida do Gulf Specimen Marine Laboratory,
Panacea, Florida. Um tratamento de substancia de referencia contendo benzoato de sodio
prontamente degraddvel numa concentragao nominal de 5 mg/L foi simultaneamente testada para
verificar a viabilidade do in6culo microbial. Um tratamento de controle sem substancia de teste
ou referencia foi testado simultaneamente para medir o levantamento de oxigénio causado pela
respiragcdo enddgena microbial. Duas garrafas BOD de cada tratamento de 10 garrafas foram
removidas aleatoriamente apds 0, 7, 14 e 18 dias de incubagdo a 20°C e foram medidas para
concentracdo de oxigénio dissolvido e para pH nos Dias 0 a 18 (2 garrafas para cada tratamento
nao foram usadas).

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi medida pelo método UV/VIS. Cinco réplicas das
amostras da substancia de teste foram preparadas para a determinagcdo de UV/VIS pesando-se
1,5752, 1,0852, 1,0383, 1,2971, e 0,8264 mg da substancia do teste, respectivamente, em
laminas de vidro e depositando as laminas de vidro em frascos Bioscience accu-TEST™
Standard Range DQO com 2,5 ml de dgua reagente. A média da DQO das cinco réplicas foi
1,45 mg O,/mg.

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foi calculada a partir da concentracdo do oxigénio
dissolvido consumido no teste ou em garrafas (mg O,/L) da substancia de referencia, corrigidas
para tal no controle, expressa como fracdo da concentracdo nominal do teste. A DBO para a
substancia do teste atingiu o maximo de 1,21 mg O,/mg da substancia do teste no Dia 7. A DBO
pra a substancia de referencia atingiu o maximo de 1,52 mg O,/mg da substancia de referencia no
dia 7.

A porcentagem de degradagdo foi calculada expressando-se a DBO como uma porcentagem da
demanda tedrica de oxigénio (ThOD) ou demanda quimica de oxigénio (DQO). A DQO para a
substancia do teste foi determinada como sendo 1,45 mg O,/mg. A porcentagem de degradacio
do tratamento da substancia do teste nos Dias7, 14, e 18 for 83,0, 79,6, ¢ 69,8%,
respectivamente. O teste terminou no Dia 18 devido a >60% de biodegradacio da substancia do
teste no Dia 7 e permanecendo acima deste nivel nos Dias 14 e 18. Como a biodegradacio foi
maior do que 60%, os resultados dos testes indicam que os Sistema NOVAPLUS tem o potencial
para biodegradacdo num ambiente maritimo de acordo com a Diretriz 306 da OECD. A ThOD
para a substancia de referencia foi de 1,67 mg O./mg. A porcentagem de degradacdo para a
substancia de referencia alcangou 91,1% no Dia 7, verificando-se que o inéculo da dgua salgada
foi vidvel e ativo.

As andlises da contagem da placa bacteriana indicaram que a substancia de teste ndo era toxica
ao in6culo da dgua salgada na concentracdo do teste (5 mg/L).
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1.0 INTRODUCAO

A finalidade deste estudo foi avaliar a biodegradabilidade aerébica do Sistema NOVAPLUS
(Fluido Novaplus SBM com Novawet II) em 4gua salgada natural contendo sais minerais. O
estudo foi conduzido como descrito no Protocolo do Estudo ABC intitulado “Sistema
NOVAPLUS (Fluido Novaplus SBM com Novawet II): Determinacdo da Biodegradabilidade em
Agua Salgada Usando o Método de Teste em Garrafa Fechada,” (Apéndice A), que seguiu o
Método 306, Diretriz para o Teste de Produtos Quimicos, da Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdomico (OECD) (1).

2.0 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.1.1 Substancia de Teste

A ABC Laboratories recebeu uma amostra da substancia do teste, Sistema NOVAPLUS, da
M-I SWACO em 18 de janeiro de 2008. A substancia de teste foi guardada em temperatura
ambiente. As seguintes informacdes sdo pertinentes a substancia do teste.

Nome da substincia testada: NOVAPLUS System

Nome em portugués: Fluido Novaplus SBM com Novawet II
Niimero CAS: Nao Aplicavel (mistura)

Numero do lote: Nao Informado

Data de Validade: Nao Informada

Aspecto: Liquido cinza a marrom

Pureza: Testada como 100%

Composicao:

Produto Concentracdo
NOVAPLUS B 167,13 Ibs/bbl
Calcium Chloride 33,6 Ibs/bbl
HYDRATED LIME 6,0 1bs/bbl
NOVAMUL 6,0 1bs/bbl
NOVAWET I 2,0 1bs/bbl
VG SUPREME 1,5 1bs/bbl
M-I BR CLAYPLUS 5,0 1bs/bbl
HRP 0,5 1bs/bbl
WATER 87,36 Ibs/bbl
ECOTROL RD 1,0 1bs/bbl
Calcium Carbonate 2-44 15,0 1bs/bbl
BARITE Note: 73,9 1bs/bbl

1bs/bbl = libras por barril
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2.1.2 Substancia de Referencia

Uma amostra da substancia de referencia, benzoato de sédio, foi recebida da Fisher Scientific em
5 de abril de 2005. A substancia de referencia foi guardada em temperatura ambiente. As
seguintes informagdes sdo pertinentes a substancia de referencia em 05 de abril de 2005.

Numero CAS: 532-32-1
Formula Molecular: C;H50,Na
Peso Molecular: 144,11 g/mol
Numero do Lote: 041447
Pureza Quimica: 100,4%

Data de Vencimento: Nao fornecida
Aparéncia: P6 Branco
Solubilidade em Agua: solivel

2.1.3 Agua Reagente

A 4gua reagente foi purificada, deionizada e filtrada usando um Sistema de Purificacio de Agua
Millipore Milli-Q ou uma unidade Labconco Water Pro PS.

2.1.4 Teste Inoculo

O in6culo microbial usado neste teste foi dgua salgada coletada pelo Gulf Specimen Marine
Laboratory in Panacea, Florida, em 23 de janeiro de 2008. A Gulf Speciment forneceu
aproximadamente 20 L de dgua salgada de Dickerson Bay e registrou a temperatura antes do
embarque a 12°C. Um registrador de dados foi incluido no pacote com a dgua salgada para
continuamente monitorar a temperatura durante o embarque. A dgua salgada foi transferida para
um vasilhame de vidro e mexida e aereada numa camara ambiental a 20°C até a preparacdo do
meio do teste.

2.1.5 Meio do Teste

Em 29 de janeiro de 2008, solu¢des estoque de sais minerais concentrados foram adicionadas a
agua salgada para fornecer nutrientes minerais essenciais € tracos de elementos necessarios para
sustentar o indculo da 4gua salgada durante o periodo de teste. O meio do teste for mexido e
aereado numa camara ambiental a 20°C durante um dia até o inicio do teste. Antes do inicio do
teste, a concentracdo do oxigénio dissolvido do meio do teste € o pH foram medidos como
8,72 mg O,/L e 7,82, respectivamente.

2.1.6 Recipientes do Teste

Garrafas DBO 300-mL, limpas, com tampas de vidro foram usadas neste teste.
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2.2  Métodos
2.2.1 Preparo das Solucoes Estoque da Substancia em Referencia

Uma solucdo estoque de 1,00-mg/mL da substancia em referencia foi preparada pesando-se 500,7
mg de benzoato de sédio num frasco volumétrico de 500-mL classe A e diluindo o volume com
agua reagente. Esta solucdo de caldo foi refrigerada quando ndo estava em uso. Esta solucao foi
usada na determina¢do da demanda quimica de oxigénio da substancia do teste.

Uma solucdo estoque de 1,00-mg/mL da substancia em referencia foi preparada pesando-se 500,9
mg de benzoato de sédio num frasco volumétrico de 500-mL classe A e diluindo o volume com
agua reagente. Esta solucao foi usada no dia do preparo do teste de biodegradacao.

2.2.2 Determinacio da Demanda Quimica de Oxigénio

Como a composicao da substancia do teste era desconhecida, a demanda tedrica de oxigénio ndo
pode ser calculada. Portanto, a demanda quimica de oxigénio (DQO) foi medida pelo método
colorimétrico de refluxo fechado descrito em Métodos Padrdo para o Exame de Agua e Agua
Residual 0.

A substancia do teste foi agitada durante 15 minutos usando-se uma furadeira elétrica e um
misturador de hélice com uma pequena ldmina sendo dosada diretamente nos frascos DQO.
Cinco réplicas de amostras da substancia do teste foram preparadas para a reacdo do refluxo
fechado pesando-se 1,5752, 1,0852, 1,0383, 1,2971, 0,8264 mg da substancia do teste em
laminas de vidro e depositando as laminas de vidro em frascos Bioscience accu-TEST™
Standard Range DQO com 2,5 mL de dgua reagente.

Duas amostras em branco foram preparadas adicionando-se 2,5 mL de dgua reagente aos frascos
Bioscience accu-TEST™ Standard Range DQO. Uma das amostras em branco foi digerida no
reator DQO e a segunda foi mantida em temperatura ambiente como uma amostra em branco nédo
digerida.

Uma solugdo estoque de 1,06-mg/mL de ftalato potdssico de hidrogénio (KHP) foi preparada
pesando-se 105,8 mg de KHP em um frasco volumétrico de 100-mL Classe A e diluindo ao
volume com 4gua reagente. Como a DQO do KHP ¢ 1,176 mg O,/mg, a DQO da solucdo
estoque de 1,06-mg/mL foi 1,25 mg O,/mL. Amostras do padrao foram preparadas para a reacdo
de refluxo fechado adicionando 0,10, 0,30, 0,70, 1,0, 1,4, e 1,8 mL da solucdo estoque KHP de
1.,06-mg/mL e 2,4, 2,2, 1,8, 1,5, 1,1, e 0,70 mL de 4gua reagente, respectivamente, aos frascos
Bioscience accu-TEST™ Standard Range DQO. A DQO calculada dos padrdes foi 0,125, 0,375,
0,875, 1,25, 1,75, € 2,25 mg O,.

Amostras de controle de qualidade foram preparadas para verificar a andlise. Amostras de
referencia em triplicata foram preparada para a reacdo de refluxo fechado adicionando 1,0 mL da
solucdo estoque de benzoato de sédio de 1,00-mg/mL e 1,5 mL de dgua reagente aos frascos
Bioscience accu-TEST™ Standard Range DQO. A demanda tedrica de oxigénio (ThOD) das
amostras de controle de qualidade foil,67 mg O,/mg.
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As amostras DQO preparadas foram agitadas e colocadas num reator Bioscience DQO durante
duas horas a aproximadamente 150°C. As amostras foram resfriadas até a temperatura ambiente e
entdo as absor¢des foram medidas a 600 nm em um Espectrofotometro Genesys 20. A absorcdo
foi inicialmente zerada usando a amostra em branco ndo digerida. A absor¢do de todas as outras
amostras foi medida comparando-a com a amostra em branco ndo digerida. Amostras de valores
DQO (mg O,/mg) foram calculadas por interpolacdo de absor¢do da amostra com a regressao
linear da absorcdo padrdo versus DQO (mg O,).

2.2.3 Preparo das Solucoes de Teste a Granel

Solucdes de teste a granel para o tratamento do controle e do teste foram preparadas adicionando
3,980 mL do meio de teste para cada um dos dois vasilhames de 5-L Nalgene contendo 20 mL de
agua reagente, alcancando um volume total de 4.000 mL. O tratamento da substancia de
referencia foi dosado numa concentragdo nominal de 5 mg/L adicionando 20 mL da solugdo
original estoque da substancia de referencia de 1,00-mg/mL e 3.980 mL ao vasilhame de 5-L
Nalgene para o volume total alcancar 4.000 mL. As solucdes a granel preparadas foram mexidas
usando-se barras misturadoras magnéticas cobertas com Teflon e placas misturados magnéticas
isolantes.

2.24 Preparo e Incubacao das Garrafas DBO

Imediatamente antes de ser usada a substancia do teste foi mexida durante 15 minutos usando-se
uma furadeira elétrica e uma hélice misturadora com Ilamina pequena. Aliquotas de
aproximadamente 1,5-mg da substancia do teste foram pesadas em laminas de vidro, que em
seguida foram colocadas nas garrafas de teste BOD. As laminas de vidro sem substancia do teste
foram adicionadas as garrafas BOD de controle e referencia.

Cada solucdo de teste a granel foi transferida para dez garrafas DBO drenando-se do vasilhame
de 5-L Nalgene correspondente através da torneira. Todas as garrafas foram lacradas com tampas
de vidro, ndo deixando espaco para o ar e rotulado com o nimero do estudo, tratamento, nimero
da réplica, data do inicio, e iniciais (do Diretor do Estudo e do preparador).

As dez garrafas DBO de cada tratamento foram designadas aleatoriamente para amostragem em
duplicata usando-se uma tabela de ndmeros aleatéria. Duas garrafas aleatoriamente designadas
para andlise no Dia 0 foram retiradas de cada um dos grupos de tratamento. As garrafas restantes
foram colocadas num misturador orbital numa cadmara ambiental fixada em 20°C e mantidas no
escuro embaixo de um pano preto. A temperatura na camara ambiental foi continuamente
medida.

2.2.5 Medicao do Oxigénio Dissolvido e do pH

As concentragdes do oxigénio dissolvido foram medidas usando-se um WTW Oxi 330i ou um
medidor de oxigénio dissolvido YSI Modelo 58. Esta sonda para oxigénio dissolvido é bastante
sensivel para medir os valores do oxigénio dissolvido abaixo de 0,5 mg O,/L. O pH da solucao
do teste foi medido usando-se um medidor de pH Accumet modelo AR50 pH. O oxigénio
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dissolvido foi medido para as duas réplicas de cada um dos trés tratamentos nos Dias 0, 7, 14, e
18. As medidas de pH foram feitas no Dia O e no Dia 18.

2.2.6 Avaliacao de Microbios

Contagens na placa bacteriana foram realizadas no meio de teste € na dgua salgada no inicio e em
uma das garrafas DBO em duplicata de cada tratamento no Dia 18 e foram padronizadas de acordo
com os métodos descritos em Métodos Padrées para o Exame de Agua e Agua Residual (3). As
placas foram incubadas a 26 + 2°C durante quatro a sete dias antes de contar o numero de
colonias nas placas com mais de 30, mas menos de 300 col6nias. O ndimero de colonias na
dilui¢do que chegou mais perto das 300 colonias foi usado para calcular as unidades formadoras
de coldnias (UFC)/mL.

2.3 Calculo
2.3.1 Calculo da Demanda Teérica de Oxigénio (ThOD)

A demanda tedrica de oxigénio foi calculada para a substancia de referencia com base em sua
composi¢do de elementos usando as seguintes equagdes:

Para substancias sem nitrogénio ou para substancias com nitrogénio e onde o nitrogénio nao é
utilizado através de nitrificacao,

16[2C+ . (H-C1-3N)+3S+ P+ Na-O]

ThOD,,, =
N Molecular Weight (g/mol)

As variaveis C, H, CI, N, S, P, Na, e O sdo o ndmero de atomos de cada elemento na molécula. A
ThOD calculada foi indicada em mg de oxigénio por mg de substancia.

A substancia de referencia, benzoato de sédio, ndo contem nitrogénio, e a ThODyy3; foi
1.67 mg O,/mg.

2.3.2 Calculo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO da amostra (mg O,) foi determinada pela curva padrao preparada pelos padroes KHP
conforme mostrado na equacao abaixo:

Y=mX+b

Onde:
Y = Absorcao
m = a inclinagdo da linha da curva de calibracdo
X =amostra da DQO (mg O,)
b = a intercep¢do Y da curva de calibracao
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A amostra da DQO (mg O,) foi entdo dividida pela quantidade da amostra para determinar a
quantidade de oxigénio pela quantidade da substancia do teste. Foram realizados cdlculos usando
Microsoft Office Excel 2003.

2.3.3 Calculo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
A DBO foi calculada com a seguinte equagao

Onde:
DOr = captaciao de DO media no frasco de substancia de teste ou referéncia (mg O2/L)
DOg = captagdo de DO media nos frascos de branco do inoculo (mg O2/L)
Cr = concentracao de teste para as substancias de teste e referéncia (mg/L)

A DBO calculada € indicada em mg de oxigénio por mg de substancia de teste.

11.3  Calculo da Degradacao Percentual

A degradacio percentual com base na ThOD ou DQO (quando ThOD néo puder ser determinada)
¢ calculada através da seguinte equacao:

Degradagao Percentual = BOD x 100
ThOD ou DQO
Onde:
DQO = 1,45 mg O,/mg para o tratamento de substancia de teste, ou
ThOD = 1,67 mg O,/mg para o tratamento de substancia de referéncia

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Agua de Teste

A amostra de dgua de mar foi coletada em superficie na drea costeira conhecida como Baia
Dickerson. A temperatura minima e maxima registrada da d4gua do mar durante o carregamento
foi 10,6 e 20,5°C, respectivamente. Na chegada aos Laboratérios ABC em 24 de janeiro de
2008, a salinidade da dgua do mar medida era de 29,0 partes por mil. A dgua do mar foi pré-
tratada por sedimentagdo e decantacao.

3.2  Ingredientes de Meio de Teste

As solugdes de estoque de sal mineral foram adicionadas a 4gua do mar para oferecer nutrientes
minerais essenciais e tracar elementos necessarios que mantenham a d4gua do mar inécua por todo
o periodo de teste. O meio de teste foi preparado usando 1 mL de cada uma das solucdes
mostradas na Tabela 1 por litro de d4gua do mar. O meio de teste foi agitado e aerado em uma
camara ambiental a aproximadamente 20°C até o inicio do teste.
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A DQO média da substancia de teste foi determinada para ser 1,45 mg O,/mg (Tabela 1

Ingredientes do Meio de Sais Minerais

Solucdo de Estoque

Solucao Composicao Concentragdo (g/L)
Em Agua Reagente
KH2PO4 8,47
Al K2HPO4 21,7
Na2HPO4e7H20 50,3
NH4Cl 0,507
B CaCl2¢2H20 36,62
C MgSO4e7H20 22,5
D FeCl3e¢6H20 0,253
HCI Concentrado 1 gota

" pH da solugio A foi 7,41.

O meio de teste foi preparado com o uso de 1 mL de cada das solugdes acima por litro de dgua do

mar.

). A correlagdo da curva padrao foi 0,9997. A DQO média da amostra de referéncia foi

calculada para ser 1,67 mg O,/mg, o que € equivalente ao ThOD.

34

Respiracao Endogena de Oxigénio no Tratamento de Controle

As concentragdes de oxigénio dissolvido (DO) nas garrafas de controle DBO diminuiram de uma
média de 8,09 mg O,/L. no Dia 0 para uma média de 5,87 mg O,/L no Dia 18 (Tabela 2

Determinacio da Demanda Quimica de Oxigénio

_ Quantida Cone. da
Absor.gao DQO de de Amoétra Amostra
ID da Amostra Rep. Medida Amostra . DQO
(Mg 02)  pdiciona Adicionad o 652/mg)
1 0,264 1,669 1,00 1,00
Benzoato de Sédio 2 0,264 1,669 1,00 1,00
(Controle de
Qualidade) 3 0,264 1,669 1,00 1,00
Médio 1,669 1,00 1,00 1,672
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1 0,356 2,254 1,5752 --- 1,43

2 0,254 1,605 1,0852 --- 1,48

N()S\i/sflgllflUS 3 0,238 1,504 1,0383 --- 1,45
4 0,292 1,847 1,2971 --- 1,42

5 0,194 1,224 0,8264 --- 1,48

Média: 1,45

STDEV: 0,03

CV: 2 %

Valores calculados com o uso de nimeros nao arredondados.

DQO (mg 02) = (Absor¢do Medida - Y-interceta) / inclinagdo
y-intercepta = 1.50 x 10-3
Inclinacdo = 0.1573
r2 = 0.9997

Amostra DQO (mg 02/mg) = DQO / Quantidade de Amostra (mg)

! Referéncia (Benzoato de Sédio) adicionado por volume (mL). Substincia de teste (Sistema NOVAPLUS)
adicionada por peso (mg).
2 DQO de controle de qualidade representa 100% do ThOD, 1.67 mg O2/mg.

). O objetivo dos controles era oferecer uma medida do oxigénio dissolvido consumido devido a
respiracdo endégena do micrébio inoculado. Como um percentual da concentragdo do oxigénio
dissolvido inicial medido, 8,09 mg O,/L, o oxigénio total consumido foi um Maximo de 27%
(diferenca dos valores de oxigénio dissolvido nos Dias 0 e 18 divididos pelo valor do oxigénio
dissolvido no Dia 0 para o tratamento de controle). Este valor estava entre a recomendacio
afirmada no protocolo (1) que o oxigénio consumido pelo controle ndo deveria exceder 30% da
concentracao inicial.

3.5 Biodegradacao da Substancia de Referéncia

A substancia de referéncia atingiu 91,1% de biodegradag¢do no Dia 7 de teste (Tabela 4, Tabela 6

Medidas de pH
Grupo de Tratamento
Substancia de
Substancia de Teste
Dia Réplica Controle Referéncia
0 1 7,72 7,92 7,96
2 7,87 7,90 7,98
13 1 7,62 7,27 7,43
2 7,64 7,26 7,38
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e Figura 2). Com base neste resultado, a substancia de referéncia atendeu os critérios de
aceitabilidade definidos no protocolo (>60% biodegradacdo em 10 dias) e confirmada se o
micrébio inoculado era viavel e ativo.

3.6  Biodegradacao da Substancia de Teste

A substancia de teste, Sistema NOVAPLUS, atingiu uma biodegradacdo méaxima de 83,0% no
Dia7 do estudo. Como a biodegradacdo do Sistema NOVAPLUS foi maior que 60%, os
resultados do teste sdo positivos para biodegradacio em um ambiente marinho de acordo com o
Protocolo OECD 306 (1). Notou-se que o OD no Dia 18 para uma das réplicas foi mais alto que
outras réplicas no Dia 14 e 18 (1,30 mg O,/L versus <0,25 mg O,/L). Como este valor também
corresponderia a biodegradacdo >60%, nenhuma outra investigacdo foi feita. Estes resultados
sdo exibidos na Tabela 4 e graficamente na Tabela 6 Medidas de pH

Grupo de Tratamento

Substincia de

Substancia de Teste
Dia Réplica Controle Referéncia
0 1 7,72 7,92 7,96
2 7,87 7,90 7,98
13 1 7,62 7,27 7,43
2 7,64 7,26 7,38
e Figura 2.

3.7  Avaliacdo Microbiana

Os resultados da contagem de bactérias em laminas de 1,70 x 10° e 1,10 x 10° UFC/mL para a
dgua do mar aerada e o meio de teste do Dia 0 confirmou que o micrébio inoculado era vidvel e
ativo no inicio do estudo. A contagem de bactérias em laminas no Dia 18 (Tabela 5) indicam
que o micrdébio inoculado permaneceu vidvel e ativo até o final do teste em cada tratamento. Os
resultados da contagem de bactérias em laminas de substincia de teste de tratamento mostram
que a substancia de teste era ndo toxica para o micrébio inoculado na concentragdo de teste
(5 mg/L).

3.8 Temperatura

O desvio médio e padrao das medi¢des de temperatura foram 19,8 + 0.2°C do Dia 0 até o final do
dia 18 do teste. A temperatura da cAmara ambiental variou de 19,3 a 20,6°C durante este tempo.
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3.9 Medidas de pH

Todos os valores de pH estiveram em uma variacdo aceitdvel para sistemas biologicos (Tabela
o).

40 CONCLUSOES

A degradacdo percentual para a substincia de teste nos Dias 7, 14 e 18 foi 83,0, 79,6, e 69,8%,
respectivamente. O teste foi terminado no Dia 18 devido ao valor >60% de biodegradaciao da
substancia de teste nos Dias 7 e 14. Como a biodegradagdo foi maior que 60%, os resultados do
teste indicaram que o Sistema NOVAPLUS tem potencial de biodegradar em ambiente marinho
de acordo com o Protocolo OECD 306 (1). A degradacdo percentual da substincia de referéncia,
benzoato de sédio, atingiu 91,1% no Dia 7, atendendo os critérios de aceitabilidade de teste. Os
resultados da andlise de contagem de bactérias em laminas indicaram que a substancia de teste
era ndo toxica para a 4gua do mar inoculada na concentracao de teste de 5 mg/L.

Nao houve dificuldades encontradas que afetassem a integridade do estudo.
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Tabela 1 Ingredientes do Meio de Sais Minerais

Solucdo de Estoque
Solugdo Composi¢ao Concentracao (g/L)
Em Agua Reagente

KH,PO4 8,47

1 K,HPO4 21,7

A Na,HPO,7H,0 50,3

NH4Cl 0,507

B CaCl,*2H,0 36,62

C MgSO4¢7H,0 22,5

D FeCl;¢6H,0 0,253

HCI Concentrado 1 gota

" pH da solugio A foi 7,41.

O meio de teste foi preparado com o uso de 1 mL de cada das solugdes acima por litro de dgua do
mar.
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Tabela 2 Determinacao da Demanda Quimica de Oxigénio
Quantida
Absorgao de de Conc. da Amostra
ID da Amostra Rep. Medida bQO Amostra Amgstra DQO
Mg 02 pdiciona AdiCiOMad (6 /me)
(7\, =600 nm) dal a(mg/mL) g Ux/mg
1 0,264 1,669 1,00 1,00
Benzoato de Sodio 2 0,264 1,669 1,00 1,00
(Controle de

Qualidade) 3 0,264 1,669 1,00 1,00
Médio 1,669 1,00 1,00 1,677
1 0,356 2,254 1,5752 - 1,43
2 0,254 1,605 1,0852 --- 1,48

Sistema

NOVAPLUS 3 0,238 1,504 1,0383 --- 1,45
4 0,292 1,847 1,2971 --- 1,42
5 0,194 1,224 0,8264 - 1,48
Média: 1,45
STDEV: 0,03
CV: 2 %

Valores calculados com o uso de niimeros nio arredondados.
DQO (mg 02) = (Absor¢do Medida - Y-interceta) / inclinagdo
y-intercepta = 1.50 x 10?
Inclinacdo = 0.1573
r’ = 0.9997
Amostra DQO (mg O2/mg) = DQO / Quantidade de Amostra (mg)
! Referéncia (Benzoato de Sédio) adicionado por volume (mL). Substincia de teste (Sistema NOVAPLUS)
adicionada por peso (mg).
2 DQO de controle de qualidade representa 100% do ThOD, 1.67 mg O2/mg.

Pégina 20 de 43



Estudo ABC N°. 63454

Tabela 3 Respiracao Endogena de Oxigénio do Tratamento de Controle
Dia de Oxigénio Dissolvido (mg O»/L) Captagdo M‘?dia de
Oxigénio
Amostragem - - -
Réplica 1 Réplica 2 Media (mg O/L)
0 8,06 8,12 8,09 ---
7 7,01 7,00 7,01 1,08
14 6,33 5,73 6,03 2,06
18 5,83 591 5,87 2,22

Nota: Valores intermediarios ndo sao arredondados.
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Tabela 4 Biodegradacao das Substancias de Referéncia e de Teste
Qx1geglo Captagaf) Medla BOD Percentual de
Dissolvido de Oxigénio (mg (mg O,/mg) Deeradacio
Dia  Rep (mg O,/L) 0,/L) & Lme gradag
Captacao Test Captacio Captacio Test
Referéncia Teste  Média de . Médiade  Teste Médiade .
Oxigénio Oxigénio Oxigénio
1 8,82 8,19
Média 8,83 8,16
1 0,13 0,90
7 2 0.15 1,06 869 7.8 152 1.21 91,1 830
Média 0,14 0,98
1 0,12 0,11
14 2 0.10 0.24 872 798 1,33 1,16 798 796
Média 0,11 0,18
1 0,11 1,30
18 2 0.10 0.13 872 744 130 1,01 778 698
Média 0,11 0,72

Note: Valores intermediarios ndo sdo arredondados.
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Tabela 5 Resultados da Contagem de Placas de Bactérias
Meio de Teste no Inicio CoII;tiraoi%no Referéncia no Dia 18 Teste no Dia 18
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1,10 x 10° 3,4x10* 8,5x 10" 3,3x10*

Nota: As placas no inicio foram incubadas por sete dias, enquanto as laminas no Dia 18 foram
incubadas por quatro dias.
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Tabela 6 Medidas de pH

Grupo de Tratamento

Substincia de

Substancia de Teste

Dia Réplica Controle Referéncia
0 1 7,72 7,92 7,96
2 7,87 7,90 7,98
13 1 7,62 7,27 7,43
2 7,64 7,26 7,38
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Figura 1. Captacio de Oxigénio vs. Tempo, para Controle, Substancia de Teste e
Tratamentos da Substancia de Referéncia

Absorgio de Oxigénio (mg O,/L)

—i— Controle —4— Referéncia —M— Teste
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Figura 2. Degradacao Percentual vs. Tempo, para Substancias de Teste e Referéncia
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APENDICE A - PROTOCOLO E ALTERACOES

Pégina 27 de 43



Estudo ABC N°. 63454

Sistema NOVAPLUS: Determinacéo da
Biodegrabilidade em Agua do Mar Usando o Método da Garrafa Fechada
Metodologia de Teste

Estudo ABC No. 63454

Este protocolo estd em conformidade com a Diretriz OECD 306

Este protocolo é baseado no Protocolo Genérico ABC No. E818
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1.0 TITULO DO ESTUDO

Sistema NOVAPLUS: Determinacdo da biodegradabilidade em dgua do mar utilizando o
método da garrafa fechada.

2.0 OBJETIVO

O objetivo primdrio deste estudo € avaliar a biodegrabilidade aerébica de uma substincia de teste
na dgua do mar contendo sais minerais. A flora microbiana na amostra da dgua do mar serd a
Unica fonte de micrébios. Os objetivos especificos do estudo sdo: 1) avaliar o potencial de
biodegrabilidade do material de teste em um meio aquoso e aerébico via uso de oxigé€nio
dissolvido; e 2) determinar a utilizagdo do oxigénio de um quimico de referéncia para avaliar a
disponibilidade do inoculo de teste.

3.0 PATROCINADOR DO ESTUDO

M-ISWACO

5950 North Course Dr

Houston, TX 77072

Representante do estudo: Stephen P. Rabke

TEL: 281-561-1374 FAX: 281-561-1342

E-MAIL: srabke(S)miswaco.com

4.0 LABORATORIO DE TESTE E ENDERECO DO DIRETOR DO ESTUDO
ABC Laboratories, Inc. 7200 E. ABC Lane Columbia, Missouri 65202

Diretor do estudo: Philip Sarff

TEL: (573)876-8168 FAX: (573)443-9089

E-MAIL: sarflp@abclabs.com

5.0 CRONOGRAMA PROPOSTO

DATA PROPOSTA DO INICIO EXPERIMENTAL: Janeiro de 2008

DATA PROPOSTA DE CONCLUSAO DO EXPERIMENTO: Marco de 2008

6.0 PROTOCOLO DO TESTE

Este protocolo de teste € baseado na Diretriz da OECD para o Teste de Quimicos, Método 306

(D.
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7.0 DECLARACOES DE QUALIFICACAO

O teste da garrafa fechada € considerado receptivo a substincias volateis de teste e substancias de
baixa solubilidade em 4gua, assim como substancias ndo-volateis e soldveis em agua.

Esse método ndo € apropriado para substancias de teste que s@o inibitdrias a bactérias ou sdo
quimicamente instdveis sob as condi¢cdes do teste. Provisdes podem ser feitas para investigar
efeitos inibitdrios, mas serdo realizadas como um escopo adicional.

O método de OECD 306 (1) foi estabelecido para substincias puras ou as que contenham
homodlogos. Sempre que possivel, substancias de teste que sdo misturas ndo devem ser testadas,
mas os componentes individuais devem ser testados em seu lugar.

8.0 SUBSTANCIAS DE TESTE E DE REFERENCIA
8.1 Substancia de teste

A substancia de teste serd o Sistema NOVAPLUS. As seguintes informacgdes da amostra e
propriedades quimicas/fisicas devem ser fornecidas com a amostra da substancia de teste ou
antes de seu despacho: Numero do lote/pacote, data de validade da amostra, descricdo fisica,
pureza (inclusive certificado de andlise), estabilidade, condicdes de armazenagem sugeridas,
solubilidade de solvente organico e dgua, pressio do vapor, informagdes de toxicidade
disponiveis, uma Ficha de Dados de Seguranga do Produto Quimico (FISPQ) ou seu equivalente,
e precaucdes de manuseio. Além disso, a féormula empirica da sustancia de teste é exigida para
determinar a demanda tedrica de oxigénio (ThOD). Se o ThOD ndo pode ser fornecido ou
calculado, a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) da substincia de teste deve ser fornecida ou
gerada como escopo adicional para servir como ponto de referéncia.

Antes de cada uso, a substancia serd apropriadamente misturada para garantir a homogeneidade.
8.2 Substancia de Referéncia

Uma substancia de referéncia, como o benzoato de sédio, € usada para verificar o a atividade
inocula nos sistemas de testes. Informacdes sobre a substdncia de referéncia serdo obtidas com o
fornecedor.

8.3 Caracterizacao da Amostra e Retencao

Caracterizagdo, estabilidade e estudos de solubilidade serdo de responsabilidade do Patrocinador
a menos que de outra maneira contratado para ABC Laboratories, Inc. A substancia de teste serd
adequadamente disposta de conclusdo seguida de seu uso no ABC Laboratories, Inc., a menos
que outros acordos sdo feitos com o Responsdvel. O arquivamento de uma amostra de retencao,
se necessdrio, serd de responsabilidade do Patrocinador.
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8.4 Preparaciao/Adicao da Substancia de Teste

Para substincias teste soliveis em dgua, uma solu¢do de estoque serd preparada em uma
concentracdo conhecida, que serd documentada nos dados brutos. Solucdes de estoque serdo
baseadas na porcentagem de ingrediente ativo na substincia de teste, se conhecida. Caso a
porcentagem de ingrediente ativo for desconhecida, solugdes de estoque aquosas serdo
preparadas em uma concentra¢ido conhecida com base no peso do produto.

O pH da soluc¢do de estoque serd medido. Ajustes do pH podem ser necessdrios dependendo do
volume da dose e/ou quando a solucio da dose for extremamente basica (pH > 10) ou 4cida (pH
< 3) para que ndo afete contrariamente a populacdo microbial, mas serd feito apenas apds o
Patrocinador ser consultado.

Produtos Quimicos insoldveis podem ser dosados diretamente com base na gravimetria
adicionando a substancia de teste a uma bacia de vidro pesada ou uma cobertura de vidro.
Alternativamente, e como um escopo adicional, substancias teste insoliveis podem ser dosadas
com o uso de silica gel como um transportador inerte (Anexo 1). Demonstrou-se que a
biodegradagdo para algumas substancias de teste insoliveis em dgua é mais rdpida e completa
quando a substancia de teste foi absorvida a um transportador inerte (2).

9.0 MATERIAIS
9.1 Agua de teste

Agua do mar natural serd coletada e transportada para ABC Laboratories para teste. A
temperatura da amostra da dgua do mar serd medida no momento da coleta. A amostra da dgua
do mar serd transportada dentro de um ou dois dias da coleta de maneira que a temperatura da
agua do mar durante o transporte seja proxima da temperatura na coleta, e deve ser similar a
temperatura do teste.

Se o carbono orgénico dissolvido (COD) da amostra da d4gua do mar parecer alto, acredita-se que
o DBO branco apds 28 dias serd mais do que 30% do das substincias de referéncia, ou a
temperatura na coleta for maior que +5°C da temperatura do teste, a d4gua do mar serd
amadurecida sete dias antes de ser usada. A 4gua do mar serd amadurecida estocando-a sob
condig¢des aerdbicas a ultima temperatura e no escuro ou em luz difusa.

Antes de ser usada, a 4gua do mar pode ser pré-tratada para eliminar particulas grossas (se
estiverem presentes).

9.2 Recipientes de teste

Garrafas limpas de DBO de 250-300 mL (i. é, livre de matéria organica e téxica) com tampas de
vidro serdo usadas em recipientes de teste. Objetos de cristal serdo limpos adicionando 5-10 mL
de solucdo de lavagem (iodo de 2,5 g + 12,5 g KI por litro de 1% de acido sulfurico p/V ) para a
garrafa e agitando bem. Os objetos de cristal permanecerdo em pé durante 15 minutos e depois
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serdo enxaguados completamente com &4gua reagente. Os objetos de cristal serdo entdo,
transformados em cinza em um forno.

9.3 Eletrodo de oxigénio

Um Medidor de Oxigénio Dissolvido Modelo 54 YSY ou equivalente com um exame de
oxigénio BOD serdo usados para medir as concentracdes de oxigénio dissolvido dentro dos
recipientes de teste.

9.4 Camara ambiental

O estudo serd conduzido em uma camara onde cabe uma pessoa a 20 + 1°C no escuro.
Iluminacgdo do laboratério serd permitida dentro da cdmara por periodos curtos de tempo para
permitir monitoramento do sistema, medi¢des da qualidade da dgua e coleta de amostra. A
temperatura da camara ambiental serd registrada continuamente durante o teste.

10.0 PROCEDIMENTOS DE TESTE
10.1 Meio do teste
10.1.1 Solucoes estoque

Solucdo tampao de fosfato:  Aproximadamente (i. e, dentro de +0.05 g) 8,50 g.
KH2P04,21.75 gK2HP04,33.30 gNa2HP04®2H20, e 0,50 gNH4Cl serao dissolvidos
em e diluidos a 1L com 4gua reagente. O pH serd ajustado para 7,4 + 0,2 com 1,0 N
HCI ou NaOH

Solucdo de clorido de célcio: Aproximadamente (i. e, dentro de +0.05 g) 27,50 g.
anidro CaCl2 ou 36.40 g CaCl2©2H20 sera dissolvido em e diluido a 1 L com agua
reagente.

Solucdo de sulfato de magnésio: Aproximadamente (i.e, dentro de +0,05 g) 22,50 g
MgS04 @7H20 sera dissolvido em e diluido a 1 L com dgua reagente.

Solucdo de cloreto férrico: ~ Aproximadamente (i. e, dentro de +0,02 g) 0,25 g.
FeCl3«6H?20 serdo dissolvidos em e diluidos a 1 L com dgua reagente. Uma gota de
HCl concentrado ou 04 g EDTA serd adicionado para que a solucdo seja
armazenada.

Equivalentes molares de quimicos podem ser usados. Os volumes acima podem ser ajustados
para fazer mais ou menos, conforme necessario.

10.1.2 Preparacio do meio de teste

O agente de teste serd preparado diluindo ImL de solugdes de tampao de sulfato, cloreto de
célcio, sulfato de magnésio e cloreto férrico por litro de d4gua do mar pré-tratada. Um volume
adequado de meio de teste serd preparado.
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O meio de teste serd energicamente agitado e ventilado (>250 mL/minuto) por pelo menos uma
hora. Se o oxigénio dissolvido (OD) for <7 mg/L, agitacdo e ventilagdo devem ser mantidos até
que o OD for >7 mg/L.. O meio do teste serd entdo agitado moderadamente e ventilado a 20°C até
seu uso. O OD e o pH do meio de teste serd medido imediatamente antes de ser usado. Todas as
operagoes de transferéncia e enchimento do meio de ar saturado serdo conduzidas livres de bolha
(i. e, puxando pelo sifdo).

10.2 Preparacao das Garrafas de Teste

Para cada um dos garrafdes para acido de 5-L, serd adicionado um volume adequado do meio de
teste preparado. Substancia de teste e referéncia serd adicionada aos garrafées conforme indicado
abaixo:

1 Garrafdo — espago vazio de meio de teste, sem substancia de teste e referéncia
1 Garrafao — substancia de referéncia a 2 a 5 mg/L

1 Garrafao - Se solivel: Substancia de teste a 2 a 10 mg/L. Se insoldvel e a substancia de teste é
gravimetricamente adicionada as garrafas BOD, a composi¢do em garrafao serd a mesma que o
espaco vazio do meio de teste.

A concentracdo da substincia de teste serd baseada na solubilidade, informagdes de toxicidade
disponiveis e ThOD ou DQO. A substancia de referéncia serd adicionada na mesma concentracao
que a substancia de teste, mas ndo mais de 5 mg/L. Todos os garrafdes serdo completamente
misturados para garantir a uniformidade da mistura.

A pedido do Patrocinador, um garrafdo adicional pode ser montado para checar os possiveis
efeitos inibidores da substincia de teste no inoculo se a toxicidade for conhecida. Esse garrafdo
de toxicidade conterd o meio de teste inoculado e tanto a substancia de teste (se soluvel) quando
a de referéncia nas respectivas concentracdes. Se a substincia de teste ndo for soluvel, a
substancia de teste serd adicionada gravimetricamente.

A pedido do patrocinador, um garrafao adicional pode ser montado para checar mecanismos
abidticos, como hidrdlise ou absorcao. Esse garrafdo de controle abidtico conterd o meio de teste
inoculado, a substancia de teste (se soltvel), e o cloreto de mercurio (50-100 mg/L) para parar a
atividade microbial. Se a substincia de teste ndo for solivel, a substancia de teste sera adicionada
gravimetricamente.

Cada garrafa serd preenchida sem deixar nenhum espaco vazio pela adicdo das solugdes dos
garrafdes correspondentes. Todas as bolhas de ar nas garrafas BOD serdo furadas e cada garrafa,
tapada. Cada garrafa de amostra sera exclusivamente rotulada.
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10.3 Oxigénio Dissolvido e Medicoes de pH

Garrafas duplicadas de cada tratamento serdo destinadas aleatoriamente para cada dia de
amostragem. Imediatamente depois das garrafas de DBO serem preenchidas, duas amostras de
cada tratamento serdo coletadas para medicdes de OD e pH no dia 0. As garrafas remanescentes
serdo colocadas em uma cimara ambiental a 20 + 1 °C. Garrafas duplicadas de cada grupo de
teste serdo removidas no término do teste (dia 28) e em dois pontos de amostragem entre o inicio
e a término (i. €., dias 4 e 15) para medi¢des de OD e pH. Periodicamente durante a incubacao, as
garrafas serdo agitadas e os funis serdo preenchidos com dgua reagente.

10.4 Contagem das Placas de Bactérias

Uma aliquota do meio de teste serd avaliada no dia O para atividade microbial conduzindo uma
contagem de placa padrao (3). Partes aliquotas de uma garrafa DBO de cada tratamento (isto €.,
controle, referéncia e teste) também serdo avaliadas para atividade microbial no término para
demonstrar que a substancia de teste ndo era toxica para o inoculo microbial.

10.5 Analise de nitrato/nitrito

Se a substincia de teste contiver nitrogé€nio, a concentracdo final do nitrato e nitrito pode ser
medida em todas as amostrar, no final do teste, para que o grau calculado de biodegradacao possa
ser corrigido se a nitrificacdo tenha sido realizada.

11.0 CALCULOS E ESTATISTICA
11.1 Calculo de Demanda Tedrica de Oxigénio (ThOD)

A demanda tedrica de oxigénio serd calculada para a substdncia de teste com base em sua
composi¢do elementar usando as seguintes equagdes.

Para substincias sem nitrogénio ou substincias com nitrogénio e onde o nitrogénio ndo é
utilizado por meio da nitrificacdo,

ThODnpgz = 16[2C + ¥(H-CI-3N) + 3S + 5/2P + TNa-0]
Peso molecular (g/mol)

Para substancias com nitrogénio e onde o nitrogénio pe completamente utilizado por meio da
nitrificacao,

ThODnpz = 16[2C + Y(H-CI) + 5/2N - 3S + 5/2P + ¥52Na-0]
Peso molecular (g/mol)

As variaveis C, H, CI, N, S, P, Na e O sdo cada nimero do elemento de 4tomos na molécula. O
ThOD calculado € indicado em mg do oxigénio por mg da substancia de teste.

Se a substincia de teste contém nitrogénio, ambas as equacdes serdo usadas. A substancia de
referéncia, benzoato de sddio, ndo contém nitrogénio € 0 ThODyy3 € 1,67mg02/mg.
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11.2  Calculo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
A DBO ¢ calculada através da seguinte equacao:

DBO = DO; - DO
Cr

Onde:

DOy = captagdo de DO media no frasco de substancia de teste ou referéncia (mg
0O2/L)

DOg = captagdo de DO media nos frascos de branco do inoculo (mg O2/L)
Cr = concentracao de teste para as substancias de teste e referéncia (mg/L)
A DBO calculada € indicada em mg de oxigénio por mg de substancia de teste.
11.3  Calculo do Percentual de Degradacao

O percentual de degradacdo com base na ThOD ou DQO (quando ThOD ndo puder ser
determinada) é calculada através da seguinte equagao:

Percentual de Degradacdo = BOD x 100
ThOD ou DQO

Se a substancia de teste contiver nitrogénio, a degradacdo percentual serd calculada usando tanto
ThODnp3 quanto ThODnys, Se a classificagdo de biodegradabilidade da substancia de teste ndo
for a mesma quando a biodegradacdo percentual for calculada usando os valores diferentes de
ThOD (por exemplo, prontamente biodegraddvel usando ThODygsz e inerentemente
biodegraddvel usando ThODnys3), a concentragdo final de nitrato e nitrito serd medida em todas
as amostras. O oxigénio consumido através da nitrificacdo serd determinado da alteragdo na
concentracdo de nitrato e nitrito. O oxigénio consumido na formagdo de nitrato é 4,57,
multiplicado pelo aumento na concentracdo de nitrato-N e o oxigénio consumido na formagdo de
nitrito € 3,43, multiplicado pelo aumento na concentracdo de nitrito-N. O oxigénio total
consumido serd somado e, entdo, subtraido de DOrantes de calcular a BOD. O valor corrigido do
consumo de oxigénio devido a C-oxidacdo serd, entdo, comparado com ThODyys.

Antecipa-se que ndo hé tendéncia nos dados na conducdo do presente estudo. Nenhum teste
estatistico especifico serd usado para o presente estudo.

Pégina 35 de 43



Estudo ABC N°. 63454

120 CRITERIOS DE ACEITABILIDADE DO TESTE

Para o teste ser valido, os seguintes critérios devem ser atendidos: (A) a deplecdo de oxigé€nio nos
frascos de branco do meio de teste ndo deve exceder 30% da concentracdo de oxigénio inicial;
(B) a concentracao residual de oxigénio nos frascos de DBO niao deve ser abaixo de 0,5 mg/L em
nenhum momento, a menos que o método usado para medicdo da captacdo de oxigénio
dissolvido seja exato nesses niveis; e (C) a substancia de referéncia deve exibir uma DBO > 50%
de ThOD dentro de um periodo de tempo razoavelmente curto (isto é, <10 dias).

13.0 RELATORIO

Um relatdrio final serd apresentado ao Patrocinador e incluird, entre outros, o que segue:
* Datas, nome e endereco do laboratério onde o teste foi realizado.
* Objetivos do estudo.

* Uma descricdo do desenho experimental, juntamente com uma descri¢do de e referéncia a
quaisquer métodos usados para andlise de dados.

* Descricdo da substancia de teste (por exemplo, data do recebimento, condi¢des de
armazenamento, pureza, caracteristicas fisicas e método de preparacdo das solucdes de
estoque e/ou teste) e identificacdo da substancia de referéncia, se aplicavel.

* Descri¢do da matriz aquosa, incluindo fonte e dados obtidos.
* Resultados das medicoes de OD.

* A DBO calculada e a degradacgdo percentual. Um gréfico da degradacao percentual versus
tempo.

* Variacdo da temperatura da camara ambiental sobre a duragdo do teste.

* Resumo dos dados e uma declaracdo das conclusdes tiradas de quaisquer andlises de
dados, se adequado.

* Descri¢do de quaisquer desvios no protocolo.
* Localizacdo de dados brutos.
» Lista de todo o pessoal técnico envolvido no estudo e a assinatura do Diretor do Estudo.

* Declaracdo de conformidade com a GLP por parte do Diretor do Estudo e uma declaracio
por parte da Unidade de Garantia da Qualidade da ABC Laboratories.
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14.0 ALTERACOES E DESVIOS NO PROTOCOLO

O Diretor do Estudo pode fazer alteracdes ao presente protocolo. Todas as alteracdes descreverao
a(s) modificacdo(des), a(s) razao(des) da alteracdo e o efeito no estudo, se houver, e serdo
comunicadas ao Representante do Patrocinador. Todas as alteracdes serdo assinadas e datadas
por no minimo o Diretor do Estudo e mantidas no protocolo.

No caso de um desvio no protocolo, uma descri¢do por escrito do desvio, incluindo a razao para
o desvio e qualquer impacto no estudo como um resultado do desvio serd comunicado ao
Representante do Patrocinador. Todos os desvios serdo assinados e datados por no minimo o
Diretor do Estudo e mantidos no protocolo.

15.0 GARANTIA DA QUALIDADE

A Unidade de Garantia da Qualidade da ABC inspecionard uma ou mais fases criticas para
assegurar que 0s equipamentos, o pessoal, os procedimentos e os registros estejam em
conformidade com as diretrizes listadas neste protocolo. Os resultados dessas inspe¢des serdo
relatados ao Diretor do Estudo e a administragdo do ABC. A minuta e os relatérios finais serdo
revisados com relacdo ao protocolo e a conformidade com a GLP, bem como para assegurar que
os métodos e procedimentos de operagdo padrdo usados foram seguidos. Uma declaracdo
assinada serd incluida no relatdrio, especificando os tipos de inspecdes realizadas, as datas nas
quais as inspec¢des foram realizadas e as datas nas quais as inspecOes foram relatadas ao Diretor
do Estudo e a administracao.

16.0 CONFORMIDADE COM A GLP

Todos os procedimentos de teste, documentacdo, registros e relatdrios estardo em conformidade
com os Principios de Boas Praticas Laboratoriais (4) da OECD. O relatério conterd uma
declaracdo atestando a esse fato.

17.0 REGISTROS

Os registros a serem mantidos incluirdo, entre outros, recebimento da substincia de teste,
preparagdes e diluicdes de solugdo; registros de instrumento detalhando a calibracdo e
manutengdo; registros da instalagdo (mantidos na ABC); nimeros de identificacido de controle de
material para todos os instrumentos usados; armazenamento da substancia de teste, solucdes e
amostras; e pesos e volumes. Todos os dados brutos originais coletados durante o presente estudo
serdo mantidos na ABC Laboratories até a finalizacio do estudo. Mediante a conclusdo do
estudo, todos os dados brutos originais serdo submetidos ao Patrocinador junto com o relatério
final. Uma cdpia do relatério final, cOpias de todos os dados brutos do estudo e todos os registros
de instalagdo originais serdo mantidos nos arquivos da ABC Laboratories.

18.0 DESCARTE DE ESPECIMES
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Ap6s a finalizacao do relatério, a disposicdo de todos os espécimes (isto €, qualquer material
derivado do sistema de teste para exame, andlise ou reten¢do) gerados durante a condugdo do
teste serd concluida em uma maneira tempestiva. O tempo de detencdo dos espécimes de
retencdo serd baseado nas informacdes de estabilidade fornecidas pelo Patrocinador ou pelos
dados de estabilidade gerados pela ABC Laboratories. Os espécimes de retencdo serdo
devolvidos ao Patrocinador, a menos que o arquivamento seja contratado com a ABC
Laboratories. A documentacao do descarte de espécime serd retida com os registros do estudo no
Arquivo da ABC Laboratories.
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APROVACAO DO PROTOCOLO

Diretor do Estudo

Nome (assinatura): Data: 24 de janeiro de 2008
Nome/Cargo: Philip Sarff/Quimico Sénior

Representante do Patrocinador

Nome (assinatura): Data: 28 de janeiro de 2008
Nome/Cargo: JStephen P. Rabke/Gerente — Saide Ocupacional

Gerente do Laboratorio

Nome (assinatura): Data: 24 de janeiro de 2008
Nome/Cargo: Jeri Hofen/Assistente II de Garantia da Qualidade

Revisdo do Protocolo da QAU [Unidade de Garantia da Qualidade] com relacdo a
Conformidade com a GLP

Nome (assinatura): Data: 24 de janeiro de 2008

Nome/Cargo: Jon E. Rhodes/Diretor, ABC Chemical Services [Servicos Quimicos da ABC]

Pégina 39 de 43



Estudo ABC N°. 63454

ANEXO 1-METODOS PARA INTRODUCAO DE SUBSTANCIAS INSOLUVEIS AO MEIO
(Baseados no Padrao ISO 10634)

* Prepare uma solucdo (~ 500 mg C/L) da substincia de teste em um solvente organico (por
exemplo, acetona ou diclorometano)

* Para cada sistema de substancia de teste: Em um baldo volumétrico com fundo arredondado de
250 mL, misture 30 g de silica gel com o volume da solucdo da substancia de teste exigida para
fornecer a massa desejada a substancia de teste (isto €, para uma solu¢do de 20 mg C/L, um total
de 60 mg C € necessdrio; se a solu¢do da substancia de teste for de 500 mg C/L, entdo, 120 mL
da solucdo sao adicionados). Seque o solvente organico usando um evaporador rotatério seguido
por uma estufa a vicua a 45 °C. A amostra de silica gel com dose completa pode ser introduzida
no sistema.

* Para cada sistema de substincia de controle e referéncia: Prepare silica gel ndo tratada da
mesma maneira usando o mesmo solvente (sem substincia de teste) e volume.

* A remogdo do solvente pode ser verificada através da pesagem do baldo volumétrico e da silica gel
antes da adi¢ao do solvente e ap6s a secagem do solvente nas amostras de silica gel ndo tratadas.

Alternativamente,

* Prepare uma solucdo (~ 1000 mg C/L) da substancia de teste em um solvente organico (por
exemplo, acetona ou diclorometano)

* Para cada sistema de substancia de teste: Em um baldo volumétrico com fundo arredondado de
250 mL, misture 30 g de silica gel com 150 mL da solucdo da substancia de teste. Seque o
solvente organico usando um evaporador rotatério seguido por uma estufa a viacua a 45 °C.
Usando sub-amostras da dose de silica gel, extraia a substincia de teste e determine
analiticamente a quantidade de substincia teste absorvida. A quantidade de silica gel a ser
introduzida nos sistemas de teste pode, entdo, ser calculada. Um lote de silica gel tratada pode ser
adequado para multiplos sistemas.

* Para sistema de substancia de controle e referéncia: Prepare silica gel ndo tratada da mesma
maneira usando o mesmo solvente (sem substiancia de teste) e volume. Introduza a mesma
quantidade de silica gel ndo tratada aos sistemas conforme foi usado para os sistemas de
substancia de teste.

* A remocdo do solvente pode ser verificada através da pesagem do baldo volumétrico e da silica
gel antes da adi¢do do solvente e apds a secagem do solvente nas amostras de silica gel ndo
tratadas.

Se um método para extracdo da substancia de teste da silica gel ndo estiver disponivel, entdo, o
primeiro método deve ser usado. No primeiro método, uma pequena por¢cdo da substancia de
teste pode revestir o baldo volumétrico de vidro e fazer com que a quantidade da substancia de
teste adicionada ao sistema seja menor do que a nominal. O segundo método, portanto, seria mais
preciso ja que a quantidade da substincia de teste que reveste a silica gel é analiticamente
medida.
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NOTIFICACAO DE ALTERACAO DO PROTOCOLO

TITULO DO PROTOCOLO Sistema NOVAPLUS: Determinacao da
Biodegradabilidade em Agua do Mar Usando o
Método da Garrafa Fechada

ALTERA(;AO N2 1 DATA DE ENTRADA EM VIGOR: 15
de fevereiro de 2008

LABORATORIO: ABC Laboratories, Inc. N2 DO ESTUDO LABORATORIAL.:
63454

PATROCINADOR: MI-SWACO

1. Secoes 10.3 do Protocolo (Oxigénio Dissolvido e Medicoes de pH):

A medicao de pH serd apenas realizada no inicio e no término.

O teste serd terminado antes do Dia 28. O dia exato do término serd relatado nos registros € no
relatério do estudo.

Razdo: A medicdo do pH € informa¢dao complementar, dessa forma, as medi¢des no inicio € no
término sdo suficientes para caracterizagdo do pH durante o estudo. O teste serd terminado
antecipadamente porque as substancias de teste e referéncia atingiram biodegradagdo > 60% no
Dia 7 e confirmada pelos resultados do Dia 14.

Efeito no Estudo: Nenhum.

ASSINATURA DO DIRETOR DO ESTUDO..

DATA: 18 de fevereiro de 2008.

ASSINATURA DO REPRESENTANTE DO PATROCINADOR:
DATA: 18 de fevereiro de 2008.

ASSINATURA DA ADMINISTRACAO DA ABC:

DATA: 18 de fevereiro de 2008.
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NOTIFICACAO DE ALTERACAO DO PROTOCOLO

TITULO DO PROTOCOLO Sistema NOVAPLUS: Determinacao da
Biodegradabilidade em Agua do Mar Usando o
M¢étodo da Garrafa Fechada
ALTERA(;AO N2 1 DATA DE ENTRADA EM VIGOR: 28
de fevereiro de 2008
LABORATORIO: ABC Laboratories, Inc. N2 DO ESTUDO LABORATORIAL.:
63454

PATROCINADOR: MI-SWACO

1. Protocolo:

O titulo desse estudo foi atualizado para:

“Sistema Novaplus (Fluido Novaplus SBM com Novawet II): Determinagdo da
Biodegradabilidade em Agua do Mar utilizando o Método da Garrafa Fechada”

Razao: Incluir o nome em portugués

Efeito no estudo: nenhum

ASSINATURA DO DIRETOR DO ESTUDO:

DATA: 28 de fevereiro de 2008.

ASSINATURA DO REPRESENTANTE DO PATROCINADOR:
DATA: 28 de fevereiro de 2008.

ASSINATURA DA ADMINISTRACAO DA ABC:

DATA: 28 de fevereiro de 2008.
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NOTIFICACAO DE ALTERACAO DO PROTOCOLO

TITULO DO PROTOCOLO Sistema NOVAPLUS (Fluido Novaplus SBM com
Novawet II): Determinagcdo da Biodegradabilidade
em Agua do Mar Usando o Método da Garrafa

Fechada
ALTERA(;AO N%: 1 DATA DE ENTRADA EM VIGOR: 29
de fevereiro de 2008
LABORATORIO: ABC Laboratories, Inc. N2 DO ESTUDO LABORATORIAL.:
63454

PATROCINADOR: MI-SWACO

1. Protocolo Secao 10.1.1 Solucoes Estoque

Uma aliquota de 50,3065 g de Na,HPO, 7 H,O foi utilizada na preparaciao da solucdo de
fosfato. Essa aliquota nao foi £0,05g do equivalente molar desejado do Na,HPO, ¢ 7 H,O
(50,11 a 50,21 g)

Razao: A quantidade pesada foi aquela necessdria para fazer 33,40 g/L de Na,HPO, * 7 H,0,
que € aquela utilizada no método de biodegradacdo OECD 301D.

Efeito no Estudo: Nenhum, pois o resultado da molaridade foi o mesmo (0,19 M do fosfato
de sodio dibasico).

ASSINATURA DO DIRETOR DO ESTUDO:

DATA: 03 de marco de 2008.

ASSINATURA DO REPRESENTANTE DO PATROCINADOR:
DATA: 03 de marco de 2008.

ASSINATURA DA ADMINISTRACAO DA ABC:

DATA: 03 de margo de 2008.
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APENDICE B — CERTIFICADOS DA ANALISE

Pégina 44 de 43



Estudo ABC N°. 63454

Certificado de Andlise

1 Reagent Lane Fairlawn, N3 07410
201.796.7100 tel

201.796.1329 fax

Certificado de Analise
O Sistema de Qualidade da Fisher Scientific é Certificado pelo padrao ISO9002 (1994) pelo
Certificado da DNV n® 96-HOU-AQ-8052

Certifica-se, pelo presente, que as unidades do niumero do lote mencionado acima foram testadas
e consideradas em conformidade com as especificagdes do grau listadas. Certos dados foram
fornecidos por terceiros. A Fisher Scientific expressamente nega todas as garantias, expressas ou
implicitas, incluindo as garantias implicitas de mercantibilidade e adequag¢do para um propdsito
particular. A menos que, de outra forma, declarado, esses produtos ndo sdo propostos para
dialise, uso parenteral ou injetdvel sem processamento adicional. Os seguintes sdo os resultados
analiticos reais obtidos:

Nuamero do Catalogo: 5224 Data de Fabricacio: 04/05/2004
Niimero do Lote: 041447 ID da Amostra: S224.041447.100
Descricio: BENZOATO DE SODIO NF/FCC

Nome do Resultado Unidades Especificacoes Valor do Teste
Alcalinidade Aprovado/Reprovado | Aprovado no teste Aprovado
Aparéncia Relatério Granulos ou pé branco P6 branco
Ensaio % 99,0 a 100,5 100,4000
Ensaio — FCC % 99,0 — 100,5 1004
Metais Pesados (como Pb) ) 0,001 maximo 0,0003
Metais Pesados (como Pb) —| MG/kg 10 méaximo 3,3

FCC

Identificacdo Aprovado/Reprovado | Aprovado no teste Aprovado
Identifica¢do — FCC Aprovado/Reprovado | Aprovado no teste Aprovado
Imp. Voldtil Organica Exigéncias atendidas Aprovado
Agua (FCC) % 1,5 maximo 0,2

Agua (H20) % 1,5 maximo 0,300
CERTIFICADO POR:
Assinado:.

Gerente Fairlawn do Laboratorio de

Assinado:.

Gerente BPF do Laboratorio

Observacdo: Os dados listados sdo vdlidos para todos os tamanhos de embalagem deste lote do
produto, expressos como uma extensdo do niimero do catdlogo listado acima. Se houve
quaisquer duvidas com relacdo ao presente certificado, queira entrar em contato com o
Chemical Services pelo telefone 1.800.227.6701.

https://www.fishersci.com/CofASearch 5/4/2005
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