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RESUMO

Foi avaliada a biodegradabilidade de uma cola liquida, utilizando o “Teste de
biodegradabilidade imediata, medida pelo desprendimento de didéxido de carbono em
sistema aberto”, baseado nas especifica¢cdes do guia “OECD Guideline for Testing of
Chemicals (item 301B, 1992)” e no Manual de Testes para Avaliagdo da Ecotoxicidade
de Agentes Quimicos do IBAMA (1991). O material, identificado pelo cliente como
“Polimero super absorvente” e cadastrado no Laboratério de Biotecnologia Industrial
como LBI 145-23, atingiu o valor médio de 68,3% de desprendimento de COz ao final
dos 28 dias de ensaio. Logo, o material avaliado foi considerado como “biodegradavel”,
por ter atingido o valor minimo de 60% de desprendimento de CO2 dentro do intervalo
de 28 dias e sob as condigdes utilizadas no ensaio. Dado que na condicao de controle
de inibicdo a liberagdo de COz2 foi superior a 25 % com 14 dias do teste, o material foi

considerado como né&o inibitério para a microbiota utilizada no ensaio.

PALAVRAS-CHAVE

Biodegradabilidade; OECD 301B; Desprendimento de diéxido de carbono.
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TESTE DE BIODEGRADABILIDADE IMEDIATA PELA MEDIDA DE
DIOXIDO DE CARBONO DESPRENDIDO EM SISTEMA ABERTO
(OECD 301B)

1 INTRODUGAO

O Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo, do qual faz parte
o Laboratério de Biotecnologia Industrial, trabalha em conformidade com o Sistema de
Gestao da Qualidade (NBR ISO 9001:2015), certificado pela Fundagédo Carlos Alberto
Vanzolini.

Conforme solicitacdo do cliente de 22/05/2023, atendida mediante emissao do
orcamento FIPT 4639/23 (24/05/2023), com aprovacao via pedido de compra n°® 31669
enviado em 25/05/2023 (atualizado em 15/06/2023), o Laboratério de Biotecnologia
Industrial avaliou uma amostra de polimero absorvente quanto a sua biodegradabilidade
imediata.

Biodegradabilidade imediata é a propriedade de uma substancia orgénica ser
metabolizada, isto €, consumida por microrganismos naturais do meio ambiente, e
avaliada sob condicbes que sejam similares, tanto quanto possivel, as do ambiente.
Neste meio, as oportunidades de ocorrer selecao e adaptacdo microbiana devem ser
limitadas. As substancias poderao apresentar resultados classificados em “prontamente
biodegradavel”, “biodegradavel” ou somente “nao prontamente biodegradavel”, segundo
as especificacées do Guia OECD 301, Teste B (1992). As substancias classificadas em
prontamente biodegradaveis ou biodegradaveis frente a este teste serao degradadas de
maneira mais rapida e mais completa no ambiente.

www.ipt.br
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2 OBJETIVO

Avaliar a biodegradabilidade imediata apresentada pelo material do cliente
submetido a condicao pré-estabelecida pela metodologia orientada pelo Guia OECD
301, considerando a medida do desprendimento de Gas Carbdnico em sistema aberto

com aeracao (Teste B).

3 MATERIAL

O material recebido no Laboratorio de Biotecnologia Industrial (LBI) foi designado

pelo cliente, descrito e identificado conforme apresentado no Quadro 1.

Designacao do item pelo s o . . Data de Identificacao do
cliente EHETEEE 1D [ [ESEEE recebimento item no LBI N
Polimero superabsorvente 1 frasco com 200g de material i
(Lote 9223) granulado de cor bege 30/05/2023 145-23

Quadro 1 - Descrigao do item recebido.

Uma amostra do material foi encaminhada para realizacdo de analise de teor de
carbono no Laboratério de Bioenergia e Eficiéncia Energética (LBE) do IPT, com a
emissao de um laudo analitico com o resultado obtido, informando a porcentagem do
elemento Carbono presente no material (conforme Anexo A). Com este resultado

disponivel, iniciou-se a avaliagdo de biodegradabilidade no material.

4 METODOLOGIA

4.1 Execucao do Ensaio

Foi empregado o “Teste de biodegradabilidade imediata de sustancias organicas
hidrossollveis ou pouco hidrossoluveis, porém nao volateis, pela medida do didéxido de

carbono desprendido em sistema aberto (evolugdo de CO2)”, baseado nas

www.ipt.br
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especificagées do guia “OECD Guideline for Testing of Chemicals (item 301, teste B,
1992)” e no Manual de Testes para Avaliacao da Ecotoxicidade de Agentes Quimicos do
IBAMA (1991). A Figura 1 apresenta um desenho esquematico do sistema utilizado para
avaliacao da biodegradabilidade.

G - -

Entrada de Ar

“ Frascos com NaOH

Saida de Ar

Frascos lavadores de gases
contendo Ba{OH)z para
aprisionamento de CO2

. ¥
e 4 .
Microambiente de Biodegradagdo ‘ ‘

Figura 1 — Desenho esquematico do sistema utilizado para avaliagdo da biodegradabilidade.

De acordo com o método proposto, foram preparadas 4 condi¢des de ensaio, em
duas réplicas. Massas conhecidas da amostra e/ou do padrao biodegradavel, a depender
da condicédo, foram colocadas em frascos com solug¢ao nutriente. Inoculou-se cada frasco
com uma concentracdo padronizada de microrganismos oriundos da mistura de solo e
agua. Todos os frascos foram incubados a 23 °C £ 2 °C. A qualidade do ar utilizado para
aeracgao do processo foi controlada para eliminar a presenca de CO2. Na saida de ar do
sistema, foram instalados frascos lavadores de gases contendo solugéo de Ba(OH)z para
o aprisionamento do COz2 produzido e desprendido ao longo do tempo.

O CO2 reage com a base resultando em carbonato de bario e agua. As
determinacdes de CO2 foram realizadas indiretamente, por titulometria da base restante.
O Quadro 2 apresenta as condicdes utilizadas no ensaio.
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Condicao Conteudo
1 - Branco (controle negativo) Solucao de sais e in6culo microbiano.
2 - Padrao biodegradavel (controle positivo) Solucao de sais, glicose e indculo microbiano.

Material Teste, solucao de sais e inéculo
3 - Teste

microbiano.
4 - Controle de inibicao Material teste, solugdo de sais, glicose e indculo
(Material teste + padrao biodegradavel) microbiano.

Quadro 2 - Condigbes do experimento para avaliacdo da biodegradabilidade no

material.

4.2 Validacao e interpretacao do ensaio

O material em teste sera classificado como “prontamente biodegradavel” quando
atingir 60% de biodegradacéo (baseado no total de diéxido de carbono teérico - ThCOz)
em um intervalo de 10 dias, contados a partir do dia em que se observar 10% de
biodegradacédo. No entanto, se o critério da janela de 10 dias ndo for alcangado, mas
houver degradagdo maior que 60% em até 28 dias, o material podera ser considerado
apenas como “biodegradavel”’. Para valores de degradagao abaixo de 60%, o material
sera considerado “ndo prontamente biodegradavel”.

Adicionalmente, o material em teste sera considerado inibitério quando a
porcentagem de biodegradagédo obtida em 14 dias de teste for menor que 25% no

controle de inibi¢ao.

5 RESULTADOS

O resultado da analise de teor de carbono esta apresentado na Tabela 1, sendo
a porcentagem de carbono considerada para os calculos do teste de biodegradabilidade.
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Tabela 1 — Resultado da anélise de teor de carbono no material LBl 145-23.

Componente Composicao (%)

Carbono 37,0

Fonte: Relatério de Ensaio n° 1 140 771-203, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas, 13/06/2023.

O in6culo microbiano utilizado no ensaio foi avaliado quanto a respectiva
concentracdo de microrganismos, sendo os resultados de contagem apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Contagem de Inoculo preparado para o ensaio conduzido no material LBI 145-23.
Contagem do inoculo (Valor médio - triplicata)

Ordem de grandeza da
. : . UFC/ml (24h) UFC/ml (48h) UFC/ml (72h)
Diluicao Decimal Seriada
100x Incontaveis Incontaveis Incontaveis
1000x 1,2x 10° Incontaveis Incontaveis
10000x 1,6 x 10° Incontaveis Incontaveis

Os valores em miligramas de COz2, desprendidos de cada ambiente de teste ao longo

do tempo de incubacéao, sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de CO2 acumulado (mg), desprendido ao longo do tempo de incubagao para o material
LBI 145-23 (continua).

Condicao 2 Condicéao 3 Condicao 4
Tempo Padréo biodegradavel Teste Controle de inibicao
(dias) (mg COy) (mg CO,) (mg COy)
A B A B A B

1 23,4 10,7 0,0 0,5 18,3 32,7

2 82,5 79,0 2,6 5,0 87,2 98,4

3 95,1 96,1 7.9 14,3 103,7 113,2

6 108,7 119,4 15,3 22,8 125,9 134,0

8 127,5 139,6 26,9 44,2 133,3 174,5

10 161,4 178,4 60,9 99,4 1442 195,0

13 172,0 192,0 74,9 103,5 160,7 2115

16 181,0 203,7 86,5 116,4 176,8 52,9
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Tabela 4 — Valores de CO2 acumulado (mg), desprendido ao longo do tempo de incubagao para o material
LBl 145-23.

Condicao 2 Condicao 3 Condicao 4
Tempo Padrao biodegradavel Teste Controle de inibicdo
(dias) (mg CO>) (mg CO,) (mg CO,)
A B A B A B
20 197,4 2221 110,0 161,2 176,8 54,4
24 207,9 2221 121,3 171,8 188,9 58,1
o8 216,3 2221 134,6 186,5 201,6 63,9

A Tabela 5 na pagina seguinte apresenta os resultados da biodegradag¢do medida
pelo percentual de COz que efetivamente foi detectado como desprendido, em relacao
ao total de CO2 que poderia ser formado pela degradacao completa da quantidade de
carbono adicionada a cada frasco do ensaio nas diferentes condicdes. Estes resultados
estdo também representados graficamente na Figura 2.

Tabela 5 — Degradacao observada nas diferentes condicées do ensaio para o material LBl 145-23,
determinada como percentual de CO: detectado em relagao ao total de carbono adicionado aos frascos.

Condicao 2 Condicao 3 Condicao 4
Tempo Padrao biodegradavel Teste Inibicao
(dias) (% CO2) (% CO2) (% CO2)
A B A B A B
1 11,2 5,1 0,0 0,2 4,2 7,5
2 39,5 37,8 1,1 2,2 20,0 22,4
3 45,5 46,0 3,2 6,3 23,8 25,8
6 52,0 57,1 6,3 10,0 28,9 30,6
8 61,0 66,8 11,0 19,3 30,6 39,8
10 77,2 85,4 24,9 43,5 33,2 445
13 82,3 91,9 30,7 45,3 36,9 48,2
16 86,6 97,5 35,4 50,9 40,6 52,9
20 94,5 100,0 45,0 70,5 40,6 54,4
24 99,5 100,0 49,6 75,2 43,4 58,1
o8 100,0 100,0 55,1 81,6 46,3 63,9
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Perfil de Biodegradag¢ao do material LBl 145-23
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Figura 2 — Perfil de biodegradagao, expresso em porcentagem (valores médios), observado para o

material “Polimero superabsorvente” (LBl 145-23).

A Tabela 6 apresenta os valores médios obtidos da biodegradacdo medida pelo

percentual de CO2 que efetivamente foi detectado como desprendido, em relacao ao

total de CO2 que poderia ser formado pela biodegradacao completa da quantidade de

carbono adicionada a cada frasco do ensaio nas diferentes condigdes.

Tabela 6 — Média dos valores obtidos para a biodegradacdo nas diferentes condicbes do ensaio,
determinada como percentual de CO:2 detectado em relagao ao total de carbono adicionado aos frascos.
Ensaio do material LBI 145-23 (continua).

Tempo (dias) M9°'?di95° 2 Condicao 3 Condico 4
edia Padrao Média Amostra Média Inibicao

0 0 0 0

1 8,1 0,1 5.8
2 38,6 1,6 21,2
3 45,7 4,7 24,8
6 54,5 8,1 29,7
8 63,9 15,2 35,2
10 81,3 34,2 38,8

www.ipt.br
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Tabela 7 — Média dos valores obtidos para a biodegradacdo nas diferentes condicbes do ensaio,
determinada como percentual de CO2 detectado em relagao ao total de carbono adicionado aos frascos.
Ensaio do material LBI 145-23.

Tempo (dias) Condicao 2 Condicéao 3 Condicao 4
Po ( Média Padrao Média Amostra Média Inibicao
13 87,1 38,0 42,6
17 92,0 43,2 46,8
20 97,2 57,8 47,5
24 99,7 62,4 50,8
o8 100,0 68,3 55,1

A Tabela 8 apresenta o resultado final com tratamento estatistico (desvio padrao)
considerado para os dados obtidos.

Tabela 8 — Biodegradacao observada nas diferentes condi¢gdes do ensaio para o material LBl 145-23,
determinada como percentual de CO2 detectado em relagao ao total de carbono adicionado aos frascos.
Resultados consolidados ao final de 28 dias (valor médio + desvio padrao).

Condicao do Ensaio Biodegradacao em 28 dias

Padrao Biodegradavel 100%
Teste (LBI 145-23) 68,3% * 18,8%
Inibicao (LBI 145-23 + Padrao) 55,1% + 12,4%

6 DISCUSSAO

Pelos valores apresentados na tabela 2, o indculo preparado para este ensaio
apresentou contagem adequada para permitir o prosseguimento do ensaio. Os testes
com o padrdao biodegradavel (Tabela 5, condicdo 2) apresentaram resultados de
porcentagem de biodegradagdo que atendem aos requisitos do Guia “OECD Guideline
for Testing of Chemicals (item 301B, 1992)", com biodegradacao superior a 60%,
permitindo considerar o ensaio valido. Os resultados do teste de inibicdo (Tabela 5,
condicao 4) demonstram que o material avaliado ndo exerceu efeito inibitério sobre a
microbiota utilizada no ensaio, pois em 6 (seis) dias esta condicao ja apresentava o valor
médio de 29,7% de desprendimento de COs..

www.ipt.br
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A condicao 3 (Tabela 5) consistiu no ensaio de biodegradacao propriamente dito
do material “Polimero superabsorvente” (LBl 145-23), que apresentou resultado de
68,8% = 18,3% de biodegradacao em 28 dias. Sob as condi¢des do ensaio, o resultado
nao permite classificar o material como “prontamente biodegradavel’, segundo as
especificacdes do Guia OECD 301B (1992), pois nao foi atingido o valor minimo de 60%
de liberagédo de CO2 dentro do intervalo de 10 dias a partir do momento em que foi
detectado 10% de liberacdo de COz2. Por ter atingido o valor minimo de 60% dentro do

intervalo de 28 dias, foi possivel considerar o material somente como “biodegradavel”.

Este resultado nado significa, necessariamente, que o material ndo possa ser
considerado como “prontamente biodegradavel” sob outras condi¢cées ou periodos de

tempo.

7 INFORMAGOES COMPLEMENTARES

Caso o presente Relatério venha a ser utilizado em processo judicial, solicita-se
comunicagao ao IPT, por meio do e-mail atendimentosjudiciais@ipt.br.

8 CONCLUSAO

O material identificado como “Polimero superabsorvente”, cadastrado no
Laboratério de Biotecnologia Industrial como LBl 145-23, foi avaliado quanto a
biodegradabilidade (baseado em OECD 301B) e atingiu o valor médio de 68,3% de
desprendimento de CO:2 ao final de 28 dias de ensaio. Portanto, foi considerado como
“biodegradavel”’, uma vez que atingiu o valor minimo de 60% de desprendimento de CO2
somente ao final de 28 dias, sob as condi¢des utilizadas no ensaio. O material nao foi
considerado como inibitério para a microbiota utilizada no ensaio, uma vez que na
condicao de controle de inibicao a liberagdo de CO: foi superior a 25% apdés 14 dias do
teste.

www.ipt.br
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ANEXO A

(Determinacao de Carbono - Relatério de Ensaio 1 140 771-203)
3 paginas
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Laboratorio de Bioenergia e Eficiéncia Energética / Energia

RELATORIO DE ENSAIO N° 1 140 771-203

CLIENTE: Laboratoério de Biotecnologia Industrial/BIONANO.
NATUREZA DO TRABALHO: Determinacao do teor de carbono.

REFERENCIA: Orgcamento N° 4831/23.
Aprovacao de orcamento de 31/05/2023.

1 DESCRIGAO DO MATERIAL

Fornecido pelo cliente com a seguinte designagao: “LBI 145-23”, recebido em 02/06/2023 e identificado
no laboratério como LBE 373/23.

2 METODO UTILIZADO
Baseado na ASTM D5373-21 — Método A.
Equipamentos:

Analisador de carbono, hidrogénio e nitrogénio, cod.: 018793, verificado com material de referéncia antes
do ensaio.

Balanga analitica, céd.: LCL-433. Validade da calibragao: mar/2024.
O ensaio foi executado em 13/06/2023.
3 RESULTADO

CarbonN0 — %o MASSA ..ceeeeeieeie e 37,0
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Técnica Fabiana Oliveira Alexandre.

Sao Paulo, 13 de junho de 2023.
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Documento assinado digitalmente.
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s neste documento se aplicam somente ao item ensalado ou calibrado.
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