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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a possibilidade de produzir um biocombustivel,
o bioetanol, valorizando residuos de baixo valor, nomeadamente as borras de café.

Temos cada vez mais assistido a uma evolucédo tecnoldgica em larga escala e a um aumento
populacional, que se traduz numa vertente positiva no primeiro caso, mas devido ao crescente
consumo de energia pela sociedade atual e alteracdo de padrdes de consumo, origina uma
grande dependéncia de utilizacdo de combustiveis fésseis, o que levara a um previsivel
esgotamento das suas reservas naturais. No que respeita ao aumento populacional, este
provoca um aumento da producdo de residuos. Assim, cada vez mais se torna necessario
procurar recursos energéticos alternativos, de natureza renovavel, designadamente através
da producéo de biocombustiveis a partir de residuos de baixo valor comercial. Esta utilizacédo
de residuos como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis traduz-se em duas
vantagens: i) por um lado diminui-se a acumulagédo dos residuos gerados, e ii) por outro,
podem estes ser aproveitados de uma forma eficiente.

O trabalho foi realizado em duas etapas fundamentais: a caraterizagéo fisico-quimica da borra
de café e a quantificagdo dos agucares formados, apds aplicacdo do pré-tratamento acido e
hidrélise enzimatica, por trés métodos: DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), refratometria e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Para a caraterizagdo fisico-quimica da borra de café analisaram-se varios parametros, dos
quais se salientam, o poder calorifico (5082,82 kcal/kg), o teor de cinzas (1,83%), o teor de
proteinas (13,74 g / 100gcak), 0 teor de celulose (16,17%) e o teor de lenhina (29,04%).

No pré-tratamento 4cido utilizou-se concentracdes (v/v) de 1% a 5% dos acidos H>SO., HCI,
HNO3, CH3;COOH e de 7% para o CH3zCOOH, a uma temperatura de 85 °C, com tempo de
reacdo de 270 min e agitacdo de 50 rpm. A hidrélise enzimatica foi concretizada num banho
a 50 °C, durante 120 minutos, mantendo a mesma velocidade de agitacao do pré-tratamento
e recorrendo a enzima Viscozyme L, na propor¢éo de 100 uL enzima/g amostra.

A eficiéncia do pré-tratamento e hidrélise enzimatica foi avaliada através da quantificagéo dos
acucares formados. Na quantificacdo pelo método DNS, o acido sulfurico e nitrico a 3% foram
0s que apresentaram rendimentos superiores de agUcares redutores totais, com 43,1% e
43,2%, respetivamente, seguido do acido nitrico a 5%, cujo rendimento igualou os 41,4%. Na
determinagdo dos acUcares totais, realizada por refratometria, confirmou-se que o acido
sulfarico a 5% foi aquele que apresentou um rendimento mais alto - 78,9% - seguido da
concentracdo de 3% com 65,3%. Finalmente, no método de HPLC, o acido sulfurico a 5%
proporcionou rendimentos mais elevados de xilose, arabinose e glucose, que tomaram o0s

valores de 6,1%, 9,3% e 11,0%, respetivamente.
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ABSTRACT

The present work aims to evaluate the possibility of producing a biofuel, bioethanol, by valuing
low value residues, namely coffee grounds.

We have been increasingly witnessing a large-scale technological evolution and a population
increase, which translates into a positive aspect in the first case, but, due to the increasing
consumption of energy by the current society and changes in consumption patterns, causes a
great dependence on the use of fossil fuels, which will lead to a predictable depletion of their
natural reserves. As regards population growth, this causes an increase in waste production.
Thus, it is increasingly necessary to look for alternative energy resources of a renewable
nature, namely through the production of biofuels from low commercial value waste. This use
of waste as a raw material for the production of biofuels has two advantages: (i) on the one
hand, the accumulation of generated waste is reduced, and (ii) on the other, it can be used
efficiently.

This work was carried out in two fundamental stages: the physical-chemical characterization
of coffee grounds and the quantification of the sugars formed, after application of acid
pretreatment and enzymatic hydrolysis, by three methods: DNS (3,5-Dinitrosalicylic acid),
refractometry and high performance liquid chromatography (HPLC).

In the chemical characterization of coffee grounds, several parameters were used, such as
calorific value (5082,82 cal/g), ash content (1,83%), protein (13,74 g/100gcotice), cellulose
(16,17%) and lignin (29,04%).

In acid pre-treatment, 1% to 5% concentrations of H,SO4, HCI, HNO3;, CH3;COOH acids and
7% of CH3;COOH were used (v/v) at a temperature of 85°C with a reaction time of 270 min and
stirring at 50 rpm. The enzymatic hydrolysis was carried out in a bath at 50°C for 120 minutes,
maintaining the same stirring speed of the pretreatment and using the enzyme Viscozyme L in
the proportion of 100 yl enzyme/g sample.

The efficiency of pretreatment and enzymatic hydrolysis was evaluated by quantifying the
sugars formed. In the DNS method, 3% sulfuric and nitric acid were those that presented higher
yields of total reducing sugars, with 43,1% and 43,2%, respectively, followed by 5% nitric acid,
whose vyield was equal to 41,4%. In the determination of total sugars, performed by
refractometry, 5% sulfuric acid was the one that presented a higher yield — 78,9% - followed
by the concentration of 3% with 65,3%. Finally, in the HPLC method, 5% sulfuric acid provided
higher yields of xylose, arabinose and glucose, which took the values of 6,1%, 9,3% and 11%,

respectively.

Keywords: Bioethanol, coffee grounds, pretreatment, enzymatic hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

A qualidade de vida das sociedades industrializadas melhorou consideravelmente apos a
primeira revolucéo industrial devido a uma maior acessibilidade a energia e a bens primarios,
originando uma aceleragéo do crescimento da populacdo e da economia, que se intensificou
a partir da Segunda Guerra Mundial (Santos, 2009a).

Esta dependéncia energética redobrou a utilizacdo de combustiveis, em especial os de origem
féssil: petréleo, carvdo mineral e gas natural. De acordo com dados da Agéncia Internacional
de Energia (IEA), aproximadamente 87% de todo o combustivel consumido no mundo é de
origem féssil, ou seja, ndo renovavel. Estes combustiveis, formados de compostos de
carbono, sdo o resultado de um longo processo de decomposicdo da matéria organica
(depdsitos fosseis, florestas soterradas, etc.), que ficam submetidos a condigbes com pouco
oxigénio, pressdo da terra e elevadas temperaturas. ApOs serem processadas
adequadamente para determinada utilizacédo, essas fontes energéticas podem ser utilizadas
na producao de combustiveis (gasolina e diesel), lubrificantes, energia elétrica, aquecimento
de caldeiras e fornos, entre outros.

A dependéncia destes combustiveis levara a um previsivel esgotamento das fontes de energia
féssil causando globalmente alteracfes climaticas principalmente devido a emisséo de gases
poluentes como COx, NOx, SOx, CxHx, cinzas, entre outros compostos organicos, que sao
emitidos para a atmosfera como resultado da sua combustado (Das e Veziroglu, 2001).

A principal causa do aquecimento global sdo as emissdes de gases de efeito de estufa (GEE)
e é nesse sentido que surge o Protocolo de Quioto, em 1997, que incentiva os paises
signatérios a cooperarem entre si, por forma a cumprir a meta da redugdo global da
quantidade de GEE libertados para a atmosfera. Ficou acordado, para o periodo
compreendido entre 2013 e 2020, a reducdo em, pelo menos, 20% das emissfes de GEE,
face aos niveis de 1990, sendo esta percentagem variavel entre os paises signatarios (EEA,
2016). A Figura 1.1 1.1 representa as emissfes de CO- por parte dos principais continentes
emissores entre 1968 e 2015. Os Estados Unidos e a Russia foram os paises que
apresentaram um maior declinio (2,6 e 4,2%) nas emissfes de CO,, seguidos da Ucrania e
Japéo, que desde 2014 tém vindo a diminuir estes niveis. A China, pela primeira vez desde
1998, diminuiu as suas emissdes em 0,1%. Contrariamente a estes declinios por parte de
alguns paises, verifica-se um aumento das emissées por parte da india, com aumentos de
5,3%. Por outro lado, na Unido Europeia, as emissdes aumentaram pela primeira vez desde
2010 sendo a Espanha e a Italia os principais contribuidores com 6,8 e 5,1%, respectivamente
(BP, 2016).

INTRODUCAO



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

35000

Asia Pacific
B Atrica
B hddle East
B Ewope & Eurasia
B 5 & Cent. America
B Monh America

25000

20000

15000

10000

B

(sepejauo) ap sagyjiw) ZOD ap 0gsSiw

Figura 1.1 - Emiss8es de COz: intercontinentais entre 1968 e 2015 (BP, 2016)

Assim, comeca a haver uma forte tendéncia, a nivel mundial, para os paises diminuirem a sua
dependéncia do petréleo, tendéncia essa motivada pela necessidade de controlar as
emissbes de CO, para a atmosfera (Santos, 2009a) sendo que, a utilizacdo de
biocombustiveis, passa a ser uma opc¢do nesse sentido. A Figura 1.2 ilustra a evolugcao e
previsao do consumo das varias fontes de energia de acordo com a BP Global.

Mtoe per annum
250
® Renew.*
50%
il 200 # Hydro
40%
Coal 150 o Muclear
30%
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100
2% G2 m Gas
50 u Ol
1965 2000 2035
*Includes bicfueds 19584-2014 2014-35

Figura 1.2 - Previsé@o da evolucéo do tipo de energia até 2035 (BP, 2016)

De acordo com esta fonte é expectavel um decréscimo continuo do consumo do petréleo

face a um aumento das energias renovaveis, que incluem os biocombustiveis.
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1.1. Biocombustiveis

Conforme a definicdo da Diretiva Europeia 2009/28/CE, “biocombustivel € o combustivel
liqguido ou gasoso para transportes produzido a partir de biomassa, que se entende como
sendo a fracdo biodegradavel de produtos e residuos provenientes da agricultura (incluindo
substancias vegetais e animais), da silvicultura e das industrias conexas, bem como a fragéo
biodegradavel dos residuos industriais e urbanos”.

Os biocombustiveis podem ser divididos em trés grandes grupos, dependendo das matérias-
primas da qual séo obtidos. Os de primeira geracdo produzem-se a partir da fermentacéo de
hidratos de carbono sélidos nomeadamente, amido de milho, aclcar de beterraba ou de cana,
Oleos vegetais e sementes. Os de segunda geracéo sao produzidos a partir de biomassa rica
em matéria lenhocelulésica (como por exemplo residuos de madeira, fracdo organica dos
residuos urbanos), ndo so pela sua queima direta, mas também por fermentacdo, enquanto
os de terceira geracdo se obtém através de novas tecnologias que utilizam algas (Demirbas,
2009).

Existem varios tipos de biocombustiveis como é o caso do biodiesel, biogas e bioetanol, sendo

que este trabalho ir4 centrar-se unicamente neste Ultimo biocombustivel.

1.2. Biomassa

Os biocombustiveis produzidos através da biomassa tém recebido consideravel interesse nos
ultimos anos, como substitutos dos combustiveis fésseis (Demirbas, 2011). A energia
proveniente da biomassa € uma energia renovavel, ou seja, pode ser adquirida em curto
espaco de tempo em comparagdo com o tempo de formacao do petroleo. A sua decomposigcéo
liberta CO, para a atmosfera, que, durante o seu ciclo, é transformado em hidratos de carbono,
através da fotossintese realizada pelas plantas. Desta forma os biocombustiveis produzidos
a partir da biomassa poderdo abrandar o aquecimento global, pois a emissdo de CO;
produzido durante a queima consome-se no processo de fotossintese, evitando desta forma
a sua acumulacao na atmosfera (Naik et al, 2010). No grafico da Figura 1.3 confirma-se que
a utilizacdo de energias de fontes ndo renovaveis ainda predomina substancialmente sobre

as renovaveis e que a percentagem de utilizacdo de biomassa ainda € muito reduzida.
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Figura 1.3 - Utilizag&o de energias renovaveis e ndo renovaveis a nivel mundial e nos Estados Unidos
(Miller, 2009)

1.2.1. O Café

O café é uma bebida produzida a partir dos graos do fruto do Cafeeiro, planta pertencente a
familia botanica Rubiaceae, com cerca de 500 géneros e mais de 6000 espécies (Conti et al,
2013), sendo as espécies mais comercializadas a arabica e a robusta.

Existem vérias lendas sobre o aparecimento do café, embora a mais difundida esteja
relacionada com um pastor de cabras, de nome Kaldi, que se apercebeu da excitacdo dos
animais quando comiam as folhas e frutos do cafeeiro. Um monge da regiéo, informado sobre
o facto, comecou a beber infusdo deste fruto, o qual, gracas a ele, ficava mais desperto
durante os oficios religiosos realizados a noite (Ribolhos, 2012).

O café arabica, descendente da Etiopia, carateriza-se por um sabor suave e aromatico, e
constitui cerca de 70% da producao mundial, sendo os gréos considerados nobres devido a
excelente qualidade da bebida (Conti et al, 2013). Em contrapartida a espécie robusta possui
um sabor mais amargo com cerca de 50% mais de cafeina do que a espécie arabica,
representando 30% da producao mundial. Esta espécie desenvolve-se sobretudo no sudeste
asiatico e no Brasil (AICC, 2015).

Existem varios fatores que condicionam o sabor dos gréos, nomeadamente, a terra, o clima,
a altitude e as plantas vizinhas. O cafeeiro (Figura 1.4), apesar de crescer em todo o mundo,
apresenta um maior desenvolvimento em locais frios e humidos, situados em altitudes mais
elevadas dos tropicos e subtrépicos e geralmente comeca a dar frutos cerca de 3 a 4 anos

apo6s a sua plantacao (AICC, 2015).
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Figura 1.4 - A planta do café (Murthy e Naidu, 2012)

Inicialmente o fruto apresenta uma cor verde e atinge o tamanho maximo nos 4-6 meses
subsequentes a fecundagéo. Durante os dois ou mais meses seguintes, atinge a maturacao
e, embora esta possa ser diversificada, o fruto estaré pronto a ser colhido quando atinge uma
cor vermelha (Figura 1.5), cerca de 6-9 ou 10-11 meses depois (Ribolhos, 2012).

Figura 1.5 - Diferentes estados de maturacéo do fruto (Ribolhos, 2012)

O fruto do cafeeiro, também conhecido como café baga ou café cereja, é constituido por uma
casca lisa (pericarpo) que cobre uma polpa (mesocarpo), tenra, amarela, fibrosa e doce. Esta
reveste uma camada de pectina, transparente, incolor, fina, viscosa e bastante hidratada
(mucilagem) que cobre um endocarpo fino e amarelado (pergaminho). Por fim, uma
membrana (tegumento) cobre cada hemisfério do endosperma, conhecido como grédo de café
(Cardoso, 2013). A qualidade dos graos €é avaliada com base no seu odor, tamanho, forma,
cor e a presenca de defeitos (Mussatto et al, 2011b). A Figura 1.6 ilustra a constituicdo do

grao de café.
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1 - Corte central

2 - Grao de café (endosperma)

3 - Membrana transparente (tegumento)
4 - Pergaminho (endocarpo)

5 - Camada de pectina {mucilagem)

6 - Polpa (mesocarpo)

7 - Camada exterior (pericarpo)

Figura 1.6 - Estrutura do gréo de café (adaptado https://commons.wikimedia.org/wiki/Coffee)

No cafeeiro ardbica, a polpa e o pergaminho separam-se muito facilmente enquanto que no
robusta possuem mais aderéncia. Outra diferenga que é tomada em consideracdo durante a
colheita e tecnologia pds colheita, esta relacionada com os seus frutos. Na espécie arabica
os frutos do cafeeiro desprendem-se dos ramos ap0s a maturacdo, contrariamente a robusta,
cujos frutos podem permanecer nos ramos até secarem (Ribolhos, 2012).

Os frutos do cafeeiro, devido aos diferentes graus de maturagdo no mesmo arbusto, sdo
normalmente colhidos a méo e a separacdo do grao € realizada por dois processos distintos:
por via seca ou por via humida. O primeiro método, aplicado usualmente a espécie Robusta,
€ tecnologicamente mais simples e menos dispendioso pois o fruto é seco com casca. Por
outro lado, o processamento por a via himida exige um maior investimento, dado que o fruto
€ primeiramente lavado e despolpado de seguida e, para eliminar a mucilagem restante, é
sujeito a uma fermentacao. Este método € aplicado geralmente a espécie Aradbica. Antes de
serem consumidos, os graos de café sdo sujeitos a um processo de torra que afeta as suas
propriedades organolépticas, nomeadamente o sabor, o aroma e a cor, dependendo do tempo
e temperatura de torra aplicado (Mussatto et al, 2011b). Este processo origina alteracbes
guimicas e fisicas nos graos tendo como consequéncia uma diminui¢éo dos teores de cafeina,
acidos clorogénicos, proteinas, aminoacidos e hidratos de carbono (Cardoso, 2013) e a
formacdo de compostos orgénicos resultantes da pirdlise. Aléem das reag¢fes quimicas
ocorrem variagdes de cor, volume, massa, forma, pH e geracdo de CO,. Apos a torra, 0s graos
devem ser arrefecidos (Mussatto et al, 2011b) e por fim embalados.

Os constituintes quimicos dos gréos assim como o grau de torra influenciam a qualidade do
café. O sabor e o aroma caracteristico da bebida dependem dos compostos nitrogenados
(proteinas, cafeina, trigonelina), carboidratos, lipidos e compostos fendlicos que se encontram
presentes no endosperma da semente (Conti et al, 2013).

O café, bebida escura, aromética e ndo alcodlica tornou-se o segundo produto mais

comercializado no mundo, logo atrds do petréleo (Mussatto et al, 2011b). A Figura 1.7
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representa a relagdo entre a producdo e consumo mundial de café, onde é notoria a sua

gradual utilizagao.

g:g Producio e Consumo Mundial de Café (MilhGes de sacas)
155
150 - -
145 -
140
135 -
130
125 -

120 +
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Producéo Consumo

Figura 1.7 - Relag&o entre producgdo e consumo mundial de café (http://br.investing.com)

Cerca de um terco da populagao mundial consome café, gerando um residuo conhecido como
“borra de café”, equivalente ao termo “spent coffee ground” (SCG) no idioma inglés (Cardoso,
2013).

1.2.2. Borra de café

O café expresso é uma bebida preparada para consumo imediato e sendo uma das bebidas
mais consumidas no mundo, origina um crescente aumento de residuos de baixo valor.
Estima-se que, para cada tonelada de café verde processado sejam gerados 650 kg de borra
de café e por cada quilo de café sollvel produzido, sejam produzidos 2 kg desse mesmo
residuo (Murthy e Naidu, 2012). A borra de café, originada pelo contacto de agua quente
pressurizada para extracdo de materiais sollveis, constitui um dos residuos de maior
relevancia na industria cafeeira, podendo atingir uma proporgédo de 6 milhdes de toneladas
anuais. A crescente preocupagdo com vista a reducdo da poluicdo subjacente as atividades
industriais torna-se cada vez mais emergente, por conseguinte a valorizagédo dos residuos de
café tem despertado cada vez mais interesse, tanto a nivel ambiental, como politico e social.
Apesar da realizacdo de varios estudos para o seu reaproveitamento, nenhum se encontra
implementado e a maior parte destes residuos continua a ser descartada no meio ambiente,
originando a sua contaminacdo e poluicdo devido a sua natureza téxica (Mussatto et al,
2011a) e apenas uma pequena fracdo é destinada a fertilizacdo ou a alimentacdo animal
(Cardoso, 2013).

O potencial da aplicacdo da borra de café em diferentes produtos e processos tem sido

estudado nas Ultimas décadas por varios autores, nomeadamente na alimentagdo animal, na
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extracdo de agucares, na compostagem, extracdo de liquidos, producdo de compostos com
atividade antioxidante, producéo de biodiesel, bioetanol, entre outros (Cardoso, 2013).

O residuo de café é constituido maioritariamente por polissacarideos, conforme se constata
na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Composi¢cédo da semente de café verde, semente de café torrada e residuo de café (%)
(Magalhées, 2014)

T Café Gréo de cafe Residuo
verde torrado café
Polissacarideos 50 - 55 24 - 39 65,9
Oleo de café 12 - 18 14,5 - 20 11-20
Acidos clorogénicos 55-8,0 1,2-2,3 0,212 - 0,766
Proteinas 11-13 13-15 ~15
Cafeina 09-1,2 ~1 ~0,0225
Melanoidinas n.d 16 - 17

Os acUcares, também séo designados por hidratos de carbono, sdo compostos organicos com
férmula geral Cn(H20),, onde n representa um namero inteiro, e podem dividir-se em dois
grupos, os redutores e ndo redutores.

Os acucares redutores, pelo facto de possuirem na sua estrutura grupos aldeidos e cetonas
livres, podem sofrer oxidag&o, ou seja, perder eletrdes. Por outro lado, os ndo redutores, como
por exemplo a sacarose, possuem esses grupos interligados por uma ligacao glicosidica e,
podem tornar-se redutores, se essa ligacdo for quebrada através uma hidrélise acida. Os
acucares mais simples sdo designados por monossacarideos, entre os quais fazem parte a
glucose, a galactose, a xilose e a arabinose. A composi¢cdo em alguns acUcares redutores

que podem ser encontrados na borra de café esta detalhada na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Teor de agucares redutores na borra de café (Silva, 2011)

AcUcares redutores Teor na borra (%)

Glucose 11-19
Arabinose 3,8-6
Galactose 26 - 30,4

Manose 46,8 - 57
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A riqueza da borra de café como fonte de aglcares e outros compostos podera ser promissora
na obtencdo de produtos, como por exemplo o bioetanol, através da sua fermentacao
(Mussatto et al, 2011a).

1.3. Objetivos

O previsivel esgotamento das reservas naturais de combustiveis fésseis constitui uma
preocupacdo crescente a nivel econémico e social, tal como referido anteriormente. Por
conseguinte, torna-se necessario encontrar alternativas sustentaveis para a producédo de
combustiveis a partir de outro tipo de matéria-prima, como por exemplo, a biomassa
lenhocelulésica. A presente dissertacdo assenta neste propdsito, em que se pretende avaliar
a potencialidade de um residuo de baixo valor, cujo destino muitas vezes €é o aterro - a borra

de café - para a producéo de biocombustivel, como € o caso do bioetanol.

Assim, para atingir o objetivo proposto seguiu-se a seguinte metodologia:
e Caraterizacao fisica/quimica da biomassa, a borra de café;
e Aplicagdo de um pré-tratamento &cido a borra de café, empregando diferentes acidos
com concentragdes distintas;
e Realizagéo de hidrdlise enzimatica utilizando apenas uma enzima;
e Quantificacdo dos acucares formados, apés hidrolise enzimatica por trés métodos

distintos.
1.4. Estrutura da Dissertacéao

Este trabalho encontra-se organizado em 5 capitulos, que retratam o estudo realizado.

No primeiro capitulo aborda-se as consequéncias adjacentes a crescente utilizacdo de
combustiveis fosseis e realcam-se os beneficios resultantes da sua substituicdo pelos
biocombustiveis, comparando-se a utilizacdo de energias renovaveis a nivel mundial em
relagcéo as ndo renovaveis. E também abordada a biomassa utilizada — a borra de café- no
gue concerne a sua origem, processo produtivo e constituicdo quimica.

No segundo capitulo apresenta-se uma revisao bibliografica do estado da arte, focando a
utilizacdo da biomassa lenhocelulésica na producédo de biocombustiveis - no caso concreto,
do bioetanol - e as principais etapas para o seu fabrico.

No terceiro capitulo é exposto o trabalho experimental realizado, que inclui os procedimentos
adotados na caraterizacdo da borra de café, assim como uma descricdo dos métodos
utilizados para a quantificacdo de acucares formados, apds aplicagdo do pré-tratamento e
hidrélise enzimatica.

O quarto capitulo reflete os resultados experimentais obtidos e a sua discusséo, respeitante
a caraterizacgao fisico/quimica da borra de café e determinacdo dos acucares formados, apos

aplicacédo do pré-tratamento seguido de hidrolise enzimética.
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No ultimo capitulo, o quinto, s&o apresentadas as principais conclusdes retiradas no decorrer
deste trabalho, assim como sugestbes, atendendo as condicionantes e limitagbes
encontradas, para trabalhos futuros.

Em anexo, expde-se detalhadamente as normas e procedimentos adotados ao longo deste
trabalho, os resultados experimentais obtidos, exemplos de célculo e fichas de seguranca dos
principais reagentes utilizados para a concretizacdo do mesmo.
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2. ESTADO DE ARTE

2.1. Bioetanol

O aumento do preco do petréleo e o previsivel esgotamento das suas reservas naturais tem
motivado o interesse por parte de muitos paises na criacdo de alternativas que permitam a
substituicdo da gasolina por biocombustiveis. Além destes motivos, existe uma preocupacao
a nivel ambiental, no que concerne a reducéo de emissdo dos GEE de modo a cumprir 0s
requisitos impostos pelo Protocolo de Quioto (Mussatto et al, 2010). A Figura 2.1 ilustra a
evolucéao da producédo de um biocombustivel, o bioetanol, em alguns paises e regides, na qual
€ possivel verificar que os Estados Unidos, no periodo de cerca de 8 anos, praticamente

duplicaram a sua producéo.

Producao de Bioetanol

30

25 - - - B ®Restof World
(2] —
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4 m USA
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Figura 2.1 - Evolucéo da producéo de bioetanol (RFA, 2016)

O etanol podera ser utilizado diretamente como combustivel, em motores especificamente
concebidos para esse efeito, ou misturado com a gasolina (Demirbas, 2009).
Comparativamente a gasolina, o bioetanol, quando utilizado em motores de combustdo
interna, apresenta algumas vantagens. Dado que possui um indice de octanas superior e um
maior calor de vaporizagdo, a sua utilizagcdo € mais eficiente, pois a taxa de compresséo é
mais elevada e o tempo de queima é menor. Todavia, a baixa pressdo de vapor origina
dificuldade no arranque, além de que, possui uma densidade energética inferior a gasolina, o
que se traduz numa desvantagem em relagéo a sua utilizacdo (Balat et al, 2008).
Contrariamente a gasolina, o etanol € um combustivel oxigenado e, por conseguinte, a sua
combustdo é mais eficiente, o que se traduz numa diminuicdo da emisséo de particulas para
a atmosfera e consequentemente uma reducéo do efeito de estufa (Demirbas, 2009).

O bioetanol podera ser produzido a partir da fermentacdo de produtos compostos por

acucares simples (cana-de-acUcar, beterraba sacarina, sorgo, soro de leite e melaco), por
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amido (milho, trigo, tubérculos como a mandioca) ou utilizando biomassa lenhocelulosica
(madeira, palha, residuos agricolas) (Mussatto et al, 2010).

O bioetanol de primeira geracdo é obtido através de matéria-prima como acgucar, amido
(Demirbas, 2009) ou seja, produtos pertencentes a cadeia alimentar, o que podera levantar
guestdes probleméticas quanto ao impacto na biodiversidade, aumento da desflorestacgéo,
competicdo com a alimentacdo humana e consequente aumento de preco dos produtos
alimentares (IEA, 2008).

Tendo em conta a preocupacao com a diminuicdo dos impactos negativos supracitados, surge
a necessidade de encontrar uma alternativa sustentavel para a producdo do bioetanol,
surgindo desta forma o bioetanol de 22 geracao, relativamente ao qual se tem dado grande
relevancia aos materiais lenhoceluldsicos, que abordaremos adiante (IEA, 2008).

2.2. Biomassa lenhocelulésica

O bioetanol de segunda geracao, tal como referenciado anteriormente, podera ser produzido
a partir de materiais lenhocelulésicos. A biomassa lenhocelulésica é constituida por 3 fracfes

principais (Figura 2.2): a celulose (20 a 60%) a hemicelulose (20-40%) e a lenhina (10-25%)
(Hamelinck et al, 2005).

R/
4+ Celulose
4

Figura 2.2 - Esquema da estrutura de uma biomassa lenhocelulésica (Santos et al, 2012)

2.2.1. Celulose

A celulose (Figura 2.3) é constituida por longas cadeias lineares de moléculas de glucose
unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4 com grande propensdo para formar ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares, resultando desta forma uma estrutura extremamente
organizada (cristalina), designada de microfibrilas, que alternam com zonas mais

desordenadas e por conseguinte amorfas (Jgrgensen et al, 2007).
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Figura 2.3 - Estrutura da celulose (Silva, 2016)

A celulose apresenta uma elevada resisténcia a tracéo devido a sua estrutura fibrosa e as
fortes ligag6es de hidrogénio (Jgrgensen et al, 2007), é insoluvel na maior parte dos solventes
e pouco suscetivel & hidrélise enzimatica e acida (Balat e Balat, 2009). Todavia, dado que
pode conter uma pequena fracdo de celulose amorfa, esta € mais suscetivel a hidrolise

enzimética (Kumar et al, 2009).

2.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose encontra-se intercalada com as microfibrilas de celulose conferindo-lhe
elasticidade e impedindo que elas se toquem.

Contrariamente a celulose, as hemiceluloses sdo compostas por heteropolimeros ramificados,
contendo residuos de varios acucares (Zaldivar et al, 2001) nomeadamente, pentoses (xilose,
arabinose) hexoses (glucose, manose, galactose) e acidos urénicos (Kumar et al, 2009) e,
devido a sua estrutura ramificada e amorfa comparativamente a celulose, sédo mais faceis de
hidrolisar (Hamelinck et al, 2005).

2.2.3. Lenhina

A lenhina encontra-se presente na parede celular das plantas e tem como principal funcéo
conferir rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbioldgicos (Kumar et al, 2009).
E o polimero aromatico mais abundante da natureza, constituido por uma macromolécula de
caracter fendlico (Zaldivar et al, 2001) e encontra-se presente em toda a biomassa
lenhocelulésica, funcionando como material aglomerante que mantém unidas as fibras de
celulose e, como tal, na producédo de bioetanol poder-se-&4 encontrar residuos da mesma,

dada a sua dificil remocao (Hamelinck et al, 2005).
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2.3. Processo para obtencdo de bioetanol

O processo para a producao de bioetanol, a partir da biomassa lenhocelulésica, compreende:
1) Pré-tratamento, que proporciona um aumento da acessibilidade a celulose e
hemiceluloses nos tratamentos subsequentes;
2) Hidrdlise acida ou enzimatica, que tem como objetivo transformar os polissacarideos
em acgucares simples;
3) Fermentacdo dos aclUcares (hexoses e pentoses), utilizando para o efeito
microrganismos, originando o bioetanol;

4) Separacao e concentracdo do etanol produzido (Mussatto et al, 2010).
2.3.1. Pré-tratamentos

A converséao da biomassa lenhoceluldsica a bioetanol é complexa, devido a sua morfologia e
carateristicas quimicas, tal como descrito anteriormente. Por conseguinte, torna-se
necessario realizar um pré-tratamento deste tipo de biomassa (Sun e Cheng, 2002).

Para que o pré-tratamento tenha éxito, devera promover a formag&o dos agucares ou auxiliar
a sua formacgd@o na hidrolise subsequente, evitar a perda ou degradacdo dos agucares
formados, impedir a formacdo de subprodutos inibidores a hidrolise e a fermentagéo e
minimizar o custo operacional e energético (Gupta e Verma, 2015). Dado que os materiais
lenhocelulésicos sdo constituidos por fibras de celulose envolvidas numa matriz de
hemicelulose e lenhina que age como uma barreira natural, tornando-os estruturalmente
rigidos e pouco reativos. O objetivo do pré-tratamento consiste em quebrar a estrutura da
lenhina e reduzir a cristalinidade da celulose, aumentando a area superficial e acessibilidade

das enzimas na hidrélise posterior, conforme representado na Figura 2.4 (Alvira et al, 2010).

Ligniin Crelulose Celulose Hemicelulose
(Hegiio eristaling) {Regiao amorfaj

Figura 2.4 - Alteragbes estruturais da biomassa lenhocelulésica mediante aplicagdo de pré-tratamento
(Siqueira, 2015)
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Os pré-tratamentos podem ser classificados como fisicos, quimicos, biologicos e fisico-
guimicos (Sun e Cheng, 2002). Na Tabela 2.1 apresentam-se 0s pré-tratamentos existentes

e seus efeitos na composi¢cdo da biomassa lenhocelulésica assim como as vantagens e

desvantagens de cada um.

Tabela 1.1 - Efeito dos diferentes pré-tratamentos na biomassa lenhoceluldsica (Santos et al, 2012)

Caracteristicas composicionais

, - - Vantagens Desvantagens
Pré-tratamento Celulose Hemicelulose Lenhina - ¢
. Intensiva diminuiga =
. Moinho de ntensiva ciminuigdo . " Redugdo de Alto consumo de
Fisico do grau de Ndo remove N3o remove N .
bolas . cristalinidade energia
cristalinidade
= o Dificil
Pouca remocgao, Condigdes recu elr;uéo do
< . . Pouca 80-100% de mas ocorre médias, alta . . perag .
Acido diluido R . - . acido, corrosivo e
despolimerizagdo remogao mudanga da produgdo de .
R relativamente
estrutura xilose
custoso
L. ~ . [ Consideravel o . Reagente caro,
Hidréxido de Inchagdo Consideravel e Remocdo efetiva ~
. L . solubilizagdo, , recuperagdo
sodio significativa solubilidade de ésteres .
>50% alcalina
Recuperagdo
ARP Menor que 5% de -50% de -70% de Efetiva alcalina,
. despolimerizagdo solubilidade solubilizagdo deslignificagdo relativamente
Quimico
caro
Efetiva remogdo Menor
Hidroéxido de Pouca Significativa Solubilizagdo . : efetividade
g . N I . de lenhina e .
calcio despolimerizagdo solubilizagdo parcial (-40%) . devido a pouca
acetil,baixo custo .
solubilidade de cal
. I Efetiva .
" N&o foi observada Pequena Solubilizagdo L » ~ Caro, necessidade
Ozondlise R . e s . deslignificagdo em A
despolimerizagdo solubilizagdo acima de 70% . de mais 0zonio
condigBes suaves
N S Significativo, pode  Alt dugdo d .
Consideravel Significativo, T .apro uga‘o € Recuperagdo de
Organosolv . N ser quase xilose, efetiva
inchagdo quase completa S solvente cara
completa deslignificagdo.
Baixo Perda de celulose
L 20-30% de Acima de 80% de -40% de requerimento de . !
Bioldgico . o~ s B Pt . . baixa taxa de
despolimerizagdo solubilizagdo deslignificagdo energia, efetiva hidrélise
deslignificagdo
P a . . o
~ R Energia eficiente, Degradacdo da
Explosdo a Pouca mas ocorre h
R o 80-100% nenhum custo de xilana como
vapor despolimerizagdo mudanga de . Lo
reciclagem produto inibitério
estrutura
Combinado Recuperagdo de
Menor perda de amlgaia 3150 B
Diminuigdo do grau  Acima de 60% de 10-20% de xilanas, ndo o
AFEX PSS m . . efetivo para alta
de cristalinidade solubilidade solubilizagdo formagédo de -
L concentragdo de
inibidores

lenhina

Esta etapa torna-se bastante relevante no que concerne ao custo direto operacional na
producado do bioetanol, além de que podera influenciar os custos das etapas subsequentes.
No intuito de obter um elevado rendimento e menores custos de operacdo na producdo de
bioetanol varias metodologias de pré-tratamento tém sido extensivamente estudadas, contudo
ndo é possivel definir uma como universal, dada a diversidade da biomassa lenhoceluldsica
(Santos et al, 2012).

Entre os varios pré-tratamentos existentes, o mais frequentemente utilizado para posterior
hidrélise enzimatica da biomassa das borras de café, é o pré-tratamento com acido sulftrico
diluido (Gupta e Verma, 2015), razdo pela qual apenas se descrevera de seguida o pré-

tratamento quimico utilizando acido.
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2.3.1.1. Pré-tratamento acido

Os pré-tratamentos acidos poderao ser realizados através de acidos concentrados ou diluidos
e tém como finalidade facilitar 0 acesso das enzimas a celulose e solubilizar a fracdo da
hemicelulose na biomassa (Alvira et al, 2010). A utilizacdo de &cidos concentrados no
processo de hidrélise apresenta como principais desvantagens a sua elevada toxicidade e
corrosividade, o que origina um aumento de custos de processo dado que, além da
necessidade de utilizacdo de reatores resistentes a corroséo, é essencial a sua recuperacao
(Sun e Cheng, 2002). Por conseguinte, tem-se optado pela utilizacdo de acidos diluidos.

De acordo com Tabela 1.1, a utilizacéo de acidos diluidos podera remover entre 80% a 100%
da hemicelulose. Esta percentagem ¢ influenciada pelas condi¢cbes operatérias do processo,
nomeadamente a temperatura, concentracdo de acido utilizado, tempo de residéncia e,
embora se verifiqgue pouca remocgdo da lenhina, ocorrem alteracbes na sua estrutura
(Taherzadeh e Karimi, 2008).

O pré-tratamento através de hidrolise com &cido diluido, origina a solubilizagdo dos agucares
da hemicelulose, separando a biomassa numa fragéo liquida, contendo as pentoses, da fracéo
sélida composta por lenhina e celulose (Mussatto et al, 2010).

A aplicacdo de acidos diluidos (1-4%) a temperaturas moderadas (120 a 160 °C) tem sido
uma das técnicas mais utilizadas e adequadas para a hidrélise da hemicelulose, promovendo
a decomposicao de polissacarideos. Para esse efeito € usual a utilizacdo de H.SO4, embora
também possam ser utilizados HCI, HNO3 e HzsPO4 (Mussatto e Teixeira, 2010).

Um dos inconvenientes de alguns pré-tratamentos reside no facto de se formarem compostos
gue inibem os passos subsequentes e, tal como referido anteriormente, é algo que se
pretende evitar. Dependendo da temperatura do processo, a utilizacdo de acidos na
degradacéo de acucares podera originar a formacéo de inibidores que afetam o metabolismo
dos microrganismos no passo da fermentacao, tais como furfural e hidroxometilfurfural, assim
como compostos aromaticos derivados da degradacdo da lenhina (Alvira et al, 2010) e para
pH baixos, verifica-se também a formacao de subprodutos inibidores (Taherzadeh e Karimi,
2008).

2.3.2. Hidrolise

A hidrélise da biomassa lenhocelulésica é usualmente realizada através da via quimica ou
enzimatica e tem como principal objetivo converter as cadeias da celulose e hemicelulose em
acuUcares mais simples, de modo a serem fermentados posteriormente.

Quando é realizada sem pré-tratamento anterior, atinge rendimentos inferiores a 20%,
contudo, com a sua aplicacao, o rendimento € maximizado para 90 % (Hamelinck et al, 2005).
A hidrélise enzimatica apresenta-se como a alternativa mais promissora, no que concerne a

reducdo de custos na producédo de bioetanol, em relacédo a hidrélise quimica que, apesar de
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constituir a tecnologia mais avangada, utiliza acidos concentrados (Mussatto et al, 2010)
acarretando elevados custos de investimento e manutencdo, pelas razdes ja referidas
anteriormente.

Seguidamente serd apenas abordada a hidrélise enzimatica.

2.3.2.1. Hidrdlise enzimatica

A hidrdlise enzimatica recorre ao uso de enzimas que aceleraram certas reacdes quimicas,
que dificilmente aconteceriam sem a sua presenca, através da diminuicdo da energia de
ativacdo (Da-Silva et al, 1997). Este processo é compativel com a maior parte dos
pré-tratamentos, todavia ndo é adequado quando se utilizam pré-tratamentos fisicos
(Hamelinck et al, 2005).

A hidrélise depende de varios fatores tais como o tipo de substrato, a atividade das celulases
e as condi¢Oes da reacdo, nomeadamente da temperatura, do pH entre outros (Sun e Cheng,
2002). O aumento de concentragcdo de acUcares e de etanol no meio reacional, a partir de
determinadas concentragbes, promovem a inibicdo da atividade das enzimas e,
consequentemente, originam uma diminuicdo do rendimento da hidrélise. O etanol,
comparativamente a glucose, exerce menor influéncia na inibicao (Codato, 2013).

Segundo Carvalho (2011), um aumento de temperatura, até um certo ponto, promove a
atividade enzimética, contudo, caso a temperatura limite da acdo das enzimas seja
ultrapassada, a enzima sofre desnaturacdo e consequentemente a eficiéncia da hidrolise
decai. Esta desnaturacdo também se verifica para gamas de pH muito acidos.

A temperatura e pH 6timos para o funcionamento das celulases ocorrem entre os 40 e 50 °C
e pH na gama dos 4 a 5 (Taherzadeh e Karimi, 2007).

Por forma a assegurar o contacto entre a enzima e o substrato, é necessaria uma velocidade
de agitacdo adequada, dado que esta promove a transferéncia de massa e calor durante a
reacdo. Furlan (2009) afirma que, de acordo com os estudos realizados, a velocidade de
agitacdo adequada é de 150 rpm, contrariamente a Carvalho (2011) que indica que essa
velocidade depende do substrato utilizado, dado que a resisténcia a transferéncia de massa
é distinta para cada caso, acrescentando que uma velocidade muito elevada podera provocar

a desativagdo de enzimas.
2.3.2.1.1. Hidro6lise da celulose

A hidrolise da celulose é realizada por enzimas muito especificas denominadas celulases e é
executada em 3 etapas: adsor¢cdo das celulases sobre a superficie da celulose, a
biodegradacao da celulose em agucares mais simples e a desor¢éo da celulase (Sun e Cheng,
2002).
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Este processo € moroso, dado que a hidrélise da celulose é afetada pelos parametros
estruturais do substrato, nomeadamente pelo contetdo em lenhina e em hemiceluloses, area
de superficie e cristalinidade da celulose (Balat et al, 2008).

O acesso das enzimas a celulose é dificultado pela lenhina que funciona como uma barreira.
A sua remocao aumenta drasticamente a taxa de rendimento da hidrélise (Sun e Cheng,
2002).

Para uma hidrodlise eficiente é essencial a utilizacdo de determinadas enzimas, que trabalham
sinergeticamente entre si, criando novas localizacdes umas para as outras, removendo
obst4culos inibidores a formacao de produtos (Jagrgensen et al, 2007).

As celulases sdo normalmente constituidas por uma mistura de varias enzimas e podem
dividir-se em 3 grandes grupos, B-1-4-endoglucanases (EC 3.2.1.4.) que atacam regides de
baixa cristalinidade na fibra de celulose, libertando fragmentos menores, -1-4-exoglucanases
ou celobiohidrolases (E.C 3.2.1.91) que hidrolisam as cadeias celuldésicas nas suas
extremidades, formando unidades de celobiose, e as B-glucosidase (EC 3.2.1.21.) que
hidrolisam a celobiose em glucose (Mussatto e Teixeira, 2010). A Figura 2.5 representa a agédo

das celulases na cadeia da celulose.
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Figura 2.5 - Representacédo esquematica da acéo das celulases na estrutura da celulose
(adaptado de Carvalho, 2011)

2.3.2.1.2. Hidrolise da hemicelulose

A hemicelulose é estruturalmente mais complexa do que a celulose, por conseguinte existe a
necessidade de utilizar mdltiplas enzimas designadas de hemicelulases, sendo as mais

comuns a xilanase, B-xilosidase, arabinofuranosidase, a-galactosidase e a mananase (Da-
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Silva et al, 1997). Estas podem ser produzidas por varias espécies de bactérias e fungos
(Mussatto e Teixeira, 2010).

2.3.3. Fermentacéo

A fermentacéo é um processo bioquimico no qual séo utilizados microrganismos que utilizam
como substrato os acglcares, metabolizando-os a etanol e CO,. Os acUcares sdo convertidos
em piruvato, que sofre uma descarboxilacéo reduzindo o acetaldeido a etanol. Este processo
origina produtos secundarios em menor quantidade, tais como glicerol, 4cido succinico,
alcoois amilicos e isoamilico (Masson, 2013).

Segundo Marques (2012), a fermentacdo poderd ser realizada através de 4 modos de
operacédo: descontinua (batch), continua, fed-batch ou semi-continua.

Na fermentagdo batch, o substrato, o microrganismo e 0s nutrientes sdo colocados em
conjunto no reator, contrariamente ao processo continuo em que, tal como o proprio nome
indica, o meio de cultura e os nutrientes sdo adicionados continuamente. Na fermentacdo em
batch os microrganismos ja se encontram no reator e, posteriormente, pelo topo, séo retirados
o etanol, as células e o acgucar residual. Neste caso, € imprescindivel manter o volume de
cultura constante. Este modo de operacdo apresenta um baixo custo de investimento e um
menor controlo sobre o processo, sendo por esta razdo o método preferencial para a producéo
do bioetanol por parte da industria.

O processo fed-batch combina os sistemas batch e continuo, através da adi¢cdo, em periodos
constantes, do substrato, do microrganismo e dos minerais ao reator, sendo o efluente retirado
descontinuamente, o que poderd originar variagdo de volume de cultura. Dado que a
alimentacédo do substrato € periddica, € possivel controlar a sua concentragdo, o que constitui
uma vantagem, principalmente se o substrato possui um efeito inibitério, resultando uma
fermentagd@o mais eficiente.

No processo semi-continuo uma parte da cultura existente é removida periodicamente e
adicionada uma nova o que, a semelhan¢ca do processo descrito anteriormente, podera
resultar numa variacéo de volume de cultura. Apresenta como principal desvantagem o risco
de contaminacfes devido ao manuseamento da cultura. Em contrapartida ndo ha a
necessidade de separar o in6culo ap6s o inicio do processo, minimizando o tempo de limpeza
e esterilizacdo além de que o controlo do processo ndo € muito exigente.

A biomassa lenhocelulésica é frequentemente hidrolisada através de acidos, originando nao
s6 a glucose, mas também outros monossacarideos tais como xilose, manose, galactose,
arabinose, entre outros, por conseguinte, é necessarios microrganismos que fermentem estes
acucares de forma eficiente (Balat et al, 2008).

A selecdo de um microrganismo para a realizacdo da fermentacdo devera obedecer a

determinadas caracteristicas, tais como: elevada capacidade de fermentacao por unidade de
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substrato assimilado, tolerancia a elevadas concentracdes de etanol e de substrato, termo
toleréncia, estabilidade a baixos valores de pH (Sa, 2012).

A Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo mais frequentemente utilizado para a
producdo do etanol devido a sua capacidade de crescimento em meios com altas
concentracdes de acucar, originando elevados rendimentos de etanol. Todavia apresenta
como desvantagem a incapacidade de fermentar as pentoses produzidas no processo de
hidrdlise, tais como a xilose, atuando apenas sobre as hexoses (Mussatto et al, 2012).

2.3.3.1. Fermentacao das pentoses
A fermentacao das pentoses poderd ser realizada através de Fungos, Bactérias ou Leveduras.

Fungos

A utilizacdo de fungos filamentosos na fermentacdo das pentoses tem como principal
vantagem a capacidade que estes tém de crescer naturalmente na biomassa vegetal,
contrariamente as leveduras. Todavia apresenta como principais inconvenientes, o longo
periodo de fermentacdo, baixa produtividade de etanol, a formacdo de subprodutos em
elevadas quantidades e a maior parte ndo fermenta em condigdes anaerodbicas.

De entre os varios géneros de fungos filamentosos utilizados para a fermentacdo das
pentoses, destacam-se a Chalara, Fusarium, Rhizopus, Neurospora, entre outros (Kuhad et
al, 2011).

Bactérias

Contrariamente aos fungos, a maior parte das bactérias é capaz de fermentar as pentoses
sob condicbes anaerbbicas, sendo as mais comumente utilizadas, entre outras, Bacillus
macerans, Bacillus polymyxa, Aerobacter sp., Escherichia sp. e Zymomonas mobilis.
Industrialmente, as bactérias termofilicas tém recebido especial interesse, dada a sua
capacidade de fermentar uma elevada variedade de biomassa lenhoceluldsica, em condicdes
anaerobicas sendo que, para esse efeito, necessitam de baixas concentra¢des. Contudo,
além de darem origem a formacao de subprodutos, apresentam baixa toleréncia ao etanol o
gue, comercialmente, dificulta a sua utilizacédo, situagédo esta que podera ser ultrapassada

através de modificagcdes genéticas da estirpe (Kuhad et al, 2011).
Leveduras

Os microrganismos Candida shehatae, Pichia stipitis e a Pachysolen tannophilus apresentam-
se como 0S mais promissores para a fermentacdo das pentoses. Contudo, em comparacao

com a Saccharomyces cerevisiae, possuem baixa tolerdncia ao etanol e ao pH, por
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conseguinte tém sido estudadas alternativas genéticas que permitam fermentar as pentoses
de forma eficiente e com elevado rendimento de produgao de bioetanol (Kuhad et al, 2011).
A temperatura 6tima para a producao de bioetanol, através de leveduras, encontra-se na faixa
dos 26 a 35 °C. Para temperaturas superiores, além de se promover a evaporacao do alcool,
aumenta-se a suscetibilidade de toxicidade da levedura ao etanol, favorecendo o risco de
contaminacgdes. Em contrapartida, para temperaturas mais baixas do que o limite supracitado,
a fermentacdo é mais lenta. Fermentagdes realizadas em meios mais acidos proporcionam
melhores rendimentos em etanol, dado que se retarda o crescimento da levedura e se
restringem contaminacdes, decorrendo numa gama de pH compreendida entre a 4 e 5 (Furlan,
2009).

De acordo com Balat (2008), as leveduras e fungos toleram gamas de pH compreendidos
entre 3,5 e 5, contrariamente as bactérias que possuem melhores taxas de crescimento para
gamas de pH compreendido entre 6,5 e 7,5.

Uma elevada concentracédo de agucares favorece ndo so a velocidade de fermentagéo assim
como a produtividade em bioetanol e, dentro de certos limites, promove um menor
crescimento da levedura e formacéo de glicerol. Em contrapartida elevadas concentracdes
poderdo causar stress osmoético a levedura. A maioria dos materiais celuldsicos € carente de
fontes de nitrogénio e fosforo, nutrientes estes indispenséaveis a fermentacao, pelo que podera

ser necessario a adicdo de sais contendo estes elementos (Furlan, 2009).
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3. DESCRICAO TECNICA

No presente capitulo sdo descritas as metodologias utilizadas para a concretizacdo deste
trabalho, nomeadamente a analise granulométrica do café, a sua caracterizacdo quimica e
pré-tratamento utilizado, seguido de hidrélise enzimatica. Seguidamente, quantificou-se os
acucares formados utilizando trés métodos: o do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), o
refratométrico e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.1. Caracterizacdo da borra de café

A composicao quimica do café, e consequentemente da borra, depende de varios fatores, por
conseguinte é necessario, numa fase inicial, avaliar determinados parametros,
nomeadamente a granulometria, o teor de humidade e de cinzas, o poder calorifico, teor de
carbono, azoto e proteinas, utilizando para esse efeito borras de café de origem
desconhecida, previamente seca ao ar. Na fase seguinte avaliou-se o teor de lenhina e
celulose dado que a sua quantificagao indica-nos a maior ou menor percentagem de agucares
presentes na amostra estudada e, consequentemente, da variagdo de rendimento aquando a

obtencao de bioetanol.

3.1.1. Anédlise granulométrica da borra de café

A classificagdo granulométrica (Anexo A.1.1.). foi realizada através do método de crivagem
de uma certa quantidade de amostra, utilizando um conjunto de peneiros com diferentes
aberturas de malhas e respetivo sistema de agitacdo (Retsch AS 200). Posteriormente, as
particulas retidas em cada um dos peneiros foi pesada e distribuida por classes, consoante a

sua dimensédo (Figura 3.1). Esta analise é relevante na hidrélise enzimatica, dado que o

aumento da area de contacto contribui para o incremento da sua eficiéncia.

Figura 3.1 - Distribuicdo granulométrica da amostra de café por classes
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3.1.2.Teor de Humidade

Este ensaio foi realizado através do método direto colocando uma quantidade de amostra de
café na estufa a 105 °C (WTB Binder), sujeitando-a a ciclos repetitivos de secagem,
arrefecimento e pesagem até manutencdo do peso (Anexo A.1.2.). O teor de humidade é
calculado através do quociente entre a diferenca da massa inicial de borra de café e massa

seca e a massa de amostra inicialmente utilizada (Equagéo A.2).

3.1.3. Teor de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado através do procedimento descrito no Standard Methods
(método 2540 E) que consiste em calcinar uma certa quantidade de amostra numa mufla
(Nabertherm) a 550 °C durante uma hora seguido de arrefecimento e pesagem (Anexo A.1.3.).
Este ciclo é repetido até o peso da amostra estabilizar. O teor de cinzas é calculado pelo
guociente entre a massa ap0s calcinacdo e massa de amostra inicialmente pesada (Equacéo
A.3).

3.1.4. Poder Calorifico Superior

O poder calorifico superior corresponde a soma da energia libertada sob a forma de calor e a
energia gasta na vaporizacao da agua formada numa reagédo de combustéo, ou seja, permite
aferir o conteudo energético da biomassa. Para a sua determinagdo recorreu-se a um
calorimetro (Figura 3.2, Parr 6772) seguindo o procedimento descrito na norma ASTM D5865-
10 (Anexo A.1.4.).

Figura 3.2 - Calorimetro Parr 6772 utilizado na determinacé@o do poder calorifico superior
3.1.5. Teor de Carbono

O teor de carbono total (CT) corresponde ao somatério do carbono orgéanico total (COT) e
inorganico (Cl) e foi realizado segundo o procedimento do aparelho analisador de COT
(Shimadzu, TOC-Vcsn Analyzer) utilizando o modulo de andlise de amostras solidas
(Shimadzu, Solide Sample Module, SSM-5000A), conforme ilustra a Figura 3.3.
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Basicamente, o CT é determinado através da oxidagdo catalitica dos carbonatos presentes
na amostra a dioxido de carbono, mediante a sua injecdo numa camara a alta temperatura. O
diéxido de carbono formado é conduzido pelo gas de arraste até ao espetrofotometro de
infravermelho e quantificado. Por sua vez, o Cl é determinado através da acidificacdo da
amostra com &cido fosférico na camara de reagéo, que converte todo o Cl em diéxido de

carbono, sendo este conduzido para o detetor e quantificado (Anexo A.1.5.).

Figura 3.3 - Analisador de COT e mddulo de analise de sélidos

A concentracdo do COT obtém-se através da diferenca entre o CT e o Cl (Equacao A.5).

3.1.6. Teor de Azoto

A determinacao do teor de azoto realizou-se através do método Kjeldahl recorrendo a um
digestor (Figura 3.4, Raypa) e destilador (Kjeltec System 1002), .

Este método baseia-se na digestdo, a altas temperaturas, de toda a matéria organica de uma
dada amostra utilizando acido sulfurico concentrado, na presencga de um catalisador.

Figura 3.4 - Digestor Raypa utilizado na determinacéo do teor de azoto

Durante a digestdo o azoto presente na amostra € convertido em sulfato de aménio.
Posteriormente, através da alcalinizacdo do meio com hidréxido de sddio, o sulfato de amonio

é destilado, libertando-se amoniaco que é recolhido numa solucdo de acido boérico. O borato
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de amonio formado € seguidamente titulado com acido cloridrico com titulo conhecido, na
presenca de um indicador, que permitira determinar a quantidade de azoto presente na

amostra inicial (Anexo A.1.6.).

3.1.7. Teor de Proteinas

O procedimento mais comum para afericdo do teor de protéinas consiste na determinacao de
um elemento ou grupo pertencente a proteina, como é o caso do azoto. Assim, estimou-se o
seu teor, através da correlacdo com o teor de azoto multiplicando o mesmo por 6,25 (Alves et
al., 2007).

3.1.8. Teor de Matéria Gorda

A obtencéo do teor de matéria gorda é importante dado que € um parametro utilizado no
calculo do teor da celulose bruta. A sua extracdo foi realizada através do procedimento
descrito na norma portuguesa NP-1005: 1974 , utilizando para esse efeito o método de
extracdo Soxhlet (Anexo A.1.8.).

Assim, colocou-se cerca de 10 g de amostra de café num cartucho de celulose e inseriu-se
no Soxhlet (Figura 3.5). Posteriormente ligou-se a um baldo, previamente pesado, contendo
solvente n-hexano e levou-se a ebulicdo. A medida que se véo realizando os contactos do
solvente com o cartucho, que contém a amostra de café, retira-se 1 mL de amostra e, com
auxilio do refratobmetro de Abbe (Atago), Ié-se o indice de refracdo. O processo extrativo cessa

guando este se mantém constante.

Figura 3.5 - Extrator Soxhlet

Posteriormente, a mistura da gordura com o solvente é sujeita a uma evaporacao no rotavapor
(Buchi), permitindo separar a gordura extraida e recuperar o solvente para posterior
reutilizacdo. Pesa-se o baldo que contém a gordura e o seu teor é dado pelo quociente entre

a massa de 6leo obtida e a massa de amostra inicialmente pesada (Equagédo A.8).
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3.1.9. Teor de Celulose Bruta

O teor de celulose bruta foi determinado de acordo com o procedimento descrito na norma
portuguesa NP-1005: 1974, que consiste em levar a ebulicdo, durante 30 minutos, uma
mistura de cerca de 2 g de borra de café e 200 mL de H,SO4 a 0,1N, com o auxilio de uma
manta de aquecimento (Raypa) e de um condensador de refluxo.

Decorrido este periodo, procede-se a filtracdo sob vacuo (Figura 3.6, Neuberger) utilizando
uma membrana de filtro de vidro e, por forma a obter um pH neutro, lava-se o bolo com agua

desionizada.

Figura 3.6 - Sistema de filtracdo em vacuo

O filtrado retoma posteriormente ao balédo onde se juntam 200 mL de NaOH. Apés 30 minutos
em ebulicdo procede-se novamente a filtracdo e lavagem com agua desionizada neutralizando
de seguida com 50 mL de alcool etilico.

Finalmente, o residuo é colocado numa estufa a 103 °C (WTB Binder) até obtencdo de peso
constante seguida de calcinagcdo numa mufla (Nabertherm) durante 30 minutos a 600 °C e

pesagem (balanca Kern ALJ 220-4), apoés arrefecimento ( Anexo A.1.9.).

3.1.10. Teor de Lenhina

O teor de lenhina total corresponde ao somatério da lenhina sollavel e insolavel, habitualmente
designada por lenhina Klason. Para a sua determinacdo seguiu-se o procedimento descrito
na norma TAPPI T222o0m-06 ( Anexo A.1.10.), que consiste na reagéo de 1 g de borra de café
com 15,00 mL de H.SO4 a 72% (% m/m), num banho termostético (Selecta Unitronic OR-C) a
20 °C por 2 horas, sob agitacdo constante. Finda a reacdo, adicionam-se 575 mL de agua
desionizada sujeitando a mistura a ebulicdo durante 4 horas. Seguidamente, a solucdo é
filtrada em vacuo e o residuo é lavado com agua desionizada até pH neutro. Posteriormente

€ colocado na estufa até obteng&o de peso constante.
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A lenhina soluvel é quantificada através da leitura da absorvancia, a 205 nm, do filtrado obtido
no procedimento anterior, utilizando para esse efeito o espetrofotémetro UV-Vis (Shimadzu,
UV-160 A).

3.2. Pré-tratamento

O pré-tratamento tem como principal objetivo quebrar os polimeros de celulose e hemicelulose
presentes na lenhina e, consequentemente, aumentar a acessibilidade das enzimas na
hidrolise enzimatica.

Neste trabalho realizou-se um pré-tratamento acido da borra de café. Para tal pesou-se cerca
de 10 g de borra de café para varios matrazes e adicionou-se, em cada um deles, 200 mL de
H.SO. (Analar Normapur), HCI (comercial), HNOj; (Sigma-Aldrich), CHsCOOH (Analar
Normapur) com vérias concentracoes.

Dado que o acido acético € um tipo de acido fraco, comparativamente aos restantes, realizou-
se um ensaio adicional com concentragdo mais elevada (7% v/v).

A reacdo ocorreu num banho termostatico (Selecta, Unitronic OR-C) e as condi¢cbes
experimentais utilizadas encontram-se descritas sucintamente na Tabela 2.1, apresentada de

seguida.

Tabela 2.1 - Condi¢Bes operatédrias do pré-tratamento

Concentragéo Volume Temperatura Tempo Velocidade
acido Acido acido banho reacao agitacao
(% viv) (mL) (°C) (min) (rpm)
1% H,S04
> Hk'l‘%3 200 85 270 50
5% CH3COOH
7% CH3COOH

Uma vez que se pretende analisar o rendimento na producdo de acUcares, através da
aplicacdo do pré-tratamento, efetuou-se também um ensaio a borra de café, nas mesmas
condi¢cBes operatérias, substituindo o volume de &cido por agua desionizada. Na Figura 3.7 é

possivel verificar 0 aspecto das amostras antes e ap0s o pré-tratamento.
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Figura 3.7 - Aspeto das amostras antes e apds o pré-tratamento

Foram realizadas duas réplicas de cada um dos ensaios.
3.3. Hidrdlise enzimética

Para uma eficiente acao da enzima utilizada, o pH, dos diversos ensaios resultantes do pré-
tratamento, foi ajustado para préximo de 5 (Figura 3.8).

Figura 3.8 - Acerto de pH apds pré-tratamento

Seguidamente, adicionou-se a enzima Viscozyme L (Novozymes), cujas carateristicas
indicadas pelo fornecedor encontram-se na Tabela 3.2, na propor¢éo de 100 pL/g de amostra
e colocou-se num banho termostatico (Selecta, Unitronic OR- C), durante 120 minutos, a uma

temperatura de 50 °C e a 50 rpm (Figura 3.9), correspondente as mesmas condic¢des utilizadas
por Silva (2011).
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Figura 3.9 - Banho termostatico utilizado na hidrélise enziméatica

Tabela 3.2 - Principais carateristicas da enzima Viscozyme L, de acordo com fornecedor Novozymes

Estado fisico Composicdo Atividade T (°C) pH Grupo
B- glucanase
Liquido xylanase 100 ppsyg 40-55  40-60 2 P-l-3eld

cellulase endoglucanases

hemicellulase

FBG - Fungal - glucanase

Apo6s a hidrolise, procedeu-se a filtracao sob vacuo (Neuberger) do mosto e congelou-se as

amostras (Figura 3.10).

Figura 3.10 - Filtracdo em vacuo das amostras apés pré-tratamento e hidrélise e respetivo

armazenamento

3.4. Métodos utilizados para a quantificacdo dos agucares

Para a determinacdo do teor de acgucares foram utilizados procedimentos distintos que se

descrevem de seguida.

DESCRIGAO TECNICA



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

3.4.1. Método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Para a obtencdo do teor dos acUcares redutores, foi empregue a metodologia descrita por
Miller (1959) utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Este método baseia-se na reducdo
do DNS (cor amarela) a acido 3-amino,5-nitrosalicilico (cor alaranjada) e, simultaneamente,
na oxidagdo do grupo carbonilo livre (C=0) que se encontra presente nos agucares redutores.
A concentragdo dos acgUcares redutores foi determinada através da leitura da absorvancia
(A =540 nm) num espetrofotdmetro UV-Vis (Figura 3.11, Shimadzu, UV-160 A), recorrendo a
curva de calibracdo, previamente tracada, utilizando padrées com concentracdes de glucose
compreendidas entre 0,10 e 0,60 g/L (Anexo A.2.1).

Figura 3.11 - Espetrofotometro UV-Vis utilizado ho método DNS

3.4.2. Método refratométrico na escala Brix

A refracdo € gerada através da alteracao da direcao de um feixe de luz, quando esta troca de
um meio para o outro e podera ser medida em escala °Brix.

O grau Brix corresponde a escala numérica do indice de refracdo e permite determinar a
guantidade de so6lidos soluveis numa dada amostra, sendo muitas vezes utilizado para estimar
a quantidade de acucares totais presentes na mesma.

Os ensaios foram realizados através do método direto (NP EN 12143: 1999), lendo o grau
°Brix no refratdmetro de Abbe (Figura 3.12, Atago) e, recorrendo a uma curva de calibracéo
tracada com solug6es padréo de glucose com concentragdes compreendidas entre 3,2 e 130

g/L, determinou-se a concentracdo da glucose.
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Figura 3.12 - Aparelho utilizado no método refratométrico

Uma vez que a temperatura do banho do refratbmetro variava entre leituras, as mesmas

foram corrigidas para os 20 °C, correspondente a temperatura de referéncia (MAPA_Br, s/d).
3.4.3. Método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem como principio basico a separacao de distintas
espécies quimicas atraves de interagdo seletiva entre as moléculas da amostra (soluto) e duas
fases- a movel e a estacionaria - e tem sido utilizada como método para separar, identificar e

guantificar compostos.

Basicamente o equipamento é constituido por:
e coluna - que contém a fase estacionaria, constituida por pequenas particulas de
material de enchimento;
e bomba - que permite a movimentacao da fase movel e da amostra através da coluna;
e detetor - que indica os tempos de retencdo das moléculas devido as interacdes da

amostra com a fase estacionaria e a fase mével.

A separagdo cromatografica é concretizada devido aos distintos graus de afinidade das
substancias, presentes na amostra, com as fases mével e estacionéria. O composto com mais
afinidade com a fase estacionaria € ultimo a eluir, contrariamente aquele que possui menos
afinidade, que € o primeiro a eluir, permitindo-nos, por conseguinte, identificar diferentes
tempos de retencéo para cada composto (Chust, 1990).

Neste método recorreu-se a um HPLC (Figura 3.13, Gilson) composto por um injetor de
amostras (Gilson, 231XL) com loop de amostragem de 20uL e uma bomba (Gilson 307). A
coluna utilizada foi uma Knauer Eurospher 1l 100, NH2, 5 um, 250x4,6 mm, com pré coluna a
temperatura ambiente e o detetor foi do tipo Evaporative Light Scattering (ELSD) (Modelo

PLEMD 960 da Polymer Laboratories) que operou com caudal de ar de 7,2 L/min, a 70 °C,
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com atenuacdo de 1 e uma constante de tempo de 1 s. O cromatograma das amostras foi
tracado por um registrador (Shimadzu, C-R3A Chromatopac) com slope de 7500 e atenuacéo
de 6.

Coluna

i = !
r-
M Detetor

) Eluente
Injetor

Registador

Figura 3.13 - HPLC utilizado na determinagdo dos aglcares

O caudal da fase movel (eluente), constituida por acetonitrilo e agua ultrapura na proporgéo
(v/iv) de 80:20, foi de 0,60 mL/min, com pressdo de coluna de 28 bar, que ao longo da
realizacdo dos ensaios aumentou para 31, chegando mesmo aos 32 bar. Utilizou-se ar
comprimido por forma a vaporizar o eluente no detetor.

Cada amostra, antes de ser injetada manualmente, foi filtrada com um filtro de nylon e o tempo
de cada andlise rondou os 40 a 45 minutos.

Inicialmente tragou-se curvas de calibracéo a partir de solugbes padrdo de glucose, arabinose,
xilose. A partir do tempo de retencdo de cada um dos padrdes, conseguiu-se identificar, no
cromatograma da nossa amostra, 0 composto e seguidamente quantifica-lo a partir da curva

previamente tragada.

DESCRIGAO TECNICA



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

DESCRIGAO TECNICA



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [JRA0)Is]

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo encontra-se organizado em duas partes, uma referente aos resultados obtidos
na caraterizacado da borra de café e outra respeitante a quantificacdo dos acucares formados

apos pré-tratamento e hidrélise enzimatica.
4.1. Caraterizagao da borra de café

Na caraterizacéo fisica da matéria prima efetuou-se uma analise granulométrica, distribuindo

as patrticulas por classes de tamanho, conforme ilustrado na Figura 4.1.

160-75 pm
0,09 %

250-160 pm | :
7,29% | .
710-500 pm
22,54%

Figura 4.1 - Distribuicdo granulométrica da borra de café

Pela analise da Figura 4.1 confirma-se que a borra de café possui uma granulometria fina e
gue, a maior parte das particulas — fragcdo massica de 64,75% — ficaram retidas no peneiro
com abertura entre 500 e 250 um. Este facto também foi confirmado por Silva (2011), que
obteve uma maior percentagem de 30,76% para esta mesma abertura de malha, assim como
por Soares et al. (2015), que constataram uma maior retencdo compreendida entre peneiros
com estas dimensoes.

A humidade presente na amostra influencia a sua capacidade em atravessar as aberturas das
malhas. De acordo com Santos (2009b), um aumento de humidade na borra, origina a
agregacdo da mesma em particulas de maiores dimensdes, 0 que poderéd dificultar a sua
passagem nas malhas, com dada abertura. Este ensaio foi realizado ap6s prolongada
exposicao da borra de café ao ar, o que originou uma diminuicdo da humidade da matéria-
prima. Esta circunstancia podera explicar a diferenca de valores obtidos em relacdo a Silva
(2011), para a mesma abertura de malha (entre 500 e 250 um), para praticamente o dobro
assim como para uma abertura de malha superior a 1 mm, na qual se obteve uma fracdo

massica de 3,12%, contrariamente aos 28,75% obtidos por este mesmo autor.
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A granulometria da matéria prima é um fator relevante na hidrélise enziméatica pois particulas
mais finas aumentam a area de contacto com a enzima, o que poderd originar um incremento
na eficiéncia do processo.

Na caraterizagdo quimica, foram avaliados oito parametros, nomeadamente a humidade, o
PCS, os teores de cinzas, carbono, azoto, proteinas, celulose e finalmente de lenhina, da qual
se determinou a sollvel e insolavel. Os resultados experimentais obtidos encontram-se na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Resultados experimentais obtidos na caraterizacdo quimica da borra de café

: : Azoto Proteina Celulose Lenhina Lenhina Lenhina
. Humidade Cinzas PCS Carbono 5
Parametro* (gn/200  (gp/100 Bruta Klason Soltvel Total

0% % I/ %
(%) C6)  (calle) () g (%) (%) %) (%)

Este
twd 49,28 1,83 5082,82 42,60 2,20 13,74 16,17 26,77 2,27 29,04
estudo

*Em base seca, com excegdo da humidade.

As Figuras 4.2 a 4.11, ilustram a comparagéo dos dados experimentais obtidos neste trabalho
com os encontrados na bibliografia. Constata-se que na determinagéo de alguns parametros
tais como teor de cinzas, de azoto, de proteinas e de carbono ndo existe uma variacao
significativa de valores, todavia noutros, denota-se uma apreciavel diferenca, como é o caso
do PCS, da celulose e da lenhina. E importante salientar que tais desigualdades poderéo estar
relacionadas, ndao s6, com a variabilidade de matéria-prima utilizada, a borra de café, dado
gue existem varias espécies de café e, por conseguinte, diferente constituicdo quimica dos
graos (Murthy e Naidu, 2012) assim como a aplicagdo de procedimentos distintos na
gquantificacdo de determinados parametros.

Teor Humidade (%)

Lietal,2014 M 810
Cruzetal, 2012 NG 63,00
Silva, 2011 | 12,10
Este Estudo [NNNNNNINENEGEGEGEGEEEEEEEEEE /028

Figura 4.2 - Comparacao do teor de humidade obtido neste estudo com os valores da bibliografia

Verifica-se, através da andlise da Figura 4.2, que o valor obtido para o teor de humidade
(49,28%), difere consideravelmente da bibliografia, ndo existindo, mesmo nesta, uma
uniformidade de valores. Estas diferencas poderdo ser explicadas pela desigualdade de

tempos de secagem da borra de café apos a recolha e antes da realizacao deste ensaio. O
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teor de humidade € um dos parametros mais avaliados da borra de café, sendo expectavel
um elevado valor, na ordem dos 80 a 85% (Mussato et al, 2011b), assimilado aquando da
preparacdo da bebida, contrariamente a outros materiais, que apresentam teores de
humidade mais baixo, tais como o residuo de soja (12,23%), casca de arroz (11,31%), bagaco
de cana (46,16%) e sabugo de milho (16,93%) (Vieira, 2012).

Na Figura 4.3 sdo apresentados valores obtidos para o teor de cinzas obtidos neste trabalho,

em comparacado com a bibliografia.

Teor Cinzas (%)

Lietal ,2014 I 70
Cruz etal, 2012 I 1,90
Silva, 2011 I 1 43
Ballesteros et al, 2014 I 1,30
Mussatto et al 2011 GG 1,60

Este estudo GGG 1,03

Figura 4.3 - Comparacéo do teor de cinzas obtido neste estudo com os valores da bibliografia

Através da analise da Figura 4.3 constata-se que, em relacdo ao teor de cinzas,
contrariamente ao teor de humidade, existe uma similaridade de valores obtidos comparando
com a restante bibliografia, tendo sido determinado um teor de 1,83% de cinzas. Para o0s
diversos autores confirma-se que o valor de teor de cinzas é similar, ou seja, efetivamente a
borra de café é constituida, maioritariamente, por matéria organica, contrariamente a outros
residuos agricolas, referenciados por Vieira (2012), como por exemplo a casca de arroz (22,6
a 17,1%), bagaco de cana (11,3 a 4,20%) mas ja muito similar a sabugo de milho (1,1%),
residuos de soja (2,1%) e a residuos de casca de grao de café (3,7%) (Soares et al., 2015).
De acordo com Soares et al. (2015), quanto maior o teor de cinzas, menor o poder calorifico
de um dado produto uma vez que, a presenca de maior quantidade de material inerte, origina
a producao de menos calor. Poderemos verificar este facto, através da analise da Figura 4.4.
Para um teor de cinzas de 1,83%, obtido neste trabalho, corresponde um poder calorifico de
5082,82 cal/g, enquanto que Li et al. (2014) constatou que para um teor de cinzas um pouco
inferior (1,70%), obteve um poder calorifico superior (5541,32 cal/g). Contudo esta relacao ja
nao se verifica comparando os resultados obtidos por Silva (2011), que para um teor de cinzas
de 1,43% obteve um poder calorifico de 4619,2 cal/g.
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PCS (cal/g)

L e Al 0 o — 5541 32

Silva, 2011 46192 @)

Silva et al, 1998 . G/ | 5

Zuorro e Lavecchia, 2012 574912 a)

ZUOIT0 & LA OO, 20 ey 566552

S Ll S— 5082,82

a) para capsula

Figura 4.4 - Comparacdo do PCS obtido neste estudo com os valores da bibliografia

A Figura 4.4 ilustra a comparacdo do PCS obtido neste estudo com alguns resultados da
bibliografia, em que se utilizaram também a borra contida em cépsulas de café. Observando
a Figura 4.4, poder-se-a concluir que o poder calorifico para a borra de café proveniente das
maquinas expresso, difere ligeiramente do obtida para a borra proveniente de cépsulas.
Zuorro e Lavecchia (2012) obtiveram um poder calorifico de 5665,52 cal/g para borra
resultante das maquinas expresso e 5749,12 cal/g para borra de café de capsula. Esta
diferenca de valores podera estar relacionada com os distintos teores de humidade das
amostras. O poder calorifico decresce com o aumento do teor de humidade dado que, parte
da energia é gasta na vaporizagdo da agua (Soares, 2015). Silva et al. (1998) realizaram
estudos neste sentido, em que verificaram uma diminuigdo do poder calorifico (inferior) de
6031 cal/g para 4324 cal/lg correspondente a um teor de humidade de 0% para 75%,
respetivamente.

A semelhanca do ocorrido na andlise do parametro anterior, confirma-se que, comparando os
resultados deste trabalho com os de Li et al (2014), o poder calorifico superior aumenta (de
5082,82 cal/g para 5541,32 cal/g) com a diminuicdo do teor de humidade (de 49,28% para
8,10%), embora n&o ocorra esta correlagdo com Silva (2011), que obteve um PCS mais baixo
(4612,2 cal/lg) para um teor de humidade de 12,10%. De novo, esta diferenca pode estar
relacionada com a natureza distinta do lote de borra de café analisado.

A borra de café é utilizada no processo de queima da industria cafeeira como fonte de energia
(Mussato et al, 2011b) pois possui um poder calorifico similar ao do carvdo mas mais elevado
do que a madeira (5450,00 cal/g), casca de arroz (3805,30 cal/g), palha de trigo (4185,02
cal/g), rama de algodao (3750,00 cal/g), sabugo de milho (3804,35 cal/g) e bagaco de cana
(4470,59 - 4600,00 cal/g) (Silva et al., 1998).
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Teor de Carbono (%)

Lietal ,2014 NN 54,50
Silva, 2011 M 10,81
Silva et al, 1998 NN 50,50
Ballesteros et al, 2014 NG /7,16
Este estudo NG /2,60

Figura 4.5 - Comparacéo do teor de carbono obtido neste estudo com os valores da bibliografia

Confirma-se que o teor de carbono obtido neste trabalho (42,60%) encontra-se genericamente
em consonancia, com a bibliografia tal como ilustrado na Figura 4.5, com excecéo do resultado
obtido por Silva (2011). De facto, a biomassa, é constituida por uma elevada percentagem de
carbono e a determinacao do seu teor permite avaliar o grau de humificacdo dos residuos e,
consequentemente, a possibilidade da sua utilizagdo no processo de compostagem através
do conhecimento da relagéo carbono: azoto - um dos fatores que influenciam a compostagem,
sendo muito usual encontrar esta relacéo na bibliografia. O teor de carbono total dos residuos
organicos varia entre 8,5 a 51,4% (Carmo e Silva, 2012). Apesar da elevada presenca de
material organico, a borra de café é um residuo muito poluente dado que necessita de grandes
gquantidades de oxigénio para se degradar. A borra de café também tem sido utilizada na
producao de xilanase por Penicillium sp., dado que o seu elevado teor de carbono favorece o

crescimento deste fungo (Mussatto et al, 2011b).

Teor AZOtO(g N/lOOg café)

Lietal ,2014 NI 4
Cruz etal, 2012 IS 3
Silva, 2011 I 2,1
Silva et al, 1998 I 2 5
Ballesteros et al, 2014 IIIEIEEEEEENEEGNGNGGNGGENGEEE——— 2,0
Este estudo INIEEEEEEGNGGGGGNGG———— 0

Figura 4.6 - Comparacéo do teor de azoto obtido neste estudo com os valores da bibliografia

O teor de azoto obtido foi de 2,2% (Figura 4.6) e o de proteinas de 13,74% (Figura 4.7). Estes
resultados sdo similares aos reportados por Li et al. (2014), com valores de 2,4% para azoto
e 15,0% para proteinas, e por Silva (2011) que obteve 2,1% e 13,3%, respetivamente. Verifica-
se, todavia, que séo ligeiramente inferiores aos valores obtidos por Ballesteros et al. (2014)

de 2,8% e 17,44%, respetivamente.
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Teor Proteinas(g protelha/lOOgcafé)

Lietal ,2014 NN 15,00
Silva, 2011 I 1330
Ballesteros et al, 2014 |GG 1744
Mussatto et al 2011 N 13 G0
Este estudo NIINIINININGNGNGNGNGEGNGNGENEGNENN 13,74

Figura 4.7 - Comparacéo do teor de proteinas obtido neste estudo com os valores da bibliografia

O elevado teor de proteinas e de humidade da borra, podera favorecer o crescimento de
determinadas estirpes de fungos (Mussatto et al, 2011b).

O teor de celulose obtido foi de 16,17%, valor superior ao encontrado na bibliografia,
nomeadamente por Silva (2011) cujo teor foi de 13,84% e claramente superior ao reportado
por Mussato et al (2011a) de 8,60%, tal como pode ser observado na Figura 4.8.

Teor Celulose (%)

Silva, 2011 NN 1384
Ballesteros et al, 2014 |G 1240
Mussatto et al 2011 [N 360
Este estudo [NNNININININGNGNGNGNGNGNGENENGENGNENENENENENGNN 6,17

Figura 4.8 - Comparacéo do teor de celulose obtido neste estudo com os valores da bibliografia

Nas Figuras 4.9 a 4.11 apresentam-se 0s valores obtidos para o teor de lenhina insolavel
(vulgarmente designada por Klason), lenhina solGvel, sendo que o valor total corresponde a
soma das anteriores, 26,77%, 2,27% e 29,04%, respetivamente. Estes resultados sdo
semelhantes aos reportados por Silva (2011) que obteve 31,93%, 1,72% e 33,65%,

respetivamente.
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Teor Lenhina Klason (%)

siva, 2011 | :: o:
Ballesteros et al, 2014 _ 17,59
Este estudo | 25

Figura 4.9 - Comparacao do teor de lenhina Klason obtido neste estudo com os valores da bibliografia

Confirma-se que, embora Ballesteros et al. (2014) tenham obtido um valor superior para a
lenhina solavel (6,31%), a percentagem de lenhina total foi inferior (23,90%) a obtida neste

trabalho e também ao obtido por Silva (2011).

Teor Lenhina Solavel (%)

siva, 2011 [l 172
Ballesteros et al, 2014 - | ¢3!
Este estudo - 2,27

Figura 4.10 - Comparac¢éo do teor de lenhina soluvel obtido neste estudo com os valores da

bibliografia

A diferenca de valores em relacdo a lenhina solGvel obtida, em relacdo aos outros autores,
podera ser explicada pelo desigual fator de diluicdo utilizado na determinacao do teor deste
composto (Equacdo A.11). Conforme se constata no Anexo B.1 (Tabela B.13), obtém-se
valores de teor de lenhina soluvel distintos, dependendo do fator de diluig&o utilizado.

Teor Lenhina Total (%)

siva, 2011 | :: oS
Ballesteros et al, 2014 || GTGTGTcTcNcNcGEEEEE 2:°
Este estudo |G o4

Figura 4.11 - Comparacéo do teor de lenhina total determinado neste estudo com os valores da

bibliografia
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O elevado teor de lenhina na borra de café limita a sua utilizagdo na industria alimenticia
animal (Mussatto el al, 2011b).

Hamelinck et al. (2005), tal como referenciado no subcapitulo 2.2, referiu que biomassa
lenhoceluldsica é constituida por 20 a 60% de celulose e 10 a 25% de lenhina (o restante é
correspondente a hemicelulose). Evidentemente que estes valores variam consoante a
biomassa em estudo, porém, neste trabalho obteve-se um teor de celulose ligeiramente
inferior (16,17%) ao intervalo referido por este autor, contrariamente ao teor de lenhina total
que foi superior (29,04%), embora a diferenca entre os valores — de 3,83% na celulose e

4,04% na lenhina — ndo possa ser considerada significativa.

4.2. Quantificacdo dos aclcares

A estrutura da biomassa lenhocelulésica é complexa e, tal como referenciado anteriormente
(Capitulo 2), torna-se necessério realizar um pré-tratamento, para fomentar a producéo de
acucares simples. Neste trabalho optou-se por realizar um pré-tratamento acido, utilizando
varios acidos com concentracdes distintas e, também se comparou os valores obtidos para
acidos considerados fortes (H.SO4, HCI, HNO3) com os obtidos com um &acido mais fraco
(CH3COOH). Seguidamente, por forma a avaliar qual o mais eficiente na formacdo de
acUcares, realizou-se a hidrélise enzimatica utilizando a enzima Viscozyme L. Os agucares

formados, foram quantificados por trés métodos, cujos resultados se discutem de seguida.

4.2.1. Método DNS

Os acuUcares redutores possuem grupos aldeidos e cetonas livres na cadeia e, sdo assim
designados, pois atuam como agentes redutores, ou seja, sofrem oxidagdo. Anteriormente
determinou-se um valor de celulose consideravelmente alto em comparagdo com a restante
bibliografia (Figura 4.8). Uma vez que a celulose, tal como referenciado no Capitulo 2, é
constituida por glucose, entdo, no presente trabalho, os acucares redutores totais foram
guantificados como glucose e a sua concentragao foi determinada recorrendo a equacgéo da
curva de calibracdo, previamente tragada (Figura B.1).

Através da analise da Figura 4.12 verifica-se que o pré-tratamento realizado com H.SO4 a 3%
(v/v) origina uma maior concentracdo de glucose, cerca de 24,49 g/L, em comparacao com as
concentracdes de 1% e 5%, com 16,98 e 20,14 g de glucose/L, respetivamente. Confirma-se
também que, atendendo ao diferencial de concentracfes, quando se aumenta a concentracao
do &cido em cerca de 2%, ou seja, de 1% para 3% verifica-se um incremento de concentracéo
de glucose de cerca de 7,51 g /L, porém, quando se aumenta a concentragdo do &cido de 3%

para 5%, a concentracdo da glucose diminui em cerca de 4,35 g/L.
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Figura 4.12 - Concentracao de glucose (g/L) obtida pelo método DNS para a hidrélise com H2SO4

Assim, mediante estes resultados, poderemos concluir que, um aumento de concentracéo do
acido ndo origina, necessariamente, um aumento de concentracao dos agUcares redutores
totais.

Através da andlise dos resultados obtidos com outros acidos e presentes nos graficos das
Figuras 4.13 a 4.15, confirmaremos se este comportamento também se verifica para outro
tipo de acidos.

A utilizacdo de HCI a 3% origina uma maior concentragdo de glucose, na ordem dos 23,62
g/L, em comparacdo com concentragfes de 1% (19,65 g/L) e 5% (22,10 g/L), conforme
ilustrado na Figura 4.13. A semelhanca do ocorrido com a utilizacio do H,SO,, verifica-se que
0 aumento de concentracdes de 1% para 3% intensifica a agdo na deslenhificagdo da borra
de café, pois obtém-se um aumento de concentragdo de glucose para ambos os acidos. No
entanto, quando se aumenta a concentracdo para 5%, a concentracdo do acgUcar baixa,
concluindo-se que, nestas condi¢des operatorias, uma concentragdo de acido acima dos 3%

prejudica a hidrélise, muito provavelmente, devido a destruicdo das moléculas.

HCI
Concentragéo Glucose (g/L)
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Figura 4.13 - Concentracdo de glucose (g/L) obtida pelo método DNS para a hidrélise com HCI

Comparando as Figuras 4.12 e 4.13 constata-se que, a diferenca de concentracao de glucose,

utilizando diferentes concentracdes de H.SO4, € mais significativa do que no caso do HCI.
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Como exemplo, quando se passa de concentragdes de H.SO4 1% para 3% verifica-se um
aumento de concentragdo de glucose na ordem dos 7,1 g/L mas, no caso do HCI, essa
variagdo é menor, obtendo-se um incremento de apenas 3,97 g/L. Aumentando as
concentragoes de 3% para 5% ocorre, no caso do H2SO., uma diminuigéo de concentragao
na ordem dos 4,35 g/L e no HCI uma diminuigdo menos pronunciada de 1,52 g/L. Assim,
perante uma andlise dos resultados experimentais para as condi¢cdes operatorias utilizadas,
confirma-se que a concentracdo de glucose obtida varia mais quando se utiliza diferentes
concentracdes de H,SO4 do que de HCI, o que podera traduzir uma maior afinidade do
primeiro acido para o pré-tratamento desta biomassa.

Pela observacédo da Figura 4.14 percebe-se que, utilizando HNO3; a 3% obtém-se uma maior
concentracdo de glucose, na ordem de 25,03 g/L, todavia esta ndo é muito significativa em
comparagdo com a utilizagdo de HNOsz a 5% no qual se obteve 24,76 g/L (diferenca de 0,27
g/L). Porém, utilizando HNOz a 1% obtém-se uma concentragdo de glucose mais baixa, de

20,14 g/L, diferenga esta bem mais significativa.

HNO,
Concentracdo Glucose (g/L)

50, (N
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19, (D
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Figura 4.14 - Concentracdo de glucose (g/L) obtida pelo método DNS para a hidrélise com HNOs

Até ao momento confirma-se que, a utilizagédo dos acidos H.SO4, HCI, HNO3 no pré-tratamento
(com estas condi¢des operatérias) a 3% (v/v) tém mais tendéncia para debilitar a estrutura da
lenhina uma vez que se obteve uma maior concentracao de agucares redutores totais, embora
se verifique que a utilizagdo de HNOs a 5%, origina uma concentragdo de glucose muito
proxima dos é&cidos a 3%. No entanto, o custo associado a utilizacdo de uma maior
concentracdo de acido ndo € justificado pelo aumento da producéo de glucose.

A semelhanca do ocorrido com o HCI, verifica-se que o HNO3z possui um comportamento
analogo no que respeita as variacdes na concentracdo de glucose com a alteracdo da
concentracdo do acido. De facto, estas sdo menos pronunciadas em compara¢ao com o acido
sulfarico, porém mais, relativamente ao 4cido cloridrico. A titulo de exemplo, quando se varia
a concentracdo de 1% para 3% no HNOs, obtém-se uma variagdo positiva de concentracédo

de glucose de cerca 4,90 g/L, contrariamente ao H.SO, que origina um incremento de 7,50
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g/L, mas uma alteragéo de 3% para 5%, origina uma diminui¢do de 0,27 g/L de glucose,
todavia de 4,35 g de glucose/L, no caso do acido sulfurico. Consequentemente, poderemos
deduzir, que a borra de café parece ser mais suscetivel & hidrélise acida utilizando o H>SOa,
dado que se obtém uma maior discrepancia na concentracao de acucares redutores totais

com a variagao da concentracdo deste 4cido.

O H2S0.4, HCI e HNO3 sao considerados acidos fortes. Neste trabalho, pretendeu-se também
analisar o efeito da utlizacdo de um acido fraco na concentracdo dos acucares,
comparativamente ao efeito dos anteriores e, para esse fim, escolheu-se o acido acético.

Conforme se constata na Figura 4.15, a utilizacdo de CH3sCOOH no pré-tratamento produziu
baixas concentracBes de glucose, equiparando com os acidos supracitados, com variacoes
de 4,64 g/L (para 7%) a 5 g/L para (5%). A utilizacdo deste &cido promove uma baixa formagéo
de acgUcares redutores totais, comparativamente aos anteriores e, por conseguinte, ndo € uma
boa opgéo no pré-tratamento, para estas condi¢cdes operatorias. Constata-se também que, a
variagdo na concentragdo de CHzCOOH origina alteragdes na concentracdo de glucose pouco

significativas.

CH,COOH
Concentragado Glucose (g/L)

7%
5%
3%
1%

o
=
N
w
N
v

Figura 4.15 - Concentracdo de glucose (g/L) obtida pelo método DNS para a hidrélise com CHsCOOH

A Figura 4.16 ilustra a comparacédo dos resultados de concentracdo de glucose (g/L) obtidos
para os pré-tratamentos realizados com as diferentes concentragdes de &cido assim como
para a borra de café sem qualquer pré-tratamento, mas utilizando as mesmas condi¢cdes

operatorias.
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Concentracédo Glucose (g/L)

Metédo DNS
30
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HBorra MH2S04 HCI mHNO3 mCH3COOH

Figura 4.16 — Efeito do tipo de concentracdo de &cido na concentracdo da glucose (g/L) determinada

pelo método DNS

Verifica-se, através da andlise da Figura 4.16, que o pré-tratamento com acido
(independentemente do tipo de &cido e da concentragéo utilizada), incrementa a concentragdo
da glucose dado que, esta é sempre superior, aguela obtida para a borra de café (3,74 g/L)
sem qualquer pré-tratamento. Por conseguinte, poderemos concluir que a hidrélise &cida
cumpriu com um dos objetivos - fragilizar a estrutura lenhocelulésica da borra de café - na
medida em que se verificou um aumento dos acUcares redutores totais na amostra, embora
ndo possamos afirmar que tenha sido completa. Dos acidos utilizados no pré-tratamento,
aguele que produziu valores mais baixos na concentracdo de glucose foi o acido acético,
conforme se constata na Figura 4.16, havendo uma variacdo pouco significativa de
concentracdo de glucose vs concentracdo de CHsCOOH. O mesmo ndo ocorreu para o
H.SO., HCI e HNOs que originaram maiores concentragdes de glucose (24,49, 23,62 e 25,03
g/L, respetivamente) para concentracdes de acido de 3% e no caso do HNO3 a 5% também
se obteve concentragdes de glucose elevadas (24,76 g/L).

E fundamental, na discussdo de resultados, abordar o rendimento de glucose obtido, dado
que, a massa de amostra utilizada, embora seja semelhante para os diferentes ensaios, nao
foi sempre a mesma assim como também existem variagfes significativas no volume de
filtrado obtido. A Figura 4.17 representa o rendimento de glucose obtido, tendo em conta a

massa de amostra utilizada e o volume de filtrado obtido.
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Rendimento (%)

Metddo DNS
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Figura 4.17 - Comparagéo do rendimento nos diversos ensaios, obtido através do método DNS

Analisando a Figura 4.17, confirma-se que se obtém um maior rendimento de glucose
utilizando H.SO,4 e HNO3 a 3%, com rendimentos de 43,1% e 43,2%, respetivamente, seguido
de HNO3 a 5% com rendimento de 41,4%. Utilizando H.SO4 a 1% obteve-se rendimentos mais
baixos (25,8%) em comparagdo com a mesma concentracdo de HCI (34,5%) e HNO3; (32,0%).
A utilizacdo de CH3;COOH, acido mais fraco em comparacdo com os demais, originou
rendimentos mais baixos — entre 7,5 a 8,3%, mas ainda assim mais elevados, em comparagao
com a borra sem pré-tratamento, cujo rendimento igualou os 6,1%.

Comparando a Figura 4.16 com a Figura 4.17 nota-se que existe uma concordéancia de valores
obtidos entre a concentracdo de glucose vs rendimento, ou seja, uma maior concentracao de
glucose originou também um aumento do rendimento para os diferentes ensaios realizados,
apesar das diferencas entre as massas inicialmente pesadas de amostra e o volume de filtrado

obtido, apés o pré-tratamento e hidrélise enzimatica.
4.2.2. Método refratométrico

Na refratometria € medido o indice de refracdo da solugcéo de acucar, determinando-o como
sélido soluvel total. A temperatura influencia os valores do indice de refracdo e uma vez que
a temperatura do banho do refratdbmetro por vezes variava entre leituras °Brix, procedeu-se a
uma corre¢do das mesmas, para a temperatura de referéncia de 20 °C. Os agucares totais
foram quantificados como glucose.

Pela Figura 4.18 confirma-se que o pré-tratamento com H.SO. a 5% foi aquele que originou
uma maior concentracdo de glucose (45,13 g/L) comparativamente a concentracéo de 3% e

1% no qual se obteve concentracdes de glucose de 37,13 g/L e 30,73 g/L, respetivamente.
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H,SO,
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Figura 4.18 - Concentracéo de glucose (g/L) obtida pelo método refratométrico para o pré-tratamento
com H2SO4

Contrariamente ao que se sucedeu com o H2SO,, confirma-se que a utilizagdo de HCI com
concentracdo mais baixa, de 3%, proporcionou uma maior concentracdo de glucose (22,73
g/L) em comparagcdo com concentracdes de acido de 5% e de 1%, cuja concentracdo de
glucose obtida rondou os 19,53 e 21,67 g/L, conforme se observa na Figura 4.19. Todavia, a
diferenca de concentracdes de glucose obtidas para as varias concentra¢des de HCI ndo séo
muito significativas (variagdes entre 1,06 e 3,20 g de glucose/L) quando comparadas com as
do &cido sulfarico cuja variagdo entre a maior e menor concentracdo de glucose é de

aproximadamente 14,40 g/L.

HCI
Concentragédo Glucose (g/L)
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Figura 4.19 - Concentracéo de glucose (g/L) obtida pelo método refratométrico para o pré-tratamento
com HCI

Esta consisténcia, no que diz respeito as concentracdes de glucose utilizando o HCI no pré-
tratamento, também se verificou no método anterior. Confirma-se que, uma variacdo na
concentracao de H,SO., origina uma alteracdo mais acentuada na concentracao de glucose,
em comparacdo com o HCIl. Ou seja, mediante os dados experimentais obtidos, o pré-

tratamento da borra de café podera ser mais eficiente quando usado o H.SO, do que com
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HCI, dado que se obtém altera¢des na concentracao de glucose mais apreciaveis, quando se

varia a concentracao de acido.

A ilustra a variacdo da concentracdo de glucose em fungédo da concentracdo do HNOs e,
verifica-se, que se obtém uma maior concentracdo de acUcares totais (cerca de 27,0 g/L)
utilizando concentracdes de &cido de 3%, embora esta ndo seja muito significativa quando
equiparamos com a concentracdo de 5%, na qual se obteve 24,87 g/L de glucose. Contudo,
ambas ja sao significativas, comparativamente a concentracao de 1% de acido, que originou

21,13 g/L de acucares totais.

HNO,
Concentracdo Glucose (g/L)
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Figura 4.20 - Concentracéo de glucose (g/L) obtida pelo método refratométrico para o pré-tratamento
com HNO3

Concentracbes mais elevadas de CH3;COOH, originam uma crescente concentracdo de
acucares totais, tal como pode ser verificado na . Efetivamente, no caso deste acido, a medida
gque se aumentou a sua concentracdo de 1% para 7%, a concentracao de glucose elevou-se
de 5,67 g/L para 28,06 g/L, ou seja, uma diferenca de cerca de 22,39 g/L, constituindo a maior

variacado ocorrida ao longo dos ensaios, tanto para este método como para o anterior.

CH,COOH
Concentracédo Glucose (g/L)

7%
5%
3%

1%

Figura 4.21 - Concentracéo de glucose (g/L) obtida pelo método refratométrico para o pré-tratamento
com CHsCOOH

RESULTADOS E DISCUSSAO



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [P40NKS]

Os resultados obtidos para a concentragdo de glucose (g/L) em relacdo as diferentes
concentracdes de cada &cido, assim como para a borra de café, sem qualquer pré-tratamento,

estdo ilustrados na Figura 4.22.

Concentragao Glucose (g/L)
Metodo refratométrico
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Figura 4.22 - Comparacao da concentracdo da glucose (g/L) obtida pelo método refratométrico, para
cada um dos ensaios de pré-tratamento

A concentragdo de acgUcares totais obtidos utilizando no ensaio a borra sem pré-tratamento é
superior (6,805 g/L) aguele em que se utilizou o0 CH3COOH a 1% (5,672 g/L), conforme se
constata na Figura 4.22. Verifica-se que o ensaio em que se utilizou H.SO, a 5% originou uma
maior concentracdo de agucares totais e que mesmo com concentracdes deste acido mais
baixas (1% e 3%) estas foram sempre superiores aos restantes ensaios, comprovando-se
esta situacdo através da analise da Figura 4.23 em que se obteve melhores rendimentos para

concentracao de agucares totais utilizando nos ensaios 0 H>SOa..
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Rendimento (%)
Metddo Refratométrico
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Figura 4.23 - Comparacéo do rendimento obtido nos diversos ensaios, através do método

refratométrico
4.2.3. Método DNS vs refratométrico

Na generalidade dos ensaios realizados denota-se que o rendimento obtido pelo método
refratométrico € superior ao obtido pelo método DNS. Este facto encontra-se em concordancia
com o esperado pois o método DNS avalia apenas os aclcares redutores totais,
contrariamente ao método refratométrico que afere a totalidade de solidos dissolvidos na
solucdo, ou seja, acucares, sais, proteinas e acidos (Cavalcanti et al, 2006), por conseguinte,
€ um método menos seletivo em relagdo ao anterior e os resultados obtidos poderao induzir
em erro na andlise. Como exemplo, constatou-se que, utilizando H,SO4 a 5% obteve-se um
rendimento em glucose de 78,9% mas na verdade este valor contabiliza outros compostos (tal
como indicado acima) e nao s6 a glucose, embora tenha sido referenciado que, ao longo deste
trabalho, os acUcares totais seriam quantificados como glucose.

No que concerne a escolha de um &cido mais fraco para analise do rendimento dos agucares,
comparativamente ao H>SO4, HCL, HNO3, constatei que a sele¢céo do &cido acético néo foi a
mais apropriada pois este podera ser tdéxico para 0s microorganismos responsaveis pelo
passo seguinte, a fermentacdo (Mussatto et al, 2012), dependendo da sua concentracao.
Mesmo que assim nao fosse, este acido seria excluido do pré-tratamento pois obteve-se um
rendimento em agUcares redutores totais baixo, entre 8,2 e 7,5%, relativamente aos restantes
acidos, que na sua maior parte, apresentaram um rendimento acima dos 30%.

Nos dois métodos utilizados, DNS e refratométrico, o rendimento em glucose apresentou
valores mais elevados na utilizagdo de acido H.SO4 a 3% - 43,1% e 65,3% - e de HNO3 a 3%
- 43,2% e 46,6% - assim como para concentracdo de acido de 5% - 35,2% e 78,9% para o

H.SO4 e 41,4% e 41,5% para HNO; - razao pela qual, no método seguinte apenas se
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guantificou os agucares para as concentracdes destes 4cidos, assim como para a borra de

café sem qualquer pré-tratamento.

4.2.4. Método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Este método, contrariamente aos anteriores, € mais seletivo dado que, € possivel através do
tempo de retencdo e com o auxilio de uma curva de calibracdo, quantificar os aclcares de
forma individual. Os ensaios foram realizados aos &cidos que apresentaram melhores
resultados nos métodos anteriores, nomeadamente H.SO4 e HNOs; com concentracfes de 3
e 5% (v/v) assim como para a borra sem qualquer pré-tratamento.

Pela andlise da constata-se que, o pré-tratamento utilizando o H.SO, promoveu a formacéao
de xilose, algo que n&do ocorreu com o HNOs e para a borra sem pré-tratamento. A xilose é
uma pentose presente na hemicelulose e estes resultados evidenciam que o0 HNO3 nédo é

capaz de quebrar as ligagdes existentes nas hemiceluloses.

Concentracéo acucares (g/L)
Metddo HPLC

10

borra s/pré- H2S04 3% H2S04 5% HNO3 3% HNO3 5%
tr.

M xilose arabinose M glucose

Figura 4.24 - Concentracao (g/L) de xilose, arabinose e glucose obtidas pelo método HPLC

Pela informagé&o bibliografica contida na Tabela 1.1, seria de esperar, utilizando os &cidos
diluidos, a formacao de altas concentracfes de xilose pois, a accdo destes, promove a
remocdo entre 80 a 100% da hemicelulose. Através dos resultados obtidos poderemos
concluir que a hidrdlise, utilizando o HNO3, ndo foi completa pois, apesar da formagéo de
arabinose, ndo se gerou xilose, o que contraria 0 esperado. O pré-tratamento acido foi
realizado durante 270 minutos a 85 °C, inferior ao tempo despendido na deslenhificagdo
(caraterizacdo da borra de café) de 360 minutos (e com temperaturas superiores) e,
provavelmente neste acido, ndo foi suficiente para a libertacdo de xilose. Uma outra

explicacdo, poderd estar relacionada com a conversdo da xilose em furfural. Este composto
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€ produzido exclusivamente pela degradagdo das pentoses - sobretudo da xilose - que fazem
parte da constituicdo da hemicelulose dos materiais lenhoceluldsicos (Vazquez et al, 2007).
Porém, a ocorréncia deste facto € menos provavel, pois estariamos a falar de uma converséo
de 100% de xilose em furfural. De relembrar, tal como referido no Capitulo 2, que a formacéo
deste composto constitui uma desvantagem do pré-tratamento acido, pois trata-se de um
inibidor que afeta o metabolismo dos microorganismos na fermentacéo (Mussatto et al, 2012).
O pré-tratamento 4cido incrementa a formacao de acUcares, conforme se constata na. Como
exemplo, a concentracdo de arabinose utilizando a borra sem pré-tratamento aumentou de
2,17 g/L para 4,75 g/L, quando se utiliza H,SO4 a 3%, 0 mesmo se verifica com a glucose que
passou de 0,97 g/L para 2,65 g/L. Este facto ja tinha sido verificado nos métodos anteriores.

Globalmente poderemos afirmar que a utilizacdo de H.SO, com concentracdes de 5%
originam maiores rendimentos em xilose (6,1%), arabinose (9,3%) e glucose (11,0%), com
excecdo do HNO3 a 5% que quantificou um rendimento de glucose bastante superior (16,3%),

tal como se ilustra na Figura 4.25.

Rendimento (%)
Metodo HPLC

18
16
14
12

oON O

- P

borra s/pré- H2S04 3% H2S04 5% HNO3 3% HNO3 5%
tr.

H xilose arabinose M glucose

Figura 4.25 - Rendimento obtido no método HPLC para a xilose, arabinose e glucose utilizando

H2S04 e HNO3s a 3 e 5%, e para a borra sem pré-tratamento

Porém, aquando a realizacdo deste ensaio, houve uma falha técnica no ar comprimido que
alimentava o detetor (razéo pela qual se realizou apenas um ensaio) e, uma vez que a glucose
€ 0 composto que possui mais tempo de retencdo, em comparacao com a xilose e arabinose,

a quantificagdo deste composto podera ter sido comprometida.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Este trabalho teve como principal objetivo testar diferentes métodos de pré-tratamento acido
da borra de café, seguido de hidrélise enzimatica, com vista a obtencao de aclcares simples,
fermentaveis, visando a valorizacao da borra de café através da producédo de bioetanol.

Para este efeito, inicialmente procedeu-se a uma caraterizagao fisico-quimica da biomassa e,
posteriormente, aplicou-se o pré-tratamento com diferentes concentra¢des de varios acidos
(H2S04, HCI, HNO3, CH3COOH), seguido de hidrélise enzimatica.

A borra de café foi caraterizada fisicamente, através da realiza¢do da andlise granulométrica,
em que se verificou que 64,75% (fracdo massica) das particulas ficaram retidas nos peneiros
com aberturas entre 500 e 250 um, o que nos permite concluir que, globalmente, esta
biomassa é constituida por finas particulas.

Na caraterizacdo quimica, destaca-se o elevado poder calorifico desta biomassa, de 5082,82
cal/g, que possibilita a sua utilizagcdo como combustivel solido, por exemplo para caldeiras,
assim como o seu baixo teor de cinzas - 1,83% - que nos indica que a constituicdo desta
biomassa é fundamentalmente organica. O teor de humidade obtido foi de 49,28%, sendo
expectavel uma elevada percentagem pois este residuo resulta da extragdo, com agua quente
pressurizada, de materiais soluveis. O teor de azoto tomou o valor de 2,20 g/100 gcarc (base
seca) e o de proteinas de 13,74 g/100 gcare. Uma andlise quimica mais especifica desta
biomassa passou pela determinacdo do teor de celulose, cujo valor foi de 16,17% e do teor
de lenhina total (29,04%). O elevado teor de lenhina obtido inviabiliza a utiliza¢éo da borra de
café como produto animal, pois a sua digestao é dificultada.

O pré-tratamento foi realizado através da utilizacdo de concentracdes (v/v) de 1% a 5% de
acido (H2S04, HCI, HNO3, CH3COOH) e de 7% para o CH3;COOH, visto que este é um acido
mais fraco, a uma temperatura de 85 °C, com tempo de reacdo de 270 min e agitacao de 50
rpm, na qual se utilizou um volume de solucdo de 200 mL. Posteriormente, acertou-se o pH
do hidrolisado de cada um dos ensaios para préximo de 5 e adicionou-se enzima Viscozyme L
na proporcao de 100 uL enzima/g amostra, iniciando-se a hidrélise enzimética num banho a
50 °C, durante 120 minutos, mantendo a mesma velocidade de agitacdo do pré-tratamento.
Finalmente, quantificou-se os acgucares formados por trés métodos — DNS, refratométrico e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O &cido sulfurico e nitrico a 3% revelaram-se os melhores a utilizar para o pré-tratamento. Na
obtencao de acUcares redutores totais (DNS) obteve-se um rendimento de 43,1% e 43,2%,
respetivamente para o acido sulfarico e nitrico. Para o pré-tratamento com acido nitrico a 5%,
o rendimento foi de 41,4%. O acido cloridrico, embora tenha originado rendimentos mais
baixos (entre 34,5% e 39,5%) que os anteriores, foi 0 mais consistente quando se variou a

sua concentracgédo, pois as alteragdes no rendimento foram as menos significativas. Ja no caso
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do H;SO., confirma-se que existe uma maior sensibilidade da biomassa, no que respeita ao
rendimentos em acucares redutores totais, pois uma variacdo de concentracao deste &cido,
provocou uma maior oscilagdo do rendimento. De todos os acidos testados aquele que
produziu rendimentos mais baixos em acucares redutores foi 0 CH;COOH — rendimentos
entre 7,5 e 8,3% - por conseguinte, ndo € uma boa opg¢do no pré-tratamento acido, além de
gue, podera afetar o metabolismo dos microorganismos na etapa seguinte de obtencao de
bioetanol, a fermentacéo, reduzindo a atividade destes.

Na determinacdo dos agucares totais, realizada por refratometria, confirmou-se que o 4cido
sulfurico a 5% foi aquele que promoveu um rendimento em acucares totais mais alto - 78,9%
- seguido da concentracdo de 3%, com rendimento de 65,3%.

Os produtos dos ensaios em que se obtiveram rendimentos mais altos pelos métodos
anteriores foram sujeitos a analise pelo método de HPLC, este mais seletivo, em que se
determinou o rendimento em xilose, arabinose e glucose. Confirmou-se que a utilizagdo do
HNO; tanto a 3% como a 5% nao originou xilose concluindo-se que, ou a hidrdlise acida foi
incompleta, ou toda a xilose formada foi convertida a furfural, sendo mais provavel ter ocorrido
a primeira situagao.

O &cido sulfurico a 5% foi aquele que originou maiores rendimentos em xilose, arabinose e
glucose, que tomaram os valores de 6,1%, 9,3% e 11,0%, respetivamente. Nao foi avaliado o
ensaio realizado com o HNO3 a 5%, dado que este ensaio provavelmente foi comprometido,
devido a uma falha técnica do ar comprimido, que impossibilitou a realizacdo de mais
determinacgfes analiticas.

A concentracdo de acuUcares obtida no pré-tratamento acido da borra de café, revela a
potencialidade desta biomassa como matéria-prima para a obtencdo de biocombustiveis -

como por exemplo o bioetanol.

Este trabalho apresentou como maior limitagdo o tempo dispendido na realizagdo do pré-
tratamento e hidrélise enzimatica. Toda a operacdo demorava cerca de 7 a 8 h e s era
possivel a sua concretizagdo nos dias em que o laboratério se encontrava aberto no turno da
noite. O tempo das analises no HPLC também foi moroso pois o hidrolisado da borra de café
€ bastante heterogéneo e, por vezes, o equipamento ndo apresentava resultados adequados,
0 que implicou a repeticdo de varias determinagfes por forma a obter uma coeréncia e
reprodutibilidade dos mesmos.

ApoOs a realizagdo deste trabalho e mediante as limitagdes verificadas, sugere-se:

e Aumentar a temperatura de reacdo na etapa de pré-tratamento acido, o que implica a
diminuicdo do tempo de processamento;
e Realizar outro tipo de pré-tratamento mais direccionado para a alteracéo de estrutura

da lenhina e da hemicelulose, como por exemplo organosolv ou explos&o a vapor;
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e Testar outro tipo de enzimas e modificar as condi¢cdes operatorias da hidrolise
enzimatica, verificando a sua influéncia na concentracéo dos agucares obtidos;

e Realizar o pré-tratamento em simultdneo com a hidrélise enzimatica.
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ANEXOS

Anexo A - Procedimento Experimental

Neste capitulo € descrito todo o procedimento experimental realizado para a caraterizacdo da
matéria prima, a borra de café assim como os métodos utilizados para a quantificacdo dos

acucares.
A.l. Caraterizacao da borra de café
A borra de café foi caraterizada através da avaliacdo dos seguintes parametros:

e Andlise granulométrica;
e Teor de humidade;

e Teor de cinzas;

e Poder calorifico superior;
e Teor de carbono;

e Teor de azoto;

e Teor de proteinas;

e Teor de matéria gorda;

e Teor de celulose bruta;

e Teor de lenhina.
De seguida descrevem-se 0s procedimentos adotados para a caraterizacdo da biomassa.

A.1.1. Andlise granulométrica

Para a classificacdo granulométrica recorreu-se ao método da crivagem. Apds o término do
ensaio, a borra de café retida em cada um dos peneiros foi pesada e, conforme a sua

dimensao, distribuida por classes.

Material:

e Balanca (Pioneer Ohaus);
e Agitador (Retsch AS 200);

e Peneiros (Retsch).
Reagentes:
e Borra de café.

Procedimento:

e Escolher um conjunto de peneiros com diferentes aberturas de malhas e pesé-los;
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e Montar, sob o agitador, uma coluna de peneiros por ordem descrescente de abertura
de malha;

e Pesar uma consideravel quantidade de amostra e coloca-la no peneiro superior da
coluna;

e Colocar a tampa e enroscar os parafusos, por forma a que néo figuem com folga;

e Programar o tempo e a amplitude de vibracao e ligar o aparelho;

e Findo o tempo de vibracéo, desmontar a coluna de peneiros e pesar cada um deles.

A massa de café (%) , é distribuida por classes conforme a dimenséo da malha do peneiro,

utilizando equacao A.1:
(%) = Meafé retido 100
Mecafé total final (Equacéo A.1)
Em que,
Mecate retido — Massa de amostra de borra de café retida em cada peneiro (g)
Mecaté total final — Massa total de borra de café retida nos peneiros (g)

A.1.2. Determinacgéo do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado através do método direto em que mediante um processo
de aquecimento da borra de café na estufa a uma dada temperatura, a agua presente na
amostra é volatilizada e o teor de humidade é calculado através da diferenca de peso da
amostra antes e depois da secagem. O material necessario e o procedimento utilizado séo

descritos de seguida.
Material:

e Balanga analitica (Kern ALJ 220-4);
e Cadinho de porcelana;
e Estufaa 105 + 5 °C (WTB Binder);

e Exsicador.
Reagentes:
e Borra de café.

Procedimento:

e Pesar o cadinho de porcelana, previamente seco na estufa a 105 + 5 °C;

e ApOs tarar, pesar rigorosamente 10+ 0,001 g de amostra de café;
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e Colocar na estufa a 105 + 5 °C durante cerca de 2 horas;

e Arrefecer no exsicador até estabilizagdo da temperatura;

e Pesar a amostra;

e Repetir os ciclos de secagem na estufa e arrefecimento no exsicador até manutencao

do peso.

O teor de humidade (%) € determinado a partir da equacao A.2:

H (%) — Mamostra = Mamostra seca x 100
Mamostra (Equacéo A.2)

Em que,
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)
Mamostra seca — Massa de amostra de borra de café seca a 105 °C (g)

A.1.3. Determinacdao do teor de cinzas

O teor de cinzas que corresponde a percentagem de produto resultante da calcinacdo de uma
amostra, foi determinado conforme o exposto no Standard Methods (método 2540 E) cujo

procedimento se descreve de seguida.
Material:

e Cadinho de porcelana;
e Mufla (Nabertherm);
e Balanga analitica (Kern ALJ 220-4);

e [Exsicador.
Reagentes:
e Borra de café.

Procedimento:

e Pesar o cadinho de porcelana, ap0s a sua calcinacdo na mufla a 550 £ 5 °C e
arrefecimento no exsicador;

e ApOs tarar, pesar 5 £+ 0,0001 g de amostra seca de café;

e Calcinar na mufla durante 1 hora a 550 + 5 °C;

e Retirar o cadinho, cuidadosamente, para o exsicador e deixar arrefecer durante cerca
de 30 minutos;

e Pesar o cadinho que contém a amostra, rigorosamente;
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e Repetir os ciclos de calcinacdo, arrefecimento e pesagem até estabilizacdo do peso.

O teor de cinzas (%) é calculado através da equagéo A.3:

Cinzas (%) = — 928 _ 100
Mamostra seca (Equacéo A.3)

Onde,
Mcinzas — Massa de cinzas (g)
A.1.4. Determinacao do poder calorifico superior

O poder calorifico de um combustivel corresponde a quantidade de energia interna nele
contida. O PCS é dado pela soma da energia libertada na forma de calor e a energia gasta na
vaporizacado da agua que se forma numa reacdo de combustéo.

Para quantificar o poder calorifico superior seguiu-se o procedimento da norma ASTM D5865-

10 descrito de seguida.

Material:

e Calorimetro (Parr 6772);

e Termopar;

e Agitador;

e Fio de fusao;

e Vidro de reldgio;

e Balanca analitica (Kern ALJ 220-4).

Reagentes:

e Pastilha de acido benzéico (Parr);
o Agua desionizada;

e Borra de café.

Procedimento:

e Pesar 2000,0 g de 4gua desionizada para o balde calorimétrico, previamente tarado;

e Coloca-lo no Calorimetro Parr 6772;

e Medir e cortar 10 cm de fio de fusdo colocando-o no suporte, tendo em atencdo que
as pontas fiqguem devidamente presas;

e Pesar 0,5+ 0,0001 g de amostra seca de café e colocar na capsula, previamente

tarada;
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e Colocar o fio de fusdo sobre a amostra e, por cima deste, uma pastilha de acido
benzdbico com 0,5+ 0,001 g;
e Introduzir o suporte com a amostra no interior da bomba tendo em atenc¢&o para nao

tocar com fio na parede da capsula e que este permaneg¢a em contacto com a amostra,;

Figura A.1 - Bomba calorimétrica

¢ No interior da bomba introduzir cerca de 1,0 mL de agua desionizada que ira absorver
os gases formados durante a combustéo;

e Fechar a bomba, humedecendo a rosca e o ponto de contacto com a botija, mantendo
a valvula de saida dos gases aberta;

e Fechar a valvula dos gases e colocar o ponto de contacto na bomba;

e Encher lentamente a bomba com oxigénio até a pressdo de 30 atm utilizando para
esse efeito a valvula;

e Colocar a bomba dentro do balde calorimetro no local destinado para esse efeito;

e Apods colocacdo dos cabos e verificagdo da inexisténcia de saida de gases, colocar a
tampa do corpo do calorimetro, que contém o agitador e o termopar;

e Colocar a correia no topo do calorimetro e iniciar a rotacao;

e Iniciar o ensaio ap@s programar o equipamento.
O Poder Calorifico Superior € calculado através da equagéo A.4:
PCSfinal X Mfinal = PCSamostra * Mamostrat PCSacido * Macido
(Equagéo A.4)
Em que,
PCSiina— Poder calorifico superior final (cal/g)

Miinal — Massa final (g)
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PCSamostra — Poder calorifico superior da amostra de borra de café (cal/g)
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (Q)

PCSacido — Poder calorifico superior do &cido benzoico (cal/g)

Macido — Massa de acido benzdico (g)

A.1.5. Determinacdo do teor de carbono

O teor de carbono foi determinado segundo o procedimento do aparelho analisador de
Carbono Organico Total (Shimadzu, TOC-Vcsny Analyzer), com o modulo analise de sélidos
(Shimadzu, Solide Sample Module, SSM-5000A).

Material:

e Analisador de COT (Shimadzu, TOC-Vcsn Analyzer);
e Balanca analitica (Kern ALJ 220-4).

Reagentes/Solucdes:

e Acido fosforico puro.
Etapa 1. Determinacéo do teor de carbono total (CT)

Nesta etapa a amostra € cataliticamente oxidada a CO: sendo este, posteriormente,
transportado por uma corrente de ar até ao espectrémetro de infravermelho que determina a

sua concentragdo, sendo esta relacionada com o CT.

Procedimento:

e Ligar a botija de oxigénio estabelecendo uma pressao 300 kPa;

e Ligar o teor de carbono total e carbono inorganico, respetivamente;

e Pesar 0,05+ 0,0001g de amostra para uma barquinha;

e Colocar a barquinha no equipamento e seguir as instru¢fes do mesmo;

e ApOs o término da operacao, mover o manipulo para “cooling” por forma a arrefecer o
equipamento;

e Registar os valores da concentragdo que aparece no Visor.
Etapa 2. Determinacgdo do teor de carbono inorgéanico (CI)

Para a determinacdo do Cl adotar o0 mesmo procedimento que para o CT, todavia, apos
colocar a barquinha no equipamento, deve-se efetuar duas bombadas de acido fosférico puro
gue vai converter os carbonatos e bicarbonatos em CO,, que posteriormente é quantificado

por espetrometria de infravermelho.
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O carbono orgénico total (COT) é o obtido através da diferenca entre o CT e o Cl, conforme

equacéo A.5.

COT=CT-CI
(Equacéo A.5)
Nota : Caso o CT se encontre fora da curva de calibracdo é necessario uma diluicdo da
amostra.

A.1.6. Determinacdo do teor de azoto

Para a determinacdo do teor de azoto seguiu-se o método Kjeldahl que se divide em trés
etapas fundamentais: a digestao , a destilacao e titulagcéo.

Inicialmente, a matéria organica da amostra é decomposta através da digestao, a altas
temperaturas, com acido sulfarico concentrado, na presenca de um catalisador que acelera a
sua oxidagdo. O carbono presente na matéria organica é oxidado, libertando-se diéxido de
carbono, enquanto que as formas azotadas reagem com o H,SO. originando sulfato de
amonio . Durante esta etapa, a solu¢ao passa de coloragéo escura para um verde claro.
Posteriormente a digestdo, através da alcalinizagdo do meio com hidroxido de sodio a 40%,
o sulfato de amonio é destilado, libertando-se amoniaco que é recolhido numa solugédo de
acido borico, que contém o indicador .O processo cessa quando a solucao de acido bdrico
passa de coloracao résea para azulada devido a formacédo de borato de amonio.

Finalmente o borato de amoénio é titulado com acido cloridrico com titulo conhecido, até
viragem do indicador. Desta forma determina-se a quantidade de amoniaco existente na

amostra e consequentemente o azoto total.
Material:

¢ Digestor (Raypa);

e Tubos Kjeldahl;

o Destilador (Kjeltec System 1002);

e Balanga analitica (Kern ALJ 220-4);
e Provetas 15 mL ,25, 50, e 100 mL;
e Matrazes de 250 mL.

Reagentes/Solucdes:

e Octanol (Carlo Erba reagents);
e Pastilhas de catalisador;
e H>SO, concentrado (Analar Normapur);

e Acido bérico a 4%:
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e HClaO0,01N;

e NaOH a 40%;

¢ Indicador misto;

e Agua desionizada;

e Borra de café.

Procedimento:

Etapa 1. Digestao

e Pesar rigorosamente 0,05 + 0,0001 g de amostra seca para um tubo Kjeldahl;

e Juntar lentamente 12,0 mL de H.SO4 concentrado;

e Adicionar 6 a 8 gotas de octanol;

e Juntar duas pastilhas de catalisador;

e Proceder a réplicas de cada amostra e 2 ensaios em branco substituindo a amostra
por agua desionizada;

e Colocar algumas esferas de vidro e homogeneizar a mistura;

e Posicionar os tubos no digestor, adaptar o sistema de succdo de gases e ligar o
equipamento;

e Programar o controlador por forma a efetuar um patamar de meia hora a 180 °C;

e Caso nao haja formacgéo excessiva de espuma, aumentar gradualmente a temperatura
até 380 °C durante 2 horas .Caso contrario, é necessario arrefecer e recomecar o
ensaio com uma menor quantidade de amostra e adicdo de mais algumas gotas de
octanol;

e ApOs término do ensaio, desligar o digestor e verificar se a solugéo final se encontra
limpida-tom azul/verde ou incolor. Em caso afirmativo, os tubos passam para a fase
seguinte. Caso se verifique residuos ou se a solugdo se apresentar muito escura é
necessario adicionar mais acido -dependendo da quantidade de residuo existente- e
reaquecer até obtencéo do resultado desejado;

e Retirar os tubos do digestor e ap6s arrefecimento adicionar 75,0 mL de agua

desionizada.
Etapa 2. Destilacao e titulagéo

e Colocar no destilador um tubo Kjeldahl com agua desmineralizada e um matraz com
agua e iniciar uma lavagem de 4 minutos;

e Apoés lavagem, colocar um matraz com 25,00 mL de &cido bérico a 4% no destilador
e, no tubo Kjeldahl, adicionar duas bombadas de hidroxido de sodio a 40%,

correspondente a cerca de 50 mL;
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e Abrir a valvula de vapor e de agua e destilar durante 4 minutos;

e Posteriormente titular o amoniaco (NHs) recolhido no matraz com HCL a 0,01 N
utilizando o indicador misto. A titulacdo cessa quando se verificar a passagem de cor
verde para rosa;

e Repetir o procedimento para a restantes réplicas, efetuando sempre uma nova
lavagem entre as destilagdes.

O teor de azoto (%) € calculado através da equacédo A.6:

(V4- Vg) x N x 14,007 x 100
Mamostra * 1000

Njeldahl =
(Equacéo A.6)

Em que:

Va — Volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vg — Volume de HCI gasto na titulagdo do branco (mL)
N — Normalidade de HCI (N)

Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)

A.1.7. Determinacdo do teor de proteinas

Para estimar o teor de proteinas multiplica-se o valor do azoto total, determinado no
procedimento anterior, por um fator de 6,25 dado que a maioria das proteinas contém nas
suas moléculas cerca de 16% de nitrogénio. O seu valor € dado pelo resultado da equagéo
A7.

Teor de proteinas = 6,25 x Teor de azoto
(Equagédo A.7)

A.1.8. Determinacédo do teor de matéria gorda

O teor de matéria gorda foi determinado através do procedimento especificado na norma
portuguesa NP-1005: 1974, utilizando para esse efeito o método de extragdo Soxhlet que
envolveu duas etapas- a extragdo de Oleo da borra de café e a sua recuperagcdo, que se

descreve seguidamente.
Material:

e Balanca analitica (Kern ALJ 220-4);
e Cartucho de celulose;

e Algodéao;
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e Proveta de 250 mL;

e Baldo de aquecimento de 250 mL;

e Baldo de aquecimento de 500 mL;

¢ Manta de aquecimento (Labmaster Isopad);
e PipetalmL;

o Refratometro de Abbe (Atago);

e Extrator Soxhlet;

e Suporte universal;

e Condensador de refluxo;

e Rotavapor (Buchi);

e Banho termostatizado (Buchi).

Reagentes/Solucdes:

e Solucao de hexano (Labchem);

e Borra de café.

Procedimento:

Etapa 1. Extracdo do 6leo

o Pesar cerca de 9-10 g de amostra, previamente seca na estufa a 105 = 5 °C;

e Colocar no cartucho de celulose, previamente seco, cobrindo-a com algodéo por forma
a evitar o arrastamento da mesma;

e Colocar o cartucho no interior do extrator Soxhlet;

e Pesar um baldo de aguecimento de 250 mL, previamente seco;

e Medir 200 mL de hexano e colocar no baldo de aguecimento;

e Colocar o baldo na manta de aguecimento, unir o baldo ao Soxhlet e este ao
condensador, tendo em atencéo a lubrificagdo das partes com vaselina ou silicone;

e Ligar a entrada e saida de agua do condensador;

e Ligar a manta de aguecimento. Antes de descarga do solvente, retirar 1 mL de liquido
que envolve o cartucho;

e Ler o indice de refracdo no refratdbmetro Abbe;

e Anotar o nUmero de contactos e temperatura do banho termostatizado;

e A extracdo cessa quando o indice de refragéo, entre contactos, estabiliza.
Etapa 2. Recuperacédo do 6leo (destilagdo sobre vacuo)

e Unir o baldo, com a mistura de hexano e 6leo, ao evaporador e mergulhar no banho

de aguecimento;
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e Acoplar o baldo recetor ao condensador;

e Ligar o sistema de refrigeracdo do condensador e o sistema de vacuo;
e Definir a temperatura de banho de aquecimento (65 °C);

e Realizar o ensaio até total vaporizagdo do solvente;

e Pesar o baldo de aguecimento que contém o 6Oleo.

Figura A.2 - Rotavapor

O teor de matéria gorda (%) é calculado através da Equacgéo A.8

G (%) = _Moleo 100
Mamostra (Equacéo A.8)

Em que,
Meieo — Massa de 6leo (g)
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)

A1.9. Determinacéo do teor de celulose bruta

A quantificagao do teor de celulose bruta foi determinada de acordo com a norma portuguesa
NP-1005: 1974. Nesta determinacao sujeita-se a amostra a um tratamento com acido sulfarico
e hidréxido de sodio conforme se descreve de seguida.

Material:

e Balanca analitica (Kern ALJ 220-4);
e Vidro de relégio;

e Baldo de aquecimento de 500 mL;
e Esferas de vidro;

e Provetas;
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e Manta de aquecimento (Labmaster Isopad);
e Placa de aquecimento (Raypa);

e Condensador de refluxo;

e Bomba de vacuo (Neuberger);

e Membrana de fibra de vidro;

e Estufaa 103 = 2 °C(WTB Binder);

e Mufla a 600 £ 25 °C (Nabertherm);

e Cadinho de porcelana;

e Exsicador.

Reagentes/Solucdes:

e Solugédo de H,SO,a 0,1 N;

e Agua desionizada:

e Solugdo de NaOH a 0,1 N;

e Alcool etilico a 96% (Analar Normapur);

e Borra de café.

Procedimento:

e ApOs extrair a matéria gorda pesar 2 + 0,0001 g de amostra e colocar-la num balédo de
aguecimento;

e Juntar 200 mL de H.SO4 a 0,1 N aquecido a ebulicéo e adicionar esferas de vidro por
forma a evitar ebulicdo excessiva;

e Colocar o baldo numa manta de aquecimento e ligar ao condensador de refluxo, tendo

em atencdo a lubrificacdo das partes com vaselina ou silicone;

f—r

Figura A.3 - Condensador de refluxo
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e Ligar o sistema de entrada e saida de 4gua (refrigeracéo);

e Ligar a manta de aquecimento por forma a proporcionar a ebulicdo da mistura ao fim
de um minuto e manter em ebulicdo durante 30 minutos;

e Proceder a filtracdo da mistura em vacuo utilizando uma membrana de fibra de vidro;

e Lavarresiduo de filtracdo com 50 mL de agua desionizada, em ebulicao, até pH neutro;

e Oresiduo que possa ter sido transferido para o dispositivo de filtracdo devera retomar
ao baldo com auxilio de 200 mL de NaOH a 0,1 N, em ebuli¢ao;

e Ligar novamente o baldo ao condensador e levar a ebulicdo durante 30 minutos;

e Filtrar novamente a mistura em vacuo, lavando o residuo de filtragdo com agua
desionizada em ebuli¢cdo, até pH neutro;

e ApOs neutralizagédo, lavar o residuo com 50 mL de alcool etilico a 96%;

e Transferir o residuo para um cadinho de porcelana, previamente calcinado na mufla e
pesado;

e Levar o residuo a estufa a 103 + 2 °C, até estabilizagdo de peso;

e Calcinar o residuo na mufla a 600 + 25 °C, arrefecer no exsicador e pesar.

Figura A.4 - Aspeto da amostra ap6s calcinagdo
O teor de celulose bruta (%) é calculado através da Equacéo A.9

(my-my)x[100-(H+G)]

Teor de celulose bruta (%) = 5
(Equagéo A.9)

Em que,

m, — Massa de borra café seca (g)

m, — Massa de borra café calcinada (g)
H — Teor de Humidade (%)

G — Teor de Matéria Gorda (%)
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A.1.10. Teor de lenhina

A determinacao da lenhina total envolveu duas etapas, a determinacao da lenhina insolavel,
também designada de Klason, e da lenhina solavel. A soma de ambas indica-nos a
quantidade de lenhina total existente na nossa amostra, a borra de café. A determinag&o deste

parametro foi realizada de acordo com a norma TAPPI T222om-06 seguidamente descrito.
Etapa 1. Determinacao da Lenhina Klason
Material:

e Vidro de relégio;

e Balanca analitica (Kern ALJ 220-4);
e Gobelés;

e Pipeta volumétrica de 15 mL;

e Banho termostatizado com agitacéo (Selecta Unitronic OR-C);
e Provetas;

e Placa de aquecimento (Raypa);

e Bomba de vacuo (Neuberger);

e Filtros de membrana de vidro;

o Estufaa 105 =5 °C(WTB Binder);

e Cadinho de porcelana;

e Exsicador.

Reagentes/Solucdes:

e Solucéo de H>SO4 a 72%j;
o Agua desionizada;

e Borra de café.

Procedimento:

e Pesar 1+ 0,0001 g de amostra seca para o vidro de reldgio;

e Colocar num gobelé e adicionar lentamente 15,00 mL de H,SO4 a 72%, com agitacao
constante;

e Manter o gobelé num banho a 2 + 1°C durante e dispersdo do material;

e ApOs a dispersdo da amostra, tapar o gobelé com vidro de relégio e levar a um banho
termostatizado a 20 = 1 °C com agitacdo constante, durante 2 horas;

e Findo este periodo, adicionar 575 mL de 4gua desionizada e levar a ebulicdo durante
4 horas. Ter em atencdo em manter o volume da solug&o igual ao inicial, adicionando

adgua desionizada em ebulicao;
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e ApOs esse tempo, aguardar a deposi¢éo de todas as particulas;

e Filtrar a solucdo num sistema de filtracdo a vacuo, utilizando membrana de fibra de
vidro previamente seca e pesada,;

o Efetuar a lavagem do residuo com a agua desionizada em ebulicao;

e Colocar o residuo hum cadinho de porcelana, previamente seco na estufa, e levar a
estufa a 105 + 5 °C (WTB Binder);

Figura A.5 - Residuo obtido apds filtracao

e ApOs arrefecimento num exsicador pesar e repetir o ciclo de secagem e arrefecimento

até obtencéo de peso constante.

O teor de lenhina Klason (%) é calculado através da Equacéo A.10
Lenhina Klason (%) = Tienhina x 100 ~
Mamostra (Equacéo A.10)
Onde,
Miennina — Massa de lenhina (g)
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)
Etapa 2. Lenhina Soluvel

A partir do filtrado resultante do procedimento anterior procede-se a leitura da absorvancia no

comprimento de onda (1) a 205 nm que correspondera a lenhina soltvel.
Material:

e Espetrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu, UV-160 A), A = 205 nm;
e Cuvetes de quartzo;

e Pipeta de Pasteur.
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Reagentes/Solucdes:

e Filtrado do procedimento anterior.

Procedimento:

e Medir o volume do filtrado obtido na determinag&o anterior;
e Colocar na cuvete de quartzo e ler a sua absorvéancia a 205 nm;
e Caso se verifigue uma absorvancia superior a 1, diluir o filtrado e ler novamente.

Repetir este passo até obtencéo de absorvancia a 205 nm inferior a 1.

O teor de lenhina soluvel (%) é determinado de acordo com a Equacédo A.11

Asosnm * Viitrado X f
Lenhina Soltvel (%) = —nm ~ “fitrado =~ 100

€ X Mamostra seca (Equagédo A.11)

Em que,

Azosnm — Absorvéancia lida no espetrofotémetro UV-VIS para um comprimento de onda de 205

nm;
Viitrado — VOlume de filtrado (mL);
f — Fator de diluicéo;
¢ - Fator de conversdo igual a 110 dm®/g.cm;
Tal como referido anteriormente o Teor de lenhina total (%) é dado pela Equagéo A.12:
Lenhina Total (%) = Lenhina Klason (%)+Lenhina Soluvel (%)
(Equagéo A.12)
A.2. Quantificacdo dos agucares

A.2.1. Método do DNS

Os agucares redutores, tal como referenciado anteriormente, foram determinados recorrendo

ao método DNS, que se descreve de seguida.
Material:

e Espetrofotémetro UV-Vis (Shimadzu, UV-160 A), A = 540 nm;
e Vortex (2 Genie, Scientific Industries);
e Cuvetes PMMA;

e Placa de aquecimento (Selecta);
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e Tubo de ensaio de rosca;
e Micropipeta;
e Gobelés;

e Pipeta graduada de 10 mL.

Reagentes/Solucdes:

e Solucéo de &cido 3,5-dinitrosalicilico e sal de Rochelle (DNS);
e Agua desionizada;

e Solucéo de borra de café apos pré-tratamento e hidrélise enzimética.

Procedimento:

o Descongelar as amostras e homogeneizar no vortex;

e Caso necessario, diluir as mesmas com agua desionizada;

e Colocar numtubo de ensaio alto de rosca 1 mL de amostra e adicionar 1 mL de solucdo
de DNS;

e Agitar no vortex durante cerca de 10 segundos;

e Colocar a mistura num banho de agua em ebulicdo durante 5 minutos;

e Adicionar 10 mL de 4gua desionizada, ap6s arrefecimento rapido dos tubos;

Figura A.6 - Evolucdo da cor ao longo da ebulicdo devido & reducdo do DNS

e Agitar novamente no vortex;
e Ler a absorvancia a 540 nm e através da curva de calibracdo, previamente tracada,
determinar a concentracao dos acucares redutores totais.

A.2.2. Método de refratometria

A concentracdo de acucares totais foi determinada por refratometria, cujo procedimento é
seguidamente descrito.
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Material:

o Refratdmetro Abbe (Atago);
e Pipeta de Pasteur;

e Algodéao;

Reagentes/Solucdes:

e Solucdo de borra de café apGs pré-tratamento e hidrélise enzimatica;

« Alcool etilico (comercial).

Procedimento:

e Descongelar as amostras e homogeneizar no vortex;

e Ligar o banho termostatizado do equipamento. Anotar a temperatura entre as leituras
realizadas;

e Ligar o refratdbmetro e verificar se a iluminagéo esta a funcionar;

e Limpar cuidadosamente com algodao hidréfilo, embebido em alcool etilico, a superficie
dos dois prismas e esperar que evapore;

e Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur colocar uma gota de amostra sobre a
superficie do prisma primario, por forma a formar uma fina pelicula. A quantidade
colocada devera ser suficiente para que seja possivel distinguir através da ocular, dois
hemisférios no campo de luz- um claro e um escuro;

e Manobrar os comandos por forma a ajustar a linha que separa os hemisférios, com a
cruz do préprio ecra e a nitidez da imagem reproduzida;

e Ler o indice de refracdo em °Brix. Corrigir as leituras referente & acidez e para a
temperatura de 20 °C e determinar a concentracéo dos aclcares presentes na amostra

com o auxilio de uma curva de calibragédo previamente tracada.

A.2.3. Método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A concentracao de xilose, arabinose e glucose foi determinada por HPLC, cujo procedimento

é descrito de seguida.
Material:

e HPLC e respetivo registador;
e Seringa;

e Filtros de nylon.

Reagentes/Solucdes:

e Solucao de borra de café apGs pré-tratamento e hidrélise enzimatica;
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e Agua ultrapura;

e Acetonitrilo.

Procedimento:

e Descongelar as amostras e homogeneizar no vortex;

e Caso necessério, diluir as mesmas com agua desionizada;

e Ligar o equipamento e seguir as intrucbes de utilizacdo programando-o para as
condicBes operatérias desejadas;

e Com uma seringa extrair um determinado volume da amostra e passar a amostra
atraves de filtro de nylon;

e Apods filtragem, injetar a amostra manualmente no equipamento e aguardar o registo
do cromatograma,

e A partir do cromatograma obtido e através do tempo de retencdo, identificar os
compostos e calcular a sua concentragdo, com o auxilio da equacdo das curvas de

calibragdo, previamente tracada.
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Anexo B - Resultados Experimentais

No presente subcapitulo encontram-se expostos o0s valores experimentais obtidos na
caraterizacdo da borra do café, assim como a quantificagéo, através de trés métodos distintos,
dos acucares formados, apds aplicagdo do pré-tratamento acido e hidrélise enzimatica assim

como para a borra sem qualquer tratamento acido.

B.1. Caraterizagcao da borra de café

Para a caracterizacdo da matéria prima foram analisados determinados parametros, cujo
procedimento foi explanado no subcapitulo anterior.
Na Tabela B.1 encontram-se os valores obtidos para a determinacdo da percentagem de

massa retida em cada peneiro.

Tabela B.1 - Determinacéo da analise granulométrica

Granulometria Mecafé retido Mecafé retido
(um) (9) (%)
> 1000 15 3,12
1000 - 710 10,66 2,22
710 - 500 108,48 22,54
500 - 250 311,63 64,75
250 - 160 35,06 7,29
> 75 0,42 0,09
Mcafé total final (g) 481,25
Mecaté total inicial (J) 482.46
M catéperdida (Q) 1,21

Na Tabela B.2 apresentam-se os resultados experimentais obtidos respeitantes ao teor de

humidade da borra de café.

Tabela B.2 - Determinacéo do teor de humidade

i Mcafeé Mcadinho Mcafé seco + cadinho Mcafé seco H
Ensaio
(@) (9) (9) (9) (%)
1 10,0050 53,1630 58,2098 5,0468 49,56
2 10,0016 87,8416 92,9296 5,0880 49,13
3 10,0015 91,2217 96,3068 5,0851 49,16
Média 49,28
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Os resultados obtidos para o teor de cinzas encontram-se na Tabela B.3.

Tabela B.3 - Determinacéo do teor de cinzas

. Mcafeé Mcadinho Mecinzas + cadinho Mecinzas Cinzas
Ensaio
9) (9) (9) (9) (%)
1 5,0021 94,7203 94,8109 0,0906 1,81
2 5,0028 94,6502 94,7426 0,0924 1,85
3 5,0030 94,9938 95,0852 0,0914 1,83
Média 1,83

Na Tabela B.4 apresentam-se os resultados obtidos na determina¢éo do Poder Calorifico

Superior.

Tabela B.4 - Determinagédo do poder calorifico superior

i Mamostra Macidobenzoico Myinal PCSfinaI PCSamostra
Ensaio
(9) (9) (9) (callg) (callg)
1 0,5014 0,4182 0,9196 5681,48 5156,24
2 0,5019 0,4754 0,9773 5693,25 5107,91
3 0,5010 0,3142 0,8152 5495,74 4984,31
Média 5082,82

Na Tabela B.5 e B.6 apresentam-se os resultados experimentais obtidos para o carbono total
e carbono inorganico sendo que, através da diferenca entre eles, obtém-se o carbono
organico total, representado na Tabela B.7. Aquando a realizacdo deste ensaio, ndo foi
necessario tracar curvas de calibragdo dado que o equipamento ja as possuia na sua base

de dados.

Tabela B.5 - Determinacéo do teor de carbono total

X Mcafé Mcafée Mcarbono CT
Ensaio
(9) (mg) (mg) (%)
1 0,0241 24,1 10,27 42,60
2 0,0339 33,9 14,45 42,62
3 0,0224 22,4 9,54 42,58
4 0,0750 75,0 31,95 42,60
Média 42,60
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Tabela B.6 - Determinacéo do teor de carbono inorganico

. Mcafé Mecafe Mcarbono Cl
Ensaio

9) (mg) (mg) (%)

1 0,0232 23,20 0,00 0,00

2 0,0326 32,60 0,00 0,00

3 0,0211 21,10 0,00 0,00

4 0,0263 26,30 0,00 0,00
Média 0,00

Tabela B.7 - Determinacéo do carbono organico total

_ CT Cl COoT
Ensaio

(%) (%) (%)

1 42,60 0,00 42,60

2 42,62 0,00 42,62

3 42 58 0,00 42,58

4 42,60 0,00 42,60

Média 42,60

Os dados obtidos para a determinagdo de teor de azoto e de proteinas encontram-se

explanados nas Tabelas B.8 e B.9, respetivamente.

Tabela B.8 - Determinacéo do teor de azoto

i Myorra café Vgasto HCL CHCI NKjedahI N
Ensaio

(9) (mL) (N) (9n/100gamostra) (%)

Branco 1 0,1
1 0,0506 0,9 2,21 43,68
2 0,0505 0,8 1,94 38,37

0,0998

Branco 2 0,2
3 0,0996 1,9 2,39 23,96
4 0,0993 1.8 2,25 22,68
Média 2,20 32,17
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Tabela B.9 - Determinagéo do teor de proteinas

) Nkjedanl Fator Teor proteinas
Ensaio .
(9n/100gamostra) conversao (Qproteina/ 100gamostra)
1 2,21 13,81
2 1,94 12,13
6,25

3 2,39 14,94
4 2,25 14,06

Média 13,74

Na Tabela B.10 apresentam-se os resultados obtidos para a determinacédo do teor de matéria

gorda.

Tabela B.10 - Determinacao do teor de matéria gorda

X Mcafé seco Myalzo Mpalzo + 6leo Moéieo G
Ensaio
(9) 9) (9) (9) (%)
1 9,5816 125,7885 127,0306 1,2421 12,96
2 9,5726 101,7080 103,0349 1,3269 13,86
3 9,5844 105,4143 106,5622 1,1479 11,98
Média 12,93

Na Tabela B.11 encontram-se os dados experimentais obtidos para a determinacdo da

celulose bruta.

Tabela B.11 - Determinacgéo do teor de celulose bruta

mp.filtro+ mp.filtro+
Mp filtro + inho+café inho+café
- - Meats p filtro cadinho+café cadinho+café my m, H G Celulose
nsaio i ; . )
(g) cadinho apds secagem ap6s calcinagao (g) (g) (%) (%) (%)
@) @) @)
1 2,0191 85,5346 86,6564 84,7836 1,1218 0,751 1,02 15,95

2 2,0118 95,0906 96,1805 94,3966 1,0899 0,694 0,95 12,93 17,05

3 2,0002 94,7501 95,8563 94,0041 1,1062 0,746 0,92 15,51

Média 16,17
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Nas Tabelas B.12 e B.13 apresentam-se os resultados experimentais para a determinacéo de

lenhina Klason e para a lenhina solavel.

Tabela B.12 - Determinacéo de Lenhina de Klason

Mopapel filtro + M papel firo+  LeNhina
Ensaios Mcafeé Mpapel filtro + cadinho + café antes cadinho + café apos  Klason
(9) cadinho secagem secagem (%)
(9) (9) (9)
1 1,0026 55,3352 56,3378 55,5982 26,23
2 1,0201 52,4014 53,4215 52,6872 28,02
3 1,0286 40,7706 41,7992 41,0388 26,07
Média 26,77
Tabela B.13 - Determinacao da Lenhina Solavel
Lenhina
Ensaios Meaté Vilrado Diluicéo Abs AbSedia Soluvel
(9) (mL) (nm) (nm)
(%)
2,447
0 2,447 2,447 ---
2,447
0,725
1 1,0026 860 10x 0,727 0,725 56,53
0,723
0,146
50x 0,144 0,144 2,25
0,143
2,447
0 2,447 2,447 ---
2,447
2 1,0201 890 0,652
10x 0,651 0,652 51,71
0,652
50x 0,141 0,140 2,23
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0,139
0,141
0,2447
0 0,2477 0,2447 ==
0,2477
0,787
3 1,0286 875 10x 0,786 0,786 60,78
0,784
0,148

50x 0,152 0,150 2,33
0,151

B.2. Quantificacdo dos acucares

No pré-tratamento da biomassa utilizou-se varias concentragdes (% v/v) de diferentes acidos
assim como se empregou diretamente a borra de café, nas mesmas condigbes operatorias,
substituindo o volume de &cido por agua desionizada. Seguidamente realizou-se a hidrélise
enzimatica adicionando a cada ensaio, 100uL de enzima Viscozyme L./g de amostra de café
pesada. Foram efetuadas duas réplicas para cada ensaio.

Posteriormente, quantificou-se os acgucares formados por trés métodos: o DNS, refratometria

e HPLC, cujos dados experimentais encontram-se explanados de seguida.
B.2.1- Método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Antes de se proceder a quantificacdo do teor de acglcares redutores totais tragou-se uma
curva de calibracdo utilizando solugbes padrdo de glucose (Panreac), conforme ilustra a

Figura B.1.
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0,16
0,14

0,12

0,1
y =0,2297x - 0,007

0,08 R2=0,9947

Absorvancia

0,06
0,04
0,02

0
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70

Concentracgdo de glucose g/L
Figura B.1 - Curva de calibracdo da glucose aplicada no método DNS

Os resultados referentes a massa de glucose obtida e respetivo rendimento, decorrente do
pré-tratamento acido, apresentam-se nas Tabelas B.15, B.16, B.17, B.18 e na Tabela B.14
encontram-se os resultados referente a borra de café sem qualquer pré-tratamento.
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Tabela B.14 - Resultados experimentais obtidos no método DNS referentes a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando a borra de café sem pré-

tratamento acido, com fator de diluicao de 10

Abs. Cylucose i Rendimento
) Mamostra AbS- Cglucose Vfiltrado mglucose Rend|ment0
Borra Ensaio (g) Leitura 1 (g/L) média (m L) (g) ((V) médio
di 0
Leitura 2 meas (g/I—) (%)
sem pré-
0,083
ratEmETE 1 10,0125 0,083 3,896 164 0,639 6,4
0,082
0076 3,744 6,1
2 10,0093 0’075 0,075 3,592 164 0,589 5,9

Tabela B.15 - Resultados experimentais obtidos no método DNS referentes a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o H2SO4 no pré-tratamento,

com fator de diluicdo de 100

Abs. Cglucose ) Rendimento
HZSO4 i Mamostra AbS. Cglucose Vfiltrado mglucose Rend|ment0
(0/ V/v) Ensaio (g) Leitura 1 (g/L) média (m L) (g) (0/) médio
0 adi 0
Leitura 2 - (g/L) (%)
1 10,0017 88:2)2 0,030 16,108 152 2,448 24,5
1% 0’034 16,979 25,8
2 10,0226 ’ 0,034 17,849 152 2,713 27,1
0,034
1 10,0005 882?_’ 0,043 21,550 174 3,750 37,5
3% 0’057 24,488 43,1
2 10,0103 ’ 0,056 27,427 178 4,882 48,8
0,055
1 10,0157 8823 0,041 20,679 176 3,640 36,3
5% 0’037 20,135 35,2
2 10,0135 0’039 0,038 19,591 174 3,409 34,0




ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

Tabela B.16 - Resultados experimentais obtidos no método DNS referentes a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o HCI no pré-tratamento,

com fator de diluicdo de 50

Abs. Cyi ) Rendimento
HCI i Mamostra Abs. Cglucose greese Vfiltrado mglucose Rendimento
(0/ / ) Ensaio ( ) Leitura 1 ( /L) média ( L) ( ) (0/) médio
0 VIV &di m 0
° e ° (/L) ° (%)
1 10,0126 8822 0,086 20,135 180 3,624 36,2
1% ’ 19,645 34,5
2 10,0167 8821 0,081 19,155 172 3,295 32,9
1 10,0908 818% 0,102 23,618 170 4,015 39,8
3% ’ 23,618 39,5
2 10,1011 818? 0,102 23,618 168 3,968 39,3
1 10,0934 gggg 0,098 22,856 174 3,977 39,4
5% 0’091 22,094 37,9
2 10,0748 0’091 0,091 21,332 172 3,669 36,4
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Tabela B.17 - Resultados experimentais obtidos no método DNS referentes a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o HNOs no pré-tratamento,
com fator de diluicdo de 50

NO Abs. Cglucose ) Rendimento
H 3 i Mamostra Abs. Cglucose Vfiltrado Mglucose Rendimento
(0/ / ) Ensaio ( ) Leitura 1 ( /L) média ( L) ( ) (0/) médio
o VIV g &di g m g 0
Leitura 2 o (g/L) (%)
1 10,0089 8822 0,085 19,917 158 3,147 31,4
0 )
1% 0.090 20,135 32,0
2 10,0021 0.083 0,087 20,353 160 3,256 32,6
1 10,0105 0,108 0,109 25,141 178 4,475 447
3% 0,109 25,033 432
2 10,0196 8183 0,108 et 168 4,182 41,7
1 10,0055 0,099 0,101 ZEALD 168 3,941 39,4
5% 0,102 24,761 414
2 10,0035 gﬂg 0,113 26,121 166 4,336 43,3
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Tabela B.18 - Resultados experimentais obtidos no método DNS referentes a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o CH3sCOOH no pré-

tratamento, com fator de diluicdo de 10

Abs. Cglucose ) Rendimento
CHSCOOH X Mamostra Abs. Cglucose Vfiltrado mglucose Rendimento
(0/ V/v) Ensaio (g) Leitura 1 (g/L) média (m L) (g) (O/) médio
0 média 0
Leitura 2 (g/L) (%)
1 10,0019 8183 0,107 4,941 170 0,840 8,4
1% 0’104 4,887 8,3
2 10,0043 0,104 0,104 4,832 170 0,822 8,2
1 10,0011 818; 0,106 4,919 162 0,797 8,0
3% 0’104 4,865 8,2
2 10,0338 ’ 0,104 4,811 174 0,837 8,3
0,103
1 10,0015 8282 0,102 4,724 166 0,784 7,8
5% 0’114 4,996 8,3
2 10,0183 ' 0,114 5,268 167 0,880 8,8
0,114
1 10,0163 0,094 0,095 4,441 164 0,728 7,3
0,096
7% 0.104 4,636 7,5
2 10,0063 0’104 0,104 4,832 162 0,783 7,8
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B.2.1. Método refratométrico

A semelhanca do método supracitado, tragou-se uma curva de calibrac&o utilizando solu¢es
padréo de glucose (Panreac), com gama de concentracdes de 3,2 a 130 g/L por conseguinte,
a concentracao total dos acUcares foi quantificada como glucose. Dado que, por vezes, a
temperatura do banho do refratdmetro variava entre as leituras °Brix, procedeu-se a corre¢ao
das mesmas para a temperatura de 20 °C, com o0 auxilio dos dados da Tabela B.19 e as
interpolacBes calculadas, que constam naTabela B.20.

As leituras °Brix das solu¢des padrao, que deram origem a curva de calibracdo da Figura B.2

foram realizadas a uma temperatura de banho de 24,5 °C, sendo corrigidas para 20° C.

Tabela B.19 - Correcao de leituras °Brix em funcdo de temperaturas de banho superiores a 20 °C

Percentagem de Sacarose (7 Brix)

r—
o 5 10 15 m | 25 30 35 | 40 | 45 50 55 | 60 | 65 70
kLo Adicionar ao Brix lido
20 | ooe | 007 | 007 | 007 | 007 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008
22 003 | 003 | 004 | 004 | 005 | 005 [ 005 | 0,15 | 005 | 006 | 006 [ 0,16 | 0,16 | 0,16 | 016
23 Jode (o200 (o2 o2 022|023 023 | 023|023 024|024 | 024|024 024 | 024
24 | 026 | 027|028 | 029 | 030 | 030 | 031 | 0,31 | 031 | 030 | 031 | 032 | 032 | 0,32 | 032
25 033 | 035 | 036 [ 037 | 038 [ 038 | 039 | 040 | 040 | 040 | 040 | 040 | 040 | 040 | 040

14,0

X

& 12,0

%)
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§ 10,0

0 =0,0938x + 1,1033

3 80 AR

© R?=0,9987
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(O]

o

[
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Concentracdo de glucose g/L

Figura B.2 - Curva de calibracao da glucose aplicada no método refratométrico com leituras de °Brix

corrigidas para 20 °C
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Tabela B.20 - Interpolacgéo linear realizada para correcdo de leituras °Brix em funcdo de temperaturas

de banho superiores a 20 °C

Temperatura °Brix

()] 0 5 10 15

22,0 0,130 0,130 0,140 0,140
22,1 0,135 0,136 0,146 0,147
22,2 0,141 0,143 0,153 0,155
22,3 0,146 0,149 0,159 0,162
22,4 0,152 0,155 0,165 0,169
22,3 0,157 0,162 0,172 0,176
22,5 0,163 0,168 0,178 0,184
22,6 0,168 0,175 0,185 0,191
22,7 0,174 0,181 0,191 0,198
22,8 0,179 0,187 0,197 0,205
22,9 0,185 0,194 0,204 0,213
23,0 0,190 0,200 0,210 0,220
24,0 0,260 0,270 0,280 0,290
24,1 0,267 0,278 0,288 0,298
24,2 0,274 0,286 0,296 0,306
24,3 0,281 0,294 0,304 0,314
24,4 0,288 0,302 0,312 0,322
24,5 0,295 0,310 0,320 0,330
24,6 0,302 0,318 0,328 0,338
24,7 0,309 0,326 0,336 0,346
24.8 0,316 0,334 0,344 0,354
24,9 0,323 0,342 0,352 0,362
25,0 0,330 0,350 0,360 0,370

Além da correcdo das leituras °Brix para os 20 °C, procedeu-se também a correcdo da acidez
do meio, no caso de pré-tratamento com acido. Para tal, subtraiu-se os dados da Tabela B.21,
correspondentes as leituras °Brix dos acidos, as leituras °Brix resultantes do pré-tratamento

seguido de hidrélise enzimatica.
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Tabela B.21 - Valores do °Brix lido para as concentracdes de acidos, a temperatura de banho de 22,1°C

2016

Acido H,SO, HCI HNO3 CH3COOH
(% vIv) 1% 3% 5% 1% 3% 5% 1% 3% 5% 1% 3% 5% 7%
°BriX Jido a
e 2,0 5,0 7,5 2.1 5,2 8,0 2,0 4,1 6,4 1,5 2.4 3,2 4.4

Nas Tabelas B.23, B.24, B.25 e Tabela B.26 encontram-se os valores referentes as massas de glucose e respetivos rendimentos obtidos apds

a hidrdlise enzimatica para os diversos pré-tratamentos com 4cidos, assim como para a borra de café sem qualquer pré-tratamento, constando

este Ultimo na Tabela B.22.

Tabela B.22 - Resultados obtidos no método refratométrico para a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando a borra de café sem pré-tratamento

acido
. °BriX lido Cylucose . Rendimento
. Mamostra °BriX Jido a Cglucose Vsiltrado Mglucose Rendimento
Borra Ensaio @) F corrigido para (/L) média (mL) @) (%) médio
22,2°C 0
20,0°C (g/L) (%)
sem pré-

EETMENG 1 10,0125 15 1,6 5,739 164 0,941 9,4
0,142 6,805 111

2 10,0093 1,7 1,8 7,872 164 1,291 12,9
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Tabela B.23 - Resultados obtidos no método refratométrico para a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o H2SO4 no pré-tratamento

2016

OB”X lido a OB”X lido Cglucose ) Rendlmento
HZSO4 X Mamostra glucose Vfiltrado mglucose Rendimento
Ensaio 22,1°C acidez F corrigido para média médio
(% viv) (9) (9/L) (mL) (9) (%)
corrigida 20,0°C (9/L) (%)
1 10,0017 3,8 3,9 30,197 152 4,590 45,9
1% 30,730 46,7
2 10,0226 3,9 4,0 31,263 152 4,752 47,4
1 10,0005 4.4 4.5 36,595 174 6,367 63,7
3% 0,136 37,128 65,3
2 10,0103 4,5 4,6 37,661 178 6,704 67,0
1 10,0157 5,2 5,3 45,129 176 7,943 79,3
5% 45,129 78,9
2 10,0135 5,2 5,3 45,129 174 7,852 78,4
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Tabela B.24 - Resultados obtidos no método refratométrico para a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o HCI no pré-tratamento

OB”X lido a OB”X lido Cglucose ) Rendlmento
HCI X Mamostra Cglucose Vfiltrado mglucose Rendimento
Ensaio 22,1°C acidez F corrigido para média médio
(% viv) ) (g/L) (mL) () (%) )

corrigida 20,0°C (g/L) (%)
1 10,0126 3,0 3,1 21,666 180 3,900 39,0

1% 21,666 38,1
2 10,0167 3,0 3,1 21,666 172 3,727 37,2
1 10,0908 3,1 3,2 22,733 170 3,865 38,3

3% 0,136 22,733 38,1
2 10,1011 3,1 3,2 22,733 168 3,819 37,8
1 10,0934 2,8 2,9 19,534 174 3,399 33,7

5% 19,534 33,5
2 10,0748 2,8 2,9 19,534 172 3,360 33,3
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Tabela B.25 - Resultados obtidos no método refratométrico para a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o HNOs no pré-tratamento

ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL

2016

°BriX |ido a °BriX iido Cglucose _ Rendimento
HNOs . Mamostra glucose Visiltrado Mglucose Rendimento
((V V/V) Ensaio (g) 22,1°C acidez F corrigido para (g/L) média (m L) (g) (0/) médio
0 0
corrigida 20,0°C (g/L) (%)
1 10,0089 3,0 3,1 21,666 158 3,423 34,2
1% 21,133 33,6
2 10,0021 2,9 3,0 20,600 160 3,296 33,0
1 10,0105 3.4 35 25,932 178 4,616 46,1
3% 0,136 26,998 46,6
2 10,0196 3,6 3,7 28,064 168 4,715 47,1
1 10,0055 3,0 3,1 21,666 168 3,640 36,4
5% 24,865 41,5
2 10,0035 3,6 3,7 28,064 166 4,659 46,6
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Tabela B.26 - Resultados obtidos no método refratométrico para a massa de glucose e respetivo rendimento utilizando o CH3COOH no pré-tratamento

°BFriX lido a °BriX ligo Cglucose . Rendimento
CHSCOOH X Mamostra Cglucose Vfiltrado Mglucose Rendimento
Ensaio 22,1°C acidez F corrigido para média médio
(% viv) (9) (/L) (mL) (9) (%)
corrigida 20,0 °C (9/L) (%)
1 10,0019 15 1,6 5,672 170 0,964 9,6
1% 5,672 9,6
2 10,0043 15 1,6 5,672 170 0,964 9,6
0,135
1 10,0011 2,2 2,3 13,136 162 2,128 21,3
3% 13,136 22,0
2 10,0338 2,2 2,3 13,136 174 2,286 22,8
1 10,0015 3,4 3,5 25,932 166 4,305 43,0
5% 25,932 43,1
2 10,0183 3,4 3,5 25,932 167 4,331 43,2
0,136
1 10,0163 3,6 3,7 28,064 164 4,603 46,0
7% 28,064 45,7
2 10,0063 3,6 3,7 28,064 162 4,546 45,4
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B.2.2. Método cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Antes de se proceder a quantificacdo do teor de agucares tragcou-se curvas de calibracdo
utilizando solugbes padréo de glucose (Panreac), xilose (Sigma-Aldrich), araninose (Merck) e
conforme ilustra na Figura B.3, B.4, B.5.
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Figura B.3 - Curva de calibracdo da glucose aplicada no método HPLC
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Figura B.4 - Curva de calibracao da xilose aplicada no método HPLC
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Figura B.5 - Curva de calibracdo da arabinose aplicada no método HPLC

As solucdes padrdo permite-nos ndo sO tracar as curvas de calibragdo — através da
concentracdo conhecida e da area do pico fornecida pelo cromatograma, mas também
determinar o tempo de reteng&o do padréo (pico), que ird permitir a identificagdo do composto
no cromatograma da nossa amostra, pois o tempo de retencdo € carateristico para cada
acucar.

Neste método analisaram-se as amostras que originaram os melhores resultados nos
métodos anteriores, nomeadamente para o H.SO. e HNO3 a 3 e 5% assim como para a borra
de café sem qualquer pré-tratamento.

Ao longo da realizag@o dos ensaios neste método, comecei a identificar que alguns dos picos
deixaram de aparecer no tempo que seria esperado. Como exemplo, o tempo de retencdo do
padrédo de glucose- uma das primeiras amostras a serem injetadas - foi de cerca 32 minutos,
mas apos alguns dias a injetar amostras do hidrolisado, constatei que deixou de aparecer este
pico e apareciam picos a cerca de 30 e poucos minutos e 34. Este facto foi coincidente com
0 aumento da pressao da coluna de 28 para 31 (chegando mesmo aos 32) bar. Para identificar
na amostra injetada, qual era pico correspondente a glicose, dada que néo parecia nenhum
pico aos 32 min, contaminei a amostra com padrdo puro de glicose e desta forma constatei
que o pico da glucose passou a aparecer aos 30 minutos e pouco. Esta situag&o ocorreu para

alguns ensaios e, por conseguinte, houve necessidade de repetir os mesmos.

Na Tabela B.27 encontram-se refletidos os resultados obtidos para a concentra¢cdo meédia de
xilose, arabinose e glucose para os acidos supracitados e para a borra. O rendimento médio

de cada ensaio consta na Tabela B.28.

ANEXOS Les



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

Tabela B.27 — Resultados obtidos para a concentracdo de aclUcares, no método HPLC, apds pré-tratamento com H2S04 (3 e 5%), HNOs (3 e 5%) e para a

borra sem pré-tratamento

Areapico (Min.g/L) Concentracéo (g/L) Concentra¢a&omedia (g/L)
Ensaio Diluicdo Réplica
Xilose Arabinose  Glucose Xilose Arabinose Glucose Xilose Arabinose Glucose
Borra s/ 1 0,0000 336069 916277 0,0000 2,1680 0,9508
) . 0,0000 2,1672 0,9719
sem preé- diluicdo
T ETETE 2 0,0000 332573 1000438 0,0000 2,1663 0,9929
H>SO, 1 252295 1085360 1835545 2,4556 5,0854 2,8210
1,9660 4,7533 2,6450
3% 2 70707 421163 1483526 1,4764 4,4212 2,4689
H,SO, 1 397037 878861 7410383 3,2361 4,8789 8,3958
3,5016 5,3301 6,2731
5% 2 2 495504 1781416 3165057 3,7671 5,7814 4,1505
HNO3 1 0,000 229922 1051505 0,0000 4,2300 2,0370
0,0000 4,2081 1,9535
3% 2 0,000 186205 884600 0,0000 4,1860 1,8700

HNO3

506 1 0,000 988973 8866044  0,0000 4,9890 9,8515 0,0000 4,9890 9,8515
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Tabela B.28 — Rendimento obtido para os aclcares, no método HPLC, apos pré-tratamento com H2S04 (3 e 5%), HNOs (3 e 5%) e para a borra, sem pré-

tratamento
. - Mamosta Viiltrado Massa (g) Rendimento (%) Rendimento medio (%)
Ensaio  Réplica
(9) (mL) Xilose Arabinose  Glucose Xilose Arabinose Glucose Xilose Arabinose Glucose
Borra 1 10,0125 164 0,0000 0,3556 0,1559 0,0 3,6 1,6
sem pré- 0,0 3,6 1,6
. 2 10,0093 164 0,0000 0,3553 0,1628 0,0 3,5 1,6
H,SO4 1 10,0005 174 0,4273 0,8849 0,4908 4,3 8,8 4.9
3,4 8,4 4.6
3% 2 10,0103 178 0,2628 0,7870 0,4395 2,6 7,9 4.4
H,SO, 1 10,0157 176 0,5696 0,8587 1,4777 5,7 8,6 14,8
6,1 9,3 11,0
5% 2 10,0135 174 0,6555 1,0060 0,7222 6,5 10,0 7,2
HNO3 1 10,0105 178 0,0000 0,7529 0,3626 0,0 7,5 3,6
0,0 7,3 3,4
3% 2 10,0196 168 0,0000 0,7033 0,3142 0,0 7,0 3,1
HNO3
1 10,0035 166 0,0000 0,8282 1,6353 0,0 8,3 16,3 0,0 8,3 16,3

5%
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Anexo C — Exemplos de calculo

Neste subcapitulo apresentam-se os exemplos de calculo realizados para os diversos
parametros analisados, no que concerne a caraterizagdo da borra de café assim como para

a quantificacéo dos acucares.

C.1. Caraterizacdo da borra de café

Todos os exemplos de calculo que se seguem tém como base o ensaio 1. No caso da analise
granulométrica considerou-se como exemplo de célculo os dados obtidos para a

granulometria > 1000 pm.

e Andlise granulométrica

Mcafé retido
Meafé retido (%0) = ———— x 100
Meafé total final

Em que,
Meaté retido — Massa de amostra de borra de café retida em cada peneiro (g)
Mecaté total final — Massa total de borra de café retida nos peneiros (g)

15
Meafé retido (%) = 48125 x100=3,12 %

e Teor de Humidade

Mamostra = Mamostra seca
H (%) = x 100

Mamostra
Em que,
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)
Mamostra seca — Massa de amostra de borra de café seca a 105 °C (g)
Mamostra seca = Mecafé seco = Mocafé seco + cadinho = Mecadinho = 58,2098 - 53,1630 = 5,0468 g

10,0050 - 5,0468
H (%) = 10,0050 x 100 = 49,56 %

e Teor de Cinzas

m .
Cinzas (%) = ——=2__ x 100

amostra seca
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Onde,

Mcinzas — Massa de cinzas (g)
Meinzas = Meinzas + cadinho - Meadinho = 94,8109 - 94,7203 = 0,0906 g

0,0906
5,0021

Cinzas (%) = x100=1,81%

e Poder Calorifico Superior

PCSfinal X Mfinal = IDCSamostra X Mamostrat I:>CSa'cido X Macido

Em que,

PCSiina — Poder calorifico superior final (cal/g)

Miinal — Massa final (g)

PCSamostra — Poder calorifico superior da amostra de borra de café (cal/g)
Mrna — Massa de amostra de borra de café (g)

PCSascido — Poder calorifico superior do acido benzoico (cal/g)

Macido — Massa de acido benzoico (g)

PCSacido = 6311,22 callg

PCS, s = PCSfinal X Miinal — PCSscido * Macido

Mamostra

5681,48 x 0,9196 — 6311,22 x 0,4182
0,5014

PCS.mostra = = 5156,24 callg

e Teor de organico total
COT (%) =CT-Cl

m
CT (%) = % x 100

café

Onde,
COT - Carbono Orgéanico Total

CT — Carbono Total
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Cl — Carbono Inorgéanico
Mecarbono — Massa de carbono (mg)

Mcate — Massa de amostra de café (mg)

CT (%) — Mcarbono _ 10,27

= = 0,
e 24,10X 100 = 42,60 %

COT (%) =42,60 -0 =42,60 %

e Teor de azoto

(V4-Vg) x N x 14,007 x 100
Mamostra * 1000

Njeldahl =

Em que:

Va — Volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vg — Volume de HCI gasto na titulagdo do branco (mL)
N — Normalidade de HCI (N)

MMy — Massa molar do azoto — 14,007 g/mol

Mamostra— Massa de amostra de borra de café (g)

\ _(0,9-0,1) x 0,0998 x 14,007 x 100
Kjeldanhl — 0,0506 x 1000

=221 gN/1 oogamostra

e Teor de proteinas

Teor de proteinas = 6,25 x Teor de azoto

Teor de proteinas = 6,25 x 2,21 = 13,81 gprotel,na/100gamostral

e Teor de matéria gorda

m,
G(%)=mﬂx1oo

amostra
Em que,
Msieo — Massa de 6leo ()

Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)
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1,2421

G (%)= 358716

x 100 = 12,96 %

e Teor de celulose bruta

(my-my)x[100-(H+G)]

Celulose (%) = >

Em que,

m; — Massa de borra café seca (g)

m, — Massa de borra café calcinada (g)

H — Teor de Humidade (%)

G — Teor de matéria gorda (%)

M1 =Mcaté seco =Mp. filtro+cadinho +café ap6s secagem = Mpapel fitro+cadinho= 86,6564 - 85,5346 = 1,1218 g

rnpapel filtro+cadinho+café ~ mpapel filtro+cadinho+café apds secagem

H (%) = x 100
Mpapel filtro+cadinho+café
H (%) = 87,5537 - 86,6564 % 100 = 1.02 %
(%) = 87,5537 e
(1,1218 - 0,751) x [100 - (1,02 + 12,93)]
Celulose (%) = =15,95 %

2

e Teor de lenhina total

m .
Lenhina Klason (%) = —=2"2 » 100
amostra

Onde,
Mienhina — Massa de lenhina (g)
Mamostra — Massa de amostra de borra de café (g)

Mienhina = mpapel filtro + cadinho + café ap6s secagem™ mpapel filtro + cadinho

_ 55,5982 - 55,3352
Lenhina Klason (%) = 10026 x 100 =26,23 %

Asosnm * Viitrado X f
Lenhina SolGvel (%) = —2onm ~ “fitade ~ ~ 100

€ X Mamostra seca

ANEXOS 110



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [JRA0)Is]

Em que,

Azosnm — Valor medido no espetrofotdémetro UV-VIS para uma absorvancia de 205 nm
Viitrado — Volume de filtrado (mL)

f — fator de diluicédo

¢ — Fator de converséo igual a 110 dm®/g.cm

Considerando uma diluicdo de 50x, temos

0,144 x 860 x 1/
110 x 1,0026

Lenhina Solavel (%) = x100=2,25%

O teor de lenhina total (%) é dado pela expresséo seguinte:

Lenhina Total (%) = Lenhina Klason (%) + Lenhina Soluavel (%)

Lenhina Total (%) = 26,23 + 2,25 = 28,48 %
C.2. Quantificacdo dos acucares

Todos os exemplos de calculo que se seguem tém como base o ensaio realizado para o
H.SO4 com concentracéo de 1% (v/v) e para a réplica 1, com exce¢édo do método HPLC, que

teve como base de calculo o H.SO,4 com concentragdo de 3% (v/v).

C.2.1. Método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

A partir da Figura B.1, retiramos a equacgéo da curva de calibracdo
Absorvancia = 0,2297 x Cgjycose - 0,007 _
Para leituras de A=540 nm

Por conseguinte, a concentracdo de glucose, considerando a diluigdo da amostra, é dada pela
expressao:

Absorvancia + 0,007)

Coucose™ ( 0,2297

Para obter a massa de glucose utiliza-se a seguinte expressao,

mglucose= Cglucose X Vfiltrado

Onde,
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Cyiucose — Concentracao de glucose (g/L)
f — fator de diluigédo

Mgiucose — Massa de glucose (g)
Viitrado— VOlume de filtrado (mL)

Entao,

0,030 + 0,007
Cglucose = (W

) x 100 = 16,108 g/L
Sabemos que:

Viitrado = 152 mL

Mamostra = 10,0017 ¢

Entéo,

Mgucose= 16,108 x 0,152 = 2,448 g

O rendimento é dado por

mglucose

N (%) = x 100

( 0) mamostra

N (%) = 2,448 x100=24,5 %
7 10,0017 Ceme

C.2.2. Método refratométrico

As leituras °Brix foram corrigidas em relacdo a acidez e a temperatura do banho do
refratbmetro, neste caso para 20 °C (temperatura de referéncia).

Para a base de calculo considerada, a réplica 1 do H.SO4 a 1 % a temperatura do banho do
refratbmetro tomou o valor de 22,1 °C.

e Correcao quanto a acidez:
°BriX lidoa22,1°c = 2,0

Este sera o valor a subtrair & leitura feita da solucdo resultante apds o pré-tratamento e

hidrolise enzimatica
OBriX Jido a 22,1 °C acidez corrigida = 5,8 — 2,0 = 3,8

o Corregdo quanto a temperatura
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Para esta retificacdo, calculou-se o fator de correcdo (F) a partir da seguinte expressao,

F= (Farix final(m = Farix inicial(t)) * (°BriXexperimental~°BriXinicial )
°BriXfinai= °BriXinicial

*+Fgrix inicial(T)

O °BiX lido a 22,1 °C acidez corigida COrresponde ao °BriXexperimental € toma 0 valor de 3,8, tal como

calculado anteriormente. Este valor encontra-se entre o °Brix0 e °Brix5 entao:
OBI’iXinicia| = °Brix0
OBI’iXﬁna| = OBrix5

Recorrendo a Tabela B.20, para a temperatura de 22,1 °C do banho do refratometro, o valor

de correcéao corresponde,
F oBrix inicias = 0,135
F oBrix fina = 0,136

Entdo substituindo,

o (0,136 — 0,135) x (3,8 = 0)

50 +0,135=0,136

Dado que o valor de temperatura do banho € superior a 20 °C (temperatura de referéncia),
entdo teremos que somar este valor ao °BriX jido a 22,1 °C acidez corrigida (CONforme bibliografia de

Tabela B.19, assim
OBriX jido corrigido a 20 °C = 3,8+ 0,136 = 3,936

A partir da Figura B.2 retiramos a equac¢éo da curva de calibracao:

%Brix = 0,0938 * Cgcose + 1,1033

Em que,

°Brix — Unidade numeérica do indice de refracdo que nos indica a teor de agUcares numa

solugéo aquosa

°Brix — 1,1033
Cglucose= W

Entao,

3,936 -1,1033
Cglucose = 0.0938

= 30,197 g/L
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Sabemos que:

Viittrado = 152 mL

Mamosra = 10,0017 g

Entéo,

Mglucose= 30,197 x 0,152 =4,590 g

O rendimento é dado por

N (%) = Mglucose 100

Mamostra

N %) = =22, 100=459 %
/7 10,0017 TeE

C.3.3. Método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Tal como referenciado anteriormente, o exemplo de célculo que se segue tem como base os
valores obtidos para o H,SO4 com concentracdo de 3% (v/v) e réplica 1. Sera também
considerado o célculo apenas para a glucose, sendo que, para o céalculo da concentragéo da
xilose e arabinose, segue-se o mesmo raciocinio, considerando a equacdo da curva de

calibracdo do composto correspondente.

A partir da Figura B.3, retiramos a equacéo da curva de calibracéo

Areayi, = 2 x 10°% Cyye0se - 985420

Por conseguinte, a concentracao de glucose real, considerando a diluicdo da amostra, é dada

pela expressao:

Areapico + 985420) y

C =
glucose < 2 x 106

Para obter a massa de glucose é dada pela seguinte expressao,
Mgiucose™ Cglucose * Vsitrado

Onde,

Cgucose — Concentracéo de glucose (g/L)

f — fator de diluicédo

Mgiucose — Massa de glucose (g)
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Viitrado— VOlume de filtrado (mL)
Ent&o,

1835575 + 985420
2 x10°

Catucose = ) x2=2821091L

Sabemos que:

Viittrado = 174 mL

Mamostra = 10,0005 ¢

Entao,

Mglucose= 2,8210 x 0,174 = 0,4908 g
O rendimento é dado por

mglucose

%) = x 100

n ( 0) Mamostra

N (%) = 0,4908 x100=4,9 %
(%) = 76,0005 e
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Anexo D - Fichas de Seguranca

Neste capitulo apresentam-se as fichas de seguranc¢a dos reagentes mais utilizados ao longo
deste trabalho.

D.1. Ficha de Seguranca do Acido Sulfarico

1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

Mome do produto . Sulfuric acid
Referéncia do Produto D339

Marca : Aldrich

Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Ay, das Nagdes Unidas, 23.043
04795-100 SAQ PAULO - SP

BRAZIL
Telefone : +551137323100
Numero de Fax o 551155220895
Munero de Telefone de
Emergéncia

2. IDEHTIFICA;:;EO DOS PERIGOS
Classificagdo da substancia ou da mistura

Mos termos do Regulamento (CE) No1272/2008
Corroséo cutdnea (Categoria 1A)

De acordo com a directiva Europeia 67/548/CEE, e emendas.
Provoca queimaduras graves.

Elementos da etiqueta

Pictograma

Palavra-sinal Perigo

Declaracdo de perigo

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves,

declaragéo de precaugio

P280 Usar luvas de protecgiolvestudrio de protecgiolproteccdo
ocular/proteccao facial.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar

cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.

P310 Caontacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAD
AMTIVENEMOS ou um medico.

simbolo de perigosidade

C Corrosivo

Frase(s)-R

R35 Provoca queimaduras graves.,

Frase(s)- 35

326 Em caso de contacto com os alhos, lavar imediata e abundantemente com
agua e consultar um especialista.

530 Munca adicionar dgua a este produto.

545 Em caso de acidente ou de indisposico, consultar imediatamente o

Outros Perigos - nenhumia)

3. COMPOSICAQ/INFORMAGAD SOBRE OS5 COMPONENTES

Formula T Ha04S
Peso molecular : 88,08 g/mal
No. GAS [No. CE [Mo. de Index | Classificacéo [ Coneentragao
Sulfuric acid
7664-93-9 231-639-5 016-020-00-8 Skin Corr. 1A; H314 -
C, R35
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4. PRIMEIROS SOCORROS

Recomendacao geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.

Se for inalado

Se for respirado, levar a pessca para o ar fresce. Se n3o respirar, aplicar a respiracao artificial. Consultar um
medico.

Mo caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados. Lavar com sabo e muita agua. Consultar um
medico.

Mo caso dum contacte com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o medica,

Se for engolido
NAQ provocar vomitos, Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingdo
Utilizar &gua pulverizada, espuma resistente ao aleool, produto quimico seco ou didxido de carbono.

Equipamento especial de protecgdo a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiragéo autonomo para combate a incéndios, se necessario,

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugdes individuais
Usar equipamento de proteccio individual. Evitar a respiracdo do vaporinévoalgas. Assegurar ventilacao
adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranca,

Precaugdes ambientais
Mao permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos e materiais para a contengao e a limpeza
Embeber em material inerte e absorvente e tratar como desperdicio especial. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagao.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar a inalagao do vapor ou da névoa,
Medidas usuais de protecgdo preventiva contra incéndio,

Condigtes para uma armazenagem sagura

Armazenar em local fresco, Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado, Os
contentares abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
dispersao.

§. CONTROLO DA EXPOSICAO/PROTECCAO PESSOAL
Protecgao individual

Proteccdo respiratéria

Nos casos em gue a avaliagio de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo apropriados,
use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagdo multi-objectivos (E.U.A.) ou do
tipo ABEK (EM 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protecgdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores & componentes testados e
aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.LLA.) ou CEN (UE).

Proteccdo das maocs
As luvas de protecgfo seleccionadas devem satisfazer as especificagies da Directiva da UE B9/6E9/CEE
& a norma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

Protecgéo dos olhos
Oculos da seguranga bem ajustados. Protegdo da face (minimo de 8 polegadas (20 cm)).

Protecgao do corpo e da pele
Escolher uma proteccdo para o corpo conforme a quantidade & a concentragdo das substancias
perigosas no lugar de trabalho.

Medidas de higiene
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e segurancga, Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de trabalho.
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9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
Aspecto
Estado fisico liquido
Dados de segurancga
pH 12a5g
Ponto de fusao 3°C
FPonto de ebulicio 290 °C - lit.

Ponto de inflamagic  ndo aplicavel

Temperatura de dados ndo disponiveis
ignigao

Limites de explosgo, dados nao disponiveis
inferior

Limite de explosdo,  dados nao disponiveis
superior

Presséo de vapor 1,33 hPaa 1458 °C
Densidade 184 glcm3a25°C

Hidrossolubilidade soluvel

Densidade relativa 3,39
do vapor - (Ar=1.0)

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade quimica
Estavel sob as condighes recomendadas de armazenamento.

Possibilidade de reacgoes perigosas
Reage violentamente em contacto com a agua.

Condigdes a evitar
dados ndo disponiveis

Matérias a evitar

Bases, Haletos, Materiais orgénicos, Carbetos, fulmina, Nitratos, picratos, Cianetos, Cloratos, Halogenetos
alcalinos, Sais de zinco, permanganatos, por exemplo, permanganato de potassio, Perdxido de hidrogénio,
Azidas, Percloratos, Mitrometano, fosforoso, Reage viclentamente com:, ciclopentanoma, Oxima de
ciclopentanoma, aminas nitrilicas, dissiliceto de hexalitio, dxido fosforoso (1), Metais em pé

Produtos de decomposigio perigosos
Produtos perigosos de decomposigdo formados durante os incéndios. - Oxidos de enxofre

11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
DL50 Oral - ratazana - 2,140 mo/kg

CL50 Inalagio - ratazana - 2 h - 510 mg/m3

Corrosaofirritacao cutanea
Pele - coelho - Extremamente corrosivo e destrutivo para os tecidos.

Lesces oculares gravesfirritagao ocular
Cilhos - coelho - Grave irritagao dos olhos

Sensibilizagdo respiratéria ou da pele
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
Carcinogenicidade

A International Agency for Research on Cancer (JARC) determinou que a exposigao ocupacional a névoas de
acidos inorganicos fortes contendo acido sulfirico & carcinogénica para os seres humanos (grupo 1).

IARC: Menhum componente deste produto presents a nivels maiores ou iguais a 0.1% & identificado como
carcinogenio provavel, possivel ou confirmado pelo |1ARC.
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Toxicidade reprodutiva

Toxicidade para orgios-alvo especificos - exposigio Onica
dados ndo disponiveis

Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposicaoc repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragao
dados ndo disponiveis

Efeitos potenciais para a saude

Inalagao Pode ser perigoso se for inalado. O material & extremamente destrutivo para os
tecidos das membranas mucosas e do trato respiratdrio superior.

Ingestao Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras graves,

Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa gueimaduras severas na
pele.

Olhos Causa gueimaduras severas nos olhos.

Sinais e sintomas de exposicao

O material & extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratdrio
superior, os olhos e a pele., espasmo, inflamacio e edema da laringe, espasmo, inflamacgao e edema dos
brénguios, pneumaonite, edema pulmaonar, sensagio de queimadura, Tosse, respiragdo ruidosa, laringite,
Respiragdo superficial, Dor de cabega, Nausea, Vomitos, Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios., Ate
onde sabemaos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicoldgicas ndo foram minuciosamente investigadas.

Informagac adicional
RTECS: Ws5600000

12, INFORMAGAQ ECOLOGICA
Toxicidade

Toxicidade em CL50 - Gambusia affinis (peixe-mosquite) - 42 mgfl - 96 h
peixes

Persisténcia e degradabilidade

dados ndo disponiveis

Potencial de bicacumulagio
dados ndo disponiveis

Mebilidade no solo
dados ndo disponiveis

Avaliagao PBT e mPmB
dados nao disponiveis

Qutroes efeitos adversos
dados nao disponiveis

13. CONSIDERACOES RELATIVAS A ELIMINAGAD

Produto

Observar todos os regulamentos ambientais federais, estaduais e locais. Entrar em contato com um servigo
profissional credenciado de descarte de lixo para descartar esse material. Dissolver ou misturar o material
com um solvente combustivel & queimar em incinerador quimico equipado com pés-combustor & purificador
de gases,

Embhalagens contaminadas
Eliminar como produto Mo utilizado.

14. INFORMAGOES RELATIVAS AQ TRANSPORTE

ADR/RID

MNumero ONU: 1830 Classe: 8 Grupo de embalagem: ||

Denominacéo de expedicio correcta: ACIDO SULFURICO

IMDG

MNidmero ONU: 1830 Classe: 8 Grupo de embalagem: I EMS-No:
F-A, 5-B

Denominagao de expedi¢io correcta: SULPHURIC ACID
Poluente marinho: Mo

IATA
MNdmero ONU: 1830 Classe: 8 Grupo de embalagem: ||
Denominagio de expedicio correcta; Sulphuric acid

ANEXOS 119



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [P40NKS]

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTAGAO
Esta folha de dados de seguranga obedece aos requerimentos da Regulamento (CE) No. 1907/2006

16. OUTRAS INFORMAGOES
Texto dos codigo(s) H e frase(s) R mencionados na secgao 3

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves,
Skin Corr. Corrosao cutanea

C Corrosivo

R35 Provoca queimaduras graves.

D.2. Ficha de Seguranca do Acido Cloridrico

1. IDENTIFICAGAQO DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

Mome do produto : Acido cloridrico
Referéncia do Produto T3203:

Marca 1 Sigma-Aldrich
Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Ay, das Macges Unidas, 23.043
04795-100 SAQ PAULO - SP

BRAZIL
Telefone : +551137323100
MNimero de Fax o +551155220895
Mlnero de Telefone de
Emergéncia

2. IDENTIFICAI;EO DOS PERIGOS
Classificagdo da substancia ou da mistura

Mos termos do Regulamento (CE) No1272/2008
Corrosdo cutdnea (Categoria 1B)
Toxicidade para drgaocs-alvo especificos - exposigao Gnica (Categoria 3)

De acordo com a directiva Europeia 67/548/CEE, e emendas.
Provoca queimaduras. Irritante para as vias respiratorias.

Elementos da etiqueta

Pictograma

Palavra-sinal Perigo

Declaragéo de perigo

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves,

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratdrias.

declaracio de precaucio

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/ivapores/aerossois.

P280 Usar luvas de protecgiolvestuario de protecgiolproteccac
ccular/proteccan facial.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar

cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar,

P310 Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAD
ANTIVENENDS ou um médico,

simbolo de perigosidade

c Corrosivo

Frase(s)-R

R34 Provoca queimaduras.

R37 Irritante para as vias respiratorias.

Frase(s)- S

526 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata & abundantemente com
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Agua e consultar um especialista.
S45 Em caso de acidente ou de indisposicio, consultar imediatarnente o
meédico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).

Outros Perigos - nenhumia)

3. COMPOSIGAO/INFORMAGAO SOBRE OS COMPONENTES

Formula : HCI
Mo. CAS [Mo. CE [Mo. de Index | Classificagio | Concentragao
Hydrochloric acid
7647-01-0 231-595-7 017-002-01-X Skin Carr. 1B; STOT SE 3; 37 %
H314, H335
C, R34 - R37
Water
7732-18-5 231-791-2 - - 63 %

Para o pleno texto das DECLARAGOES H mencionadas nesta Secgdo, ver a Secgio 16,

4. PRIMEIROS SOCORROS

Recomendagio geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.

Se for inalado
Se for respirado, levar a pessoa para ¢ ar fresco. Se ndo respirar, aplicar a respiragao artificial. Consultar um

medico.

No caso dum contacte com a pele

Despir imediatamente 2 roupa & og sapatos contaminados. Lavar com sab3o @ muita agua, Consultar um
médico.

No caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosaments com muita agua, durante pelo menos quinze minutoes, & consultar o médico.

Se for engelido
MAC provacar vamitos, Munca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.

Consultar um meédico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingio
Usar meios de extingdo que sejam apropriados as circunstancias locais e ao ambiente envolvente,

Equipamento especial de proteccao a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiragdo autdnomo para combate a incéndios, se necessario,

Qutras informacgoes
O produto ndo gueima.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugoes individuais
Usar eguipamento de protec¢do individual. Evitar a respiragdo do vaporinévoalgas. Assegurar ventilagdo

adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga,

Precaugdes ambientais
W&o permitir a entrada do produto no sisterna de esgotas.

Métodos e materiais para a contencao e a limpeza
Embeber em material inerte & absorvente e tratar como desperdicio especial. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminacdo. Embeber em material inerte & absorvente & tratar como desperdicio

especial. Manter em recipientes fechados adequados, para eliminagio.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugtes para um manuseamento seguro
Evitar a inalagio do vapor ou da névoa,

Condigdes para uma armazenagem segura
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco & bem ventilado. Os

contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
dispersdo.
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8. CONTROLO DA EXPOSIGAO/PROTECGAO PESSOAL
Proteccao individual

Protecgdo respiratoria

Mos casos em que a avaliagio de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sao apropriados,
use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagdo multi-objectivos (E.U.A.)} ou do
tipo ABEK (EN 14387} como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o Gnico meio de
protecgdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes testados e
aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).

Protecgdo das mios
As luvas de proteccao seleccionadas devem satisfazer as especificacies da Directiva da UE 8%/689/CEE
e a norma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

Protecgdo dos olhos
Qculos de seqguranga bem ajustados. Protecio da face (minimo de 8 polegadas (20 em)).

Protecgio do corpo e da pele
Escolher uma protecgio para o corpo conforme a quantidade e a concentragio das substancias
perigosas no lugar de trabalho.

Medidas de higiene
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e segurancga. Lavar as mdos antes de
interrupgiies, & no final do dia de trabalho.

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico liquida
Cor amarelo claro
Odor acre

Dados de seguranga

pH dados ndo disponiveis

Ponto de fusdo -30°C

Panto de ebuligio > 100 *C

Ponto de inflamagio  nao aplicavel

Temperatura de dados ndo disponiveis

ignigao

Limites de explosdo, dados ndo disponiveis

inferior

Limite de explosao, dados ndo disponiveis

superior

Pressédo de vapor 226836 hPaa21,1°C
546,596 hPa a 37,7 °C

Hidrossolubilidade solivel

Viscosidade, 23mPasai1s°C
dinamico

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade quimica
Estavel sob as condi¢bes recomendadas de armazenamento.

Condiges a evitar
dados ndo disponiveis

Matérias a evitar
Bases, Aminas, Metais alcalinos, Metais, permanganatos, por exemplo, permanganato de potassio, Flaor,
acelilidies metalicos, dissiliceto de hexalitio

Produtos de decompoesigdo perigosos
Produtos perigosos de decomposigao formados durante os incéndios. - Cloreto de hidrogénio gasoso
Produtos perigosos de decomposigio formados durante os incéndios. - Cloreto de hidrogénio gasoso
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11. INFORMAGAQ TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
DLSO Oral - coelho - 900 mgfkg (Hydrochloric acid)

CLS0 Inalagio - ratazana - 1 h - 3124 ppm{Hydrochloric acid)

Corrosaolirritagao cutianea
dados ndo disponiveis {Hydrochloric acid)

Lesdes oculares gravesfirritagdo ocular
dados ndo disponiveis {Hydrochloric acid)

Sensibilizagao respiratéria ou da pele
dados nao disponiveis (Hydrochloric acid)

Mutagenicidade em células germinativas
{Hydrochloric acid)
dados nao disponiveis (Hydrochloric acid)

Carcinogenicidade

Este produto & ou contém um componente que nao & classificavel quanto & sua carcinogenicidade segundo
sua classificagdo pela IARC, ACGIH, NTP ou EPA. (Hydrochloric acid)

{Hydrochlaric acid)

IARC: Nenhum componente deste produto presente a nivels maiores ou iguais a 0.1% & identificado como
carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade reprodutiva
(Hydrochloric acid)
dados ndo disponivels (Hydrochloric acid)

Toxicidade para 6rgdos-alvo especificos - exposigio Gnica
Pode provocar imritagac das vias respiratonias, (Hydrochloric acid)

Toxicidade para drgios-alvo especificos - exposicéo repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragio
dados ndo disponiveis (Hydrochloric acid)

Efeitos potenciais para a salude

Inalagao Pode ser perigoso se for inalado. O material & extremaments destrutivo para os
tecidos das membranas mucosas e do trato respiratorio superior.

Ingestio Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras.
Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa queimaduras na pele.
Qlhos Causa gueimaduras nos olhos.

Sinais e sintomas de exposigio

sensacao de queimadura, Tosse, respiracoe ruidosa, laringite, Respiragio superficial, espasmo, inflamagio e
edema da laringe, espasmo, inflamagdo e edema dos brénguios, pneumaonite, edema pulmaonar, O material &
extrernamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratorio superior, 0s
alhos e a pele. (Hydrochloric acid)

Informacgao adicional
RTECS: MW4025000

12. INFORMAGAC ECOLOGICA
Toxicidade

Toxicidade em CL50 - Gambusia affinis (peixe-mosquito) - 282 mg/l - 96 h (Hydrochloric acid)
peixes

Persisténcia e degradabilidade

dados ndo disponiveis

Potencial de bicacumulagio
dados ndo disponiveis

Mobilidade ne solo
dados ndo disponiveis (Hydrochloric acid)

Avaliagdo PET e mPmB
dados nao disponiveis

Outros efeitos adversos
dados nao disponiveis
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13. CONSIDERAGOES RELATIVAS A ELIMINAGAO

Produto

Observar todos os regulamentos ambientais federais, estaduais e locais. Entrar em contato com um servigo
profissional credenciado de descarte de lixo para descartar esse material.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Nao utilizado.

14. INFORMAGOES RELATIVAS AOQ TRANSPORTE

ADR/RID

Niamero ONLU: 1789 Classe: 8 Grupo de embalagem: Il

Denominagio de expedicio comecta; ACIDO CLORIDRICO

IMDG

Numero ONU; 1789 Classe; & Grupo de embalagem: || EMS-No: F-A, 5-B

Denominagéo de expedicao comecta: HYDROCHLORIC ACID
Poluente marinho: Na

IATA
Nimero ONLU: 1789 Classe: 8 Grupo de embalagem: |l
Denominagio de expedicio cormecta; Hydrochloric acid

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTAGAOQ
Esta folha de dados de seguranca obedece aos requerimentos da Regulamento {CE) No. 1907/2006

16. QOUTRAS INFORMAGCOES
Texto dos cédigo(s) H e frase(s) R mencionados na seccac 3

H314 Provoca queimaduras na pele e lestes oculares graves.
H335 Pode provocar irritag@o das vias respiratorias.

Skin Corr. Corrosgo cutanea

STOT SE Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposicao Onica
[ Corrasivo

R34 Provoca gueimaduras.

R37 Irritante para as vias respiratorias,

D.3. Ficha de Seguranca do Acido Nitrico

1. IDENTIFICAGCAD DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

Nome do produto ¢ Nitric acid

Referéncia do Produto o 258121

Marca o Sigma-Aldrich
Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Av. das Nagbes Unidas, 23.043
04795-100 SAD PAULO - SP

BRAZIL
Telefona + +551137323100
MNomero de Fax o +351155229895
Minero de Telefone de
Emergéncia

2. IDENTIFICACAD DOS PERIGOS
Classificagdo da substincia ou da mistura

De acordo com a directiva Europeia 67/548/CEE. e emendas.
Favorece a inflamacgao de matérias combustiveis. Provoca queimaduras graves,

Elementos da etiqueta

simbolo de perigosidade

O Comburente

c Corrosivo

Frase(s)-R

R8 Favorece a inflamagdo de matérias combustiveis.
R35 Provoca queimaduras graves.

ANEXOS L



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL 2016

Frase(s)- S

S23 Nao respirar os gases/vapores/fumos/aerossois.

S26 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com
agua e consultar um especialista.

S36 Usar vestuario de protecgdo adequado.

S45 Em caso de acidente ou de indisposi¢io, consultar imediatamente o

médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).
Outros Perigos - nenhumy{a)

3. COMPOSICAOQ/INFORMAGAO SOBRE OS COMPONENTES

Formula o HNO3

Mo. CAS [No. CE [No, de Index | Classificacac [ Concentracao

Nitric acid

7B97-37-2 231-714-2 DO7-004-00-1 Ox, Lig. 3; Skin Corr, 14, == 00 - <= 100 %
H314, H272
0,C RE-R35

Water

7732-18-5 [231-791-2 [ - [ - [==10%

Para o pleno texto das DECLARAGOES H mencionadas nesta Secgéo, ver a Seccéo 186,

4. PRIMEIROS SOCORROS

Recomendacio geral
Consultar um médico, Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.

Se for inalado
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, aplicar a respiracio artificial. Consultar um
medico.

Mo caso dum contacto com a pele
Despir imediatamente a roupa e os sapalos contaminados. Lavar com sab8o e muita agua. Consultar um
médico.

Mo caso dum contacto com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico,

Se for engolido
MNAD provocar vémitos. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingdo
Utilizar dgua pubverizada, espuma resistente ac alcool, produto quimico seco ou didkido de carbono.

Equipamento especial de protecgdo a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiracio autdnomo para combate a incéndios, s& nacessano.

Qutras informacgdes
Os jactos de dgua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaucdes individuais
Usar equipamento de protecgdo individual. Evitar a respiracdo do vaporfnévoalgas. Assegurar ventilagao
adequada. Evacuar o pessoal para dreas de seguranga.

Precaugdes ambientais
Ma&o permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos @ materiais para a contengio e a limpeza

Confrolar & recuperar o liquido derramado com um produto absorvente ndo combustivel, (por exemplo areia,
terra, terra diatomacea, vermiculite) @ pér o liquido dentro de contentores para eliminagio de acordo com os
regulamentos locais / nacionais (ver secgio 13).

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento Ssegura
Evitar a inalagdo do vapor ou da névoa.
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Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignigao - Nao fumar. Manter afastado de matérias
combustiveis.

Condigbes para uma armazenagem sagura

Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado. Os
contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
dispersio.

8. CONTROLO DA EXPOSICAQ/PROTECGAD PESSOAL
Proteccao individual

Protecgéo respiratéria

Mos casos em que a avaliagio de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo apropriados,
use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinacao multi-objectivos (E.ULA) ou do
tipo ABEK (EM 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protecgdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes testados e
aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).

Protecgdo das maos
As luvas de proteccao seleccionadas devem satisfazer as especificagoes da Directiva da UE 82/689/CEE
e a norma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

Protecgdo dos olhos
Oculos de seguranca bem ajustados. Protegdo da face (minimo de 8 polegadas (20 cm)).

Protec¢do do corpo e da pele
Escolher uma proteccdo para o corpo conforme a quantidade e a concentracio das substancias
perigosas no lugar de trabalho.

Medidas de higiene
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranca. Lavar as maos antes de
interrupgGes, & no final do dia de trabalho.

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico liquida
Cor incolor

Dados de seguranga
pH <1a20°C
Ponto de fusao dados ndo disponiveis
Ponto de ebulicio 100°C a1.013hPa
Panto de inflamagdo  dados ndo disponiveis

Temperatura de dados ndc disponiveis
ignigao

Limites de explosio, dados no disponiveis
inferior

Limite de explosdo,  dados ndoe disponiveis
superior

Pressao de vapor 11 hPaa 20°C
Densidade 1,48 glom3

Hidressolubilidade completaments solivel

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade quimica
Estavel sob as condigies recomendadas de armazenamento. Estavel sob as condigdes recomendadas de
armazenamento.

Condigdes a evitar
Pode descorar-se sob exposicéo ao ar ou 4 luz.

Matérias a evitar
Metais alcalinos, Materiais organicos, Anidrido acético, Acetonitrila, Alcogis, Acrilonitrila

Produtos de decomposigao perigosos
Produtos perigosos de decomposigdo formados durante os incéndios. - A natureza dos produtos de
decomposicdo nao & conhecida.
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11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Corrosdolirritagio cutinea
Pele - coglho - Extremamente corrosivo e destrutivo para os tecidos. - Teste de Draize (Nitric acid)

Lesbes oculares gravesfirritagio ocular
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Sensibilizagao respiratéria ou da pele
dadaos ndo disponiveis (Nitric acid)

Mutagenicidade em células germinativas
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Carcinogenicidade

IARC: Menhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% ¢ identificado como
carcinogeénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade reprodutiva

Toxicidade reprodutiva - ratazana - Qral
Efeitos no recém nascido: bioquimicos e metabdlicos (Nitric acid)

Efeitos toxicos no desenvolvimento - ratazana - Oral
Efeitos no embride ou no feto: Fetotoxicidade (excepto a morte, por exemplo, atrofia do feto). (Nitric acid)

Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposicac Unica
dadas ndo disponiveis (Nitric acid)

Toxicidade para érgaos-alve especificos - exposicao repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragdo
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Efeitos potenciais para a saide

Inalagao Pode ser perigoso se for inalado. O material & extremamente destrutivo para os
tecidos das membranas mucesas e do trato respiratrio superior.

Ingestio Pade ser perigoso se for engolido. Provoca gqueimaduras graves.

Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa queimaduras severas na
pele,

Olhos Causa queimaduras severas nos olhos.

Sinais e sintomas de exposicao

O material & extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratario
superior, o5 olhos e a pele., A inalagio pode provocar os sintomas seguintes:, espasmao, inflamagao & edema
dos brdngquios, espasmo, inflamagéo e edema da laringe, pneumenite, Os sintomas e sinais de
envenenamento sao:, sensagio de queimadura, Tosse, respiracdo ruidosa, laringite, Respiragio superficial,
Dor de cabega, Nausea, Vémitos, Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios., Doses grandes podem
provocar: conversdo da hemoglobina em metemaoglobina, produzindo cianose; acentuda queda da pressao
sanglinea, levando ao colapso, coma e possivelments morte,

Informacéo adicional
RTECS: dados ndo disponiveis

12. INFORMAGAO ECOLOGICA

Toxicidade

Toxicidade em CLS0 - Asterias rubens - 100 - 330 mg/l - 48 h (Mitric acid)
peixes

Persisténcia e degradabilidade

dados n&o disponiveis

Potencial de bioacumulagio

dadaos ndo disponiveis

Mobilidade ne sclo
dados ndo disponiveis (NMitric acid)

Avaliagcdo PBT e mPmB
dados ndo disponiveis

Outros efeitos adversos
Pode ser nocivo para os organismos aguaticos devido a mudanga do pH.
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13. CONSIDERACOES RELATIVAS A ELIMINACAC

Produto

Entrar em contato com um servigo profissional credenciado de descarte de lixo para descartar esse material.
Dissolver ou misturar o material com um solvente combustivel e gueimar em incinerador guimico equipado
com pds-combustor e purificador de gases. Observar todos os regulamentos ambientais federais, estaduais
e locais.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mao utilizada,

14, INFORMAGOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Numero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: |

Denominagio de expedicio correcta: ACIDO NITRICO

IMDG

Nimero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: | EMS-No
F-A, 5-Q

Denominagio de expedicio comecta: NITRIC ACID
Poluente marinho: Mo

IATA

MNumero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: |
Denominagao de expedigio correcta: Nitric acid

|ATA Passenger: Naa permitido para o transparte

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTACAO
Esta folha de dados de seguranga obedece aos requerimentos da Regulamento {CE) Mo, 1907/2006

16. OUTRAS INFORMAGOES

Texto dos codigo(s) H e frase(s) R mencionados na secgdo 3

H272 Pade agravar incéndios; comburente,

H314 Provoca gueimaduras na pele e lesSes oculares graves.
O, Lig. Liguidos comburentes

Skin Corr. Corrosao cutanea

c Corrasiva

o} Comburente

R & Favorece a inflamacdo de matérias combustiveis.

R35 Provoca queimaduras graves.

D.4. Ficha de Seguranca do Acido Acético

1. IDENTIFICAGCAQ DA SUBSTANCIA/PREPARAGAQ E DA SOCIEDADE/EMPRESA

Nome do produto : ACIDO ACETICO 99.7+%, A.C.S.
Referéncia do Produto ¢ 242853

Marca . Sigma-Aldrich

Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Ay, das MNagdes Unidas, 23.043
04795-100 SAD PAULD - SP

BRAZIL
Telefone . +551137323100
Mumero de Fax ¢ +551155229805
Munero de Telefone de
Emergéncia

2. IDENTIFICAGAO DOS PERIGOS

Precaugdes para o homem e para o ambiente
Inflamavel. Provoca queimaduras graves.
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3. COMPOSICAQ/IINFORMAGAO SOBRE 0OS COMPONENTES

Sinanimos . Glacial acetic acid

Farmula ;. GoHyOg

Peso molecular . B00S gimol

[NeCAS [Mo. CE [No.de Index | Classificagio | Concentragio
‘ Acetic acid

[64-19-7 [200-580-7 [607-002-00-6 | C, R10- R35 [-

4. PRIMEIROS SOCORROS

Recomendacao geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo,

Se for inalado

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, aplicar a respiragao artificial. Consultar um
meédico.

Mo caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa & 08 sapatos contaminados. Lavar com sabfo e muita agua. Consultar urn
médico,

Mo caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Se for engolido
MAO provocar vomitos. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com dgua.

Consultar um médico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingao

Para fogos incipientes ou pequenos usar meios como espuma de alcool, po seco ou dioxido de carbono. Para
grandes fogos aplicar agua desde o mais longe possivel, usar grandes quantidades de agua
(inundacio)aplicadas como nevoeiro ou spray; corregoes sélidos de agua podem ndo ser efectivos. Esfrie
todos os depositos ou vasilhas com grandes e inundantes quantidades de agua.

Equipamento especial de protecgio a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiracio auténomo para combate a incéndios, se necessario,

Qutras informacgoes
Os jactos de agua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugdes individuais

Usar equipamento de protecgio individual, Evitar a respiragio do vapor/névoalgas. Assegurar ventilagio
adequada. Retirar todas as fontes de ignigdo. Evacuar o pessoal para dreas de seguranga. Atengao com a
acumulagio de vapores que pode formar concentracies explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas,

Precaugtes ambientais
Nao permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos de limpeza

Controlar & recuperar o liquido derramado com um produto absorvente ndo combustivel, (por exemplo areia,
terra, terra diatomacea, vermiculite) e por o liquido dentro de contentores para eliminacio de acordo com as
regulagées locais / nacionais (ver secgao 13). Manter em recipientes fechados adequados, para eliminagao.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Manuseamento

Evitar a inalago do vapor ou da névoa.

Manter afastado de qualguer chama ou fonte de ignigéo - Nao fumar. Tome medidas para impeadir a formagao
de electricidade estatica.

Armazenagem

Armazenar em local fresco, Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado, Os
contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
disperséo.

Sensivel & humidade.
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8. CONTROLO DA EXPOSICAQ/IPROTECCAO PESSOAL

Protecgdo individual

Protecgdo respiratéria

Nos casos em que a avaliagdo de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo apropriados,
use um respirador de cobertura facial total comn cartuchos de combinagdo multi-objectives (E.U.A.) ou do
tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
proteccdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes testados e
aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as MIOSH (E.UA.) ou CEN (UE).

Protecgdo das maos
As luvas de proteccao selecionadas devem satisfazer as especificagtes da Directiva da UE 89/686/CEE e
o estandarte EN 374 derivado dele. Manusear com |Uuvas.

Protecgao dos olhos
Oculos de seguranca bem ajustados. Protegdo da face (minimo de 8 polegadas (20 cm)).

Protecgdo do corpe e da pele
Escolher uma protecgdo para o corpo conforme a quantidade e a concentragdo das substancias perigosas

no lugar de trabalho.

Medidas de higiene
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiéne e seguranga. Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de frabalho,

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto

Estado fisico
Cor
Qdor

Dados de seguranga
pH
Ponto de fuséo
Panto de ebulicio

Panto de inflamacao
Temperatura de
ignigao

Limites de exploséo,
infericr

Limite de explosio,
superior

Pressdo de vapor

Hidrossalubilidade
Coeficiente de
epartigio n-
octanollagua

liquido
incolor

acre

2,4 a 60,05 gl
16,2 °C
M7-118°C

40,0 *C - camara fechada
485 °C
4 %V

19,9 %(V)

733 hPaab00°C
15,2 hPaa 20,0 °C

completamente miscivel
log Pow: -0,17

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade em armazenamento
Estavel sob as condigies recomendadas de armazenamento.

Condi¢des a evitar
Calor, chamas e faiscas.

Matérias a evitar
Oxidantes, Carbonatos e fosfatos solliveis, Hidréxidos, Metais, Perdxidos, permanganatos, por exemplo,
permanganato de potassio, Aminas, Alcools

Produtos de decomposi¢io perigosos
Produtos perigosos de decomposicao formados durante os incéndios. - Oxidos de carbono
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11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda

DL50 Oral - ratazana - 3.310 mg/kg

CL50 Inalag&o - rato - 1 h - 5620 ppm

Observagées: Orgdos Sensoriais e Sentidos Especiais {Mariz, Olhos, Ouvidos e Gosto):Olha: irritacao das

membranas conjuntivas. Orgaos Sensoriais e Sentidos Especiais (Nariz, Olhos, Ouvidos & Gosto):Olho: outros
Sangue: outras alteragies

CL50 Inalacdo - ratazana - 4 h - 11,4 mg/

DLS0 Dérmico - coelho - 1.112 mgikg

Irritagéo ou corroséo

Pele - coelho - Leve iritagdo da pele - 24 h

Olhos - coelho - Corrosivo para os olhos
Sensibilizagio

Pode causar sensibilizagao em contacto com a pele,
Exposigao cronica

IARC: Menhum componente deste produto presente a nivels maiores ou iguais a 0.1% é
identificado como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Sinais e sintomas de exposicao

0 material & extrernamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratério
superior, 0s olhos e a pele., espasmo, inflamagéo e edema da laringe, espasmao, inflamagéo e edema dos
hrénquios, pneumonite, edema pulmonar, sensacio de queimadura, Tosse, respiragio ruidosa, laringite,
Respiragéo superficial, Dor de cabega, Nausea, Vomitos, A ingestdo ou inalagio de Acido acético concentradc
proveca lestes nos tecidos dos tratos respiratério e digestivo. Os sintomas incluern: hematémese, diarreia
sanguinolenta, edema elou perfuragao do esofago e do piloro, pancreatite, hematdria, anuria, uremia,
albumindria, hemdlise, convulsfes, bronguite, edema pulmenar, pneumonia, colapse cardiovascular, choque e
morte. O constato directo ou a exposigio a concentragies elevadas do vapor com a pele ou com os olhos
pode provocar: eritema, vesiculagio, destruigo tecidular com cicatrizagao lenta, escurecimento da pele,
hiperceratose, fissuras, erosdo da cornea, opacificacio, irite, conjuntivite e possivel cegueira., Até onde
sabemos, as propriedades quimnicas, fisicas e toxicoldgicas ndo foram minuciosamente investigadas.

Efeitos potenciais scbre a sadde

Inalagdo Pode ser perigoso se for inalado. O material & extremamente destrutivo para os
tecidos das membranas mucosas € do trato respiratério superior.

Pele Pode ser perigoso se& for absorto pela pele. Causa queimaduras severas na
pele,

Olhos Causa queimaduras severas nos olhos.

Ingestido Pode ser perigoso se for engolido. Provoca gqueimaduras graves.

Orgaos alveo Dentes, Rim,

Informacgéo adicional
RTECS: AF1225000

12. INFORMAGAO ECOLOGICA

Infermacgdo sobre eliminagdo (persisténcia e degradabilidade)

Biodegradabilidade Observagdes: Espera-se que seja bio-degradavel

Efeitos de ecotoxicidade

Toxicidade em CLS0 - Leuciscus idus (Carpa dourada) - 410,00 mg/l -48h
peixes

CL50 - Cyprinus carpio (Carpa) - 49,00 mg/l - 48 h
CL50 - Pimephales promelas (vairdo gardo) - 79,00 - 88,00 mg/l -96 h
CL50 - Lepomis macrochirus - Y5 mg/l -96 h

Toxicidade em CES0 - Daphnia magna - 65,00 mg/l - 48 h
dafnias e outros
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invertebrados
aquaticos.

Toxicidade em algas CES0 - Mo existe informagéo dispenivel. - 156,00 mg/l - 24 h
Informagdes suplementares sobre a ecologia

Caréncia hioldgica 880 mgfg
de oxigénioc (CBO)
Informacoes dados nao disponiveis

ecoldgicas
adicionais

13. CONSIDERAGOES RELATIVAS A ELIMINAGAO

Produto

Esse material combustivel deve ser queimado em um incinerador quimico equipado com um pos-combustor e
purificador de gases. Observar todos os regulamentos ambientais federais, estaduais e locais. Entrar em
contato com um servigo profissional credenciado de descarte de lixo para descartar esse material,

Embalagens contaminadas
Eliminar come produto Nao utilizado,

14. INFORMACOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Mamero QMU 2789 Classe: B (3) Grupo de embalagem: |l

Denominacio de expedicio correcta: ACETIC ACID, GLACIAL

IMDG

Numero QMU 2789 Classe: 8 (3) Grupo de embalagem: I EMS-No:
F-E, 5-C

Denominagio de expedicio correcta: ACETIC ACID, GLACIAL
Poluente marinho: Mo

IATA
MNamero ONLU: 2789 Classe: 8 (3) Grupo de embalagem: |l
Denominagéo de expedicio correcta: Acetic acid, glacial

15. INFORMACAQ SOBRE REGULAMENTACAQ

Rotulado de acordo com as directivas da CE
Rotulagem CE

Simbolos de perigo

Corrasivo
Frase(s) - R
R10 Inflarmawvel.
R35 Provoca queimaduras graves.
Frase(s)- S
523 Nao respirar os gases/vapores/fumos/aerossdis,
526 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata & abundantemente com agua &
consultar um especialista,
545 Em caso de acidente ou de indisposicdo, consultar imediatamente o médico (se

possivel mostrar-lhe o rtulo).

D.5. Ficha de Seguranca do Hidroxido de Sédio

1. IDENTIFICN}&O DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA
1.1  Identificadores do produto

Nome do produto © HIDROXIDO DE SODIO
Referéncia do Produto o 85881

Marca 1 Sigma-Aldrich

MNo. de Index : 011-002-00-6

No, CAS o 1310-73-2

1.2 Utilizagoes relevantes identificadas da substincia ou mistura e utilizagoes desaconselhadas
Utilizagtes identificadas . Produtos guimicos de laboratorio, Fabricagio de substancias
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IDENTIFICACAQO DOS PERIGOS

21  Classificag3o da substincia ou mistura
Classification according to Regulation (EC) No 1272/2008 [EU-GHSICLP]
Skin corrosion (Category 1A)
Classificagdo de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
Provoca gueimaduras graves.
22 Elementos da etiqueta
Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008 [CLP]
Pictogram
Signal word Danger
Hazard statement(s)
H314 Causes severe skin burns and eye damage.
Precautionary statement(s)
F280 Wear protective gloves! protective clothing’ eye protection/ face
protection.
P305 + P351 + P335 IF IN EYES: Rinse cauticusly with water for several minutes. Remove
contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.
P310 Immediately call a POISON CENTER or doctorf physician.
Supplemental Hazard none
Statements
According to European Directive 67/548/EEC as amended.
Hazard symbol(s) =
LP
ek
R-phrase(s)
R35 Causes severe burmns.
S-phrase(s)
526 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and
seek medical advice.
S37/39 Wear suitable gloves and eyefface protection.
545 In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately
(show the label where possible).
2.3  OQutros Perigos - nenhum(a)
COMPUSIG&OFINF{JRMAGELG SOBRE OS5 COMPONENTES
3.1 Substancias
Sindnimos ¢ ‘Causlic soda’
Formula : MNaOH
Peso molecular : 40,00 gfmol
Componente | Concentracéao
Sodium hydroxide
Mo. CAS 1310-73-2 -
MNo. CE 215-185-5
Mo. de Index 011-002-00-6
4. PRIMEIROS SOCORROS
4.1 Descrigao das medidas de primeiros socorros

Recomendagac geral
Consultar um medico, Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo,

Se for inalado
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respiragdo artificial. Consultar um
médico.
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4.2

4.3

No caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados, Lavar com sab&o e muita agua. Consultar um
medico.

Mo caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Se for engolido
MNAD provocar vémitos. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico.

Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados

espasmo, inflamacao e edema da laringe, espasmo, inflamagdo e edema dos brdnguios, pneumonite,
edema pulmonar, sensagao de gueimadura, Tosse, respira¢do ruidosa, laringite, Respiragéo superficial, Dor
de cabeca, Nausea, Vomitos, O materal & extremamente destrutivo para os tecidos das membranas
mucosas e para o trato respiratorio superior, 0s olhos e a pele.

Indicagao de atengao medical imediata e tratamento especial necessario
dados ndo disponiveis

5.2

5.3

5.4

MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO
Meios de extingao

Meios adequados de extingdo
Usar meios de extingdo que sejam apropriados as circunstancias locais € ac ambiente envalvanta.

Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de sbdio

Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiracgo autdnomo para combate a incéndios, se necessario.

Outras informagées
O produto no queima.

6.2

6.3

6.4

MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugées individuais, equipamento de protecgdo e procedimentos de emergéncia

Usar equipamento de protecgio individual. Evitar a formag&o de poeira. Evitar a respiragio do
vapor/névoalgas. Assegurar ventilagio adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar de
respirar o pd.

Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispers&o ou derramamento ulterior se for mais seguro assim. Nio permitir a entrada do produto
no sistema de esgotos. A descarga no meio ambiente deve ser evitada,

Métodos e materiais de confinamento e limpeza
Apanhar os residuos sem levantar poeiras. Varrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagéo.

Remissdo para outras secgoes
Para eliminagao de residucs ver secgdo 13.

7.2

7.3

MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar a formacao de pd e aerossois,
Providenciar uma adequada ventilagdo em locais onde se formem poeiras.

Condigoes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades

Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco & bem ventilade.

Utilizagdes finais especificas
dados nao disponiveis

8.2

CONTROLO DA EXPOSICAOQ/PROTECCAO PESSOAL
Parametros de controlo

Componentes a controlar com relagao ao local de trabalho
Controlo da exposigao

Controles técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranga. Lavar as méos antes de
interrupcdes, e no final do dia de trabalho.
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Protec¢do individual

Protecgdo para os olhos/cara

Mascaras de protecgao e Oculos de seguranga. Use equipamento de protegdo ocular testado e
aprovado de acordo com as normas governamentais adeguadas, tais como NIOSH (US) ou EN 166
(EU).

Protecgdo da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizagao, Use uma técnica
adequada para a remogdo das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contach
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apds o uso, em conformidade com as leis
boas praticas de laboratério . Lavar e secar as maos.

As luvas de proteccdo seleccionadas devemn satisfazer as especificactes da Directiva da UE
BY/GBY/CEE & a norma EN 374 derivada dela,

Protecgao do corpo

Fato completo de protecgio para produtos quimicos, O genero de equipamento de proteccao deve
ser escolhido de acordo com a concentragdo e a guantidade da substancia perigosa no lugar de
trabalho.

Protecgdo respiratoria

Mos casos em que a avaliacdo de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sio
apropriadas, use um respirador de particulas do tipo N100 (E.U.A.) ou cartuchos de respiracéo do
tipo P2 (EN 143) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protecgdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes
testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (EJU.A ) ou
CEN (UE].

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

9.1 Informagdes sobre propriedades fisicas e guimicas de base

a) Aspecto Estado fisico: granulado
Cor: branco

b) Odor dados ndo disponiveis

¢) Limiar olfactivo dados ndo disponiveis

d) pH 13,0-14

e) Ponto de fusdo/ponto Pontofintervalo de fusdo: 318 °C
de congelagao

f)  Ponto de ebuligao inicial 1,390 *C
2 intervale de ebuliggo,

g) Ponto de inflamagso ndo aplicavel

h) Taxa de evaporagdo dados ndo disponiveis

i) Inflamabilidade (sélido, dados ndo disponiveis
gas)

i) limites de dados ndo disponiveis

inflamabilidade superior
! inferior ou explosivas

k) Pressao de vapor = 24,00 hPaa 20°C
4,00 hPaa 37 °*C

I} Densidade do vapor 1,38 - (Ar=1.0)
m) Densidade relativa 2,1300 gfem3
n) Hidrossolubilidade dados nao disponiveis

a) Coeficiente de particdo:  dados no disponiveis
n-octanol/agua

p) Temperatura de auto-  dados ndo disponiveis
ignicao

ql Temperatura de dados nao disponiveis
decomposicdo

r) Viscosidade dados ndo disponiveis
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s) Propriedades dados ndo disponiveis
explosivas

t) Propriedades oxidantes dados n&o disponiveis
9.2  Outra informagio de seguranca
Densidade da massa 2.130 kg'm3

10. ESTAEILIDADE E REACTIVIDADE

10.1 Reactividade
dados ndo disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
dados nao disponiveis

10.3 Possibilidade de reacgbes perigosas
dados ndo disponiveis

10.4 Condigtes a evitar
dados nao disponiveis
10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes, Acidos fortes, Materiais organicos

10.6 Produtos de decomposigao perigosos
Outros produtos de decomposigao perigosos - dados ndo disponiveis

11. INFORMAGAD TOXICOLOGICA
11.1 Informagoes scbre os efeitos toxicologicos

Toxicidade aguda
dados nao disponiveis

Corrosaofirritagao cutanea
Pele - coelho - Provoca queimaduras graves. - 24 h

Lesdes oculares gravesfirritagdo ocular
Olhos - coelho - Grave iritagéo dos olhos - 24 h

Sensibilizagdo respiratéria ou cutdnea
dados nao disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
dados ndo disponiveis

Carcinogenicidade

IARC:; Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% @ identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade reprodutiva
dados ndo disponiveis

Toxicidade para érgdos-alve especificos - exposigdo Unica
dados ndo disponiveis

Toxicidade para 6érgdos-alve especificos - exposigdo repetida
dados nao disponiveis

Perigo de aspiragio
dados nao disponiveis

Efeitos potenciais para a saGde

Inalagao Pode ser perigoso se for inalado, © material & extremamente destrutivo
para os tecidos das membranas mucosas e do trato respiratdrio superiar.
Ingestio Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras.
Pele Pade ser perigoso se for absorto pela pele. Causa queimaduras na pele.
Olhos Causa queimaduras nos olhos.

Sinais e sintomas de exposigao

espasmo, inflamagdo e edema da laringe, espasmo, inflamacao & edema dos brénguios, pneumonite,
edema pulmonar, sensa¢do de queimadura, Tosse, respiracdo ruidosa, laringite, Respiracdo superficial, Dor
de cabega, Nausea, Vémitos, O material & extremamente destrutivo para os tecidos das membranas
mucosas e para o frato respiratorio superior, os olhos e a pele.

Informagadoe adicional
RTECS: WB4900000
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12.  INFORMAGAO ECOLOGICA
121 Toxicidade
Toxicidade em peixes CL50 - Gambusia affinis (peixe-mosquito) - 125 mgfl - 96 h

Toxicidade em dafnias e Imobilizagéo CESD - Dafnia - 40,38 mgil -48 h
outros invertebrados
aquaticos.
12.2 Persisténcia e degradabilidade
dados nao disponiveis

12.3 Potencial de bicacumulagao
dados nao disponivels

12.4 Mobilidade no solo
dados ndo disponivels

12,5 Resultados da avaliagdo PBT e mpmb
dados ndo disponiveis

12.6 Outros efeitos adversos
Perigoso para os organismos aguaticos.

13. CONSIDERAGOES RELATIVAS A ELIMINAGAO
13.1 Métodes de tratamento de residucs

Produto

Propor a entrega de soluges excedentes e nfo reciclaveis a uma empresa idonea de tratamento de
residuos. Entrar em contato com um servigo profissional credenciado de descarte de lixo para descartar
esse material,

Embalagens contaminadas
Eliminar comao produto Nao utilizado.,

14. INFORMAGOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

14.1 Namero OMU
ADR/RID: 1823 IMDG: 1823 IATA: 1823

14.2 Nome apropriade para embarque da ONU
ADR/RID: SODIUM HYDROXIDE, SOLID
IMDG: SODIUM HYDROXIDE, SOLID

IATA: Sodium hydroxide, solid
14.3 Classificagao (classificagbes) do perigo de transporte

ADR/RID: & IMDG: 8 IATA: 8
14.4 Grupo de embalagem

ADR/RID: I IMDG: I IATA:
14.5 Perigos para o ambiente

ADR/RID: no IMDG Poluente marinho: nao IATA: ndo

14.6 Precaugbes especiais para o utilizador
dados ndo disponiveis

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTAGAO
Esta folha de dados de sequranca obedece ans requerimentos da Regulamenta (CE) No. 19072006

15.1 Regulamentagdo/legislagio especifica para a substancia ou mistura em matéria de salde, seguranga
e ambiente
dados ndo disponivels

15.2 Avaliagdo da seguranca quimica
dados ndo disponiveis
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D.6. Ficha de Seguranca do n-Hexano

1.2

1.3

1.4

IDENTIFICACAQC DO PRODUTO E DA EMPRESA

Identificadores do produto
Nome do produto :

Referéncia do Produto
Marca

Qutros meios de identificagdo

Dados néo disponiveis

HEXANO-N MIN.97%
UV/HPLC/ESPECTROSCOPICO

V002042
Vetec

Utilizagtes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas

Sa para utilizagdo R&D. Nao para ufilizagdo farmaceutica, doméstica ou outras utilizagbes.

Identificagdo do fornecedor da ficha de dados de seguranga

Companhia

Sigma-Aldrich Brasil Ltda,

Av. das Magbes Unidas, 23.043
04795-100 SAC PAULO - 5P
EBRAZIL

2.2

IDENTIFICAGAO DE PERIGOS
Classificagdo GHS

Liquidos inflamaveis (Categoria 2)

Irritacso cutdnea (Categoria 2)

Toxicidade reprodutiva (Categoria 2)

Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposigao unica (Categoria 3), Sistema nervoso central
Toxicidade para drgaos-alve especificos - exposicéo repetida, Oral (Categoria 2), Sistema nervoso
Pearigo de aspiracao (Categoria 1)

Toxicidade aguda para 0 ambiente aquético (Categoria 2)

Toxicidade cronica para o ambiente aquéatico (Categoria 2)

Elementos da Etiqueta GHS, incluindo declaragdes de prevengdo

Pictograma

Palavra de adverténcia

Frases de Perigo
H225
H304
H315
H336
H361

H373

H411
Frases de Precaugao

Prevencao
FP201
P202

P210

P233
P240
P241

P24z
P243
P280
P264

108 a0

Perigo

Ligquido e vapor faciimente inflamaveis.

Pode ser mortal por ingestao e penetragio nas vias respiratorias.
Provoca irritagdo cutanea.

Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

Suspeito de afectar a fertilidade ou o nascituro,

Pode afectar os drgdos (Sistema nervoso) apds exposicio prolon
ou repetida por ingestao,
Taxico para os erganismos aquaticos com efeitos duradouros.

Pedir instrugdes especificas antes da utilizagao.

Nao manuseis o produto antes de ter lido & percebido todas as
precaugdes de seguranca.

Manter afastado do calorffaiscalchama abertal superficies quente
MNao fumar.

Manter o recipiente bem fechado.

Ligacao a terrafequipotencial do recipiente e do equipamento rece
Utilizar equipamento eléctricol de ventilagao/ de fluminaciol a pro
explosdo.

Ltilizar apenas ferramentas antichispa.

Evitar acumulaggo de cargas electrostaticas.

MNao respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerassoi
Lavar a pele cuidadosamente apds manuseamento.
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F271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P273 Evitar a libertagio para o ambiente.

P280 Usar luvas de proteccdol vestuario de protecclol protecgio ocular!
proteccéo facial.

Resposta

P301 + P310 EM CASO DE INGESTAQ: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAQ ANTIVENENOS ou um médico.

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE {(ou o cabelo): despir! retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/l
tomar um duche.

P304 + P340 EM CASO DE INALACAD: retirar a vitima para uma zona ao ar livre &
manté-la em repousc numa posigo que ndo dificulte a respiragio.

P308 + P313 EM CASO DE exposigio ou suspeita de exposicdo: consulte urm medico.

P321 Tratamento especifico (ver as instrugdes suplementares de primeiros
Secorros no presente rotulo).

P331 NAD provocar o vamita,

P332 + P313 Em caso de irritagio cutédnea: consulte um meédico.

P362 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

P370 + P378 Em caso de incéndio; para a extingdo utilizar areia seca, um produto
quimico seco ou espuma resistente ao alcool.

P391 Recolher o produte derramado.

Armazenagem

P403 + P233 Armazenar em local bemn ventilado. Manter o recipiente bem fechado.

P403 + P235 Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.

P405 Armazenar em local fechado a chave.

Destruigio

Ps01 Eliminar o conteddo/ recipiente em instalagio aprovada de destruigio de
residuos.

2.3  OQutros Perigos - nenhum{a)
COMPOSIGAO E INFORMAGOES SOBRE 0S INGREDIENTES
31  Substancias
Formula ¢ CgHqg
Paso molecular o 86.18 g/mol
[ Componente | Concentragiio |
n-Hexane
No. CAS 110-54-3 <= 100 %
MNo. CE 203-777-6
No. de Index 601-037-00-0
MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
4.1 Descrigao das medidas de primeiros socorros

Recomendacao geral

Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.

Em caso de inalagdo

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se n&o respirar, dar respiragio artificial, Consultar um

médico.

Em caso de contacto com a pele

Lavar com sabdo e muita dgua. Consultar um médico.

Se entrar em contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o medico.

Em caso de ingestio

NAQ provoca vomito. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.

Consultar um meédico.

4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados

O contacto prolongado ou repetido com a pele pode provocar:, redugdo de gordura, Dermatites, O contacto

com o5 olhos pode provocar:, Vermelhiddo, VisGo desfocada, Provoca lagrimas., Os efeitos devidos a

ingestdo podern incluir:, Desconforto gastrointestinal, Depresso do sistema nervoso central, Irritagio de

pulmao, dor de peito, edema pulmonar, vertigens, tempo de reacgao afrouxado, fala arrastada, Dor de
cabeca, Vertigem, Sonoléncia, Inconsciéncia
4.3 Indicagdes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios

Dados néo disponiveis

ANEXOS



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [JRA0)Is]

MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

51 Meios de extingao
Meios adequados de extingao
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto guimico seco ou didxido de carbono.
5.2 Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbong
5.3 Recomendag¢des para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiracdo autonomo para combate a incéndios, se necessario,
54  Outras informagdes
Os jatos de dgua podem ser ulilizados para arrefecer os contentores fechados.
MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO
6.1 Precaugoes individuais, equipamento de protegdo e procedimentos de emergéncia
Usar equipamento de protegdo individual. Evitar a respiragio do vapor/inévoalgas. Assegurar ventilagio
adequada. Cortar todas as fontes de ignigio. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Atengdo com a
acumulagdo de vapores que pode formar concentrages explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas.
6.2 Precaucdes a nivel ambiental
Prevenir dispersao ou derramamento, se seguro. Nao permitir a entrada do produto no sistema de
esgotos. A descarga no meio ambiente deve ser evitada.
6.3 Meétodos e materiais de confinamento e limpeza
Controlar e recuperar o liquide derramado com aspirador protegido electricamente ou varrer a seco e por
o liguido dentro de contentores para a eliminagdo de acordo com as regulagées locals (ver secgdo 13).
6.4 Remissdo para outras secgdes
Para eliminacéo de residuos ver secpio 13,
MANUSEIO E ARMAZENAMENTO
7.1 Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele & os olhos. Evitar a inalagio do vapor ou da névoa.
Manter afastado de qualguer chama ou fonte de ignigéo - Nao fumar. Tome medidas para impedir a
formacao de electricidade estatica.
7.2 Condigdes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Qs contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e t8m que ficar direitos para evitar a
dispersso.
7.3 Utilizagdes finais especificas
Dados ndo disponiveis
CONTROLE DE EXPOSICAO E PROTEGAD INDIVIDUAL
8.1 Parametros de controlo
Limites de exposigdo ocupacional
Limites profissionais biclégicas de exposigao
Componente Mo. CAS Parametros | Valor Amostras Bases
hioldgicas
n-Hexane 110-54-3 25 Smglg Urina MR 7 - Programa de
Hexanodio | creatinina controle medico de
na saude ooupacional
8.2 Controlo da exposicao

Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranga. Lavar as maos antes dos
intervalos e no final do dia de trabalho.

Prote¢do individual

Protecgdo ocular! facial

Mascaras de protecgdo e dculos de seguranga. Use equipamento de protecao ocular testado e
aprovado de acorde com as normas governamentais adequadas, tais como NIOSH (US) ou EN 166
(EL).
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Protecgao da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizagio. Use uma técnica
adeguada para a remogdo das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apds o uso, em conformidade com as leis e
hoas praticas de laboratério . Lavar e secar as mios.,

As luvas de proteccéo seleccionadas devem satisfazer as especificagSes da Directiva da UE
69/688/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Protecgdo do corpo

Fato completo de protecgdo para produtos quimicos, Tecido protector anti-estatico retardador de
chama., O tipo de equipamento de protecgdo deve ser escolhido de acordo com a concentragdo e a
quantidade da substancia perigosa no local de trabalho.

Protecgdo respiratoria

Mos casos em que a avaliagao de risco mastrar que os respiradores purificadores do ar sao
apropriados, use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagdo multi-
objectives (E.U.A.) ou do tipo ABEK (EM 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o

respirador for o dnico meio de protecgo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use
respiradores e componentes testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais
coma as NIOSH (E.U.A) au CEN (LE).

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

9.1 Informagdes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspeto Forma: liquida

Cor: incolor
b) Odor Dados ndo disponiveis
¢)  Limite de Odor Dados ndo disponiveis
d) pH 7.0

e} Ponto de fusdo/ponto -85.0°C
de congelamento

f) Ponto de ebulicgo inicial 88.0 - 70.0 °C
e intervalo de ebuligao

g} Ponto de fulgor -26.0 °C - camara fechada
h} Taxa de evaporagéo 158
il Inflamabilidade (sdlido, Dados néo disponiveis

gas)
j)  Limites de Limite superior de explosdo; 7.7 %{V)
inflamabilidade superior  Limite inferior de explosao: 1.2 %(V)
I inferior ou
explosividade
k) Pressdo de vapor 341.3hPaa37.7°C
176.0hPaa 20.0°C
I} Densidade de vapor Dados néo disponiveis
m) Densidade relativa 0.66 glcm3
n) Hidrossolubilidade insaldwvel

o} Coeficiente de partigdo  log Pow: 3.90 - 4.1
n-octancl/agua

p) Temperatura de auto- 234.0°C
ignicao

g} Temperatura de Dados ndo disponiveis
decomposicao

ry  Viscosidade Dados ndo disponiveis

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

10.1 Reatividade
Dados ndo disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
Dados ndo disponiveis
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10.3 Possibilidade de reagbes perigosas
Dados néo disponivels

10.4 Condigdes a evitar
Calor, chamas e faiscas. As temperaturas extremas e a luz do sol direta.

10.5 Materiais incompativeis
Oxidantes

10.6 Produtos de decomposigdo perigosos

11.  INFORMAGCOES TOXICOLOGICAS
11.1  Informacgdes sobre os efeitos toxicolégicos

Toxicidade aguda
DLSO Oral - Ratazana - 25,000 mg/kg

CL50 Inalacdo - Ratazana - 4 h - 48000 ppm

Corrosaofirritagdo cutanea
Irritante para a pele.

Lesdes oculares gravesfirritagao ocular
Olhos - Coelho - Ligeira irritacao dos olhos

Sensibilizagdo respiratoria ou cutdnea
Dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
Dados nao disponiveis

Carcinogenicidade

Carcinogenicidade - Ratazana - Inalagio
Oncogenia: Carcinogenico segundo os criterios de RTECS, Efeitos oncogénicos: tumores nos testiculos

IARC: Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% & identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade a reproduga e lactagio

Tendo em base experimentos com animais de laboratario, 8 exposigio excessiva pode provocar
desordem(ns) repradutiva(s). Toxico reprodutive suspeito para os humanos Suspeito de afectar a fertilidade

Toxicidade sistémica para drgaos-alvo especificos - exposigdo Gnica
Pode provocar sonol&ncia ou vertigens.

Toxicidade sistémica para érgdos-alve especificos - exposigdo repetida
Ingestao - Pode afectar os orgéos apods exposicdo prolongada ou repetida, - Sistema nervoso

Perigo de aspiragdo
Pode ser mortal por ingestio e penetragio nas vias respiratarias.

Possiveis danos para a saide

Inalagdo Mocivo se for inalado, Causa uma irritacdo no aparelho respiratdric. Pode
provocar sonoléncia e vertigens, por inalagdo dos vapores.

Ingestio MNocivo por ingestdo. Perigo de aspiracio se for engolido - pode entrar nos
pulmdes e causar danos.

Pele Perigoso se for absorie pela pele. Causa uma irritagio da pele.

Olhos Causa uma irritagio nos olhos,

Sinais e sintomas de exposigio

O contacto prolongade ou repetido com a pele pode provocar:, redugio de gordura, Dermatites, O contacto
com os olhos pode provocar:, Vermelhidao, Visao desfocada, Provoca lagrimas., Os efeitos devidos a
ingestdo podem incluir,, Desconforto gastrointestinal, Depressao do sistema nervoso central, Irritagio de
pulméa, dor de peito, edema pulmonar, vertigens, tempo de reaccdo afrouxado, fala arrastada, Dor de
cabega, Vertigem, Senoléncia, Inconscigéncia

Informagdo adicional
RTECS: MN9275000

12. INFORMAGCOES ECOLOGICAS
121 Ecotoxicidade

Toxicidade em peixes CL50 - Pimephales promelas (vairdo gordo) - 2.5 mglfl - 96.0 h
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Toxicidade em dafnias e CES0 - Daphnia magna - 3,878.00 mg/l -48 h

autros invertebrados

aquaticos

Toxicidade em algas CES0 - Chlorella vulgaris (alga em agua-doce) - 12,840.00 mgfl -3 h
CES0 - Skeletoma - 0.30 mg/l -8 h

12.2 Persisténcia e degradabilidade
Dados ndo disponiveis

12.3 Potencial biocumulativo
Dados ndo disponiveis

12.4 Mobilidade no solo
Dados nao disponiveis

12.5 Resultados da avaliagdo PBT € mPmB
Dados nao disponiveis

12,6 Outros efeitos adversos
Téxico para 0s organismos aguaticos com efeitos duradouros.

13. CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIGAQ
131 Meétodos de tratamento de residuos

Produto

Clueimar em um incinerador quimico equipado com pds-combustor e purificador de gases, mas tomar
precauctes adicionais ao colocar esse material em ignicao, visto que & altamente inflamavel. Propor a
entrega de solugies excedentes e ndo reciclaveis a uma empresa idonea de tratamento de residuos.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mao utilizado.

14.  INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE

141 Namero ONU
ADR/RID: 1208 DOT (US): 1208 IMDG: 1208 IATA: 1208 AMTT: 1208

14.2 Designagae oficial de transporte da ONU
ADR/RID: HEXAMNOS
DOT (US):  Hexanes

IMDG: HEXAMNES

IATA: Hexanes

ANTT: HEXANOS
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte

ADR/RID: 3 DOT (US): 3 IMDG: 3 IATA: 3 ANTT: 3
14.4 Grupo de embalagem

ADRIRID: 1l DOT (USk: 1l IMDG: Il 1ATA: I ANTT: 11
145 Perigos para o ambiente

ADR/RID: sim DOT (US): nao IMDG Poluente marinho: sim  IATA: ndo

146 Precaugbes especiais para o utilizador
Dados nao disponiveis

14.7 MNumero De Risco 33

D.7. Ficha de Seguranca do Acetonitrilo

1. IDENTIFICACAO DO PRODUTO E DA EMPRESA

1.1 Identificadores do produto

Nome do produto © Acetonitrilo
Referéncia do Produto : o W000357
Marca : Vetec

1.2  Outros meios de identificagdo
Dados ndo disponiveis

1.3  Utilizagoes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
S0 para utilizagdo R&D. Nao para utilizagao farmaceutica, doméstica ou outras utilizagdes.

1.4 ldentificagdo do fornecedor da ficha de dados de seguranga

Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda,
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2.2

23

IDENTIFICACAQ DE PERIGOS

Classificagao GHS

Liquidos inflamaveis (Categoria 2)
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 4)
Toxicidade aguda, Inalagdo (Categoria 4)
Toxicidade aguda, Dérmico (Categoria 4)

lirritagéo ocular (Categoria 2A)

Elementos da Etiqueta GHS, incluinde declaragdes de prevencao

Pictograma

Palavra de adverténcia

Frases de Perigo
H225
H3i02
H312
H319
H332

Frases de Precaucao

Prevengéo
P210

Resposta
P301 + P312

P303 + P361 + P353

P304 + P340

P305 + P351 + P338

P312
P32z

P330
F337 + P313
P363
P370 + P378

Armazenagem
P403 + P235

Destruicao
P501

Qutros Perigos - nenhum(a)

&b

Perigo

Liguido & vapor faciimeante inflamaveis.
MNocivo por ingestao,

MNocivo em contacto com a pele,
Provoca irritago ocular grave.

MNocivo por inalagdo.

Manter afastado do calorifaiscalehama aberta/ superficies quentes. -

Mao furmar.

Manter o recipiente bem fechado.

Ligagdo & terra/equipotencial do recipiente e do equipamento receptor.
Utilizar equipamento eléctrico/ de ventilagao/ de iluminacao! a prova de
explosdo,

Utilizar apenas ferramentas antichispa.

Evitar acumulacao de cargas electrostaticas.

Evitar respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoasl vapores/ aerossois.
Lavar a pele cuidadosamente apos manuseamento.

MNaao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto,

Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

Usar luvas de protecgiol vestuario de protecgdol protecgio ocular
proteccdo facial.

EM CASO DE INGESTAQ: caso sinta indisposigio, contacte um
CENTRO DE INFORMAGAD ANTIVENENOS ou um médico.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE {ou o cabelo): despir/ retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/
tomar um duche.

EM CASO DE INALACAQ: retirar a vitima para uma zona ao ar livre &
manté-la em repouso numa posicdo que nao dificulte a respiracao.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Confinuar a enxaguar.

Caso sinta indisposi¢io, contacte um CENTRO DE INFORMAGAC
ANTIVENENOS qu um médico,

Medidas especificas (ver as instru¢des suplementares de primeiros
socorros no presente rotulo).

Enxaguar a boca.

Caso a irritacdo ocular persista: consulte um médico.

Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar.

Em caso de incéndio: para a extingdo utilizar areia seca, um produto
quimico seco ou espuma resistente ao alcool.

Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.

Eliminar o conteldo/ recipiente em instalagao aprovada de destruigao de
residucs.
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COMPOSIGAO E INFORMACOES SOBRE OS INGREDIENTES

3.1  Substancias
Formula ¢ CgHgN
Peso molecular o 41.05 gfmaol
Componente | Concentracido
Acetonitrile
Mo. CAS 75-05-8 == 100 %
MNo. CE 200-835-2
Mo. de Index 608-001-00-3
Mamero de registo 01-2118471307-38-X XXX
MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
4.1 Descrigdo das medidas de primeiros socorras
Recomendagao geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.
Em caso de inalagio
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respiracéo artificial. Consultar um
médico.
Em caso de contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um médico.
Se entrar em contacto com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita dgua, durante pelo menos guinze minutos, e consultar o meédico.
Em caso de ingestao
NAC provoca vomito. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua,
Consultar um médico.
4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
Tratar como envenenamento por cianeto., Ter sempre & m3o um estojo de primeiros socorros contra
envenenameanto por cianeto juntamente com as instrugdes adequadas., O estabelecimento dos sintomas é
geralmente retardado dependendo da conversdo a cianeto., Mausea, Vomitos, Diarreia, Dor de cabega,
Vertigern, Erupgéo cutdnea, Clanose, excitago, depresséo, Scnoléncia, juize prejudicado,
Descoordenagdo, estupor, morte
4.3 Indicagdes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Dados ndo disponiveis
MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO
51 Meios de extingao
Meios adequados de extingdo
Utilizar agua pulverizada, espuma rasistente ao alcool, produto quimico seco ou didxido de carbono.
5.2  Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbono, Oxidos de azoto (NOx)
5.3 Recomendagoes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiracéo auténomao para combate a incéndios, se necessario.
54  Outras informagdes
Os jatos de agua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.
MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO
6.1 Precaugdes individuais, equipamento de protegdo e procedimentos de emergéncia
Lsar equipamento de protegao individual, Evitar a respiragao do vapor/névoa/gas, Assegurar ventilagao
adequada. Cortar todas as fontes de ignigo. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Atengdo com a
acumulagdo de vapores que pode formar concentragbes explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas.
6.2 Precaugdes a nivel ambiental
Pravenir dispersdo ou derramamento, se seguro. Nao permitir a entrada do produto no sistema de
esgotos.
6.3 Métodos e materiais de confinamento e limpeza
Controlar e recuperar o liquido derramado com aspirador protegido electricamente ou varrer a seco e por
o liquido dentro de contentores para a eliminagdo de acordo com as regulagdes locais (ver seccdo 13).
6.4 Remissdo para outras secgdes

Para eliminagéo de residuos ver secgio 13.

ANEXOS

145



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO E HIDROLISE ENZIMATICA DA BORRA DE CAFE VISANDO A PRODUGAO DE BIOETANOL  [JRA0)Is]

MANUSEIO E ARMAZENAMENTO

7.1 Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele e o5 olhos. Evitar a inalagao do vapor ou da névoa.
Manter afastado de qualguer chama ou fonte de ignigéo - Nao fumar Tome medidas para impedir a
formacao de electricidade estatica.
7.2  Condigbes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Os contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
dispersao,
Manipular & estocar sob gas inerte.
7.3  Utilizagoes finais especificas
Dados ndo disponiveis
GONTROLE DE EXPOSIGAO E PROTEGAO INDIVIDUAL
8.1 Parametros de controlo
Limites de exposicdc ocupacional
Componente Mo, CAS Valor Parametros Bases
de controlo
Acetonitrile 75-05-8 LT 30 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA
55 mg/m3 INSALUERIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAD NO LOCAL DE TRABALHO
Observagbe | Grau de insalubridade: méximo
s
8.2 Controlo da exposigdo
Controlos téenicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industrigis de higiene e seguranga. Lavar as maos antes dos
intervalos e no final do dia de trabalho.
Protecao individual
Proteccao ocularf facial
Mascaras de protecgdo e dculos de sequranga. Use equipamento de prote¢ao ocular testado e
aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como NIOSH (US) ou EM 166
(EU).
Proteccao da pele
Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizag8o. Use uma técnica
adequada para a remogao das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apds o uso, em conformidade com as leis e
boas praticas de laboratério . Lavar e secar as m3os.
As luvas de protecgio seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
89/689/CEE & a norma EN 374 derivada dela.
Protecgao do corpo
Fato completo de protecgiio para produtos quimicos, Tecido protector anti-estético retardador de
chama., O tipo de equipamento de protecgio deve ser escolhide de acorde com a concentragio e a
guantidade da substancia perigosa no local de trabalhao.
Protecgdo respiratéria
Nos casos em que a avaliagdo de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo
apropriados, use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagdo multi-
objectives (E.U.A) ou do tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o
respiradar for o Unico meio de protecgao, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use
respiradores e componentes testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais
como as NIOSH (E.ULA.) ou CEN (UE).
PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
9.1 Informagdes schre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspeto Forma: claro, liquida
Cor: incolor
b) Odor similar a éter
¢} Limite de Odor Dados naoe disponiveis
d} pH Dados ndo disponiveis
g} Ponto de fusdo/ponto Pontofintervalo de fusdo; -45.7 °C a 1,013 hPa

de congelameanta
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fi  Ponto de ebulicdo inicial 81.0 - 82.0 °C 2 1,013.2 hPa
€ intervalo de ebuliggo

g} Ponto de fulgor 2.0 °C - camara fechada

h) Taxa de evaporacao 5.8

i) Inflamabilidade (sdlide, Dados ndo disponiveis
gas)

j}  Limites de Limite superior de explosao: 16 %(\)
inflamabilidade superior  Limite inferior de explosao; 3 %(V)
! inferior ou

explosividade

7318hPaa15°C
12144 hPaa 26 °C
413.23hPaa55°C
98.64 hPaa 20 °C

k) Pressio de vapor

1) Densidade de vapor
m) Densidade relativa
n} Hidrossolubilidade

142 - (Ar=1.0)
0.78 glem3 a20°C

completamente soldvel

o} Coeficiente de particdo  log Pow: -0.54a25°C
n-actanol/agua

p) Temperatura de auto- 524.0°C
ignigao

q) Temperatura de Dados nédo disponiveis
decomposicio

r}  Viscosidade Dados ndo disponiveis

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

10.1 Reatividade
Dados ndo disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
Dados nao disponiveis

10.3 Possibilidade de reagoes perigosas
Dados nao disponiveis

10.4 Condigdes a evitar

Calor, chamas e faiscas. As temperaturas extremas e a luz do sol direta.
10.5 Materiais incompativeis

acidos, Bases, Oxidantes, Agentes redutores, Metais alcalinos

10.6 Produtos de decomposicao perigosos

11. INFORMAGOES TOXICOLOGICAS
11.1  Informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxicidade aguda
DL50 Oral - Ratazana - macho - 1,320 - 6,690 ma/kg

CL50 Inalagdo - Rato - 4 h - 3587 ppm
CL50 Inalagio - Ratazana - 4 h - 26.8 mg/
DL50 Dérmico - Coelho - macho e fémea - > 2,000 ma/kg

Corrosaofirritagao cutanea
Pele - Coelho - Mo provoca irritagio da pele - Directrizes do Teste OECD 404

Lesdes oculares graves/irritagdo ocular
Olhos - Coelho - Iritante para os olhos. - Directrizes do Teste OECD 405

Sensibilizagao respiratdria ou cutinea
Buehler Test - Porguinho da india - Directrizes do Teste OECD 406 - Mao provoca sensibilizagdo em
animais de laboratario.

Mutagenicidade em células germinativas

Genotoxicidade in vitro - Hamster - ovarios - negative
Mutacdo de células somaticas de mamiferos.
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Genotoxicidade in vitro - Teste de Ames - S, typhimurium - com ou sem activagio metabdlica - Nao
mutagénico no teste Ames.

Genotoxicidade in vitro - Hamster - ovarios - Evidéncia ambigua
Troea de cromatideos homologos

Genotoxicidade in vivo - Rato - Inalag&o - Resultados positivos foram obtidos nalguns testes in vivo.
Carcinegenicidade
MNenhuma evidéncia de carcinogenicidade em estudos com animais.

ARG Menhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% & identificada
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade a reproduga e lactagdo
Os testes sobre 0s animais nao mostraram efeitos sobre a fecundidade.

Toxicidade sistémica para drgaos-alvo especificos - exposicdo Onica
A substancia ou mistura ndo esta classificada como toxico especifico de orgdos-alvo, exposicdo Onica.

Toxicidade sistémica para érgdos-alve especificos - exposigao repetida
A substancia ou mistura ndo esta classificada como toxico especifico de orgdos-alvo, exposicio repetida.

Perigo de aspiragao
Menhuma classificagio de toxicidade de aspiragdo

Possiveis danos para a saide

Inalagio Mocive se for inalado, Pode causar uma irmitacio do aparelho respiratorio.
Ingestao MNocive por ingestio.

Pele Perigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma irritacdo da pele.
Olhos Provoca irritagio ocular grave,

Sinais e sintomas de exposicaoc
Tratar como envenenamento por cianeto., Ter sempre & mao um estojo de primeiros socorros contra
envenenamento por cianeto juntamente com as instrugdes adeguadas,, O estabelecimento dos sintomas &

geralmente retardado dependendo da conversao a cianeto., Nausea, Vomitos, Diarreia, Dor de cabecga,
Vertigemn, Erupgdo cutanea, Cianose, excitagio, depressdo, Soncléncia, juizo prejudicado,
Descoordenagio, eslupar, morte

Informagdo adicional
RTECS: ALTT00000

12. INFORMAGOES ECOLOGICAS
12.1 Ecotoxicidade
Toxicidade em peixes CL50 - Pimephales promelas (vairdo gordo) - 1,640,000 ma/l -96 h
MOEC - Oryzias latipes - 102 mg/l -214d

Toxicidade em dafnias e CES0 - Daphnia magna - 3,600 mgfl -48 h
outros invertebrados Método: OECD TG 202
aquaticos

NOEC - Daphnia magna - 160 mg/l -214d

12,2 Persisténcia e degradabilidade
Biodegradabilidade Resultado: 84 % - Rapidamente biodegradavel.
Método: OECD TG 301 C

12.3 Potencial biocumulativo
Menhuma bicacumulagdo & esperada (log P <= 4). {log Pow = coeficiente de particio P)

12.4 Mobilidade no solo
Nao se espera que se adsorva no solo.

12.5 Resultados da avaliagdo PBT € mPmB
Dados nao disponiveis

12.6 OQutros efeitos adversos
Evitar a libertagdo para o ambiente.

13. CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIGAO
131 Meétodos de tratamento de residuos

Produto

Queimar em um incinerador quimico equipado com pds-combustor e purificador de gases, mas tomar
precaugtes adicionais ao colocar esse material em ignicéo, visto que & altamente inflamavel. Prapor a
entrega de solugdes excedentes e ndo reciclaveis a uma empresa idénea de tratamento de residuos.
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Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mo utilizado.

14. INFORMACOES SOBRE TRANSPORTE

141 Ndimere ONU
ADR/RID: 1648 DOT (US): 1648 IMDG: 1648 [ATA: 1648 ANTT: 1648

14.2 Designagao oficial de transporte da ONU
ADR/RID: ACETONITRILO
DOT (US):  Acetonitrile

IMDG: ACETONITRILE

IATA: Acetonitrile

ANTT: ACETONMITRILA
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte

ADR/RID: 3 DOT (Us): 3 IMDG: 3 IATA: 3 ANTT: 3
14.4 Grupo de embalagem

ADR/RID: Il DOT (Usk N IMDG: Il IATAZ 1 ANTT: Il

14.5 Perigos para o ambiente
ADR/RID: nao DOT (US): ndo IMDG Poluente marinho: ndoe  1ATA: nao

14.6 Precaugdes especiais para o utilizador
Dados ndo disponiveis

14.7 Numero De Risco 33
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