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RESUMO

A contaminacdo de solos por parte da indUstria extrativa e de outras indUstrias que
recorrem a produtos quimicos poluentes deixa esses terrenos incultos e abandonados,
contaminados com metais pesados como Cadmio e Zinco. Isto constitui um grave
problema ambiental que importa mitigar.

Uma das potenciais solugdes é a fitorremediacdo do solo contaminado, a qual apresenta
a vantagem de ser um tratamento local. No entanto, no processo de descontaminagao
do solo, a biomassa que resulta do tratamento capta e retém nos seus diversos
constituintes (raizes, caules, folhas, sementes) os metais pesados. Deste modo, ha uma
transferéncia dos poluentes para a biomassa, potencialmente aumentando ai a
concentracao em metais pesados.

E importante dar um destino adequado & biomassa proveniente da Fitorremediac3o.
Isto pode ser conseguido através da sua conversao a biocombustiveis liquidos (como o
biodiesel ou o bioetanol), sendo que possuem a vantagem adicional de estes serem
provenientes de fontes renovaveis, ndo havendo assim competicdo com outras
biomassas cultivadas para fins energéticos, promovendo a melhoria da qualidade do
solo no seu crescimento.

Assim, o objetivo deste trabalho é o de avaliar o potencial bioenergético da biomassa
resultante da fitorremediagao de um solo contaminado com metais pesados através da
producdo de bioetanol, analisando a qualidade deste biocombustivel, nomeadamente
no que respeita a presenga de metais pesados e ao potencial impacto da presencga de
metais pesados no rendimento do processo.

Deste modo, foi obtido etanol pela destilacdo de palha de milho a qual foi submetida a
um pré-tratamento acido, a uma hidrélise enzimatica e fermentagao. Foram
determinadas as melhores combinacdes entre os acidos e enzimas utilizado e submeteu-
se a palha de milho contaminada a essas mesmas condigoes.

Para o pré-tratamento adicionou-se 150 ml dos acidos H2S04, HCl, HNO3s e CH3COOH com
uma concentracdo de 3% (v/v) a 20 g de palha de milho contaminada e ndo
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contaminada, tendo as amostras sido digeridas em frascos num banho termostatico a
85 °C por 48 horas. Na etapa de hidrodlise enzimatica, apds neutralizacdo do digerido até
ao pH 5 nas amostras, adicionaram-se 2 ml das enzimas Accellerase ou Ultraflo e a
hidrdlise das amostras procedeu em banho termostatico por 13 horas a 50 °C. Para a
fermentagao diluiu-se 40 g da levedura Saccharomyces cerevisiae em 200 mL de agua
desionizada e adicionou-se a cada amostra 25 mL dessa mistura. Deixou-se o hidrolisado
de cada uma das amostras a fermentar em banho termostatico a uma temperatura de
37°C por 11 dias. A destilacdo do etanol deu-se a uma temperatura de banho de 60°C e
a uma pressao de 120 mbar.

Analisaram-se as concentragdes dos agucares simples durante os diferentes estagios de
producdo de etanol pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico e determinou-se a
concentragdo de etanol pelo método refratométrico. Realizou-se ainda uma analise do
alcool recuperado por espectrofotometria de absorcao atémica por forma a determinar
a concentracao de contaminantes (Zn e Cd) presentes no etanol obtido.

Foi obtido um rendimento médio em etanol para a palha de milho contaminada de 0,51
etanol/Epalha € 0,32 Zetanol/8paha Para a palha tratada com HCl e Accellerase e 0,39
etanol/Epalha € 0,27 Zetanol/Epalha Para a palha tratada com HNOs e Ultraflo. Para a palha
ndo contaminada, o rendimento médio em etanol é de 0,44 getanol/8paiha € de 0,37
etanol/Epalha Para tratamento com HCL e Accellerase e HNOs e Ultraflo, respetivamente.

Na analise da concentracdao de contaminantes verificou-se que a concentracao destes
era extremamente baixa, tendo sido os valores lidos inferiores aos usados na construcao
da curva de calibracdo (< ppm), sendo, portanto, os resultados inconclusivos.
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ABSTRACT

Contamination of soils by the extractive industry and other industries that use polluting
chemical products leaves these uncultivated and abandoned lands contaminated with
heavy metals such as Cadmium and Zinc. This is a serious environmental problem which
needs to be mitigated.

One of the potential solutions is phytoremediation of contaminated soil, which has the
advantage of being a local treatment. However, in the process of soil decontamination,
the biomass that results from the treatment captures and retains heavy metals in its
various constituents (roots, stems, leaves, seeds). Therefore, there is a transfer of the
pollutants to the biomass, potentially increasing the concentration in heavy metals.

It is important to give a suitable destination to biomass from phytoremediation. This can
be achieved by converting it to liquid biofuels (such as biodiesel or bioethanol), that have
the additional advantage of being produced from renewable sources, so there is no
competition with other biomasses grown for energy purposes, promoting the
improvement of soil quality in its growth.

Therefore, the aim of this work is to evaluate the biomass resulting from the
phytoremediation of a soil contaminated with heavy metals through the production of
bioethanol, analyzing the quality of this biofuel, namely in what concerns the presence
of heavy metals and the potential impact of the presence of heavy metals on the yield of
the process.

Thus, we obtained ethanol by submitting the corn stover to an acid pre-treatment,
followed by an enzymatic hydrolysis and fermentation. The fermentation broth was then
distilled to recover ethanol. The best conditions where determined choosing the
combination of the acid and enzyme that promoted the best results, and the corn stover
produced in the contaminated soil was submitted to the best conditions.

For the pre-treatment, 150 mL of acid H.SO4, HCl, HNOs and CHs;COOH with a
concentration of 3% (v/v) were added to 20 g of corn stover produced in the
contaminated and non-contaminated soil, in closed cap flasks in a thermostatic bath at
85 °C for 48 hours. In the enzymatic hydrolysis, after neutralizing the digested samples
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to a pH of 5, it was added 2 ml of the enzymes Accellerase or Ultraflo and once more the
samples in the closed flasks where submitted to a constant temperature of 50 °C in a
thermostatic bath for 13 hours. For the fermentation, 40 g of yeast Saccharomyces
cerevisiae was diluted in 200 ml of deionized water and 25 ml of the mixture was added
to each sample flask. The simple sugars in each sample flask where then fermented at
37°Cfor 11 days. For the distillation of the ethanol, the bath temperature was 60 °C and
the pressure was 120 mbar.

It was analyzed the concentration of simple sugars (as glucose) during the different
stages of the ethanol production using the method of 3,5-dinitrosalicilic acid and the
concentration of ethanol was determined with refractometer. It was also made analyzed
the concentration of heavy metals (Cd and Zn) in the recovered ethanol, using atomic
absorption spectrophotometry.

The average yield in ethanol obtained for the corn stover produced in the two
contaminated soils was 0.51 Gethanol/Gstover and 0.32 Gethanoi/Gstover for the corn stover
treated with HCl and Accellerase and 0.39 gentanol/Gstover and 0.27 Gethanol/Gstover fOr the
corn stover treated with HNO3z and Ultraflo, respectively. For the corn stover produced in
the control soil, the yield in ethanol was 0.44 Gethanol/Gstover and 0.37 Gethanol/Gstover for the
treatment with HCl and Accellerase and HNO3 and Ultraflo, respectively.

The results of the analysis of the concentration of contaminants in the recovered ethanol
revealed too low concentration, lower than the values used to build the calibration curve
(< ppm), therefore the results are inconclusive.
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ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

Cd Cadmio

Cglicose Concentracdo de Glicose
CH3COOH Acido Acético

DNS Acido 3,5-dinitrosalicilico

EU Unido Europeia (European Union)
GEE Gases de Efeito de Estufa

H2S04 Acido Sulfdrico

HCl Acido Cloridrico

HNO; Acido Nitrico

CH3COOH Acido Acético

IR indice de Refracdo

Metanol Massa de etanol

Miig.recup. Massa de liquido recuperado

MS Massa Seca

Qetanol Quantidade de Etanol

SHF Hidrdlise e Fermentacdo Separadas
SSF Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas
Viig.recup Volume de liquido recuperado
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% (v/v) percentagem em volume
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g grama
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1 INTRODUCAO

Desde a revolucdo industrial que a necessidade de conforto no nosso quotidiano a nivel
fisico e tecnoldgico, é cada vez mais importante, sendo por isso necessario o
desenvolvimento tecnoldgico para a procura de novos métodos de obtencado de energia.
A energia elétrica € um dos principais bens que faz mover a sociedade, nos dias de hoje.

Atualmente existe ainda uma grande dependéncia na utilizacdo de combustiveis fosseis
para a producdo de energia (Figura 1.1), nos meios de locomocdo e até mesmo na
indUstria farmacéutica ou em industrias de transformacdo. Diversos produtos sdo
também obtidos a partir destes combustiveis. Isto deve-se a facilidade de obtengao e
versatilidade que os combustiveis fosseis nos oferecem. No entanto, apesar de ser a
principal fonte de energia na sociedade atual, trata-se de um recurso finito, e o seu uso
continuo representa uma ameaga para o ambiente, uma vez que se trata do maior
contribuidor para a Emissao de Gases de Efeitos de Estufa (GEE) (Figura 1.2 e Figura 1.3).
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Figura 1.1 - Consumo de Energia por tipo de combustivel.[1]

Um recurso renovavel é toda “a energia de fontes renovaveis ndo fdsseis, a saber,
energia edlica, solar (térmica e fotovoltaica) e geotérmica, energia ambiente, das marés,
das ondas e outras formas de energia ocednica, hidraulica, de biomassa, de gases dos
aterros, de gases das instalacdes de tratamento de dguas residuais, e biogas.”[2].
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Figura 1.2 - EmissOes de CO, por tipo de combustivel fossil [3].
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Figura 1.3 - EmissGes de CO; pelo uso de combustiveis fésseis por Continente [3].

Deste modo, com o aumento da dependéncia energética e as alteragdes climaticas que
se tém vindo a observar nos ultimos anos, tem havido uma maior preocupacdo por parte
da sociedade moderna na busca de novas solu¢des que ndo comprometam o futuro das
proximas geracOes. Assim, estas apoiam-se nos trés pilares da sustentabilidade,
econdmico, social e ambiental, por forma a reduzir essa dependéncia e procurar
solugdes mais vidveis tanto para o ambiente como para a prépria sociedade.

Com esta constante preocupacdao em mente, tém existido diversos avangos tecnoldgicos
nos Ultimos anos que visam o desenvolvimento de tecnologias que utilizam recursos
renovaveis e ambientalmente mais sustentdveis. Na Figura 1.4 é possivel observar a
evolucdo do peso dos diversos tipos de tecnologia desenvolvida ao longo dos anos.
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Figura 1.4 - Evolugdo da Poténcia de Renovaveis instalada a escala Global entre 2007 e 2017 [4].

Em Portugal, nos ultimos anos, tem havido cada vez mais um compromisso para
aumentar a parcela de energias provenientes de recursos renovaveis. Na Figura 1.5 é
possivel observar que nos dois Ultimos anos, cerca de metade da energia consumida foi
produzida através de fontes renovaveis.
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Figura 1.5 - Evolugdo da Produgdo de Energia Elétrica em Portugal Continental [5]

De um ponto de vista social e econdmico, um dos maiores contribuidores para a criacdo
de postos de trabalho e com um investimento inferior aos restantes é a energia obtida
a partir da biomassa. Isto deve-se a facilidade de obten¢do da matéria-prima e a
relativamente simples transformacao da mesma para obtencao de energia. Esta possui
ainda a vantagem de, tal como os combustiveis fésseis, ser utilizada nos trés principais
setores: transportes, energia e aquecimento de edificios [6].
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Segundo o relatério publicado pela REN21 em 2018, sdo criados cerca de 3,05 milhdes
de postos de trabalho a uma escala mundial, apenas no sector das energias renovaveis
provenientes da biomassa. Isto corresponde a cerca de um terco dos postos de trabalho
criados entre todas as energias renovaveis atualmente existentes. Em 2016, estimou-se
que cerca de 12,8% da energia consumida proveio de energia produzida através da
biomassa [4].

Apesar de haver diversas formas de conversdo da biomassa em energia que estdo bem
estabelecidas, como é o caso da queima de biomassa para aquecimento, existem ainda
diversas tecnologias que ainda se encontram atualmente a ser desenvolvidas.

Para o setor dos transportes, a conversao da biomassa em biocombustiveis possui uma
perspetiva interessante para os proximos anos, enquanto as restantes alternativas ainda
ndo se encontram totalmente desenvolvidas, por forma a reduzir a dependéncia atual
dos combustiveis fosseis neste setor.

Esta necessidade, leva ao desenvolvimento de biorefinarias capazes de realizar o
processo de transformacdao de biomassa em combustiveis como o Biodiesel, Bioetanol
e Biogas.

1.1 Biomassa como fonte de energia renovavel

Desde os primérdios da humanidade que a biomassa tem sido uma importante fonte de
energia. Esta, engloba toda a matéria viva presente na Terra, derivando do crescimento
de plantas, incluindo as algas, arvores e culturas cerealiferas ou oleaginosas.

A Diretiva (UE) 2018/2001 refere que a “biomassa é a fracdo biodegradavel de produtos,
residuos e detritos de origem bioldgica provenientes da agricultura, incluindo
substancias de origem vegetal e animal, da silvicultura e de industrias afins, como a
pesca e a aquicultura, bem como a fragdo biodegradavel de residuos, incluindo residuos
industriais e urbanos de origem bioldgica”[2].

A biomassa pode ser classificada consoante a sua origem, podendo ser dividida em trés
diferentes categorias [7]:

e Biomassa Primaria — sdo todos os recursos recolhidos diretamente na natureza,
tais como residuos florestais e agricolas;

e Biomassa Secunddria — trata-se de residuos obtidos através do processamento
fisico, quimico ou bioldgico provenientes dos recursos primarios.

e Biomassa Tercidria — sao os residuos biodegradaveis originados pela atividade
humana e animal.

Uma vez que a principal utilizacdo da biomassa é para conversao de energia, tendo como
principal vantagem a sua conversao direta em calor e consequente producdo de
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eletricidade, esta pode também ser convertida através de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos em biocombustiveis [8].

A biomassa é considerada uma das melhores alternativas aos combustiveis fdsseis,
sendo que se trata do recurso bioldgico renovavel mais abundante do solo, uma vez que
é produzida por fotossintese.

1.2 Biocombustiveis

E afirmado na Diretiva (UE) 2018/2001 que os “biocombustiveis sdo combustiveis
liquidos para transportes, produzidos a partir de biomassa” [2].

Através de diferentes processos de transformacdo da biomassa, é possivel obter
diversos tipos de biocombustiveis, sendo estes o biodiesel, o biogas e o bioetanol.

Os biocombustiveis, podem ser divididos em trés grupos principais, dependendo do tipo
de matéria através da qual sdo obtidos:

e Primeira geracdo — sdo produzidos através de culturas de aglcar e de amido que
sdo convertidas por processos de fermentagao a etanol e através de conversao
quimica a partir das culturas que contém o6leo, o qual é aproveitado para a
producdo de biodiesel. Uma vez que estes sdo produzidos a partir de matéria-
prima proveniente do setor alimentar, a sua producdo constitui uma ameaca
para o mesmo, podendo ainda pdr-se em causa a real reducdo na emissdo de
gases de efeito de estufa [9].

e Segunda geracdo — ndo concorrem diretamente com o setor alimentar pois ndao
sdo produzidos a partir de matérias-primas destinadas a alimentacgao. Estes, sao
obtidos a partir de recursos ndao alimentares sendo que compreendem duas
etapas: conversdo lignoceluldsica a etanol por via bioldgica, e posterior
conversao da biomassa em combustiveis por via termoquimica. Embora ndo haja
uma concorréncia direta com o setor alimentar, a producdo da biomassa para
estes biocombustiveis recorre a utilizacdo de solos e recursos hidricos que
poderiam ser utilizados para a produgdo de alimentos [9].

e Terceira geracdo — estes sdo obtidos através da utilizacdo de microrganismos,
como é o caso das microalgas [10]. Os biocombustiveis de terceira geragao
apresentam uma maior vantagem ambiental pois podem ser produzidos em
ambiente aquatico, o que evita a utilizacdo de solo para a producdo de bens
alimentares, como é o caso das aguas ndo tratadas, e apresentam um
rendimento energético superior aos restantes biocombustiveis [11].

e (Quarta geracdo [12] — consiste na modificacdo genética de arvores para a
obtengdo de biomassa de alta qualidade devido ao seu elevado teor de carbono
na sua composi¢do. A manipulagdo genética permite uma maior absor¢ao de
dioxido de carbono da atmosfera. O processo de conversao desta biomassa €, no
entanto, realizado a partir de uma tecnologia de segunda geracao.
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1.3 Objetivos da Dissertacao

Tendo em consideragdo a necessidade de desenvolver tecnologias que reduzam a
dependéncia dos combustiveis fosseis e a possibilidade de aproveitamento da biomassa
proveniente do processo de fitorremediacdo, foi proposta a realizacdo desta
dissertagdo. Esta tem como principal objetivo a produgdao de Biocombustiveis,
nomeadamente o Bioetanol, a partir de biomassa proveniente de fitorremediacdo de
solos contaminados com metais pesados (Zn e Cd), e a avaliacdo da viabilidade de
utilizacdo deste como combustivel alternativo ao normalmente utilizado (gasolina) nos
veiculos automoveis.

Este tema surgiu na sequéncia do trabalho de investigacdo realizado, pela investigadora
Ana G. Marques, no ambito do projeto PhytoEnergy, o qual visa a avaliagao do beneficio
gue a planta de milho possui na remediac¢do de solo contaminado por Cadmio e Zinco e
da sua potencial valorizagdo através da producdo de biocombustiveis (bioetanol e
biogas).

Deste modo foram recolhidas amostras de solo de zonas contaminadas de Estarreja e
de Panasqueira e em condic¢des laboratoriais semelhantes foi plantado o milho em cada
uma das amostras de solo contaminado, bem como em solo ndo contaminado.
Posteriormente a biomassa foi colhida, seca e triturada para utilizacdo da mesma em
laboratério, tendo ainda sido feitas analises a palha de milho e ao solo para determinar
o teor de humidade a concentragao de contaminantes, respetivamente.

1.4 Organizacdo da Dissertacado

Para atingir os objetivos propostos foi realizado um conjunto de tarefas que se reportam
neste texto. Assim, a dissertagdo encontra-se organizada em 5 capitulos. No primeiro
capitulo, faz-se a contextualizacdo do problema apontando os problemas que
atualmente a sociedade enfrenta provocado pela elevada dependéncia dos
combustiveis fdsseis indicando-se em oposicdo os beneficios resultantes da sua
substituicdo por biocombustiveis.

No segundo capitulo é apresentada uma revisao bibliografica, na qual se expde os
beneficios da fitorremediacdo e os diferentes tipos do referido processo. E também
apresentada uma caracterizacdo da biomassa utilizada e de que forma esta pode ser
convertida em biocombustivel, sendo deste modo explicadas as principais etapas para
o seu fabrico.

O terceiro capitulo serve para explicar o trabalho experimental realizado e quais as
metodologias aplicadas no processo de produgdao de etanol. Sao ainda descritos os
métodos de quantificacdo de aguUcares e de quantificacdo de etanol utilizados nos
diferentes estagios de obtencdo de etanol.
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No quarto capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos no
procedimento experimental e é realizada uma discussao dos mesmos no que respeita
aos resultados obtidos na determinacdo de aglcares presentes no licor e na quantidade
de etanol obtido no processo de destilagao.

No ultimo capitulo, quinto, sao apresentadas as principais conclusdes obtidas durante a
realizacdo do trabalho laboratorial, bem como os aspetos a melhorar em trabalhos
futuros e quais as limitagdes existentes.

O anexo serve para expor de forma detalhada as normas e procedimentos adotados, os
resultados experimentais obtidos, os calculos necessarios a realizar, a caracterizagdo da
biomassa realizada em estudos prévios, as fichas de seguranca e outros documentos
complementares.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com a industrializacdo, a contaminacdao dos solos tem, cada vez mais, sido uma
preocupacdo crescente, pois inutiliza terrenos devido a contaminacdo dos mesmos
através da deposicao ou derrame de metais pesados que se tornam prejudiciais para o
solo e impedindo deste modo a sua utilizacdo para a agricultura, uma vez que as
caracteristicas naturais do solo sdo alteradas [13].

Assim, a Fitorremediacdo assume um papel importante na remediacao dos solos,
tornando-os novamente aptos a cultivo, através da remocdo dos contaminantes
prejudiciais para a saude.

Grande parte das plantas utilizadas em Fitorremediagdao apds a sua colheita sao
colocadas em aterros ou até mesmo incineradas. No entanto, devido a necessidade
energética crescente, procurou-se potenciar o uso dessas plantas para a produgdo de
biocombustiveis ou outros subprodutos que estas possam originar.

Deste modo, a biomassa que resulta da Fitorremediacdo pode ser utilizada para
producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, onde se podera recorrer a biomassa
lignoceluldsica para producado de bioetanol.

Para o processo de Fitorremediacao, é importante a utilizacdo de plantas que possuam
um grande sistema radicular e um grande crescimento, por forma a tornar o processo
mais eficaz. Temos como exemplo disso o milho, que possui um sistema radicular
fasciculado e um grande crescimento [14].

2.1 Fitorremediac¢ao de solos

A fitorremediacdo é a técnica de biorremediacdo atualmente mais estudada [15].

Segundo Chaney, a fitorremediacdo é um método sustentdvel, ecoldgico e de baixo
custo, no qual sdo utilizadas plantas e microrganismos associados para a remocdo ou
reducdo de poluentes organicos e inorganicos no solo, no ar ou na agua, recorrendo a
plantas vasculares in situ. Estas deverdo possuir uma elevada capacidade de captacdo
dos poluentes presentes no local no qual se encontram, procedendo a destoxificacdo do
mesmo através de diferentes mecanismos. As plantas deverdo possuir um sistema
radicular profundo, no caso de descontaminacdo do solo, uma taxa acelerada de
crescimento, ser de facil colheita e com uma elevada resisténcia ao poluente presente
no local [15].
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Este processo possui um baixo custo de instalagao e de manutencgao, sendo que pode
ser aplicado em terrenos de grande dimensdo, permitindo o aumento gradual da
qualidade do solo. Deste modo, ira possibilitar a plantagao futura de culturas com maior
valor de mercado.

E ainda de notar que a eficiéncia do processo de fito-remediac3do depende da fisiologia
das espécies vegetais utilizadas e da sua reagao perante um stress provocado por uma
grande acumulagdao de contaminantes, sendo que essa dinamica serd o fator
determinante para a eficiéncia de remoc¢ao dos mesmos.

Assim, sabe-se que niveis elevados de contamina¢dao podem limitar o crescimento das
plantas. A profundidade a que se encontram as raizes pode ser um limitador ao nivel da
Fitorremediacdo, uma vez que esta estd dependente da area por elas abrangida.

Na Figura 1.6, é possivel observar de que forma é que atuam esses mecanismos no
ambiente no qual se encontra inserida a planta:

Flrosstabilizagio

Figura 2.1 - Mecanismos de fitorremediagdo [10].
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2.1.1 Fitoextracao

Na fitoextragdo a remogao dos contaminantes é realizada através das raizes das plantas,
movendo-se posteriormente para as restantes partes da planta (caules, folhas, etc.). E
sobretudo utilizada para o tratamento dos solos contaminados. As espécies de plantas
utilizadas neste processo deverdo ser hiper-acumuladoras, com uma capacidade de
absorcdo cem vezes superior a uma planta normal [16]. No entanto, trata-se de um
processo que pode ser prejudicial para o crescimento da planta na medida em que esta
fica afetada devido ao excesso de metais com efeito fitotdxico na planta.

2.1.2 Rizofiltracdo

Trata-se de um processo similar a fitoextracdo, no qual as raizes das plantas irdo
absorver os contaminantes que se encontram na agua presente no solo. Estas plantas
poderdo ser primariamente plantadas num local descontaminado por forma a
desenvolver o seu sistemas radicular, sendo posteriormente levada até elas dgua que é
recolhida nos locais contaminados [16].

2.1.3 Fitovolatilizacdo

E realizada uma descontaminac3o do solo através da absorcdo dos contaminantes por
parte das plantas, sendo posteriormente transformados pela planta nas suas formas
volateis e emitidos para a atmosfera por transpiracdo [16]. Isto pode apresentar um
grande risco, uma vez que a planta podera libertar concentragdes muito elevadas do
poluente para a atmosfera.

2.1.4 Fitoestimulacao

Pela absor¢cdo e adsorcao este processo reduz a mobilidade dos contaminantes e
previne a migragao dos mesmos para a agua presente no subsolo através da area onde
as raizes se encontram. Permite ainda a recuperacdo do solo a superficie,
restabelecendo a vegetacdo que ndo possui capacidade de sobrevivéncia aos
contaminantes [16]. Ha, portanto, uma degradacdo dos poluentes através do aumento
da atividade metabdlica microbiana, sendo que esta técnica apenas é aplicada a
contaminantes organicos.

2.1.5 Fitoestabilizacdo

Através da acdo das raizes das plantas, é limitada a mobilidade e biodisponibilidade de
poluentes do solo [17]. Deste modo, o solo é protegido da erosdo e lixiviacdo,
estabilizando o mesmo, evitando assim a migracdo dos contaminantes para outros
locais.
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2.1.6 Fitodegradacao

Também referido como Fitotransformacdo, neste processo ocorre a degradacao de
moléculas organicas complexas, podendo também ser incorporadas nos tecidos das
plantas [16]. Isto ocorre através da ajuda de enzimas que estimulam a atividade
metabdlica.

2.2 Caracterizagdao do milho

O milho é das plantas mais cultivadas a nivel mundial, devido a sua adaptabilidade e
qualidade nutricional, no qual contém quase todos os aminodcidos com excecdo da
lisina e do triptofano [18].

Trata-se de uma planta C4 que pertence a divisdo das Fanerogamicas da familia
Graminae/Poaceae e da espécia Zea mays L.

tassel

ear
of
Corn

Figura 2.2 - Composigdo da planta do milho [19].

Conforme mencionado anteriormente, o milho possui um sistema radicular fasciculado,
um caule de colmo meduloso ereto e folhas compridas e largas, dispostas
alternadamente ao longo do caule e com bordas asperas [14].
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Apesar de o milho ser considerado um dos alimentos mais importantes para os humanos
e para os animais, este também pode ser utilizado para producao de bioenergia através
do aproveitamento do amido presente nas sementes para produc¢do de etanol e dos
residuos resultantes da plantas — palha, para produgdo de etanol lignoceluldsico [20].

A Diretiva (UE) 2018/2001 promove a producdo de biocombustiveis de segunda geracgdo,
sendo que a palha do milho representa cerca de 55% do total da biomassa do milho com
um valor energético de 16,5 GJ/t de matéria seca (MS) [14].

2.3 Bioetanol

O bioetanol é um biocombustivel liquido obtido através de processos nos quais a
matéria principal é a biomassa organica que contém agucares, amido ou celulose, a
partir da qual se ira obter o etanol.

Bioethanol
&

Co-products

Cellulose

Figura 2.3 - Esquema de métodos de obtencgdo de bioetanol [21].

Este pode ser diretamente utilizado em motores especificamente concebidos para o
efeito ou podera ser misturado com a gasolina. Quando utilizado em motores de
combustdo interna, o bioetanol apresenta vantagens, uma vez que apresenta um valor
superior de octanas e um calor de vaporizagdao superior. A sua combustdo é mais
eficiente diminuindo, deste modo, a emissdo de particulas para a atmosfera e
consequentemente havendo diminuicdo da emissdo de gases de efeito de estufa. No
entanto, a sua densidade energética é inferior a da gasolina, dificultando o arranque do
motor a frio.

Uma vez que o etanol ndo pode ser diretamente obtido na natureza, é necessario
recorrer a métodos sintéticos ou naturais para obtengdao do mesmo.

Na producdo de etanol por métodos sintéticos distingue-se especialmente a hidratacao
direta e indireta do etileno. O primeiro baseia-se numa reagao que ocorre entre o
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etileno e a agua. No segundo, recorre-se a utilizacdo de acido sulfurico que, apds a
absorgao do etileno e posterior hidrolisagao, origina o etanol.

O processo de obtencdo do etanol por processos naturais, consiste na fermentacado de
produtos compostos por acucares simples, por amido ou através da utilizacdo de
biomassa lignoceluldsica.

2.4 Biomassa Lignoceluldsica

Para a producdo de bioetanol de segunda geracdo, é necessaria a conversao de agucares
provenientes de material lignoceluldsico, como é o caso da palha de milho.

Figura 2.4 - estrutura de uma biomassa lignoceluldsica.[22]

A lignocelulose € um material pertencente a constituicao da parede das células das
plantas e refere-se ao material composto por lenhina, celulose e hemiceluloses. A sua
composicao varia com o tipo de planta, idade e ambiente onde esta cresce. Geralmente,
as plantas possuem na sua constituicdo 45-25% de lenhina, 40-50% de celulose e 25-
30% de hemicelulose [23].
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2.4.1 Celulose

Sendo a celulose o polimero com maior ocorréncia no mundo, esta é constituida por
trés niveis organizacionais.

OH OH
OH HO OH HO: OH
LDHO GMD “Ho Ao o
0 OH g OH 9 f
OH OH OH

Figura 2.5 - Representagdo da molécula de celulose [24].

O primeiro trata-se de longas cadeias lineares de moléculas de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas B-1,4 [25]. Estas possuem uma elevada probabilidade de formagao
de ligagbes de hidrogénio intra e intermoleculares, sendo que sdo resultantes do
segundo nivel da celulose. O terceiro nivel é definido pela associacdo das moléculas, o
gue resulta numa estrutura cristalina, designada microfibrila, com elevada resisténcia a
tensdo, tornando esta insollvel em dgua e num grande numero de solventes [24].

2.4.2 Hemicelulose

Comparativamente a celulose, a hemicelulose possui uma maior facilidade em dissolver-
se na dgua devido a sua estrutura ramificada e amorfa. Esta encontra-se intercalada nas
microfibrilas de celulose, o que lhe confere elasticidade [24].

HOLC

HLCO

Figura 2.6 - Representagdo da hemicelulose [24].

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos compostos por pentoses,
hexoses e acidos urdnicos [25].

2.4.3 Lenhina

A lenhina é a segunda macromolécula mais abundante entre as biomassas
lignoceluldsicas e tem como principal fungdo conceder rigidez, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbioldgicos. Trata-se do heteropolimero amorfo mais
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abundante na natureza, constituido por uma macromolécula de caracter fendlico
composta por alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico.

2.5 Processo de obtencdo de bioetanol

Atualmente, o etanol é um dos combustiveis liquidos mais utilizados a nivel mundial,
podendo ser obtido pela fermentacdo de acglUcares presentes na biomassa
lignocelulésica do milho. No entanto, devido aos custos dos pré-tratamentos
necessarios para quebrar a estrutura cristalina da celulose serem tdo elevados,
atualmente a utilizacdo desta biomassa ainda é limitada [26].

Para a conversdo da biomassa lignoceluldsica em etanol é necessario realizar diversos
processos, desde o pré-tratamento da matéria organica, por forma a libertar a celulose
e a hemicelulose quebrando a parede criada pela lenhina, a hidrdlise que ird
despolimerizar os polissacarideos para producdo de agucares simples e a fermentacao
destes (Figura 2.7).

Ere-dramanio . . Fermentacio _ )
Biomassa ————> Mondmerosde agicar ————— > Etanol, dlcoois superiores,
(Lenhina colulgge,  Hidrdlise acidos...
hemicetulose} Separacdof
Purificacao
Combustivel

Figura 2.7 - Processo de conversdo da biomassa lignoceluldsica em etanol [27].
2.5.1 Pré-tratamento

Devido a complexidade da morfologia da biomassa lignoceluldsica, para que esta possa
ser convertida em bioetanol é necessdrio realizar um pré-tratamento. Este, deverd
promover a formacdo de agucares ou auxiliar a formacdo dos mesmos no processo de
hidrdlise. Isto permitird que o custo operacional e energético para a producdo de
bioetanol seja inferior [28].

O pré-tratamento consiste em quebrar a estrutura da lenhina e reduzir a cristalinidade
da celulose, aumentando deste modo a acessibilidade das enzimas no processo de
hidrdlise e a area superficial. Isto permitird o aumento da digestibilidade pelo complexo
enzimatico e consequente elevado rendimento em acucar.
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Pré-tratamento

/ .
Hemicelulose
Figura 2.8 - Efeito do tratamento na estrutura da biomassa lignoceluldsica [29].

Por forma a realizar-se a conversdo da biomassa de uma forma eficiente, é necessario
compreender a composicdo lignoceluldsica da biomassa a ser utilizada para producao
do bioetanol. Existem variagGes na sua composicdo quimica, sendo estas afetadas pelo
tipo e espécie de biomassa, local e estagio de crescimento da biomassa, condicOes
ambientais a que se encontra exposto, etc. [23].

Na Tabela 2.1 podemos observar a composicdo das materiais lignoceluldsicos das
culturas mais utilizadas para producdo de biocombustiveis.

Tabela 2.1 - . Composigdo quimica de biomassas lignoceluldsicas com potencial para produgdo de etanol.

Biomassa . .

. . Celulose (%) Hemicelulose (%) Lenhina (%)
Lignoceluldsica
Palha de milho®% 37.7 25.3 18.6
Espiga de milho!?? 45 35 15
Madeira dura?® 40-55 24-40 18-25
Madeira macial?®! 45-50 25-35 25-35
Algodao?¥ 95 2 0.3
Palha de arroz/?4 433 26.4 16.3
Palha de cevada®¥ 31-45 27-38 14-19

O pré-tratamento a ser utilizado depende do tipo de biomassa que foi selecionada,
sendo no entanto comuns alguns dos processos, como é o caso da lavagem, da
trituracdo, da pressurizacao e tratamento fisico-quimico [30].

2.5.1.1 Pré-tratamento dacido

A complexidade da parede celular da biomassa lignoceluldsica torna-a resistente a
bioconversdao. Devido a esta estrutura complexa, tém sido desenvolvidos muitos
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processos de producdo de etanol com capacidade de conversdao dos carboidratos
presentes na biomassa lighoceluldsica em acucares fermentesciveis, permitindo
maximizar o aproveitamento e reduzir os custos de processamento [24].

Na Tabela 2.2 é possivel observar os tipos de pré-tratamentos que foram desenvolvidos
ao longo dos anos e quais as vantagens e desvantagens que estes podem apresentar,
dependendo da composicao da biomassa.

Tabela 2.2 - Tipos de pré-tratamentos, caracteristicas e vantagens/desvantagens [24].

Caracteristicas composicionais

Pré-tratamento Vantagens Desvantagens
Celulose Hemicelulose Lenhina
Intensiva Reduco de
Fisico Moinho de bolas diminui¢do do grau N3o remove Ndo remove . <} R Alto consumo de energia
I cristalinidade
de cristalinidade
Pouca remocado, Condigdes o ~ -
¢ - ¢ Dificil recuperagdo do &cido,
- . Pouca 80-100% de mas ocorre médias, alta . .
Acido diluido . N ~ . corrosivo e relativamente
despolimerizagdo remogao mudanca da produgdo de
. custoso
estrutura xilose
. L Consideravel Remocgdo .
S . Inchagdo Consideravel e . Reagente caro, recuperagao
Hidroéxido de sédio L . solubilizagdo, efetiva de R
significativa solubilidade , alcalina
>50% esteres
ARP Menor que 5% de -50% de -70% de Efetiva Recuperagdo alcalina,
despolimerizagdo solubilidade solubilizagdo deslignificagdo relativamente caro
Quimico S o Efetiva remogao N N
S . Pouca Significativa Solubilizagdo de lenhina e Menor efetividade diviso a
Hidroéxido de célcio ) - e B . . e
despolimerizagdo solubilizagdo parcial (-40%) acetil, baixo pouca solubilidade de cal
custo
Efetiva
" N&o foi observada Pequena Solubilizagdo deslignificagdo Caro, necessidade de mais
Ozondlise . . s . o -
despolimerizagdo solubilizagdo acima de 70% em condigdes ozoénio
suaves
S Alt duga
R I Significativo, @ pr'o ueao =
Consideravel Significativo, de xilose, Recuperagdo de solvente
Organosolv . - pode ser quase .
inchacdo quase completa efetiva cara
completa s
deslignificagao
Baixo
. requerimento .
L. L 20-30% de Acima de 80% -40% de q K Perda de celulose, baixa
Biolégico Bioldgico . s s R de energia, o
despolimerizagdo de solubilizagdo deslignificagdo ofetiva taxa de hidrdlise
deslignificagdo
Pouca remogdo, Energia
= Pouca 80-100% de mas ocorre eficiente, Degradagdo da xilana como
Explosdo a vapor ) N ~ S
despolimerizagdo remogao mudanga de nenhum custo produto inibitério
estrutura de reciclagem
Combinado
Menor perda de Recuperagdo de amonia
Diminuigdo do grau Acima de 60% 10-20% de xilanas, ndo ~ p’ ¢ R ’
AFEX AT . e x " ndo é efetivo para alta
de cristalinidade de solubilidade solubilizagdo formagdo de ~ R
inibidores concentragdo de lenhina.
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Devido a elevada percentagem de celulose e hemicelulose presentes nos residuos de
milho, através de investigacdo, verificou-se que para uma producdo mais eficaz de
etanol a partir desta matéria lignoceluldsica o pré-tratamento acido é o mais indicado,
no qual se utiliza acido sulfurico diluido, com uma eficacia de producdo de etanol de
27,8 g/L apos 72 horas de fermentagdo [31].

Este pré-tratamento consiste na submersdao da matéria numa solucdo diluida de acido
sulfurico, com concentragées abaixo dos 4%, e posteriormente aquecida a temperaturas
de 140 a 200 °C num periodo de tempo que pode variar entre alguns minutos e duas
horas [32].

2.5.2 Hidrdlise

A hidrodlise é uma das principais tecnologias utilizadas para a conversao da biomassa
lignoceluldsica em etanol. Esta tem como principal objetivo quebrar os polissacarideos
presentes na biomassa em moléculas de acucares livres, os quais serdo posteriormente
convertidos por fermentacao em etanol [33].

Por forma a possuir um maximo de rendimento, esta devera ser realizada apds um pré-
tratamento. Isto ira também permitir uma reducdo nos custos de producdo do
bioetanol.

2.5.2.1 Hidrolise enzimdtica

O processo de hidrélise pode consistir em dois tipos: A hidrdlise quimica e a enzimatica.
Sendo a primeira mais dispendiosa uma vez que exige um maior consumo de energia e
condicGes de operacdo mais agressivas, a hidrélise enzimatica é o processo mais
utilizado, com menor impacto ambiental [34].

A hidrdlise enzimatica recorre ao uso de enzimas para degradar o material
lignoceluldsico em acglcares mais simples para o processo de fermentacdo. Esta pode
recorrer a utilizacdo das enzimas de forma imobilizada ou soluvel.

A utilizagdo de enzimas sob a forma imobilizada é um processo recentemente
desenvolvido que permite reutilizar as enzimas, reduzindo assim os seus custos. No
entanto possui diversas limitacOes: dispersdo da enzima, transferéncia de massa,
utilizagao de produtos quimicos téxicos em alguns processos de imobilizagcao, etc. [32].

A forma sollUvel é o processo mais convencional que, comparativamente a hidrdlise
guimica, possui custos de operacdao menos dispendiosos devido as condicGes
moderadas do processo e obtencdo de etanol, sendo que este possui uma qualidade
superior. Possui ainda as vantagens de ser um processo menos corrosivo e com menor
investimento no processo de tratamento da agua residual, sendo ainda possivel realizar
simultaneamente o processo de sacarificacdo e de fermentacao. Esta, no entanto possui
custos elevados na enzima e a utilizacdo desta varia com o tipo de biomassa a ser
utilizado [32].
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2.5.2.1.1 Hidrdlise da celulose

A hidrélise da celulose é um processo demorado, sendo diretamente influenciado pela
estrutura da biomassa a ser utilizada, nomeadamente pela percentagem existente de
lenhina e hemicelulose, pela area de superficie e pela cristalinidade da celulose.

Esta é realizada por um complexo enzimatico que coopera entre si denominado celulase
e é executada em trés etapas: a adsorcdo, é a mais rapida das trés fazes na qual é
incorporada uma nova espécie com fungdes adsorventes que se fixa na superficie da
celulose; a biodegradacdo da celulose em aglcares mais simples; dessorcao da celulase.

CELLULOSE

RS ﬂ' - 1-d-endoglucanase Al

i
N -

e® g Tt

‘U' [i-1-4-enoplucanase 0 @
L] e @]
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CELLOBISE

Figura 2.9 - Representagdo esquematica da agdo das celulases na estrutura da celulose [34] .

As celulases sao constituidas por diversas enzimas e dividem-se em trés grandes grupos:
B-1-4-endoglucanases , responsaveis por atacar regides de baixa cristalinidade na fibra
da celulose, libertando fragmentos menores; B-1-4-exoglucanases, encarregues de
hidrolisar as cadeias celuldsicas nas suas extremidades, formando unidades de
celobiose; B-glucosidase, permitem a hidrolisacdo da celobiose em glicose [35].

2.5.2.1.2 Hidrdlise da hemicelulose

A hemicelulose possui uma estrutura mais complexa do que a celulose, conforme se
pode verificar. Deste modo, é necessario recorrer a utilizagdo de multiplas enzimas
denominadas hemicelulases, as quais podem ser obtidas em diversas espécies de
bactérias e fungos.

As hemicelulases mais comuns sdo as xilanas, B-xilosidase, arabinofuranosidase, a-
galactosidase e a mananase.

Os tratamentos bioldgicos, em oposicdo a outros tipos de tratamento, possuem a
vantagem de necessitar de um baixo consumo de energia, ndo necessitam de requisitos
guimicos e se expostas a condicdes ambientais amenas, obtém-se altos rendimentos de
acucares [34].
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2.5.3 Fermentacao

A fermentacdo é um processo metabdlico bioquimico, que se da a partir da reacdo entre
compostos organicos e microrganismos. Este, pode realizar-se em condi¢Ges
anaerdbicas ou aerdbicas, podendo recorrer-se a fermentacdo alcodlica em que a
glicose é transformado em 4lcool etilico e diéxido de carbono (CO3), ou a fermentacao
lactea, em que a glicose é convertida em acido lactico [36].

Para a obtencdo de bioetanol, devera ser necessario recorrer a fermentacdo alcodlica, a
qual ird transformar os agucares extraidos durante o processo de hidrdlise em etanol,
recorrendo a utilizacdo de enzimas e leveduras. Na seguinte equacdo observa-se a
conversao da molécula de glicose em moléculas de CO; e de etanol através da acdo de
leveduras [36].

+levedura

CoHyy0, ———— 2CH,CH,0H + 2C0,

Este processo da-se com a ativacdo da glicose, a qual recebe em reagdes sucessivas, dois
grupos de fosfato energético fornecidos por duas moléculas de ATP (adenosina
trifosfato), a qual se transforma em ADP (adenosina difosfato) e a transformacdo da
glicose em gliceraldeido 1,3-difosfato.

Nesta fase, os acuUcares sdo entdo convertidos em piruvato, o qual sofre uma
descarboxilacdo reduzindo o acetaldeido a etanol. Esta conversdo da origem a
subprodutos, como o glicerol, o acido succinico, dlcoois amilicos e isoamilico [25].

PIRUVATO
i
H3;C C
g
¢ o
” Anaerobiose
Aerobiose O
Diéxido de Carbono e Agua Alcool Etilico ou Lactato
Piruvato Acetaldeido Azetdldeldo Alc?ol
F Etilico
NADH+H+ NAD+
TPP, Mg2+ co2

Figura 2.10 - Formacao do piruvato e processo de transformagdo em Alcool Etilico (Adaptado: [37]).

No processo de fermentacdo alcodlica para producdo do etanol, diversos
microrganismos poderdo intervir, como leveduras e bactérias. A Tabela 2.3 apresenta
os tipos de microrganismos que podem ser utilizados neste processo.
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Tabela 2.3 - Microrganismos produtores de etanol.[37]

. . . o Rendimento
Microrganismo Tipo Substratos assimilaveis .
Teorico (%)
Saccharomyces ]
Levedura Glicose, Galactose, Maltose, Sacarose 43-87
cerevisiae
Pichia stipitis Levedura Glicose, Xilose, Arabinose, Manose 83-92
Candida shehatae Levedura Glicose, Xilose, Arabinose, Manose 75-90

Glicose, Xilose, Sacarose, Celobiose,
Candida lusitaniae Levedura 70 -85
Sorbitol, Maltose

Glicose, Xilose, Sacarose, Celobiose,
Candida tropicalis Levedura 76 - 85
Sorbitol, Maltose

Escherichia coli Bactéria Glicose, Glicerol 70-90
Zymomonas mobilis Bactéria Glicose, Xilose, Frutose, Sacarose 80-92
Klebsiella oxytoca Bactéria Glicose, Frutose, Sacarose, Maltose 80-90
Pachysolen tannophilus Levedura Glicose, Xilose, Glicerol 75-80
Clostridium
Bactéria Glicose, Xilose 60-80
thermocellum
Kluyveromyces
Levedura Glicose 70-80
marxianus

A hidrélise da biomassa lignoceluldsica ndo origina apenas a glicose, mas também outros
monossacarideos como xilose, manose, galactose, arabinose, entre outros. Deste modo,
é importante a selecdo de um microrganismo que possua elevada capacidade de
fermentacdo por unidade de substrato assimilado, tolerdncia a elevadas concentracdes
de etanol e de substrato e estabilidade a baixos valores de pH [38].

O microrganismo mais comum na producdo de etanol é a levedura conhecida como
fermento de padeiro denominada Saccharomyces cerevisiae, devido a sua elevada
capacidade de assimilar a glicose presente na matéria lignoceluldsica [37]. Esta levedura
€ um microrganismo unicelular de rapido crescimento e de facil manipulagao genética.
E capaz de crescer até temperaturas maximas de 43 °C e um pH que varia entre 4,5-6,5
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[38]. No entanto, esta levedura ndo é capaz de fermentar as pentoses (xilose) uma vez
gue nao possui a capacidade de a metabolizar. Para esse efeito sera necessaria a adigao
de outro microrganismo com essa capacidade [39].

Para a fermentacdo das pentoses, poderdo ser utilizados trés tipos de microrganismos:

» Fungos filamentosos - tém como principal vantagem, crescerem naturalmente na
biomassa. No entanto, o periodo de fermentacdo é muito elevado e em condicGes
anaerdbicas a maior parte nao fermenta, a obtencdo de etanol é muito reduzida e
sao formadas elevadas quantidades de subprodutos.

» Bactérias - estas conseguem fermentar uma elevada variedade de biomassa
lignoceluldsica, mesmo quando expostas a condicdes anaerdbicas. No entanto, estas
levam a formacao de subprodutos e possuem baixa tolerancia ao etanol.

» Leveduras - os microrganismos Candida shehatae, Pichia stipitis e Pachysolen
tannophilus sdo os mais utilizados para fermentacdo das pentoses. No entanto, ao
contrdrio da Saccharomyces cerevisiae possuem pouca tolerancia ao etanol e ao pH,
tendo sido, deste modo, estudadas alternativas genéticas. Assim como os fungos, as
leveduras conseguem fermentar com pH compreendido entre 3,5-5 e a temperatura
otima para a produgao de etanol estda compreendida entre 26 e 35 °C. Maiores
concentracOes de aguUcares promovem a velocidade de fermentacdo e aumenta a
producdo de etanol, impedindo ainda o crescimento elevado da levedura e
formacao de glicerol [25].

O processo fermentativo, para ser eficiente, depende sobretudo da temperatura, do pH
e da quantidade de oxigénio presente. Estudos realizados tém indicado que, para o
processo fermentativo ser mais eficiente, a fermentacao e sacarificacdo deverao ocorrer
simultaneamente (SSF) [40]. Embora a realizacdo da hidrdlise e da fermentacdo em
processos separados permitam que estes possam estar expostas a condi¢gdes de pH e
temperatura ideais, Magnus, et al., conclui que para matérias-primas como o pinheiro,
a palha de trigo e a palha de milho a SSF é mais vantajosa.

E possivel observar na Tabela 2.4 o estudo comparativo entre o processo de SSF e
hidrélise e fermentacdo separadas (SHF) realizado com palha de milho no qual foi
assumido um rendimento de fermentacdo de etanol de 90% em 24 horas - 0,46 g de
etanol por 1 g de glicose.
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Tabela 2.4 - Comparacgao do rendimento em etanol entre SSF (apds 120 h) e SHF (apds 120 h de hidrodlise e 24 h de
fermentacgao) [41].

Rendimento em . Concentragdo de
. tanol Produgado total de i
Biomassa etano etanol apds 120-144 h
etanol (%)

SSF/SHF % (8/1)
Biomassa de palha de milho
SSF 78,2 72,4 20,5
SHF 64,1 59,3 16,8
Biomassa de palha de milho
SSF 69,3 64,1 18,2
SHF 76,2 70,6 19,4
Biomassa de palha de milho
SSF 81,5 75,4 21,4
SHF 68,2 63,2 17,9

2.5.3.1 Recuperacéo do etanol

Apds o processo de fermentacdo, é necessdrio aumentar o grau de pureza do etanol
obtido, procedendo a separacdo da dgua do etanol. Para o efeito, poder-se-a recorrer a
dois processos: a destilacdo fracionada e a separagdo por membranas.

A destilacdo fracionada consiste em levar a mistura etanol-agua a ebulicdo, estando
deste modo baseada na volatilidade dos compostos. Uma vez que o ponto de ebulicdo
do etanol é inferior ao da dgua, 78,3 e 100 °C respetivamente, o etanol serd primeiro
convertido em vapor, podendo assim ser separado e recuperado apds condensacao,
com uma percentagem de pureza de 95% [42].

Para o processo de separacdo por membranas, a alimentacdo e o produto retido estdo
no estado liquido, enquanto que o produto a ser permeado pelas membranas aparece
a jusante do mesmo no estado liquido.
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3 DESCRICAO TECNICA

O presente capitulo tem como principal objetivo o de expor as técnicas e metodologias
consideradas para os procedimentos experimentais efetuados para a obtencdo do
etanol a partir da palha de milho e na andlise do mesmo.

Neste procedimento experimental nao foram realizadas caracterizagdes da palha de
milho utilizada pois a matéria utilizada para a producdo é proveniente de um estudo
realizado pela Investigadora Ana P.G.C. Marques, que também realizou a sua
caracterizagdo. As caracterizagdes realizadas encontram-se expostas no Anexo D.

Por forma a maximizar o rendimento em etanol, submeteu-se a palha a diversas
condicOes de pré-tratamento e hidrolise enzimatica, identificando qual a combinacdo
de acido e enzima mais eficaz para converter os polissacarideos da palha de milho em
etanol.

Para a primeira parte experimental, foram realizados 8 ensaios com as respetivas
réplicas usando a palha de milho produzida em solo ndo contaminado, com a conjugacao
de 4 tipos de acido e 2 tipos de enzima, perfazendo um total de 16 ensaios. Apds
verificacdo das melhores condicGes operatodrias, replicou-se as mesmas usando a palha
de milho produzida em solo contaminado, proveniente de Estarreja e da Panasqueira,
bem como palha de milho produzida em solo ndo contaminado. Para esta segunda parte
experimental, utilizou-se as duas melhores combinacdes de acido e enzima, realizando-
se assim 6 ensaios com as respetivas réplicas.

3.1 Pré-tratamento

Foi descrito anteriormente que o pré-tratamento tem como principal funcdo, quebrar
os polimeros de celulose e hemicelulose presentes na lenhina, aumentando deste modo
a acessibilidade as enzimas no processo de hidrélise enzimatica.

Para este procedimento experimental, foi realizado um pré-tratamento acido. Para cada
amostra realizada e respetiva repeticao. Assim, foi pesado cerca de 20 g de palha de
milho para dentro de frascos com capacidade de 500 ml. Posteriormente, adicionou-se
a cada um dos frascos 150 ml de cada um dos acidos utilizados - H,SO4, HNOs, HCl e
CH3COOH, com uma concentragdo de 3% (v/v) (Figura 3.1).

A reacdo ocorreu no periodo de 48 horas, num banho de dagua com agitacdo (Julabo,
SW22) a uma temperatura de 85 °C.
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Figura 3.1 - Esquerda: Pesagem da palha de milho para os frascos; Direita: Amostras antes do pré-tratamento.
Baixo: Amostras apds o pré-tratamento.

3.2 Hidrdlise Enzimatica

De forma a obtermos um maximo de eficiéncia no processo de hidrélise enzimatica,
apos o término do pré-tratamento, arrefeceram-se os frascos com os ensaios e mediu-
se o valor do pH de cada ensaio, tendo este sido ajustado a um valor de pH 5,
aproximadamente, através de pequenas adi¢des de Hidréxido de Sédio a 40% (Figura
3.2).

=
Figura 3.2 - Regulagdo do pH apds o pré-tratamento.
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Apds a regulacdo do pH, adicionaram-se 2 ml das enzimas Accellerase ou Ultraflo a cada
um dos respetivos frascos. As caracteristicas destas enzimas encontram-se descritas no
Anexo E.7.

Apds homogeneizacdo, levaram-se os frascos (Figura 3.3) ao banho de agua com
agitacdo (Julabo, SW22) a uma temperatura de 50 °C durante 13 horas.

Figura 3.3 - Esquerda: Amostras antes do processo de hidrdlise; Direita: Amostras apds o processo de hidrdlise.

3.3 Fermentacgao

Para o processo de fermentacdo recorreu-se ao uso da Levedura Saccharomyces
cerevisiae, normalmente utilizada no processo de panificagdo.

Diluiu-se 40 g de levedura em 200 ml de dgua desionizada e apds homogeneizacao,
adicionaram-se 25 ml de indculo a cada um dos frascos (Nota: as quantidades descritas
foram aplicadas para 8 ensaios, incluido as réplicas). Agitou-se a mistura e levou-se ao
banho de agua com agitacdo a uma temperatura de 37 °C por 11 dias (Figura 3.4).

8 B e "
Figura 3.4 - Levedura aplicada e banho de fermentacao.

Apos a fermentacdo, as amostras foram filtradas sob vacuo, separando-se a fase liquida
da sdlida (Figura 3.5). Foram guardadas as lamas das filtracdes realizadas.

Com o licor obtido, procedeu-se a destilacdo do mesmo no Rotavapor (Buchi, R-210) a
uma pressdo de 120 mbar e a uma temperatura de banho de 60 °C (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Filtragdo a vacuo e Destilagdo no Rotavapor.
3.4 Método de Quantificacdo de Acgucar do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Para a avaliacdo do teor de aglcares redutores nas amostras recolhidas durante os
diferentes estagios de producdao do etanol, foi utilizada a metodologia descrita por
Miller [43], na qual se procede a reducdo do DNS a acido 3-amino, 5-nitrosalicilico com
a simultanea oxidacdo do grupo carbonilo livre presente nos agucares redutores.

A concentragao dos agucares redutores foi determinada pela leitura dos valores de
absorvancia (A = 500 nm) num espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1700 Pharma
Spec; Shimadzu, V260) (Figura 3.6). Foram realizadas curvas de calibracao, recorrendo a
utilizacao de padrdes com varias concentragdes de glicose (Anexo A.1.1).

Figura 3.6 - Espectrofotémetro UV-Vis e solugdes padrdo utilizadas.

3.5 Quantificacdo do etanol pelo método refratométrico

A refracao é criada quando a dire¢dao do feixe de luz se altera quando este, troca de
meios. Assim, o indice de refracdo é a relacdo entre a velocidade da luz no vdcuo e a
velocidade da luz através do meio em questao, estando relacionado com a estrutura
fisica do meio através do qual a luz passa, sendo que varia com a concentragao de soluto.
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Para esta analise, foi utilizado o refratémetro de Abbe (Figura 3.7), no qual é medido o
angulo limite de reflexdao total distinguindo dois métodos de medicdo: medida por
transmissao; medida por luz refletida. Neste caso utilizou-se a medida por transmissado
uma vez tratar-se de um liquido incolor, em que a luz passa através da amostra sobre a
face medidora do prisma de medicdo. Parte da luz incidente reflete-se abaixo do angulo
limite da reflexdo total observando-se na ocular como uma linha limite entre o campo
claro e escuro, indicando diretamente o valor do indice medido.

122 1.3 1m o1

u|||u|-|||-hu‘u |1.||||1u.|..-|n-
QT
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Figura 3.7 - Esquerda: Campo Visual Ocular e respetiva Leitura. Direita: Refratdémetro de Abbe.

Para uma correta leitura dos valores, realizou-se uma curva de calibracdo utilizando
solugdes padrdao com diversas concentragdes de etanol (Anexo A.2). Uma vez que os
valores foram lidos a 22 °C, foi necessario realizar o ajuste das concentracdes para uma
temperatura de 20 °C, correspondente a temperatura de referéncia.

3.6 Meétodo de Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica para determinacao dos
contaminantes

De forma a verificar-se a presenca dos contaminantes absorvidos pela planta durante o
processo de fitorremediacdo do solo, no etanol produzido, realizaram-se as leituras dos
valores de concentracdo dos contaminantes presentes na palha através do método de
analise por espectrofotometria de absor¢dao atdomica (PG Instruments, PG-990, Figura
3.8). Para esta leitura, foram realizadas duas curvas de calibracdo, que se encontram
expostas no Anexo B.3, para cada um dos contaminantes que se pretendia quantificar,
Cd e Zn.

Figura 3.8 - Espectrofotdémetro de absorgdo atdmica utilizado

PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESIDUOS DE PLANTAS USADAS EM
FITORREMEDIAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM METAIS PESADOS Mariana Hipdlito Santos



DESCRICAO TECNICA 34

3.7 CondicOes experimentais utilizadas para os ensaios

A Tabela 3.1 apresenta de forma resumida as condi¢cdes experimentais utilizadas para
obtencdo do etanol e leituras dos valores de agucares e de concentracdo de etanol das
amostras produzidas.

Tabela 3.1 - Tabela resumo das condi¢des experimentais.

Banho

Processo Descricao Pressao
Temperatura Tempo

20 g de biomassa

Pré-tratamento contaminada/n3o contaminada
, . . . 85 °C 48 h
acido misturada com 150 ml de acido*
com concentragdo 3% (v/v)
Adicionados 100 ml de agua
desionizada para maior diluicdo,
Hidrélise enzimatica P ¢ 50°C 13 h -

regulacdo pH 5 e adicdo de 2 ml
de enzima**

5 Adicdo de 25 ml de levedura .
Fermentagao o ) 37°C 11 dias ---
diluida em agua

Separacdo da fase liquida da 120
Destilacdo parac i a 60 °C ---
solida mbar
Realizacdo das solucbes padrdo e
Espectrofotdmetro preparacao das amostras pelo
UV-Vis método de DNS para leitura dos
valores (Anexo B.1)

Realizacao das solucdes padrao e

Refratdmetro ¢ ¢ P 22°C - ---

leituras dos valores (Anexo B.2)

Espectrofotometro  Realizagdo das solugGes padrdo e
de Absorcdo Atomica  leituras dos valores (Anexo B.3)

* H2S04, HCI, HNO3 e CH3COOH

**Accellerase e Ultraflo
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4 Resultados e Discussao

No presente capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no processo
de obtencdo de etanol a partir da palha de milho contaminada e ndo contaminada.

4.1 Biomassa ndo contaminada

Por forma a determinar qual o acido e enzima mais eficazes nos processos de pré-
tratamento e hidrélise enzimatica para a palha de milho, foram realizados testes
preliminares em palha ndo contaminada. Deste modo, foram utilizados quatro tipos de
acido com a mesma concentracdo e dois tipos de enzima adicionados na mesma
guantidade.

Os 4cidos utilizados no pré-tratamento, com concentragdo de 3% (v/v), foram H;SOa,
HCIl, HNO3 e CH3COOH. A cada amostra e respetiva réplica de palha de milho ndo
contaminada foram adicionados 150 ml| de cada um dos acidos, submetendo-as as
condig¢des descritas no Capitulo 3.1.

Para a hidrdlise enzimatica foram adicionados as amostras 2 ml de cada uma das
enzimas Accellerase e Ultraflo, submetendo as mesmas as condicdes apresentadas no
Capitulo 3.2. Cada uma das enzimas utilizadas foi aplicada aos ensaios iniciados no pré-
tratamento, correspondendo aos 4 4acidos, perfazendo um total de 8 ensaios e
respetivas réplicas.

Para a fermentacdo, em todas as amostras foi utilizada a mesma levedura sob as
condicBes descritas no Capitulo 3.3. Apds este processo, foram retiradas amostras do
liquido obtido para andlise dos acucares redutores e foi realizada destilacdo do liquido
filtrado.

4.1.1 Quantificacdo dos acgucares redutores pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS)

Uma vez que a biomassa lignoceluldsica, como a palha de milho, possui uma estrutura
complexa, o pré-tratamento realizado a mesma permitiu remover a lenhina e assim
estimular a produgdo de acgucares simples.

Através do método do DNS foi possivel quantificar os acucares presentes no licor obtido
apds o processo de fermentagdo para as amostras sem contaminagdao de metais
pesados.
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Deste modo, foram obtidas as respetivas curvas de calibracdo segundo o método
descrito no Anexo A.1 e foram preparadas as amostras por forma a realizar as leituras
no Espectrofotometro. Assim, 0,2 ml de cada uma das amostras foram primeiramente
diluidas em 0,3 ml de agua desionizada e foram adicionados 0,5 ml de DNS. Apds
agitacdo, aquecimento e rdpido arrefecimento foram novamente diluidas com mais
10 ml de dgua desionizada e agitadas.

Verificou-se, apds algumas leituras que a diluicdo era insuficiente para correta leitura
dos valores no espectrofotémetro, sendo deste modo realizadas mais diluicdes
apropriadas a cada amostra, conforme apresentado nas Tabelas presentes no Anexo
B.1.

Assim, para as amostras recolhidas do licor obtido apds fermentagao da palha de milho
ndo contaminada, foram realizadas as comparac¢Ges relativamente a quantidade de
acucar presente nas mesmas. A Figura 4.1 apresenta os valores de concentragao de
glicose presentes no licor das amostras da biomassa nao contaminada apds a
fermentacdo, podendo-se observar quais as combinacdes acido e enzima que sdo as
mais eficazes na conversdo dos polissacarideos.

A
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Figura 4.1 - Concentragdo de glicose presente no licor pés-fermentagdo para a biomassa ndo contaminada.

E possivel verificar que o licor produzido a partir do pré-tratamento com Acido Acético
€ 0 que possui menor concentragao de agucares para ambas as enzimas, o que podera
indicar que é o menos eficaz no pré-tratamento e, por conseguinte, promove menor
conversao dos agucares. Esta observagdo é consistente com o facto de este ser o acido
mais fraco.

A quantidade geral de agucares obtidos para todas as amostras foi superior ao esperado.
Estima-se que este esteja relacionado com o facto de a levedura utilizada para esta
primeira parte do trabalho experimental ser antiga, havendo deste modo menos
indculos ativos na levedura, prejudicando a fermentacdo e consequente transformacdo
dos acucares.
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4.1.2 Quantificacao do alcool pelo método refratométrico

Para uma escolha apropriada de qual combinacdo de enzima e 4acido, deverdao ser
analisados os dados provenientes da leitura refratométrica apresentados no presente
subcapitulo.

Para uma maxima recuperacdao do etanol, o mosto resultante da fermentacdo foi
submetido a uma filtracdo por vacuo por forma a separar as lamas do licor, facilitando
assim o processo de destilacado.

A destilacdo do etanol foi realizada no Rotavapor com uma temperatura de banho de
60 °C e uma pressdo de 120 mbar. Apds a obtencdo do etanol, foram feitas as leituras
de concentracdo no Refratdmetro de Abbe.

Deste modo, aqueceu-se o banho do refratdmetro a 22 °C, realizaram-se as curvas
calibracdo conforme indicadas no Anexo A.2 e procedeu-se as leituras da concentracao
do etanol. A Figura 4.2 apresenta a quantidade volumétrica de etanol obtido para cada
um dos acidos e enzimas utilizados. Os valores apresentados foram corrigidos para a
temperatura de 20 °C.

14
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Figura 4.2 - Volume de etanol obtido para a palha de milho ndo contaminada.

Verifica-se, pela andlise da Figura 4.2 que a combinacdo com melhores resultados foi
obtida com o pré-tratamento com Acido Cloridrico e a hidrélise com a enzima
Accellerase, contudo, como para a enzima Ultraflo também se obtiveram bons
resultados na combinacdo desta com o Acido Nitrico. Foram realizados os mesmos
procedimentos para a palha de milho contaminada utilizando ambas as combinagdes.
Isto ird permitir observar de que forma as enzimas sao influenciadas pela presenca dos
contaminantes.

4.2 Biomassa contaminada

Ap0ds andlise dos resultados obtidos (Figura 4.1) e verificar-se qual a combinacdo de
acido e enzima mais eficazes, realizaram-se os mesmos passos descritos anteriormente
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com as duas cominacdes mais eficazes para a biomassa contaminada com os metais
pesados. Foi também realizado novamente os testes para as melhores condicdes
operatérias com a biomassa ndao contaminada, por forma a servir de controlo, estando
estas sob as mesmas condi¢des que as restantes amostras de palha de fitorremediacao,
potencialmente contaminadas.

A biomassa contaminada na qual se aplicaram as melhores condi¢cGes operatdrias
provem de duas zonas contaminadas diferentes, Estarreja e Panasqueira. Ao serem
analisadas ambas as biomassas sob as mesmas condi¢des, permite-nos averiguar de que
forma a presenca de diferentes concentracdes de contaminantes podera influenciar a
obtencdo de etanol e qual a qualidade deste.

Assim, apds realizados os mesmos procedimentos experimentais para ambas as palhas
de milho contaminadas e novamente para a palha de milho ndo contaminada sob as
melhores condi¢cGes operatdrias determinadas, procedeu-se a andlise das amostras
recolhidas durante todo o processo.

4.2.1 Quantificacdo dos acgucares redutores pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS)

Para as amostras de solo contaminado e também para as amostras de controlo,
recolheram-se amostras ao longo do processo de producdo do etanol, por forma a
verificar a evolucdo da concentracdo dos aglcares até ao final da fermentacao.

Apds a preparagao das amostras recolhidas durantes os diferentes estagios: apds
hidrdlise enzimatica, 62 dia de fermentacdo e pds-fermentacdo — conforme explicado
anteriormente, procedeu-se a leitura dos valores no Espectrofotometro. As Figuras 4.3
a 4.5 apresentam os resultados obtidos da leitura da concentracao de glicose durante
os diferentes estagios de producdo de etanol.
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Estarreja Panasqueira Controlo
HCL ¢/ Accell.  mHNO3 ¢/ Ultraflo

Figura 4.3 - Quantidade de glicose apds o processo de hidrélise
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Figura 4.4 - Quantidade de glicose ao 62 dia de fermentacao.
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Figura 4.5 - Quantidade de glicose apds a fermentagdo.

Através da analise da evolucdo do teor de aglcares presentes no licor, verifica-se que
em todas as fases, o tratamento com HNOs e com a enzima Ultraflo originou uma
quantidade mais ou menos constante de agucares. Para o tratamento com HCl e com
Accellerase, verifica-se que houve um grande consumo dos acgucares presentes no licor,
0 que poderd indicar que a combinacdo destes potencia o seu consumo por parte das
leveduras no processo de fermentagao.

Verifica-se ainda que a concentracdo de aglcares para a biomassa de controlo é
superior. Possivelmente, os contaminantes presentes na biomassa poderdo ter um
efeito positivo na conversao de agucares. Para verificar os efeitos que estes possuem
sobre a fermentacdo, foram realizadas leituras da concentracdo dos contaminantes no
etanol obtido, sendo os resultados apresentados no Capitulo 4.2.3.
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4.2.2 Quantificagdo do alcool pelo método refratométrico

Por forma a averiguar qual a combinagao com maior rendimento em alcool, procedeu-
se as leituras das concentragdes no licor resultante das amostras contaminadas/
controlo no refratdmetro de Abbe, com uma temperatura de banho de 22 °C. Foram
realizadas as corregdes para os 20 °C e obtiveram-se os valores apresentados na Figura
4.6.

Quantidade de etanol obtido (mL)

Estarreja Panasqueira Controlo

HCL ¢/ Accell. ®mHNO3 ¢/ Ultraflo

Figura 4.6 - Quantidade de etanol obtido no processo de destilagdo a partir da biomassa contaminada.

Conforme ja esperado, pelas leituras dos valores de glicose presentes no final do
processo de fermentacdo, o pré-tratamento com HCl| seguido de hidrélise com
Accellerase provou ser o mais eficaz na producao de etanol tanto para a palha de milho
contaminada como para a ndo contaminada.

Comparando os valores obtidos com os apresentados na Figura 4.2 verifica-se que a
guantidade de etanol produzido para esta segunda parte experimental é superior para
a palha do solo contaminado e de controlo.

4.2.3 Quantificacdo de contaminantes por Espectrofotometria de Absor¢cdo Atomica

De forma a compreender se os contaminantes presentes na palha do milho estdo
presentes no etanol produzido, foi realizada a leitura de concentracdao dos metais Zn e
Cd em cada uma das amostras de etanol produzido a partir da palha contaminada e de
controlo, no Espectrémetro de Absorcao Atdmica.

Assim, foram realizadas as solu¢Ges padrdo para obtencdo das curvas de calibracdo para
cada um dos contaminantes a quantificar e posteriormente foram lidas as amostras. A
Tabela 4.1 apresenta os valores de absorvancia registados.
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Tabela 4.1 - Valores de Absorvancia para os contaminantes presentes na palha de milho.

Amostra Zinco Cadmio
1 0,016 0,003
2 0,048 0
3 0,028 0
4 0,034 0
5 0,029 0
6 0,023 0,001
7 0,014 0
8 0,022 0
A 0,088 0,002
B 0,023 0,001

Comparando os valores obtidos na leitura do etanol proveniente da palha de milho com
os valores dos padrdes realizados presentes no Anexo B.3, a concentracdo de metais

presentes no etanol é muito baixa.

4.3 Resumo dos resultados obtidos e comparagao com outras biomassas

A Tabela 4.2 permite-nos observar de forma resumida os resultados obtidos para a
biomassa contaminada dos valores da concentra¢do de aclcares e de etanol obtido. E
apresentado também os valores de etanol obtido para a biomassa ndo contaminada sob

as mesmas condi¢des experimentais.
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Tabela 4.2 - Tabela resumo dos valores de concentragdo de aglcar e de etanol extraido para a biomassa
contaminada e de controlo.

Concentragao Concentragdaode  Volume de

: . . . Concentragao
Tipo de de Aclcares AcUcares apds etanol .
Amostras g N de etanol obtido
solo apos Hidrélise Fermentacdo recuperado (m)
m
(/1) (/1) (ml)
© HCl ¢/ Accellerase 9,74 2,47 338,75 8,05
)
©
4
HNOs ¢/ Ultraflo 9,47 5,40 288,22 5,13
g HCl ¢/ Accellerase 10,61 0,94 330,50 6,22
3
e
& HNOs ¢/ Ultraflo 8,15 5,30 253,04 4,25
o HCl ¢/ Accellerase 13,38 6,17 355,24 7,02
(o]
1=
8
HNOs ¢/ Ultraflo 12,91 5,20 293,00 5,79

Pela observagdao da Tabela 4.2 é mais simples de notar que a concentragdao de etanol
obtido com o pré-tratamento com acido cloridrico e hidrélise com a Accellerase da
biomassa de solo contaminado é bastante significativa, em comparagao com a biomassa
de solo sem contaminantes.

Comparando os dados da Tabela 4.1 e Tabela 4.2, a concentracdo de contaminantes
lidos é bastante baixa o que nos leva a pensar que estes tiveram pouca influéncia no
processo de producdo de etanol.

Por forma a compreendemos o interesse da conversdo da palha de milho utilizada em
fitorremediagao em etanol, é importante comparar os valores obtidos com outros tipos
de biomassa. Deste modo, é importante estimar a concentragao de etanol para 1
tonelada de biomassa por forma a facilitar esta comparacao.
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HCL ¢/ Accell. mHNOS3 ¢/ Ultraflo
Figura 4.7 - Concentragdo de etanol estimado para 1 tonelada de palha de milho.

A Tabela 4.3 apresenta as diferentes concentracdes de etanol esperada para diversas
biomassas.

Tabela 4.3 - Biomassas e o seu potencial rendimento de etanol [44].

Potencial rendimento

Biomassa de etanol (I/tonelada de
biomassa)

Grao de milho 470
Palha de milho 428
Palha de arroz 416
Lixo de algodao 215
Residuos florestais 309
Serrim 382
Bagaco 437
Mistura de papel 440

Pela comparagao dos dados da Tabela 4.3 com a média estimada na Figura 4.7, verifica-
se que os valores de etanol obtidos sdo bastantes proximos aos estimados. Constata-se,
deste modo, que a conversdo de palha de milho contaminada possui interesse para o
futuro da producdo de Bioetanol.
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5 CONCLUSOES E PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS

5.1 CONCLUSOES

O crescimento populacional e exigéncias de qualidade de vida, tém provocado a
contaminacdo dos solos devido a agricultura intensiva e a extracdo mineira. Este
problema tem vindo a ser uma preocupacgao crescente, uma vez que dai decorre uma
crescente inutilizagao dos terrenos para a agricultura com fins alimentares.

Deste modo, a fitorremediacdo assume um importante papel na remediac¢do dos solos,
tornando-os novamente aptos a cultivo, através da remogdo dos contaminantes.

No entanto, a biomassa resultante deste processo é normalmente colocada em aterros,
ou até mesmo em alguns casos incinerada, perdendo-se uma quantidade significativa
de recursos valiosos.

Nos ultimos anos, os desenvolvimentos tecnolédgicos permitiram a obtencdo de energia
de uma forma mais sustentavel para o ambiente, potenciando deste modo a melhoria
da qualidade de vida, e aproveitando outros recursos que de outro modo seriam
desperdicados.

Assim, a combinacdo da matéria proveniente da fitorremediacdo dos solos com a
tecnologia desenvolvida de conversdao de biomassa em combustiveis, tem vindo a ser
um tema de pesquisa e de interesse, uma vez que potencia uma matéria que de outro
modo seria descartada, e reduz a competicao por biomassa entre os setores alimentar
e dos transportes.

Por estes motivos, a presente dissertagdo visou estudar a viabilidade de conversao da
biomassa resultante da fitorremediacdo de solos em Biocombustivel (etanol).

Deste modo, foi escolhido como objeto de estudo a palha de milho proveniente de dois
solos mineiros, contaminados essencialmente com os metais Cadmio e Zinco.

Uma primeira conclusdo retirada do estudo, foi a de que a quantidade de biomassa
produzida nos solos contaminados era cerca de metade da que foi produzida no solo de
controlo. Acredita-se que a quantidade de matéria contaminada era inferior pois os
contaminantes presentes no solo e absorvidos pela planta de milho inibem o
crescimento da planta.

Consequentemente, numa primeira fase experimental do trabalho, foi testada qual a
combinacdo de acido e enzima mais adequada para o pré-tratamento e hidrdlise
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enzimatica, respetivamente, e que potenciavam a producdo de etanol. Verificou-se que
as combinagdes mais eficazes eram o acido cloridrico em combinagao com a enzima
Accellerase e o acido nitrico com a enzima Ultraflo.

Apds a obtencdo destes resultados, realizou-se o mesmo procedimento experimental
usando a palha de milho contaminada. Foram também repetidas as mesmas condic¢des
experimentais usando a palha de milho ndo contaminada por forma a garantir as
mesmas exposicdes de tempo, temperatura e pressao sendo por isso amostras de
controlo.

Apds as leituras das concentragdes de glicose e de etanol presentes no licor obtido,
verificou-se que das duas combinacdes a mais eficaz na obtencdo de etanol é o acido
cloridrico com Accellerase. Comparando também os valores do etanol obtido da palha
de milho contaminada com o etanol obtido da palha de milho ndo contaminada
(amostras de controlo) conclui-se que os valores sdo bastante proximos, o que indica
gue a presenca dos contaminantes na palha de milho terd tido pouco influéncia na
producdo de etanol.

Através da leitura das concentracbes dos dois metais contaminantes nas amostras
produzidas no solo contaminado e de controlo, usando o Espectrémetro de Absorgdo
Atémica, e tendo os valores de absorvancia abaixo de 0,088 para o Zinco e abaixo de
0,003 para o Cadmio, verifica-se que a concentracao era muito baixa. Isto pode indicar
que os contaminantes presentes na palha nao se transferiram para o etanol. Podera
também indicar que a concentracdo de contaminantes na palha de milho era muito
baixa, provavelmente provocada pela distribuicdo destes pelas diferentes partes da
planta e maior acumulagdo noutras zonas (nas raizes, provavelmente).

Pela comparacdo dos valores de quantidade de etanol obtidos entre a primeira fase,
com um volume de etanol recuperado de 1,23 ml e 0,67 ml para o acido cloridrico e
nitrico, respetivamente com as correspondentes enzimas, e a segunda fase
experimental, com um volume de etanol recuperado de 7,02 ml e 5,79 ml, percebe-se
que as quantidades diferem significativamente. Conforme ja mencionado
anteriormente, acredita-se que isso é consequéncia da qualidade da levedura utilizada
na primeira fase ser inferior a utilizada na segunda fase, limitando assim a extensdo do
processo de fermentagao.

Com os resultados obtidos no trabalho experimental, pensa-se que a producao de etanol
a partir de palha de milho contaminada possui um potencial elevado. Com base nos
resultados obtidos, o rendimento em alcool para as palhas de milho produzidas nos 2
solos contaminados é de 0,51 Gaicool/Epatha, 0,39 galcool/8palha, 0,32 Lalcool/Epalha € 0,27
83icool/Epalha € para a palha produzida em solo ndo contaminado é de 0,44 g:icool/Epalha €
de 0,37 gsicool/8palha para o dacido cloridrico e nitrico, respetivamente, verifica-se o
potencial de producdo de etanol a partir de biomassa provenientes da fitorremediacao.
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5.2 PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

Por forma a compreendermos de que forma a concentragdao de contaminantes na palha
influencia a producdo, deverao ser feitas analises mais extensivas nesse sentido. Devera
ser feita também uma analise quanto a concentragdo de contaminantes na lama
recolhida apds o processo de filtracdo para recolha da solucado alcodlica produzida.

Para um melhor controlo do processo de fermentagao, sera também interessante usar
uma levedura controlada, com concentracdo de indculo (n2 células/ml) conhecida, por
forma a haver uma concentracdo constante de indculos na mesma, eliminando deste
modo mais uma varidvel no processo de obtencdo de etanol.

Para um maximo de aproveitamento da planta, ha também o interesse de utilizar outras
partes da planta para producdo de biocombustiveis, por forma a analisar o potencial
global desta biomassa.

Por forma a percebermos a viabilidade de aplicacdo ao quotidiano, numa perspetiva
econdmica e financeira, podera também ser feita uma analise dos custos de producdo
de etanol a partir de biomassa proveniente da remediacdo dos solos e de que forma a
aplicacdo deste influencia positivamente a sociedade.
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7 ANEXOS

Anexo A — Procedimento Experimental

No presente subcapitulo é descrito o procedimento experimental realizado para a
caracterizacdo da matéria utilizada e quais os métodos utilizados para a quantificacdo
dos acucares.

Anexo A.1 - Quantificacdo dos Aglcares Redutores

Durante as fases do pré-tratamento e hidrdlise enzimatica, submeteu-se a biomassa a
acao de diferentes tipos de acido, na mesma concentrac¢do (%v/v), bem como a mesma
dosagem de dois tipos de enzima, por forma a verificar quais as melhores condi¢Ges
operatdrias para potenciar a conversao os polissacarideos da palha de milho a agucares
simples.

Ao longo do processo foram recolhidas amostras e analisadas as mesmas quanto a
guantidade de agucares redutores através do método de DNS.

A.1.1 - Método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Para a quantificacdo dos aclcares redutores foi necessario recorrer ao procedimento
experimental desenvolvido por Miller [43] e descrito de seguida. O método exige a
construcao de uma curva de calibracdo utilizando solucdes padrao de glicose (Panreac).

Material:

e Espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1700 Pharma Spec; Shimadzu, V260),
A =500 nm;

e Vortex (2 Genie, Scientific Industries);

e (Cuvetes PMMA;

e Placa de aquecimento;

e Tubos de ensaio de rosca;

e Micropipeta de diversas volumetrias;

e Gobelés;

e Baldo volumétrico de 50 ml;

e Balanga;

Reagentes/Solucdes:

e Solucdo de acido 3,5-dinitrosalicilico e sal de Rochelle (DNS);
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e Agua desionizada;

e Glicose;

e Amostras da solucdo de palha de milho apds pré-tratamento, hidrdlise
enzimatica e fermentacao.

Procedimento:

> Preparacio da solucdo padrio:

v" No bal3o volumétrico pesar 0,05 g de glicose e adicionar agua
desionizada até perfazer os 50 ml. Registar o valor exato de glicose
pesado e agitar a solucdo para homogeneizar;

v Em 7 tubos de ensaio com rosca, adicionar a dosagem de solucdo
padrdo e de agua desionizada, conforme a Tabela 7.1;

Tabela 7.1 — Proporgao de solugdo padrdo e dgua desionizada por tubo de ensaio.

N2 Tubo Solucdo Agua
de Padrdo desionizada
Ensaio (1) (1)
1 0 1000
2 100 900
3 200 800
4 400 600
5 600 400
6 800 200
7 1000 0

v" Adicionar, de seguida, 0,5 ml da solu¢do DNS;

v Tapar os tubos de ensaio e agitar a solu¢do 10 segundos no vortex a
500 rpm;

v' Colocar os tubos de ensaio num gobelé com agua previamente
aquecida até ao ponto de ebulicdo e deixar por 10 minutos;

v Apds os 10 minutos, retirar os tubos e arrefecer os mesmos
rapidamente noutro gobelé com agua fria;

v' Acrescentar 8 ml de dgua desionizada e agitar por mais 10 segundos
no vortex;
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v’ Ler a absorviancia das amostras padrdo (Figura 7.1) no
espectrofotdmetro a 500 nm e tracar a curva de calibracgao.

Figura 7.1 - Solugdo padrdo com diferentes concentragdes de glicose para tragar a curva de calibragdo.

Devido ao facto de as leituras das amostras terem sido realizadas em diferentes dias e
as concentracdes dos aclcares serem diferentes dependendo do estdgio em que a
amostra do licor foi recolhida, foram tracadas diversas curvas de calibracao.

> Preparacdo das amostras:

Para as diferentes amostras recolhidas, a concentracdo dos agucares variou bastante,
pelo que foi necessario recorrer a diferentes diluicGes das amostras. Abaixo serd
descrito o método para apenas uma das diluicdes, como exemplo do procedimento
experimental. Para uma diluigdo da amostra de 1:20 foram tidas em consideragdo as
seguintes quantidades:

v' Descongelar as amostras a temperatura ambiente e homogeneizar as
mesmas no vortex (saltar este passo caso ja se encontrem no estado
liquido);

v" Em tubos de ensaio com tampa de roscar com capacidade de 10 ml
ou mais, adicionar 0,025 ml de amostra e acrescentar 0,475 ml de
agua desionizada;

Nota: O racio deverd ser sempre de forma a perfazer a totalidade do volume de 0,5 ml.

v A mistura anterior adicionar 500 pL de solu¢do DNS e agitar no vortex
a 500 rpm por 10 segundos;

v" Colocar a mistura num banho de dgua em ebulicio durante 10
minutos;

v" Apds os 10 minutos, arrefecer rapidamente num gobelé com agua;

v" Assim que se encontrar a temperatura ambiente, acrescentar 10 ml
de agua desionizada e agitar novamente no vortex por mais 10
segundos;
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v

Ler a absorvancia a 500 nm e determinar a concentracdo dos acucares
redutores recorrendo a curva de calibracdo previamente obtida.

Anexo A.2 — Quantificagdo da Concentracao do Etanol

Por forma a quantificar a concentragdo de alcool nas diferentes amostras recorreu-se
ao método refratométrico.

A.2.1— Método Refratométrico

Para a correta leitura dos valores das amostras, deverd ser construida uma curva de
calibracdo através de solugbes padrdo de alcool.

Material:

e Refratémetro de Abbe;

e Alcool etilico @99.8% (v/v);
e Agua desionizada;

e Baldo Volumétrico 50 ml;

e Baldes Volumétricos 10 ml;
e Micropipeta;

e Pipetas de Pasteur;

e Algoddo.

Procedimento:

> Preparacdo da solucdo padrio:

v

No baldo volumétrico de 50 ml adicionar 5 ml de alcool etilico e
acrescentar agua desionizada até perfazer a totalidade dos 50 ml do
baldo. Agitar para homogeneizar;

Nos baldes de 10 ml, adicionar diferentes quantidades da solucdo
made conforme a Tabela 7.2 e perfazer o restante volume com agua
desionizada. Agitar até homogeneizar;

Ligar o refratdmetro a 22 °C;

Com o auxilio das pipetas de Pasteur, colocar uma gota de solugao
padrdo na lente do refratémetro (Figura 7.2);

Ler o indice de refracdo (IR) das solucGes padrdo e tragar as curvas de
calibragao.

Entre cada leitura deve-se passar um algoddo na lente e entre as
pipetagens das solucdes devera trocar-se de pipeta, por forma a
minimizar a contaminagao.

Nota: Uma vez que as concentragdes de etanol variavam mediante as amostras, foi
necessario tracar duas curvas de calibracdo, por forma a que os valores estivessem
incluidos nas curvas de calibracao.
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Tabela 7.2 - Quantidade de solugao mae adicionada nas solugdes padrao.

Curva de Calibracao 1 Curva de Calibracado 2
N@ Bal3o Quantidade de Ne Balio Quantidade de
Solugao mae (ml) Solugao mae (ml)
1.1 5 1.2 10
2.1 2.5 2.2 3.5
3.1 1.25 3.2 2.5
4.1 0.625 4.2 0.31

Figura 7.2 - Refratémetro de Abbe ligado a temperatura de funcionamento pretendida.

> Preparacido das amostras:

v" Com o auxilio das pipetas de Pasteur, colocar uma gota da amostra
de etanol produzido na lente do refratémetro;

v' Entre cada leitura, limpar a lente com algod3o e trocar as pipetas,
para minimizar contaminag¢des entre as amostras;

v’ Ler e registar o IR das amostras.
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Uma vez que o IR foi registado a uma temperatura do banho de 22 °C, através do auxilio
de valores tabelados, deverdo ser feitas as correcGes para temperaturas de 20 °C.

Anexo A.3 — Analise por Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica

Para que fosse possivel quantificar a concentracdo de contaminantes (metais Cd e Zn)
presente na biomassa e de que forma a sua concentracdo influencia a producdo de
etanol, foram realizadas leituras através do Espectrometro de Absorgdo Atdmica. Deste
modo, foram realizadas solu¢des padrao para calibragdo do aparelho.

Material:

e Espectrometro de Absor¢do Atémica (PG Instruments, PG-990);
e Solugdo Padrao de Zinco;

e Solucdo Padrdo de Cadmio;

e Acido Nitrico a 5%;

e Gobelés;

e BalGes Volumétricos de 50 ml;

e Micropipetas;

e Pipetas de Pasteur.

Procedimento:

> Preparacio da solucdo padrio:

v" No baldo volumétrico de 50 ml adicionar 0,5 ml de solu¢do de Cddmio
ou Zinco e acrescentar o Acido Nitrico até perfazer a totalidade dos
50 ml do baldo. Agitar para homogeneizar;

v" Nos restantes baldes de 50 ml, adicionar diferentes quantidades da
solugcdo mae conforme a Tabela 7.3 e perfazer o restante volume com
Acido Nitrico. Agitar até homogeneizar;

v" Encher um Gobelé de 100 ml com Acido Nitrico e colocar no tubo do
Espectrometro de Absorcao Atémica previamente ligado, por forma
a encontrar o zero da curva de calibracao;

v' Para cada um dos metais pesados a determinar, criar as respetivas
curvas de calibracdo.
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Tabela 7.3 - Volume de solugdo mae dos respetivos metais a adicionar para preparar as solugGes padrao.

N¢ do Padrao Cadmio Zinco
1 1ml 2 ml
2 2,5 ml 3ml
3 4 ml 4 ml
4 6 ml 5ml
5 7,5 ml 6,5 ml
6 9 ml 7,5 ml
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Anexo B — Resultados Experimentais

Neste subcapitulo serdo expostos os valores experimentais obtidos relativos a
guantificacdo dos acucares redutores das amostras bem como do teor de &lcool
presente no licor extraido no processo de destilacdo, determinado através do método
refratométrico.

Anexo B.1 — Método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Conforme mencionado na descricdo do processo experimental referente a este método,
para uma correta quantificacdo do teor de agucares, tracou-se curvas de calibracdo
(Figura 7.3, Figura 7.4 e Figura 7.5) utilizando solucGes padrdo de glicose (Panreac).

Amostra 1-8 Amostra 9-16
0.2 0.14
e 0.12 -
0.15 e o1 »
ad 0.08
0.1 o ' R
- 0.06 o
0.05 ®  y=.0.0881x + 0.2551x + 0.0027 0.04 y =0.1239x + 1E-04
. R2 = 0.9956 0.02 ,_."' R2=0.994
06 0@
0 0.5 1 1.5 0 0.5 1 1.5

Figura 7.3 - Curvas de calibragdo obtidas para andlise das melhores condigdes operatdrias da biomassa de controlo
apos fermentagado.

y = -0.6248x3 + 1.0307x2 + 0.4396x - 0.0021
0.8 R% =0.9989 °

0.6

Absorvancia
o
D

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Conc. glucose (g/l)

Figura 7.4 - Curva de calibragdo obtida para as melhores condigGes operatdrias da biomassa ao 62 dia de
fermentagdo.
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02 |t
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Figura 7.5 - Curva de calibragdo obtida para as melhores condigGes operatdrias da biomassa apds o processo de
fermentacgdo.

Para os diferentes tipos de amostras foram necessdrios tracar diferentes curvas de
calibragdo uma vez que foram utilizados dois modelos de espectrofotometro e as
concentracgdes de aglcares variavam além de curva ja pré-tracadas.

Os resultados obtidos quanto aos valores de acucares obtidos no processo de
determinacdo das melhores condi¢cbes operatdrias para a palha de milho estdo
presentes na Tabela 7.4.
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Tabela 7.4 - Concentragdo de agucares apds a fermentagao da palha de milho ndo contaminada no processo de

determinagao as melhores condigGes operatdrias.

N2 da . Concentragdo com Diluigdes da Amostra Concentragao final
Amostra Absorvancia base nas curvas de ajustada (g/)
calibragdo (g/1) D1 D2
1 0,083 0,359 2,5 2 1,80
2 0,108 0,499 2,5 2 2,49
3 0,175 1,073 2,5 2 5,37
4 0,176 1,089 2,5 2 5,44
5 0,116 0,548 2,5 2 2,74
6 0,123 0,593 2,5 2 2,97
7 0,071 0,299 2,5 2 1,49
8 0,067 0,279 2,5 2 1,39
9 0,11 0,887 4 1 3,55
10 0,09 0,726 4 1 2,90
11 0,112 0,903 4 1 3,61
12 0,115 0,927 4 1 3,71
13 0,094 0,758 4 1 3,03
14 0,099 0,798 4 1 3,19
15 0,081 0,653 4 1 2,61
16 0,097 0,782 4 1 3,13

Na Tabela 7.5, Tabela 7.6 e Tabela 7.7 sdo apresentados os resultados obtidos, para as
melhores condicdes operatdrias, da quantidade de acucar obtida a partir da palha de
milho de solo contaminado ao longo do processo de producdo de etanol.
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Tabela 7.5 - Concentragdo de aglcares ap0s a hidrélise enzimatica da palha de milho contaminada/controlo nas
melhores condigdes operatdrias.

N2 da a . Concentragdo com Diluigoes da Amostra Concentracao final
Amostra Absorvancia bas¢.a na c~urva de ajustada (g/1)
calibragdo (g/l) D1 D2
1.2 0,184 0,275 20 1 5,51
2.2 0,183 0,274 20 1 5,48
3.2 0,229 0,326 20 1 6,52
4.2 0,22 0,316 20 1 6,32
5.2 0,11 0,184 20 1 3,69
6.2 0,148 0,233 20 1 4,65
7.2 0,252 0,351 20 1 7,02
8.2 0,26 0,359 20 1 7,19
A2 0,135 0,216445 20 1 4,33
B.2 0,249 0,347601 20 1 6,95

Tabela 7.6 - Concentragdo de aglcares 6 dias apos o inicio da fermentagdo da palha de milho contaminada/controlo
nas melhores condi¢Ges operatdrias.

Concentragdo com Diluigdes da Amostra o
Ne da . Concentragdo final
Absorvancia base na curva de
Amostra . . ajustada (g/1)
calibragdo (g/1) D1 D2

1.3 0,152 0,298 10 1 2,98
2.3 0,092 0,196 10 1 1,96
3.3 0,272 0,488 10 1 4,88
4.3 0,341 0,592 10 1 5,92
5.3 0,086 0,185 1 5 0,93
6.3 0,089 0,190 1 5 0,95
7.3 0,281 0,502 10 1 5,02
8.3 0,318 0,557 10 1 5,57
A.3 0,358 0,617 10 1 6,17
B.3 0,293 0,520 10 1 5,20
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Tabela 7.7 - Concentragdo apds o processo de fermentagdo da palha de milho contaminada/controlo nas melhores
condigdes operatorias.

N2 da a . Concentragdo com DiluicSes da Amostra Concentracao final
Amostra Absorvancia b:asl?br::g:\(l; /T)e ajustada (g/1)
D1 D2
1.3 0,152 0,298 10 1 2,98
23 0,092 0,196 10 1 1,96
3.3 0,272 0,488 10 1 4,88
4.3 0,341 0,592 10 1 5,92
5.3 0,086 0,185 1 5 0,93
6.3 0,089 0,190 1 5 0,95
73 0,281 0,502 10 1 5,02
8.3 0,318 0,557 10 1 5,57
A3 0,358 0,617 10 1 6,17
B.3 0,293 0,520 10 1 5,20

Anexo B.2 — Método Refratométrico

Para a quantificacdo do etanol obtido no licor extraido no processo de destilacdo,
procedeu-se a calibracdo do refratémetro através do tragar de uma curva, utilizando as
solugdes padrdo de glicose.

A Figura 7.6 e Figura 7.7 apresentam as curvas de calibracdo obtidas nos diferentes
estdgios de producado do etanol.

1.339

1.338

1.337

1.336

1.335

1.334

1.333

1.332

0.0% 2.0% 4.0%

y = 0.0506x + 1.3331
R?=0.9917 ..

6.0%

8.0%

10.0%

Figura 7.6 - Curva de calibragdo para o etanol ndo contaminado.
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y = 0.0439x +1.3347
R?=0.995

I

1.0% 2.0%

3.0% 4.0%
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Figura 7.7 - Curva de calibragdo para o etanol contaminado e de controlo.

Tabela 7.8 e a Tabela 7.9 apresentam os valores obtidos na leitura do refratdmetro e o
valor final de etanol obtido apds os cdlculos apresentados na sec¢ao X dos anexos.

Tabela 7.8 - Valores de etanol presente no licor obtido da biomassa ndo contaminada no processo de andlise das
melhores condigOes operatdrias através da leitura no refratdmetro.

. N2 da Acido do pré- indice de Etanol Volume médio de
Enzima Amostra tratamento Refragao (IR) Recuperado na etanol
¢ Destilagdo (%v/v) | recuperado (ml)
1 1,3349 0,46%
Sulfuri . 2 1,39
2 utturico 1,3349 0,46% '
v 3 1,3350 0,68%
2 Cloridri . : 1,16
S 4 enrieo 1,3351 0,80%
B 5 1,3350 0,68%
Q e ’ ’
Nit 1,56
< 6 rico 1,3350 0,68%
7 1,3351 0,91%
Acéti . 2 0,84
8 cetico 1,3351 0,91% '
9 o 1,3349 0,46%
10 Sulfurico 13348 0,23% 0,53
11 1,3350 0,68%
S Cloridri . : 0,85
= 12 oridrico 1,3349 0,46%
s 13 1,3348 0,23%
S) Nitri . 2 0,54
14 trico 1,3350 0,68%
15 1,3350 0,68%
Acéti . 2 0,43
16 cetico 1,3351 0,91% '

Na Tabela 7.9 é possivel observar os resultados obtidos no refratdmetro para as

melhores condi¢des operatdrias do solo contaminado.
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Tabela 7.9 - Valores de etanol presente no licor obtido da biomassa contaminada para as melhores condigGes
operatorias através da leitura no refratémetro.

. Ne da Acido do pré- indice de Etanol Volume médio de
Solo Enzima Amostra tratamento Refraciio (IR) Recuperado na etanol
Destilagdo (%v/v) recuperado (ml)
1 1,3346 2,96%
Accelerase Cloridrico 8,05
T 2 1,334 1,78%
e
a 3 1,3340 1,78%
Ultraflo Nitrico 5,13
4 1,3340 1,78%
5 1,3341 1,98%
© Accelerase Cloridrico 6,22
e 6 1,3340 1,78%
a
£ 7 1,3339 1,58%
o Ultraflo Nitrico 4,25
8 1,334 1,78%
% Accelerase A Cloridrico 1,3341 1,98% 8,90
..E.
S Ultraflo B Nitrico 1,3341 1,98% 7,34

No processo de aplicacdo das melhores condicGes operatdrias na biomassa de solo
contaminado, foi repetido o processo dessas mesmas condi¢des para a biomassa de solo
ndo contaminado. Isto permitiu-nos a comparacdo das diferentes situacdes para as
mesmas condicGes experimentais (tempo, temperatura, humidade, etc.).

Anexo B.3 — Espectrofotometria de Absorcdo Atémica

No presente subcapitulo sdo apresentadas as curvas de calibracdo obtidas das leituras
das solugdes padrao realizadas no subcapitulo Anexo A.3 (Figura 7.8 e Figura 7.9).
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Figura 7.8 - Curva de calibragdo para o Cadmio.
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Anexo C — Exposicao dos calculos

O presente capitulo serve para expor os calculos realizados para a quantificacdo de
acucares e de etanol obtido no processo de destilacdo.

Anexo C.1 — Quantificacdo dos Acucares pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Os exemplos de célculos que se apresentam a seguir tém como base o ensaio realizado
para a biomassa de controlo (descontaminada) na qual utilizou o H2SOs4 no pré-
tratamento e enzima Accelerase na Hidrdlise Enzimatica (Tabela 7.4— Amostra n2 1).

Pela Figura 7.3, retira-se que a curva de calibracdo para leituras de A=500 nm é:
Absorbancia = —0,088nglucose2 + 0,2551Cg1yc05¢ + 0,0027

Deste modo, obtém-se a expressao da concentracao de glicose considerando a diluicdo
da amostra (Dn):

Cotucose = [(0,2551 — /=0,3524 + Absorbancia + 0,066)/0,1762] + Dn

Para a amostra n? 1 foram necessarias duas diluicdes D1 e D2. Assim, a concentracao de
glicose apds as diluicGes é dada por:

Cytucose = [(0,2551 — /—0,3524 * 0,083 + 0,066),/0,1762] * D1 * D2
<=> Cyucose = [(0,2551 —/—0,3524 % 0,083 + 0,066) /0,1762] * 2,5 * 2
<=> Cyucose = 1,79895g/L

Anexo C.2 - Quantificacdo da Concentragdo do Etanol pelo método Refratométrico
Os célculos apresentados tém como base a amostra n21 referente a Tabela 7.8, a qual
utiliza o H,SO4 e Accelerase, conforme no pronto anterior.

Para a quantificacdo do alcool teve-se em consideracdo a curva de calibracdo obtida na
Figura 7.6 para leituras realizadas a A=500 nm:

IR = 0,0439Q,;0n0; + 1,3347

Da equacdo anterior, tira-se a percentagem de etanol obtido no liquido extraido no
processo de destilagao:
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Qsicoor = (IR —1,3347)/0,0439

Portanto, para a amostra n? 1:

Qetanor = (1,3349 — 1,3347)/0,0881
<=> Qutanor = 0,004556 * 100%
<=> Quotanor = 0,456% v /v

Posteriormente, foi calculado o volume de etanol obtido na destilacdo. Para tal, foi
necessario fazer a correcdo do valor para os 20 °C com base na Tabela 7.10.

Tabela 7.10 - Valores da massa especifica do Etanol a 20 °C.[45]

Concentragao de os I\Q::c?:a a

etanol (% v/v) 2F:) °C (p)
0,0000 0,99823
0,23% 0,99780
0,45% 0,99739
0,68% 0,99696
0,79% 0,99675
0,91% 0,99653

1% 0,99636

Portanto, para a amostra n? 1, o volume de etanol obtido foi calculado pelas seguintes

expressoes:

Vliq.recup_n = mliq.recup_n/Qetanol@zOQC_n

Vetanoljl = Vliq.recup_n * Qetanol

(1)
(2)

Para a equacdo (1) e para a massa de liquido recuperado expresso na Tabela 7.10 e do
valor corrigido da concentracdo presente na Tabela 7.8, para amostra n21:

Vliq.recup_l = 214,8/0,99739

<=> Vyigrecup.1 = 215,36 ml

Substituindo na equagao (2):
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Vetanot, = 215,36 * 0,00456
<=> Vorano , = 0,982 ml

Para se obter a massa de etanol recuperado, recorre-se a seguinte expressao:

Metanoli 1 = Vetanol_l/pélcool
<=> Metgnoi 1 = 0,982/0,789

<=> Metanor1 = 1,243 g
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Anexo D — Caracterizacao da palha de milho

O presente capitulo serve para apresentar os dados da caracterizacao da palha de milho
obtidos pela investigadora Doutora Ana G. Marques, no ano de 2016 (Tabela 7.11 e

Tabela 7.12).

Tabela 7.11 - Caracterizagdo da palha de milho de controlo e para o solo de Estarreja.

Mcadinho Mmufla Desvio
Planta | Solo | Tecido | Replica m %SV Média
' pi (g) eco (B) | ) ° ! Padriio
1 62,3223 | 65,4672 | 62,5637 7,66
% 2 82,603 | 86,0193 | 82,8655 7,68
= 7,65 0,04
S 3 96,183 | 98,9082 | 96,3914 7,65
o
o 4 87,838 | 91,0538 | 88,0823 7,60
Milho =
S 1 23,5009 | 25,7733 | 23,7337 9,80
':,% 2 35,5906 | 37,806 | 35,8218 10,44
= 10,13 0,26
g 3 37,572 | 39,8143 | 37,7999 10,16
Ll
4 17,5227 | 19,63036 | 17,736 10,12

Tabela 7.12 - Concentragdo de contaminantes para a palha de milho caracterizada.

Solo de Controlo

Solo Industrial

Tratamento Estames
Cadmio (mg/kg seco) 0,6 (SD0,2) 5(SD 0,5)
Zinco (mg/kg seco) 61 (SD 8) 421 (SD 12)
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Anexo E — Informacdes Técnicas

No presente capitulo sdo apresentadas as fichas de seguranca dos reagentes mais

SIGMA-ALDRICH

utilizados nos procedimentos experimentais realizados.

Anexo E.1 - Ficha de Seguranca do Acido Sulfurico

sigma-aldrich.com

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
de acorde com a Regulamento (CE) No. 1807/2006

Versédo 4.0 Data de revisdo 14.03.2010

Data de impresséo 19.01.2011

ENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

Nome do produto

Referéncia do Produto
Marca

Companhia

Telefone

Numero de Fax
Nunero de Telefone de
Emergéncia

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

Sulfuric acid

339741
Aldrich

Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

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

+551137323100
+551155229895

2. IDENTIFICAGAO DOS PERIGOS

Classificagao da substancia ou da mistura
Nos termos do Regulamento (CE) No1272/2008

Corrosdo cutanea (Categoria 1A)

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

Provoca queimaduras graves.

Elementos da etiqueta

Pictograma

Palavra-sinal

Declaragdo de perigo
H314

declaragdo de precaugdo
P280

P305 + P351 + P338

P310

simbolo de perigosidade
(o

Frase(s) - R
R35
Frase(s)- S
526

530
545

Aldnich - 339741

Perigo
Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.

Usar luvas de protecgdo/vestuario de protec¢dol/protecgdo
ocular/protecgo facial.

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.
Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS ou um meédico.

Corrosivo
Provoca queimaduras graves.

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

Nunca adicionar agua a este produto.

Em caso de acidente ou de indisposi¢do, consultar imediatamente o
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médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).

Outros Perigos - nenhum(a)

3. COMPOSIGAO/INFORMAGAO SOBRE OS COMPONENTES

Formula © HpO4S8
Peso molecular : 98,08 g/mol
No. CAS [No. CE [No.de Index | Classificacio | Concentracido
Sulfuric acid
7664-93-9 231-639-5 016-020-00-8 Skin Corr. 1A; H314 -
C,R35

Para o pleno texto das DECLARACOES H mencionadas nesta Seccio, ver a Secgdo 16.

4. PRIMEIROS SOCORROS

Recomendagéo 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 nado respirar, aplicar a respiracdo artificial. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados. Lavar com sabao e muita agua. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Se for engolido
NAO 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 extingao
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou diéxido de carbono.

Equipamento especial de protecgéo a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiragdo auténomo para combate a incéndios, se necessario.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaucodes individuais
Usar equipamento de proteccdo individual. Evitar a respiragdo do vapor/névoa/gas. Assegurar ventilagao
adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranca.

Precaugoes ambientais
Nao 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 eliminagdo.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar a inalagédo do vapor ou da névoa.
Medidas usuais de proteccdo preventiva contra incéndio.
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Condigbes para uma armazenagem segura

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.

8. CONTROLO DA EXPOSIGAO/PROTECGCAO PESSOAL
Protecgao individual

Protecgdo respiratoria

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-objectivos (E.U.A.) ou do
tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o Unico 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).

Proteccgéo das maos
As luvas de proteccao seleccionadas devem satisfazer as especificagbes da Directiva da UE 89/689/CEE
e anorma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

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

Protecgéo do corpo 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 higiene e seguranga. Lavar as maos antes de
interrupgées, e no final do dia de trabalho.

9. PROPRIEDADES FiSICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico liguido
Dados de seguranca
pH 1,2a54g/
Ponto de fusdo 3°C

Ponto de ebuli¢do 290 °C - lit.

Ponto de inflamacdo nao aplicavel
Temperatura de dados n&o disponiveis
ignicao

Limites de explosdo, dados nao disponiveis
inferior

Limite de exploséo, dados ndo disponiveis

superior

Pressdo de vapor 1,33 hPaa 1458 °C
Densidade 1,84 g/cm3 a 25 °C
Hidrossolubilidade solavel

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

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE
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Estabilidade quimica
Estavel sob as condigbes recomendadas de armazenamento.

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

Condigoes a evitar
dados n3o disponiveis

Matérias a evitar

Bases, Haletos, Materiais organicos, Carbetos, fulmina, Nitratos, picratos, Cianetos, Cloratos, Halogenetos
alcalinos, Sais de zinco, permanganatos, por exemplo, permanganato de potassio, Peréxido de hidrogénio,
Azidas, Percloratos, Nitrometano, fosforoso, Reage violentamente com:, ciclopentanoma, Oxima de
ciclopentanoma, aminas nitrilicas, dissiliceto de hexalitio, éxido fosforoso (lll), Metais em pé

Produtos de decomposigao perigosos )
Produtos perigosos de decomposicdo formados durante os incéndios. - Oxidos de enxofre

11. INFORMACAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
DL50 Oral - ratazana - 2.140 mg/kg

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

Corrosaolirritagdo cutdnea
Pele - coelho - Extremamente corrosivo e destrutivo para os tecidos.

LesOes oculares graves/irritagao ocular
Olhos - coelho - Grave irritagdo dos olhos

Sensibilizagao respiratoria ou da pele
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
Carcinogenicidade

A International Agency for Research on Cancer (IARC) determinou que a exposi¢ao ocupacional a névoas de
acidos inorganicos fortes contendo acido sulfurico é carcinogénica para os seres humanos (grupo 1).

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

Toxicidade reprodutiva

Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposicdo Unica
dados ndo disponiveis

Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposicao repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragdo
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 respiratério superior.

Ingestao Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras 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 exposigao
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O material é extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratério
superior, os olhos e a pele., espasmo, inflamagdo e edema da laringe, espasmo, inflamagido e edema dos
brénquios, pneumonite, edema pulmonar, sensag¢do de queimadura, Tosse, respiracao ruidosa, laringite,
Respiragdo superficial, Dor de cabega, Nausea, Vémitos, Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios., Até
onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicolégicas ndo foram minuciosamente investigadas.

Informacgao adicional
RTECS: WS5600000

12. INFORMAGCAO ECOLOGICA

Toxicidade

Toxicidade em CL50 - Gambusia affinis (peixe-mosquito) - 42 mg/l - 96 h
peixes

Persisténcia e degradabilidade
dados nao disponiveis

Potencial de bioacumulagao
dados ndo disponiveis

Mobilidade no solo
dados ndo disponiveis

Avaliagao PBT e mPmB
dados ndo disponiveis

Outros efeitos adversos
dados nao disponiveis

13.

CONSIDERAGCOES 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. Dissolver ou misturar o material

com um solvente combustivel e queimar em incinerador quimico equipado com pés-combustor e purificador
de gases.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto No utilizado.

14.

INFORMACOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Numero ONU: 1830 Classe: 8 . Grupo de embalagem: ||

Denominagdo de expedigdo correcta: ACIDO SULFURICO

IMDG

Numero ONU: 1830 Classe: 8 Grupo de embalagem: Il EMS-No:
F-A, S-B

Denominagdo de expedicdo correcta: SULPHURIC ACID
Poluente marinho: No

IATA
Numero ONU: 1830 Classe: 8 Grupo de embalagem: Il
Denominagdo de expedigdo correcta: Sulphuric acid

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTAGAO

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

16. OUTRAS INFORMAGCOES

Texto dos codigo(s) H e frase(s) R mencionados na secgéo 3

H314 Provoca queimaduras na pele e leses oculares graves.
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Skin Corr. Corroséao cutanea
C Corrosivo
R35 Provoca queimaduras graves.

Outras informagoes

Direitos exclusivos, 2010, da Sigma-Aldrich. Permissdo concedida para fazer nimero ilimitado de cépias
em papel, somente para uso interno.

Acredita-se que as informages acima estejam corretas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A Sigma-Aldrich ndo devera ter responsabilidade
legal por quaisquer danos resultantes do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar o verso
da fatura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condicdes
de venda.
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Anexo E.2 — Ficha de Seguranca do Acido Cloridrico

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

Verséo 4.0 Data de reviséo 01.04.2010

Data de impresséo 19.01.2011

ENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

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

Nome do produto Acido cloridrico

Referéncia do Produto : 320331
Marca . Sigma-Aldrich
Companhia . Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Av. das Nagégs Unidas, 23.043
04795-100 SAO PAULO - SP

BRAZIL
Telefone . +551137323100
Numero de Fax . +551155229895

Nunero de Telefone de
Emergéncia

2. IDENTIFICAGAO DOS PERIGOS
Classificagao da substancia ou da mistura

Nos termos do Regulamento (CE) No1272/2008
Corrosdo cutanea (Categoria 1B)
Toxicidade para érgdos-alvo especificos - exposicao Unica (Categoria 3)

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

Elementos da etiqueta

Pictograma @

Palavra-sinal Perigo

Declaragdo de perigo

H314
H335

declaragdo de precaucédo
P261
P280

P305 + P351 + P338

P310

simbolo de perigosidade

Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
Pode provocar irritagdo das vias respiratérias.

Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
Usar luvas de protecg¢do/vestuario de proteccao/proteccao
ocular/proteccao facial.

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.
Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico.

o} Corrosivo

Frase(s) - R

R34 Provoca queimaduras.

R37 Irritante para as vias respiratorias.

Frase(s) - S

S26 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com
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agua e consultar um especialista.
S45 Em caso de acidente ou de indisposigao, consultar imediatamente o
médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).

Outros Perigos - nenhum(a)

3. COMPOSICAO/INFORMACAO SOBRE OS COMPONENTES

Formula : HCI
No. CAS [No.CE [No.de Index  [Classificagdo [ Concentracdo
Hydrochloric acid
7647-01-0 231-595-7 017-002-01-X Skin Corr. 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 Seccéo, ver a Secgéo 16.

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 respira¢ao artificial. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados. Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

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
Usar meios de extingdo que sejam apropriados as circunstancias locais e ac 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.

Outras informacgoes
O produto ndo queima.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaucgoes individuais
Usar equipamento de protecgao individual. Evitar a respiragdo do vapor/névoa/gas. Assegurar ventilagédo
adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga.

Precaugdes ambientais
Nao 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 eliminagdo.Embeber em material inerte e absorvente e tratar como desperdicio
especial. Manter em recipientes fechados adequados, para eliminagao.
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7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar a inalagdo do vapor ou da névoa.

Condigbes para uma armazenagem segura

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.

8. CONTROLO DA EXPOSICAO/PROTECCAO PESSOAL
Protecgao individual

Protecgdo respiratéria

Nos casos em que a avaliagao de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo apropriados,
use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagao 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
proteccdo, 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).

Protecgao das maos
As luvas de protecgdo seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE 89/689/CEE
e anorma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

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

Proteccgao do corpo 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 higiene e seguranga. Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de trabalho.

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico liquido
Cor amarelo claro
QOdor acre

Dados de seguranga
pH dados ndo disponiveis
Ponto de fusdo -30 °C
Ponto de ebulicao >100°C
Ponto de inflamagdo nao aplicavel
Temperatura de dados néo disponiveis
ignicdo
Limites de explosdo, dados ndo disponiveis

inferior

Limite de explosao, dados ndo disponiveis
superior

Pressdo de vapor 226,636 hPaa21,1°C
546,596 hPa a 37,7 °C
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Hidrossolubilidade soluvel
Viscosidade, 23mPasai15°C
dinamico

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade quimica
Estavel sob as condicdes recomendadas de armazenamento.

CondigGes a evitar
dados nao disponiveis

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

Produtos de decomposi¢ao perigosos
Produtos perigosos de decomposicdo formados durante os incéndios. - Cloreto de hidrogénio gasoso
Produtos perigosos de decomposicdo formados durante os incéndios. - Cloreto de hidrogénio gasoso

11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
DL50 Oral - coelho - 900 mg/kg (Hydrochloric acid)

CL50 Inalagdo - ratazana - 1 h - 3124 ppm(Hydrochloric acid)

Corrosaolirritagdo cutdnea
dados n&o disponiveis (Hydrochloric acid)

Lesoes oculares graves/irritagdao ocular
dados néo disponiveis (Hydrochloric acid)

Sensibilizagao respiratéria ou da pele
dados n&o disponiveis (Hydrochloric acid)

Mutagenicidade em células germinativas
(Hydrochloric acid)
dados nédo disponiveis (Hydrochloric acid)

Carcinogenicidade

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

(Hydrochloric acid)

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

Toxicidade reprodutiva

(Hydrochloric acid)

dados né&o disponiveis (Hydrochloric acid)

Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos - exposigéo lnica
Pode provocar irritagéo das vias respiratérias. (Hydrochloric acid)
Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposigao repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiracao

dados néo disponiveis (Hydrochloric acid)

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 respiratério superior.
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Ingestao Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras.
Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa queimaduras na pele.
Olhos Causa queimaduras nos olhos.

Sinais e sintomas de exposigao

sensagdo de queimadura, Tosse, respiracdo ruidosa, laringite, Respiragdo superficial, espasmo, inflamacgéo e
edema da laringe, espasmo, inflamagao e edema dos brénquios, pneumonite, edema pulmonar, O material é
extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratorio superior, os

olhos e a pele. (Hydrochloric acid)

Informagao adicional
RTECS: MW4025000

12. INFORMACAO ECOLOGICA

Toxicidade

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

peixes

Persisténcia e degradabilidade
dados nao disponiveis

Potencial de bioacumulagao
dados néo disponiveis

Mobilidade no solo
dados néo disponiveis (Hydrochloric acid)

Avaliagdao PBT e mPmB
dados nao disponiveis

Outros efeitos adversos
dados nao disponiveis

13. CONSIDERACOES RELATIVAS A ELIMINACAO

Produto

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

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto N&o utilizado.

14. INFORMAGCOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Numero ONU: 1789 Classe: 8 . Grupo de embalagem: II
Denominagao de expedicdo correcta: ACIDO CLORIDRICO

IMDG

Numero ONU: 1789 Classe: 8 Grupo de embalagem: Il

Denominagao de expedicdo correcta: HYDROCHLORIC ACID

Poluente marinho: No
IATA

Numero ONU: 1789 Classe: 8 Grupo de embalagem: Il

Denominagao de expedi¢do correcta: Hydrochloric acid

EMS-No: F-A, S-B

15. INFORMAGCAO SOBRE REGULAMENTACAO

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

16. OUTRAS INFORMACOES

Texto dos cédigo(s) H e frase(s) R mencionados na secgao 3

Sigma-Aldrich - 320331

PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESIDUOS DE PLANTAS USADAS EM

FITORREMEDIAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM METAIS PESADOS

Paginab de 6



ANEXOS

H314
H335
Skin Corr.
STOT SE
[

R34

R37

Outras informagodes

94

Provoca gueimaduras na pele e leses oculares graves.
Pode provocar irritagao das vias respiratérias.

Corrosao cutanea

Toxicidade para orgdos-alvo especificos - exposigao Unica
Corrosivo

Provoca queimaduras.

Irritante para as vias respiratorias.

Direitos exclusivos, 2010, da Sigma-Aldrich. Permiss&o concedida para fazer numero ilimitado de copias
em papel, somente para uso interno.

Acredita-se que as informagbes acima estejam comretas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A Sigma-Aldrich ndo devera ter responsabilidade
legal por quaisquer danos resultantes do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar o verso
da fatura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condigdes

de venda.
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Anexo E.3 — Ficha de Seguranca do Acido Acético

SIGMA-ALDRICH

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

Versdo 3.3 Data de revisdo 14.07.2009

Data de impresséo 09.06.2010

ENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA/PREPARACAOQO 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.

Av. das Nagbées Unidas, 23.043
04795-100 SAO PAULO - SP

BRAZIL
Telefone ;. +551137323100
Numero de Fax ;. +551155229895
Nunero de Telefone de
Emergéncia

2. IDENTIFICAGAQ DOS PERIGOS

Precaugdes para o homem e para o ambiente
Inflamavel. Provoca queimaduras graves.

3. COMPOSICAO/INFORMACAO SOBRE OS COMPONENTES

Sinénimos . Glacial acetic acid

Formula : CpH402

Peso molecular ;60,05 g/mol

N° CAS [No.CE [No.deIndex  [Classificagdo [ Concentragdo
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 seguranca 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
médico.

No caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados. Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Se for engolido
NAQO provocar vémitos. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico.
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5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingédo

Para fogos incipientes ou pequenos usar meios como espuma de alcool, pd seco ou didxido de carbono. Para
grandes fogos aplicar agua desde o mais longe possivel, usar grandes quantidades de agua
(inundagdo)aplicadas como nevoeiro ou spray; cérregos solidos de agua podem néo ser efectivos. Esfrie
todos os depositos ou vasilhas com grandes e inundantes quantidades de agua.

Equipamento especial de protecgao a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiracdo auténomo para combate a incéndios, se necessario.

Outras informagoes
Os jactos de agua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugoes individuais

Usar equipamento de protecgdo individual. Evitar a respiragcdo do vapor/névoa/gas. Assegurar ventilagdo
adequada. Retirar todas as fontes de ignicdo. Evacuar o pessoal para areas de seguranca. Atengdo com a
acumulagdo de vapores que pode formar concentragdes explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas.

Precaugbes ambientais
Nao permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos de limpeza

Controlar e 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 eliminagdo de acordo com as
regulagdes locais / nacionais (ver secgdo 13). Manter em recipientes fechados adequados, para eliminagdo.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Manuseamento

Evitar a inalacao do vapor ou da névoa.

Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignigdo - Nao fumar. Tome medidas para impedir a formagéao
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
dispersao.

Sensivel a humidade.

8. CONTROLO DA EXPOSICAQO/PROTECCAO PESSOAL

Protecgao individual

Protecgao respiratoria

Nos casos em que a avaliagao de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar s@o apropriados,
use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagédo multi-objectivos (E.U.A.) ou do
tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador 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.U.A.) ou CEN (UE).

Protecgao das maos
As luvas de proteccgdo selecionadas devem satisfazer as especificagées da Directiva da UE 89/686/CEE e
o estandarte EN 374 derivado dele. Manusear com luvas.

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

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

Medidas de higiene
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiéne e seguranca. Lavar as maos antes de
interrupcdes, e no final do dia de trabalho.

Aspecto
Estado fisico
Cor
Odor
Dados de seguranga
pH
Ponto de fusdo

Ponto de ebuligdo

Ponto de inflamacéao
Temperatura de
ignicéo

Limites de explosao,
inferior

Limite de explosdo,
superior

Pressao de vapor

Hidrossolubilidade
Coeficiente de
epartigdo n-
octanol/agua

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

liquido
incolor

acre

24 a60,05g/

16,2°C

117 -118 °C

40,0 °C - camara fechada
485 °C

4.%(V)
19,9 %(V)

73,3 hPaa 50,0 °C
15,2 hPa a 20,0 °C

completamente miscivel
log Pow: -0,17

Condigoes a evitar

Matérias a evitar

Calor, chamas e faiscas.

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade em armazenamento
Estavel sob as condigdes recomendadas de armazenamento.

Produtos de decomposigao perigosos .
Produtos perigosos de decomposicdo formados durante os incéndios. - Oxidos de carbono

Oxidantes, Carbonatos e fosfatos solluveis, Hidréxidos, Metais, Peréxidos, permanganatos, por exemplo,
permanganato de potassio, Aminas, Alcoois

Toxicidade aguda

Sigma-Aldrich - 242853

11. INFORMAGCAO TOXICOLOGICA

DL50 Oral - ratazana - 3.310 mg/kg
CL50 Inalagdo - rato - 1 h - 5620 ppm
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Observagtes: Orgdos Sensoriais e Sentidos Especiais (Nariz, Olhos, Ouvidos e Gosto):Olho: irritagdo das
membranas conjuntivas. Orgaos Sensoriais e Sentidos Especiais (Nariz, Olhos, Ouvidos e Gosto):Olho: outros
Sangue: outras alteragdes

CL50 Inalag&o - ratazana -4 h - 11,4 mg/l

DL50 Dérmico - coelho - 1.112 mg/kg

Irritag@o ou corroséao

Pele - coelho - Leve irritagéo da pele - 24 h

Olhos - coelho - Corrosivo para os olhos
Sensibilizacao

Pode causar sensibilizagdo em contacto com a pele.
Exposigao crénica

IARC: Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguaisa 0.1% é
identificado como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Sinais e sintomas de exposicao

O material € extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratorio
superior, os olhos e a pele., espasmo, inflamacdo e edema da laringe, espasmo, inflamagédo e edema dos
brénquios, pneumonite, edema pulmonar, sensagdo de queimadura, Tosse, respiracao ruidosa, laringite,
Respiragdo superficial, Dor de cabecga, Nausea, \Vémitos, A ingestdo ou inalacdo de acido acético concentrado
provoca lesdes nos tecidos dos tratos respiratério e digestivo. Os sintomas incluem: hematémese, diarreia
sanguinolenta, edema e/ou perfuragdo do eséfago e do piloro, pancreatite, hematuria, anuria, uremia,
albuminuria, hemdlise, convulsdes, bronquite, edema pulmonar, pneumonia, colapso cardiovascular, choque e
morte. O constato directo ou a exposigédo a concentragdes elevadas do vapor com a pele ou com os olhos
pode provocar: eritema, vesiculagdo, destruigdo tecidular com cicatrizacdo lenta, escurecimento da pele,
hiperceratose, fissuras, erosdo da cornea, opacificagdo, irite, conjuntivite e possivel cegueira., Até onde
sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicolégicas ndo foram minuciosamente investigadas.

Efeitos potenciais sobre a saude

Inalacao Pode ser perigoso se for inalado. O material é extremamente destrutivo para os
tecidos das membranas mucosas e do trato respiratorio superior.

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

Olhos Causa queimaduras severas nos clhos.

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

Orgaos alvo Dentes, Rim,

Informagao adicional
RTECS: AF1225000

12. INFORMACAQ ECOLOGICA

Informacgéo sobre eliminacao (persisténcia e degradabilidade)

Biodegradabilidade Observacgtes: Espera-se que seja bio-degradavel

Efeitos de ecotoxicidade

Toxicidade em CL50 - Leuciscus idus (Carpa dourada) - 410,00 mg/l -48 h
peixes

CL50 - Cyprinus carpio (Carpa) - 49,00 mg/l - 48 h
CL50 - Pimephales promelas (vairdo gordo) - 79,00 - 88,00 mg/l - 96 h
CL50 - Lepomis macrochirus - 75 mg/l - 96 h

Toxicidade em CES50 - Daphnia magna - 65,00 mg/l -48h
dafnias e outros
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invertebrados
aquaticos.

Toxicidade em algas CE50 - N&do existe informacéo disponivel. - 156,00 mg/l - 24 h
Informagées suplementares sobre a ecologia

Caréncia bioldgica 880 mg/g
de oxigénio (CBO)

Informagées dados nao disponiveis
ecologicas
adicionais

13. CONSIDERAGOES RELATIVAS A ELIMINACAO

Produto

Esse material combustivel deve ser queimado em um incinerador quimico equipado com um poés-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 como produto N&o utilizado.

14. INFORMACOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Numero ONU: 2789 Classe: 8 (3) Grupo de embalagem: Il

Denominagédo de expedicdo correcta: ACETIC ACID, GLACIAL

IMDG

Numero ONU: 2789 Classe: 8 (3) Grupo de embalagem: 1| EMS-No:
F-E, S-C

Denominagado de expedicao correcta: ACETIC ACID, GLACIAL
Poluente marinho: No

IATA
Numero ONU: 2789 Classe: 8 (3) Grupo de embalagem: Il
Denominagao de expedicao correcta: Acetic acid, glacial

15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTACAQO

Rotulado de acordo com as directivas da CE
Rotulagem CE

Simbolos de perigo

C Corrosivo
Frase(s) - R
R10 Inflamavel.
R35 Provoca queimaduras graves.
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.
S45 Em caso de acidente ou de indisposigdo, consultar imediatamente o médico (se

possivel mostrar-lhe o rétulo).

16. OUTRAS INFORMAGOES

Outras informagoes
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Direitos exclusivos, 2009, da Sigma-Aldrich. Permissdo concedida para fazer numero ilimitado de copias
em papel, somente para uso interno.

Acredita-se que as informagdes acima estejam corretas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A Sigma-Aldrich ndo devera ter responsabilidade
legal por quaisquer danos resultantes do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar o verso
da fatura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condigdes
de venda.
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Anexo E.4 — Ficha de Seguranca do Acido Nitrico

Para o pleno texto das DECLARACOES H mencionadas nesta Seccio, ver a Seccgéo 16.

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 nao respirar, aplicar a respiragao artificial. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com a pele

Despir imediatamente a roupa e os sapatos contaminados. Lavar com sabédo e muita agua. Consultar um
médico.

No caso dum contacto com os olhos

Lavar cuidadosamente com muita dgua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Se for engolido
NAO 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 agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou diéxido de carbono.

Equipamento especial de protecgao a utilizar pelo pessoal de combate a incéndio
Usar equipamento de respiragdo auténomo para combate a incéndios, se necessario.

Outras informagoes
Os jactos de agua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.

6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS

Precaugodes individuais
Usar equipamento de protecgao individual. Evitar a respiragdo do vapor/névoa/gas. Assegurar ventilagédo
adequada. Evacuar o pessoal para areas de segurancga.

Precaugdes ambientais
N&o permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos e materiais para a contengao e a limpeza

Controlar e recuperar o liquido derramado com um produto absorvente ndo combustivel, (por exemplo areia,
terra, terra diatomacea, vermiculite) e pér o liquido dentro de contentores para eliminacdo de acordo com os
regulamentos locais / nacionais (ver secgao 13).

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Precaugdes para um manuseamento seguro

Evitar a inalagédo do vapor ou da névoa.

Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignicdo - Nao fumar. Manter afastado de matérias
combustiveis.

Condigbes para uma armazenagem segura

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.
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8. CONTROLO DA EXPOSICAO/PROTECCAO PESSOAL
Protecgao individual

Protecgdo respiratoria

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-objectivos (E.U.A.) ou do
tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o tinico meio de
proteccgéo, 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).

Protecgao das maos
As luvas de proteccdo seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE 89/689/CEE
e anorma EN 374 derivada dela.

Manusear com luvas.

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

Protecgao do corpo e da pele
Escolher uma proteccdo 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 higiene e seguranca. Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de trabalho.

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico liquido
Cor incolor

Dados de seguranga
pH <1a20°C
Ponto de fusdo dados nao disponiveis
Ponto de ebulicéo 100 °Ca 1.013 hPa
Ponto de inflamacdo dados ndo disponiveis
Temperatura de dados nao disponiveis
ignigdo
Limites de explosdo, dados nao disponiveis
inferior

Limite de explosédo, dados nao disponiveis
superior

Pressdo de vapor 11 hPaa20°C
Densidade 1,48 g/cm3

Hidrossolubilidade completamente soluvel

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade quimica
Estavel sob as condigdes recomendadas de armazenamento. Estavel sob as condigdes recomendadas de
armazenamento.

Condigoes a evitar
Pode descorar-se sob exposicao ao ar ou a luz.
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Matérias a evitar
Metais alcalinos, Materiais organicos, Anidrido acético, Acetonitrila, Alcoois, Acrilonitrila

Produtos de decomposigéo perigosos
Produtos perigosos de decomposicdo formados durante os inc&ndios. - A natureza dos produtos de
decomposigdo ndo & conhecida.

11. INFORMAGCAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Corrosaolirritagao cutanea
Pele - coelho - Extremamente corrosivo e destrutivo para os tecidos. - Teste de Draize (Nitric acid)

Lesoes oculares graves/irritagao ocular
dados nao disponiveis (Nitric acid)

Sensibilizacao respiratéria ou da pele
dados ndo disponiveis (Nitric acid)

Mutagenicidade em células germinativas
dados néo disponiveis (Nitric acid)

Carcinogenicidade

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

Toxicidade reprodutiva

Toxicidade reprodutiva - ratazana - Oral
Efeitos no recém nascido: bioquimicos e metabolicos (Nitric acid)

Efeitos toxicos no desenvolvimento - ratazana - Oral
Efeitos no embrido ou no feto: Fetotoxicidade (excepto a morte, por exemplo, atrofia do feto). (Nitric acid)

Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos - exposi¢ao Unica
dados nao disponiveis (Nitric acid)

Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos - exposigao repetida
dados nao disponiveis

Perigo de aspiragao
dados nao disponiveis (Nitric acid)

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 respiratério superior.

Ingestao Pode ser perigoso se for engolido. Provoca queimaduras 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 é extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e para o trato respiratério
superior, os olhos e a pele., A inalagdo pode provocar os sintomas seguintes:, espasmo, inflamagao e edema
dos bronquios, espasmo, inflamagao e edema da laringe, pneumonite, Os sintomas e sinais de
envenenamento sdo:, sensagao de queimadura, Tosse, respiracao ruidosa, laringite, Respiragdo superficial,
Dor de cabeca, Nausea, Vomitos, Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios., Doses grandes podem
provocar: conversdo da hemoglobina em metemoglobina, produzindo cianose; acentuda queda da pressao
sanguinea, levando ao colapso, coma e possivelmente morte.

Informacgao adicional
RTECS: dados nao disponiveis

12. INFORMACAO ECOLOGICA
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Toxicidade

Toxicidade em CL50 - Asterias rubens - 100 - 330 mg/l - 48 h (Nitric acid)
peixes

Persisténcia e degradabilidade
dados nao disponiveis

Potencial de bioacumulagao
dados nao disponiveis

Mobilidade no solo

dados nao disponiveis (Nitric acid)
Avaliacao PBT e mPmB

dados nao disponiveis

Outros efeitos adversos
Pode ser nocivo para os organismos aquaticos devido a mudanga do pH.

13. CONSIDERAGOES RELATIVAS A ELIMINAGAO

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 queimar em incinerador quimico equipado
com poés-combustor e purificador de gases. Observar todos os regulamentos ambientais federais, estaduais
e locais.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Nao utilizado.

14. INFORMAGOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

ADR/RID

Numero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: |

Denominacgdo de expedicdo correcta: ACIDO NITRICO

IMDG

Numero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: | EMS-No:
F-A, S-Q

Denominacgdo de expedi¢do correcta: NITRIC ACID
Poluente marinho: No

IATA

Numero ONU: 2031 Classe: 8 (5.1) Grupo de embalagem: |
Denominacdo de expedicdo correcta: Nitric acid

IATA Passenger: Nao permitido para o transporte

15. INFORMACAQO SOBRE REGULAMENTACAO

Esta folha de dados de seguranca obedece aos requerimentos da Regulamento (CE) No. 1907/2006

16. OUTRAS INFORMAGCOES

Texto dos codigo(s) H e frase(s) R mencionados na secgédo 3

H272 Pode agravar incéndios; comburente.

H314 Provoca queimaduras na pele e leses oculares graves.
Ox. Lig. Liquidos comburentes

Skin Corr. Corrosao cutanea

C Corrosivo

o} Comburente

R8 Favorece a inflamagdo de matérias combustiveis.

R35 Provoca queimaduras graves.

Qutras informagoes
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Direitos exclusivos, 2010, da Sigma-Aldrich. Permissao concedida para fazer nimero ilimitado de cépias
em papel, somente para uso interno.

Acredita-se que as informagdes acima estejam corretas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A Sigma-Aldrich ndo devera ter responsabilidade
legal por quaisquer danos resultantes do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar o verso
da fatura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condicdes
de venda.
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Anexo E.5 — Ficha de Seguranca da Solucdo Padrdo do Cadmio

MERCOK

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006
Data de revisdo 15.08.2017 Verséo 12.1

SECGAOQ 1. Identificaggio da substéncia/mistura e da sociedade/empresa
1.1 Identificador do produto

No. de catalogo 102027

Nome do produto Sulfato de cadmio hidratado para analise EMSURE® ACS

Numero de registo REACH Um numero de registo nao esta disponivel para esta substancia ou o
seu uso é isento de registo, de acordo com o Artigo 2 do regulamento
REACH (CE) 1907/2006, a tonagem anual néo exige um registo ou o

registo pode ser feito num periodo posterior.

No. CAS 7790-84-3

1.2 Utilizagbes identificadas relevantes da substéncia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas

Utilizagbes identificadas Reagente para analise
Para informagoes adicionais, por favor consulte o portal Merck

Chemicals (www.merckgroup.com).

1.3 Identificagao do fornecedor da ficha de dados de seguranca

Companhia Merck KGaA * 64271 Darmstadt * Alemanha * Tel: +49 6151 72-2440

Departamento responsavel LS-QHC ™ e-mail: prodsafe@merckgroup.com

1.4 Namero de telefone de CIAV, Centro de Informagao Antivenenos, Rua Almirante Barroso, 36
emergéncia 1000-013 Lisboa * Tel.Urgencia (Consultas): 808 250 143

SECGAOQ 2. |dentificagéio dos perigos

2.1 Classificac@o da substancia ou mistura
Classificagdo (REGULAMENTO (CE) N.o 1272/2008)

As Fichas de dados de Seguranga para items de catalogo est&o igualmente disponiveis em www.merckgroup.com.
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

No. de catdlogo 102027
Nome do produto Sulfato de cadmio hidratado para analise EMSURE® ACS

Toxicidade aguda, Categoria 3, Oral, H301

Toxicidade aguda, Categoria 2, Inalagao, H330

Mutagenicidade em células germinativas, Categoria 1B, H340
Carcinogenicidade, Categoria 1B, H350

Toxicidade reprodutiva, Categoria 1B, H360F

Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposicao repetida, Categoria 1, H372
Toxicidade aguda para o ambiente aquatico, Categoria 1, H400

Toxicidade cronica para o ambiente aquatico, Categoria 1, H410

Para o pleno texto das DECLARACOES H mencionadas nesta Seccéo, ver a Seccéo 16.

2.2 Elementos do rétulo
Rétulo (REGULAMENTO (CE) N.o 1272/2008)

Pictogramas de perigo

Palavra-sinal

Perigo

Adverténcias de perigo

H340 Pode provocar anomalias genéticas.

H350 Pode provocar cancro.

H360F Pode afectar a fertilidade.

H301 Téxico por ingestéo.

H330 Mortal por inalagéo.

H372 Afecta os drgaos apds exposigao prolongada ou repetida.

H410 Muito téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

Recomendagdes de prudéncia

Prevencao

P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo.
P273 Evitar a libertagao para o ambiente.

Resposta

As Fichas de dados de Seguranga para items de catalogo estao igualmente disponiveis em www.merckgroup.com.
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

No. de catalogo 102027
Nome do produto Sulfato de cadmio hidratado para analise EMSURE® ACS

P304 + P340 EM CASO DE INALAGAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em
repouso numa posicdo que nao dificulte a respiracao.

P308 + P310 EM CASO DE exposicao ou suspeita de exposigdo: Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMAGAQ ANTIVENENOS ou um médico.

Reservado aos utilizadores profissionais.

Rotulagem reduzida (<125 ml)

FPlctogramas de perigo

Palavra-sinal

Perigo

Adverténcias de perigo

H340 Pode provocar anomalias genéticas.
H350 Pode provocar cancro.

H360F Pode afectar a fertilidade.

H301 Toxico por ingestao.

H330 Mortal por inalagéo.

H372 Afecta os 6rgéos apds exposicio prolongada ou repetida.

Recomendagdes de prudéncia

P201 Pedir instrugtes especificas antes da utilizagéo.

P304 + P340 EM CASO DE INALAGAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre @ manté-la em repouso numa
posi¢éo que ndo dificulte a respiracao.

P308 + P310 EM CASO DE exposi¢éo ou suspeita de exposigédo: Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAQ ANTIVENENOS ou um médico.

No. de Index 048-009-00-9

2.3 Outros perigos

Nao conhecidos.

SECGAQ 3. Composigéo/informagéo sobre os componentes
3.1 Substéncia

Formula 3 CdS0O." 8 H:0 Cds0428: " 8 H20 Cdz012S: * 8 H20 (Hil

)

As Fichas de dados de Seguranga para items de catalogo est&o igualmente disponiveis em www.merckgroup.com.
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Anexo E.6 — Ficha de Seguranca da Solucdo Padrao do Zinco

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

No. de catalogo 170389
Nome do produto Zinco padrao |CP rastreado ao SRM do NIST Zn(NOs): em HNOs 2-3%
10000 mg/l Zn Certipur®

2.2 Elementos do rotulo
Rétulo (REGULAMENTO (CE) N.o 1272/2008)

Pictogramas de perigo

£y

Palavra-sinal

Atencao

Adverténcias de perigo

H290 Pode ser corrosivo para os metais.
H315 Provoca irritacdo cutanea.

H319 Provoca irritagéo ocular grave.

H411 Toéxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

Recomendacdes de prudéncia

Prevengéo

P273 Evitar a libertagédo para o ambiente.

Resposta

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com sabonete e
agua.

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 |he for possivel.

Continue a enxaguar.

Rotulagem reduzida (€125 ml)

Pictogramas de perigo

&

Palavra-sinal
Atengéo

As Fichas de dados de Seguranga para items de catalogo est&o igualmente disponiveis em www.merckgroup.com.
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FICHA DE DADOS DE SEGURANCA
de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006

No. de catdlogo 170389
Nome do produto Zinco padrao ICP rastreado ao SRM do NIST Zn(NOs)2 em HNO: 2-3%
10000 mg/l Zn Certipur®

2.3 Outros perigos
Nao conhecidos.

SECGAO 3. Composigaolinformagao sobre os componentes

Natureza quimica Solugao de acido nitrico.
3.1 Substancia

Nao aplicavel
3.2 Mistura

Componentes perigosos (REGULAMENTO (CE) N.o 1272/2008)
Nome Quimico (Concentracdo)

No. CAS Nuimero de registo Classificagao
Nitrato de zinco (>=25% -<3 %)

7779-88-6 ")
Sdélido comburente, Categoria 2, H272
Toxicidade aguda, Categoria 4, H302
Irritag@o cutanea, Categoria 2, H315
lirritagéo ocular, Categoria 2, H319
Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposicao unica,
Categoria 3, H335
Toxicidade aguda para o ambiente aquatico, Categoria 1, H400

Toxicidade crénica para o ambiente aquético, Categoria 1, H410

Acido nitrico (>=1% -<5 %)

A substinica ndo atende ao critério para PBT ou vPvB de acordo com o reg ulamento (CE) n° 1907/2006, anexo X,

7697-37-2 01-2119487297-23-
XXXX Liquido comburente, Categoria 2, H272
Corrosivo para os metais, Categoria 1, H290
Toxicidade aguda, Categoria 1, H330

Corrosao cutanea, Categoria 1A, H314

As Fichas de dados de Seguranga para items de catdlogo estao igualmente disponiveis em www.merckgroup.com.
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Anexo E.7 — Ficha de Informacdo da Accellerase

L GENENCOR"

A Danisco Division

ACCELLERASE™ 1000

Cellulase Enzyme Complex for Lignocellulosic Biomass Hydrolysis

Product Information

B DESCRIPTION

ACCELLERASE™ 1000 cellulase is an enzyme complex preparation
intended specifically for the lignecellulosic biomass processing indus-
lries, including T fuels and . ACCELLERASE™
1000 will faciltate process development and scale up in this emerging
industry. Key features that are expected lo be important at commercial
scale biorefineries are already built in to this first generation product.
Benefits observed with the proprietary enzyme complex and the unique
product formulation of ACCELLERASE™ 1000 compared to conver-
tional cellulases include:

Enb g badifoat o+
[ at 1

stocks,

o1 Ability 1o operate in simultanecus saccharffication and fermenta-
lion (SSF) processes, wo step sequential hydrolysis and fermen-
tatlon (SHF) processes or hybrids of the two,

on a variely of feed-

High bela-glucosidase activity to minimize residual cellobiose,
which may lead to higher rates of saccharification and ultimately
to a fasler ethanol fermentation. Yields may alse be improved

1 Unclarified product. The remaining nutrients from enzyme produc-
tion are available to the yeast in addition to the fermentable sug-
ars produced by saccharification. This may lead to faster ethanol
fermentations; reduce the cost of sthanol fermentation raw mate-
rials, and possibly even improve ethangl yields.

Minimal formulatian to reduce interference with saccharification
carbohydrate profile analysls or subseq yeast fi tation

hiomass hydrolysis performance of this enzyme preparation is a resull of
the synerglistic effect of all the main and accessory actvities and cannat
be completely evaluated on the basis of the declared activities alone

Endoglucanase Activity: 2500 CMC U/g {minimum)
Beta-Glucosidase Activity: 400 pNPG U/g (minimum)
Appearance: Brown liquid

pH: 48-52

The activity of ACCELLERASE™ 1000 enzyme complex is expressed in
carboxymethyoellulose (CMC L) activity units. One CMC U unit of activ-
ity liberates 1 pmol of reducing sugars (expressed as glucose equiva-
lenis) in one minute under specific assay conditions of 50°C (122°F) and
pH 4.8. Bela-glucosidase Is reported in pNPG unils, One pNPG unit
denotes 1 pmol of Nitrophenol liberated from para-nilrophenyl-B-D-
glucopyranoside in 10 minutes at 50°C (122°F) and pH 4.8. Detailed
assay methods are available upon request

B APPLICATIONS

ACCELLERASE™ 1000 enzyme complex will hydrolyze the non-starch
carbohydrates in lignacellulosic biomass into fermentable monosaccha-
rides as well as aid matenals handling by liquefaction and viscosity re-
duction. Feedstocks including paper pulp, com stover, sugar cane
bagasse, wood chips, waste paper and many others can all be hydro-
lyzed using ACCELLERASE™ 1000. ACCELLERASE™ 1000 can
work with a variety of pretreatments including dilute acid, AFEX and
steam expansion. This can be done using simultaneous saceharification
and fermentation (SSF) or in a two slep sequential hydrolysis and fer-

from enzyme formulation chemicals

ACCELLERASE™ 1000 enzyme complex conlains a potent
combination of enzymes which effectively modify and digest non-starch
carbohydrates, the material of Il llulosic biomass. Ligno-
cellulosic matenial is composed mainly of cellulose, hemicellulose, and
beta-glucans which are associated with each other and also with fignin,
peclins, proteins, starch, and lipids. This product is capable of effi
clently hydrolyzing lignocellulosic blomass inta fermentable monsac-
charides. ACCELLERASE™1000 comtains high levels of beta-
glucosidase to ensure almost complete conversion of cellobiose to
glucose.

ACCELLERASE™ 1000 is produced with a genetically medified strain
derived from Trichaderma reesei The production host is inactivated at
the end of the controlled fermentation.

B TYPICAL CHARACTERISTICS

ACCELLERASE™ 1000 enzyme complex contains mulliple enzyme
activilies; mainly exoglucanase, endoglucanase. hemi-cellulase and
beta-glucosidase. The endoglucanase aclivity is standardized on the
basis of lls aclivity on carboxymethylceliulose (CMC), Betaglucesidase
aclivity is standardized on the basis of activity on pNP-glucoside. The

tation (SHF) configuration. Please be aware of pH and tempera-
ture stability optima and limits of the enzyme depending on your
process configuration. Saccharification performance may be enhanced
by the addition of other Genencor® enzymes depending on the composi-
tion of the pretreated feedstock.

B DOSAGE GUIDELINES

The optimum dosage levels of ACCELLERASE™ 1000 enzyme com-
plex will vary considerably with different substrates and their associated
pretreatment technologies and conditions. Operating conditions such as
pH, temperature and reaclion time may also affect enzyme performance
An ACCELLERASE™ 1000 dosage rate of 0.1- 0.5 (0.1 - 0.5 mL) per
g cellulose or roughly 0.05 to 0.25 mL per g of biomass (depending on
biomass composition) is recommended as a starting point for optimiza-
tion of enzyme dosage. ACCELLERASE™ 1000 rapidly liquefies and
hydrolyzes a vanety of substrates within 24 hours, with some additional
benefit by extending the lime. Small-scale expenments are recom-
mended to determine oplimum enzyme dosage in each system, See
Figures 1 and 2 for an example of such experiments.

)

accellerase

FUELING THE BIOBASED ECONOMY
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Genencor International Inc.

200 Meridian Centre Blvd
Rochester, N.Y. 14618- 3916
USA

+1.800.847.5311
+1.716.244.4544 [ax

Genencor International B.V.

P.O.Box 218
2300 AE Leiden
The Netherlands

+31.71.5686.168
+31.71.5686.169 fax

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name:
Lot Number:

Accellerase 1000
1600877126

Genencor International

Asia Pacific Pte Ltd

61 Science Park Road

The Galen #06- 16 East Wing
Singapore Science Park |11
Singapore 117525

+66.6611.5600
+65.6511.5656 fax

Assay
ENZYME ACTIVITIES

Beta- glucosidase
Cellulase

PHYSICAL PROPERTIES
pH

’_ GENENCOR®

7 A Danisco Divisien

Genencor International
Argentina, S.R.L.

1750 Alicia Moreau de Justo Ave.
(C1107AFJ) Capital Federal
Buenos Alres, Argentina

+54.11.5199.9550
+54.11.5199.9559 fax

Unit Low Spec  High Spec Found
Uk - 400 429
CMCUlg 2500 3026
4.8 5.2 5.0

This product complies with the current recommended purity specifications for food- grade enzymes given by the Joint FAOWHO
expert Committee on Food Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC).

Released on

17- JUN- 2008

Pﬂroved by

Tracy Krawczyk

This cerlificate of analysis was electronically generated and therefore has not been signed.

Ver 2.40 (10g)

End of Report
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e GENENCOR"®
W\ 7 A Dapisco Division
Genencor International Inc.  Genencor International B.V, Genencor International Genencor International
Asia Pacific Pte Ltd Argentina, S.A.
61 Science Park road
200 Meridian Centre Blvd. P.0.Box 218 The Galen #06- 16 East Wing 1750 Alicia Moreau De Justo St
Rochester, N.Y. 14618 - 3916 2300 AE Leiden Singapore Science Park Il| Capital Federal
USA The Netherlands Singapore 117525 Buenos Aires, Argentina
+1.800.847.5311 +31.71.5686.168 +65.6511.5600 +54.11.5199.9550
+1.585.244 4544 fax +31.71.5686.169 fax +65.6511.5666 fax +54.11.51999559 fax

Product Specification

Product Name: Accellerase 1000
Iltem Code: A30143

Date Revised 17- JAN- 2008

Assay Unit

Low Spec Hig_h S_pec -

ENZYME ACTIVITIES

Cellulase CMCUR
Beta- glucosidase Uig

MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

Total Viable Count CFUMmI
Production Strain ml

2500
400

0 50000
NEG

PHYSICAL PROPERTIES
pH

4.8 52

Ver2.20 (10g)
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ANEXOS
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Anexo E.8 — Ficha de Informacdo do Ultraflo

Product Data Sheet
Valid from 2017-08-24

GM STATUS

FOOD SAFETY

20of2

This product is not a GMO.

Preduction organism Aspergillus oryzae

Trichoderma reesei
The enzyme product is manufactured by fermentation of microerganisms that
are not present in the final product. The production organisms are improved
by means of modern bictechnology.

STORAGE CONDITION

Recommended storage: 0-10 °C (32-50 °F)

Packaging must be kept intact, dry, and away from sunlight. Please follow the
recommendations and use the product before the best before date to avoid the
need for a higher dosage.

Best before: You will find the best before date in the certificate of analysis or
on the product label.

The product gives optimal performance when stored as recommended and used
prior to the best-before date.

The product can be transported at ambient temperafure. Following
delivery, the product should be stored as recommended.

SAFETY AND HANDLING PRECAUTIONS

Enzymes are proteins. Inhalation of dust or aerosels may induce sensitization and
may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some enzymes may irritate the
skin, eyes, and mucous membranes upon prolonged contact. See the MSDS or
Safety Manual for further infermation regarding safe handling of the product and
spills.

COMPLIANCE

The product complies with the recommended purity specifications for food-grade
enzymes given by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) and the Food Chemical Codex (FCC).

Kosher and Halal certificates are available from the Customer Center or sales
representative.

CERTIFICATIONS

Novozymes is a signatory to United Mations Global Compact, United Nations
Convention on Biclogical Diversity and report on our sustainability
perfermance through Global Reporting Initiative (GRI). See all our
commitments under sustainability on www.nevezymes com.

Novozymes has carried out a hazard analysis and
prepared an HACCP plan describing the critical
control points (CCPs). The HACCP plan is
supported by a comprehensive prerequisite
program implemented in Novozymes' GMP
practices.

The product is produced according to Novozymes'
HACCP plan, GMP practices, and additional
requirements controlled by Movozymes' Quality
Management System.

The product complies with FAO/WHO JECFA- and
FCC-recommended purity requirements regarding
mycotoxins.
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The product is available in different types of packaging -
representative for more information.

Please contact the sales

For mare information, or for more office addresses, visit www novozymes.com

MNovozymes A/S
Krogshoejve] 36
2880 Bagsvaerd
Denmark

Laws, regulations and/or third party rights may prevent customers from importing, using, processing and/or reselling the
products described herein in a gven manner. Wihout separate, written agresment between the customer and Novozymes to
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