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RESUMO

O objetivo deste trabalho é contribuir para o avango do processo
tecnoldgico de extracdo de P(3HB), obtido a partir de Cupriavidus
necator DSM 545, com o desenvolvimento de um processo que combina
a aplicacdo de método mecanico com o solvente carbonato de propileno.
Este estudo esta dividido em quatro partes. A primeira parte consiste no
estudo da influéncia das varidveis de processo dos métodos mecanicos,
ultrassom e homogeneizador a alta pressdo, na recuperagdo e pureza do
polimero extraido com carbonato de propileno (150 °C e tempo de
contato células solvente de 45 min). Neste estudo as varidveis para
aplicacdo de ultrassonificagdo foram poténcia e tempo do ciclo de
aplicacdo e, na homogeneizacdo a alta pressdo foram pressdo de
operacao e numero de passagens da suspensao celular pelo equipamento.
Os resultados demonstraram que, no método de extracdo que combina
aplicacdo de homogeneizador a alta pressdo e solvente, a melhor
condicdo foi obtida com a pressdo de 1300 bar e duas passagens pelo
equipamento, pois foram obtidos os melhores resultados de recuperagéo
de P(3HB) (97,7 %) com elevada pureza (97,8 %) e menor degradacédo
da massa molar em relagdo as outras condi¢des testadas. A extracdo com
ultrassom e solvente também mostrou-se eficaz pois, na melhor
condicdo de tratamento da biomassa com ultrassom, poténcia de 200 W
e trés ciclos de aplicacdo de 59 s, foi possivel obter elevada recuperagdo
polimérica (92,0 %) com pureza de 99,0 %. Com base nas condi¢des de
aplicacdo de ultrassom e homogeneizacdo a alta pressdo definidas
anteriormente, na segunda parte deste estudo foi realizada a avaliacdo
cinética da influéncia de variaveis do processo de extracdo: tratamento
da biomassa (homogeneizador a alta pressdo e ultrassom) para efeito
comparativo realizaram-se também ensaios a partir de biomassas sem
tratamento e tratadas termicamente, temperatura de extracdo (130 e
150 °C) e tempo de contato células/solvente (5, 15, 30 e 45 min) sobre a
porcentagem de recuperacdo e porcentagem de pureza do polimero
extraido. Uma vez definido o melhor tratamento da biomassa a ser
aplicado em conjunto com carbonato de propileno como método de
extracdo de P(3HB) e, foi verificada a influéncia deste processo na
massa molar do polimero extraido. O método de extracdo de P(3HB),
gue associa 0 tratamento da biomassa com homogeneizador a alta
presséo e recuperacdo polimérica com carbonato de propileno a 150 °C
por 5 min, foi definido como o mais eficiente para obtencdo de elevadas
porcentagens de recuperacdo de P(3HB) (93,6 %) e pureza (99,0 %) em



um menor tempo de contato das células com o solvente, além da menor
degradacdo da massa molar do polimero extraido. A terceira parte €
referente ao estudo das variaveis do processo de homogeneizagao a alta
pressdo e carbonato de propileno na recuperacdo, pureza e
caracteristicas do polimero extraido. Para este estudo, foram variadas as
pressdes de operacdo (500, 900, 1300 e 1500 bar), nimero de passagens
(1, 2 e 3) e 0 tempo de contato das células com solvente (5 e 15 min). A
melhor condicdo de extracdo foi obtida com a pressdo de 900 bar e
5 min de contato das células com carbonato de propileno aquecido a
150 °C, pois foram obtidos elevados percentuais de recuperagdo de
P(3HB) (97,8 %) com apenas uma passagem da biomassa pelo
homogeneizador. Através da caracterizacdo do polimero extraido na
melhor condicdo, verificou-se que 0 mesmo apresentou caracteristicas
térmicas e de massa molar semelhantes aos polimeros (P(3HB))
comerciais. Por fim, a Gltima parte desse trabalho esta relacionada com
o efeito da reutilizagdo do carbonato de propileno, recuperado do
processo de extracdo de P(3HB) sobre a porcentagem de recuperacao e
porcentagem de pureza do biopolimero extraido e com a avaliagdo das
perdas de solvente nas etapas do processo de extracdo. Foi observada a
possibilidade de recuperar 80 % do carbonato de propileno no processo
de extracdo do P(3HB). Sendo que dos 20 % de carbonato de propileno
ndo recuperado, 5% ¢é referente a perda de solvente no processo de
separacdo deste da agua, sendo o restante proveniente de perdas nas
etapas de filtracdo (11 %) e nos residuos celulares (4 %). O solvente
recuperado foi reutilizado por onze vezes sem perder a eficiéncia no
rendimento e na pureza do polimero obtido. Assim, o conjunto de dados
obtidos neste estudo é relevante para a melhoria do processo de extracdo
de P(3HB) produzido por C. necator, pois propde o desenvolvimento de
um método de extracdo eficaz que combina homogeneizacdo a alta
pressdo e carbonato de propileno, solvente de baixa toxidade que pode
ser reutilizado no processo de extracdo, contribuindo para a reducéo dos
custos de produgdo deste biopolimero, o que torna a extragédo de P(3HB)
com este solvente mais competitiva no que se refere a economicidade do
processo.

Palavras chave: Poli(3-hidroxibutirato), Cupriavidus necator, extracdo,
carbonato de propileno, homogeneizador a alta presséo.



ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to the advancement on the
technological process of P(3HB) extraction by Cupriavidus necator
DSM 545, with the development of a process with the combination of a
mechanical method and the solvent propylene carbonate. This study is
divided into four parts. The first one was the study of the influence of
the mechanical process variables using ultrasound and high pressure
homogenizer, on the recovery and purity of the extracted polymer with
propylene carbonate (150 °C during 45 min). In this study the variables
were the power of applying ultrassonification and application time and
in the high pressure homogenization method, the variables were the
operating pressure and the cell suspension number of passages through
the device. The results showed that, in the method that combines the
homogenizer at high pressure and solvent, the best condition was
obtained with 1300 bar and two passages, with the best recovery results
of P (3HB) (97.7 %) with high purity (97.8 %) and lower molecular
weight degradation against other conditions tested. The method with
solvent and ultrasound was also effective, because using ultrasound with
200 W of potency and three 59 s application cycles, it was possible to
obtain high polymer recovery (92 %) with purity of 99.0 %. Based on
ultrasound application conditions and high pressure homogenization
previously defined, the second part of this study was performed to
evaluate the influence of kinetic extraction process variables: biomass
treatment (homogenizer at high pressure and ultrasound, for comparison
biomass thermally treated and untreated were performed); the extraction
temperature (130 to 150 °C) and contact time cells/solvent (5, 15, 30
and 45 min). Once defined the best treatment of the biomass to be used
with propylene carbonate, and its influence on the process, the
molecular weight of the extracted polymer was verified. The P(3HB)
extraction method combining the biomass treatment using high pressure
homogenizer and propylene carbonate at 150 °C for 5 min, was the most
efficient for achieving high recovery percentages P(3HB) (93.6 %) and
purity (99.0 %) in a shorter time of contact of the cells with the solvent,
in addition to less degradation of the molecular weight of the polymer.
The third part relates the study of the process variables using high
pressure homogenization and propylene carbonate on the purity and
recovery of P(3HB) and at the characteristics of the extracted polymer.
In this part of the work, different operating pressures (500, 900, 1300
and 1500 bar) and number of passages (1, 2 and 3) were tested as well



as the contact time between the cells and the solvent (5 and 15 min). The
best performance was obtained by the combination of treatment with
high-pressure homogenizer (900 bar) and extraction with propylene
carbonate, during 5 min, at 150 °C, the recovery of P(3HB) was 97.8 %
with only one biomass passage through the homogenizer. The
characterization of the polymer extracted in the best condition, showed
that it had thermal characteristics and molecular weight similar to the
comercial P(3HB). The last part of this work related the effect of
propylene carbonate reutilization on the percentage of recovery and
purity of the extracted biopolymer and the evaluation of the solvent loss
during the steps of the process. The ability to recover 80 % of propylene
carbonate in the extraction process P(3HB) was observed. Since 20 % of
unrecovered propylene carbonate, 5 % is related to the loss of solvent in
the separation process of this water, the remainder being losses from
filtration steps (11 %) and cellular debris (4 %). The recovered solvent
was reused eleven times without losses in the yield and purity of the
obtained polymer. Thus, the set of data from this study is relevant to
improve the P(3HB) extraction process produced by C. necator, it
proposes the development of an efficient extraction method that
combines high pressure homogenization and propylene carbonate, a low
toxicity solvent which can be reused in the extraction process,
contributing to reduction of production costs of this biopolymer, which
makes the extraction of P(3HB) with this solvent more competitive in
respect to economy of the process.

Keywords: Poly(3-hydroxybutyrate), Cupriavidus necator, extraction,
propylene carbonate, High pressure homogenization.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Extracdo de poli(3-hidroxibutirato), produzido por Cupriavidus
necator, utilizando carbonato de propileno combinado com métodos
mecanicos

Por qué?

N&o ha trabalhos na literatura que apliguem os métodos mecanicos,
ultrassom e homogeneizador a alta pressdo, em conjunto com
carbonato de propileno, um solvente de baixa toxidade, para a extragdo
de poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)).

A maioria dos trabalhos de extracdo de P(3HB), produzido por
bactéria, utilizam solventes e digestores de elevada toxidade. O
presente trabalho pretende contribuir com informagdes sobre o
processo de extracdo de P(3HB) combinando a aplicagdo de método
mecanico, para romper a biomassa e facilitar a acdo do solvente na
recuperagdo polimérica, com carbonato de propileno.

Quem ja fez?

N&do ha trabalhos que utilizem os métodos mecanicos de extracéo,
ultrassom e homogeneizador de alta pressdo, em conjunto com
carbonato de propileno para extracdo de P(3HB). No entanto, estudos
com aplicagdo destes métodos mecénicos em conjunto com outros
solventes e digestores quimicos sdo relatados na literatura e se
mostram eficientes.

Hipdteses

A adicdo da etapa de tratamento mecénico da biomassa pode facilitar a
acdo do solvente na etapa de recuperagdo polimérica, permitindo
assim, reduzir o tempo de contato das células com o solvente sob
aquecimento e, consequentemente, reduzir a diminuicdo da massa
molar do polimero.

Possibilidade de apontar o tratamento mecanico mais eficiente para ser
utilizado em conjunto com carbonato de propileno (dentre os métodos
estudados) na extracdo de P(3HB) e ainda, verificar a sua influéncia
nas caracteristicas do polimero extraido.

Possibilidade de recuperacdo do carbonato de propileno apds o
processo de extra¢do de P(3HB) com a obtenc¢do de alto rendimento de
recuperacdo, devido ao seu alto ponto de ebulicdo, e de reutilizagdo no
processo de extracdo de P(3HB) sem perder sua eficiéncia na
recuperacao do biopolimero.




Método experimental

e  Tratamento da biomassa com diferentes métodos (térmico, ultrassom e
homogeneizador a alta pressao).

e Recuperagdo de P(3HB) com carbonato de propileno.

e Ensaios cinéticos de recuperagdo de P(3HB) com carbonato de
propileno.

e Determinagdo de P(3HB) (para a obtencdo dos percentuais de
recuperagao e pureza).

e Ensaios de recuperagdo de solvente apds o processo de extragdo e de
reutilizagdo deste neste processo.

e  Caracterizagdo do P(3HB) a partir das seguintes analises: FTIR, DSC,
TGA e GPC.

Respostas

e Definicdo do melhor tratamento mecénico da biomassa (dentre os
estudados) para ser aplicado combinado com carbonato de propileno
para extracdo de P(3HB) e determinagdo das varidveis de processo do
tratamento mecanico escolhido.

e Influéncia do método de extracdo de P(3HB) com método mecénico e
carbonato de propileno nas caracteristicas do biopolimero obtido.

e Eficiéncia da reutilizacdo do carbonato de propileno no processo de
extracdo de P(3HB).

Para estruturar os conteldos e apresentar os temas tratados em
uma sequéncia ldgica, este trabalho foi estruturado conforme disposto
na Figura 1. Os capitulos dois, trés, quatro e cinco foram subdivididos
em introducdo, material e métodos, resultados e discussdo e
consideragdes finais.



Figura 1. Organograma do documento de tese.

INTRODUCAO

—

CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

CAPITULO 2
Influéncia das variaveis
de processo dos métodos
mecanicos na
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INTRODUCAO

Os polimeros destacam-se como a segunda maior demanda
dentre os derivados do petréleo, recurso natural ndo renovavel. Devido
ao fato dos plasticos petroquimicos demorarem cerca de 100 a 400 anos
para serem degradados, estes acabam propiciando um grande acimulo
de residuos no ambiente, o que tende a impacta-lo negativamente.
Assim, deve-se pensar numa maneira sustentavel de produzir, utilizar e
descartar objetos de pléstico, visando minimizar os impactos negativos
desses materiais (SILVA et al, 2007; TELLES; SARAN;
TREVISOLLI, 2011; GUMEL; ANNUAR ; CHISTI, 2012).

Em resposta a preocupacgdo crescente com o ambiente, plasticos
biodegradaveis tém sido amplamente estudados, a fim de competir com
os de origem petroquimica (MANANGAN; SHAWAPHUN, 2010).
Dentre esses, destaca-se o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB) (integrante
da familia dos poli-hidroxialcanoatos (PHAS)), que se caracteriza por
sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e algumas propriedades
térmicas e mecanicas préximas as do polipropileno (MADISON;
HUISMAN, 1999; BENGTSSON et al., 2010), podendo ainda, ser
produzido por diversos microrganismos a partir de fontes renovaveis de
carbono. Dentre os microrganismos, Cupriavidus necator ¢ uma das
bactérias que apresenta condi¢des mais favoraveis a producdo industrial
de P(3HB) (RAMSAY, 1994).

Apesar da ampla faixa de aplicacfes e das caracteristicas
relevantes do P(3HB), sua utilizagdo em embalagens de alimentos, na
area farmacéutica e outras aplicacdes é limitada devido ao seu elevado
custo em relacdo aos plasticos petroquimicos. Neste sentido, para se
tornarem comercialmente competitivos com os plasticos petroquimicos,
h& a necessidade de redugdo dos custos de producdo dos PHAS e que
suas caracteristicas sejam semelhantes e/ou superiores as apresentadas
pelos plasticos convencionais ou que suas aplicagdes possam estar
vinculadas a produtos de alto valor agregado, como o uso em aplicagfes
médicas, por exemplo (PENLOGLOU et al., 2010).
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Por se tratar de um produto intracelular, o P(3HB) deve ser
extraido das células, ao término do cultivo, utilizando-se métodos de
extracdo. Neste contexto, varios métodos de extragdo de PHASs tém sido
reportados na literatura. Estes incluem a extragdo com solventes,
digestdo quimica, digestdo enzimtica, extragdo mecanica com
homogeneizador a alta pressdo e ultrassom, extracdo com fluido
supercritico ou, ainda, a aplicacdo destes métodos combinados
(GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; YANG et al., 2011; RIEDEL et
al., 2012; NEVES; MULLER, 2012).

Uma etapa de tratamento da biomassa celular pode ser inserida
no inicio do processo de extracdo e tem por finalidade desestabilizar
e/ou romper a parede celular da bactéria e facilitar a agdo do solvente no
processo de extracdo, melhorando assim a recuperacao do polimero a ser
extraido (KAPRITCHKOFF et al.,, 2006; JACQUEL et al.,, 2008;
FIORESE et al., 2009; MADKOUR et al., 2013).

Os métodos quimicos de extracdo de PHAs, que fazem uso de
solventes e digestores, sdo extensivamente utilizados por proporcionar
altos percentuais de recuperacdo de PHAs (DALCANTON, 2006;
MANANGAN; SHAWAPHUN, 2010; RIEDEL et al., 2012). A maioria
dos estudos realizados com métodos quimicos faz uso de solventes,
digestores toxicos e altamente volateis, sendo contraditérios ao fato de
que estes polimeros sdo amplamente estudados para minimizar as
agressdes ambientais causadas pelos polimeros de origem petroquimica
(McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009). Dentre os solventes
organicos que podem ser utilizados, Lafferty e Heinzle (1979)
propuseram a utilizacdo do carbonato de propileno para a recuperagéo
de P(3HB) devido & sua baixa toxicidade e temperatura de ebuli¢do
préxima a 240 °C. Estas caracteristicas permitem que, durante o
processamento, ocorra baixo risco de perda desse solvente por
evaporacao, possibilitando ainda sua reutilizagdo, minimizando assim,
0s custos de produ¢do (McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009).

Adicionalmente, os métodos mecéanicos (moinho de bolas,
ultrassom, homogeneizador a alta pressao) sdo uma alternativa relevante
para a extragdo de PHAS, pois ndo exigem a insercdo de produtos
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quimicos ao processo. Contudo, os resultados de recuperacdo polimérica
obtidos sdo inferiores aos encontrados nos demais métodos (TAMER;
MOO-YOUNG, 1998b; GARCIA, 2006). Os métodos mecanicos
podem ter sua eficdcia aumentada quando combinados aos quimicos,
pois sdo aplicados como tratamento da biomassa anterior a aplicagéo de
digestores quimicos e solventes. A combina¢do de métodos de extracdo
possui potencial neste contexto, pois facilita 0 rompimento da parede
celular, a recuperacdo polimérica e muitas vezes, reduz o tempo de
processo, bem como a aplicagdo de produtos quimicos téxicos
(GHATNEKAR; PAIl; GANESH, 2002; GARCIA, 2006; NEVES;
MULLER, 2012; PENLOGLOU et al., 2012).

Em trabalho anterior realizado no nosso grupo de pesquisa
(QUINES, 2010), avaliou-se a aplicacdo de tratamento térmico na
biomassa anterior a recuperacdo polimérica com carbonato de propileno
como método de extracdo de P(3HB), com objetivo de obter elevada
recuperacdo de P(3HB), com pureza elevada. Os resultados de
recuperacdo (98 %) e pureza (99 %) mais elevados foram obtidos com
temperatura de extragdo de 150 °C, tempo de contato das células com
solvente de 45 min e relacéo células/solvente de 0,15 g mL™. Ao aplicar
o0 tratamento térmico na biomassa, uma vez que o produto é intracelular,
tem-se uma desestabilizacdo da parede celular, o que facilita a acdo do
solvente na etapa de recuperacdo polimérica. Desta forma, estudos de
tratamentos da biomassa aplicados em conjunto com solventes mostram-
se relevantes para proporcionar aumento de recuperacdo de P(3HB) apds
0 processo de extracéo.

As estratégias de extracdo de PHAs reportadas na literatura
indicam que a maioria dos métodos visa, sobretudo, a obtencdo de
elevados percentuais de recuperacdo e pureza de biopolimero. No
entanto, € imprescindivel a realizacdo de estudos que relacionem os
métodos de extracdo com a eficiéncia do processo e com a sua
influéncia na qualidade do produto final (massa molar, por exemplo),
uma vez que estas caracteristicas estdo diretamente relacionadas as
futuras aplicagdes do polimero, bem como ao tempo de degradagdo do
mesmo quando descartado.



42

Por essas razdes, na etapa de extracdo busca-se: reduzir as
perdas de produto, obter um produto de elevada pureza e com suas
caracteristicas fisicas e térmicas preservadas, obter um produto que se
enquadre no termo “sustentavel”, do qual se utilize produtos quimicos
de baixa toxicidade que ndo comprometam o meio ambiente, reduzir
custos de processo pela reutilizacdo dos produtos quimicos (solventes e
ndo solventes) e desenvolver um processo possivel de ser aplicado em
escala comercial. Neste trabalho, foi avaliada a aplicacdo de métodos
mecanicos, ultrassom e homogeneizador a alta pressdo, em conjunto
com carbonato de propileno para a extracdo de P(3HB) produzido por
Cupriavidus necator.

Objetivos

O objetivo central deste trabalho foi contribuir para o avan¢o do
processo tecnoldgico de extracdo de P(3HB), obtido a partir de
Cupriavidus necator DSM 545, com o desenvolvimento de um processo
que combina a aplicacdo de método mecanico com carbonato de
propileno.

Os objetivos especificos foram:

e Estudar a influéncia da utilizacdo de homogeneizador a alta
pressao e ultrassom, no tratamento da biomassa de Cupriavidus
necator, na recupera¢cdo de P(3HB) com carbonato de
propileno, sobre os valores de pureza e recuperacdo de
biopolimero extraido;

e Estabelecer o melhor tratamento da biomassa para ser aplicado
em conjunto com carbonato de propileno no processo de
extracdo de P(3HB) e avaliar a influéncia deste na massa molar
do polimero extraido;

e Estudar a influéncia das varidveis do processo de
homogeneizacdo a alta pressdo com carbonato de propileno
sobre a recuperacdo de biopolimero extraido e definir as
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melhores condi¢des de extracdo. Ainda, avaliar a influéncia do
método de extragdo proposto na qualidade do P(3HB) extraido
(na melhor condicdo), através de sua caracterizagao;

Estudar a influéncia dos tempos de repouso e agitacdo do
processo de extragdo com carbonato de propileno nos resultados
de recuperacdo de P(3HB), pureza e massa molar do polimero
extraido;

Verificar a eficiéncia da reutilizacdo do carbonato de propileno
recuperado do processo de extracdo de P(3HB), considerando o
rendimento e pureza do biopolimero extraido, além de avaliar
as perdas do solvente nas etapas do processo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda os topicos de aspectos gerais da producéo
de poli-hidroxialcanoatos (PHAS), caracteristicas dos PHAs e suas
aplicacdes, estratégias de processos de extragdo de PHAS, produzidos
por bactérias, que envolvem desde o tratamento de desestabilizagéo e/ou
rompimento celular, recuperacdo e purificagdo do biopolimero e
técnicas de caracterizacao de PHAs.

1.1 Poli-hidroxialcanoatos (PHAS)

Os  poli-hidroxialcanoatos  (PHAs) sdo  biopolimeros
biodegradaveis que podem ser produzidos por inimeros microrganismos
como forma de reserva energética e de carbono, podendo ser
sintetizados a partir de matérias primas renovaveis (BYRON, 1987;
ANDERSON; DAWES, 1990). Dependendo do substrato utilizado e do
metabolismo do microrganismo, diferentes polimeros e copolimeros
podem ser obtidos (SQUIO; ARAGAO, 2004).

A estrutura dos PHAs é apresentada na Figura 1.1. Estes
polimeros sdo classificados de acordo com o nimero de 4tomos de
carbono que compde o grupo funcional R. Mais de 150 diferentes
unidades monoméricas sdo identificadas como constituintes dos PHAsS,
fazendo com que diferentes tipos de polimeros sejam criados
aumentando a gama de utilizacbes deste material (SHRIVASTAV;
KIM; KIM, 2013).

[33% 1)

Na Figura 1.1 o valor de “n” representa o numero de
mondmeros presentes na estrutura do polimero que podem variar de 100
a 30.000. Este valor esta diretamente relacionado a massa molar do
polimero e, consequentemente, as suas propriedades fisicas (LEE,
1996).
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Figura 1.1. Estrutura molecular geral dos poli-hidroxialcanoatos
(PHAs), comm =1, 2, 3 e 4, n variando de 100 a milhares de unidades e
R variavel.

PHA
_B_a(ité_rig ) ....... R ....................... O ................
(A0 | I
m R
1 —CH; Poli(3-hidroxibutirato) P(3HB)
—H Poli(3-hidroxipropionato) P(3HP)
—CH, —CH; Poli(3-hidroxivalerato) P(3HV)
__(CH,), _CH; Poli(3-hidroxihexanoato) P(3HX)
—(CH,), —CH; Poli(3-hidroxioctanoato) P(3HO)
—(CH,)s —CH; Poli(3-hidroxidecanoato) P(3HD)

—CH, _@ Poli(3-hidroxi-5-fenilvalerato) P(3HPV)

2 —H Poli(4-hidroxibutirato) P(4HB)
—CH;, Poli(4-hidroxivalerato) P(4HV)
3 —H Poli(5-hidroxibutirato) P(5HB)
—CH; Poli(5-hidroxivalerato) P(5SHV)
4 Hexil Poli(6-hidroxidodecanoato) P(6HD)

Fonte: Adaptado de Shrivastav, Kim e Kim (2013).

Os PHAs sdo classificados em trés grupos dependendo do
nimero de &tomos de carbono nas unidades monoméricas: PHAS
constituidos por unidades de &cidos hidroxialcandicos de cadeia curta
(PHAscL), ou seja, aqueles que possuem cadeia carbdnica constituida de
3 a 5 atomos de carbono, os PHAs constituidos por unidades de cadeia
média (PHAwmcL), apresentando de 6 a 14 a&tomos de carbono na cadeia e
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os de cadeia longa com mais de 15 atomos de carbono (PHAcL)
(STEINBUCHEL et al., 1992).

Em condi¢Oes de excesso de nutrientes (fontes de carbono), e a
limitacdo de pelo menos um nutriente necessario a multiplicacdo celular
(N, P, Mg, Fe, O,), muitos microrganismos normalmente assimilam
estes nutrientes e os armazenam. As fontes de carbono assimiladas s&o
bioguimicamente transformadas em unidades de hidroxialcanoatos,
polimerizadas e armazenadas na forma de inclusbes insollveis
(grénulos) em &gua, no citoplasma da célula, como um composto de
armazenamento de carbono e energia (RAMSAY, 1994).

A capacidade de realizar a polimerizacdo é dependente da
presenca da enzima PHA sintase. O polimero é acumulado dentro das
células bacterianas em forma de granulos, atingindo até cerca de 80 %
de sua massa em base seca (BASTIOLI, 2005). Sua composi¢do
depende de condi¢bes de cultivo, do microrganismo utilizado e da
natureza da fonte de carbono (ARAGAO et al., 1996; REDDY; GHAI;
KALIA, 2003; BASSAS et al., 2006).

Dentre os PHAs, o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) e seu
copolimero o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-
3HV)) sdo os biopolimeros mais estudados, apresentando, além de alto
grau de biodegradabilidade, propriedades termoplasticas e mecanicas
semelhantes as do polipropileno (RAMSAY, 1994; LEE,1996;
MADISON; HUISMAN, 1999; KHANNA,; SRIVASTAVA, 2005).

1.1.1 Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB))

O P(3HB) foi o primeiro PHA estudado (LEMOIGNE, 1926). E
um homopolimero composto por unidades monomeéricas de quatro
atomos de carbono, sendo um poliéster natural e biodegradavel,
sintetizado e acumulado no interior de diferentes bactérias como
granulos intracelulares (inclusdes insollveis em agua), com diametro de
100 a 800nm (ANDERSON; DAWES, 1990; BRAUNEGG;
LEFEBYRE; GENSER, 1998; TSUGE, 2002).
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O actmulo de P(3HB), na forma de granulos, no citoplasma de
alguns géneros de bactérias, geralmente ocorre quando ha excesso da
fonte carbono e limitagdo de algum nutriente essencial a multiplicagéo
celular. Esta sintese ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, procura-
se favorecer ao méximo o crescimento celular e assegurar, a0 mesmo
tempo, que a sintese do polimero seja a menor possivel. Na segunda
etapa, interrompe-se o crescimento celular (através da limitacdo de um
nutriente essencial) e estimula-se ao maximo o acumulo do polimero no
interior da célula com excesso da fonte de carbono (ARAGAO et al.,
1996; TIAN; SINSKEY; STUBBE, 2005).

Os microrganismos mais estudados para a sintese de PHASs séo
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que podem ser
encontradas na natureza, isto é, no solo, 4gua do mar, efluentes, etc.
Alguns fatores como habilidade para utilizar fontes de carbono de baixo
custo, velocidades de crescimento e sintese de polimero, e elevada
produtividade, devem ser levados em consideracdo na escolha do
microrganismo (LEE; CHANG, 1995).

Os microrganismos utilizados na sintese de PHAs sdo divididos
em dois grupos, o primeiro grupo € constituido pelos microrganismos
que requerem limitacdo de um nutriente como N, P, Mg, K, O ou S para
producdo de PHAs. A bactéria mais estudada pertencente a esse grupo €
a Cupriavidus necator. O segundo grupo de bactérias ndo requer a
limitacdo de nutrientes para a sintese de biopolimeros, com a fase de
producdo associada a de crescimento. Nesse grupo estdo Alcaligenes
latus, Alcaligenes vinelandi recombinante, Azotobacter e Escherichia
coli recombinante (KRANZ et al., 1997; WROBEL; ZEBROWSKI;
SZOPA, 2004; YEZZA et al., 2006; THEODOROU; THEODOROU;
KYRIAKIDIS, 2011; BALAJI; GOPI; MUTHUVELAN, 2013).

1.1.1.1 Cupriavidus necator

Cupriavidus necator é uma bactéria procariética, Gram-
negativa, naturalmente encontrada no solo e aguas. Sendo o
microrganismo mais estudado para a producdo de PHAS por apresentar
elevada velocidade de crescimento e acumular grande quantidade de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165603002736
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165603002736
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165603002736
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211926413000465
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211926413000465
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biopolimero (acima de 80 % da massa seca) (KIM et al., 1994). Antes
de ser classificada com este nome, ela foi descrita como
Hydrogenomonas eutropha, Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha
e Wautersia eutropha (VANDAMME; COENYE, 2004).

A sintese de P(3HB) por C. necator ocorre a partir de acetil-
CoA que entra na via dos acidos tricarboxilicos (TCA), em crescimento
sem limitacdo, ou pela via de sintese de P(3HB) com excesso da fonte
de carbono e limitagdo de um nutriente essencial (ANDERSON;
DAWES, 1990; TEKIN; ATES; KAHRAMAN, 2012).

A biossintese de P(3HB) por esta bactéria é iniciada pela
condensacao de duas moléculas de acetil-CoA, catalisada pela enzima R3-
cetotiolase (PhaA) para a formagéo de acetoacetil-CoA. Este, por sua
vez, é reduzido pela acdo da enzima acetoacetil-CoA redutase (PhaB) a
(R)-3-hidroxibutiril-CoA. Acetoacetil redutase determina a velocidade
especifica de biossintese do polimero e a PHA sintase (PhaC)
polimeriza o mondmero (R)-3-hidroxibutiril-CoA para poli(3-
hidroxibutirato) e tem-se a formag&o do granulo de P(3HB). Os granulos
de P(3HB) sédo envolvidos por uma monocamada de fosfolipidios e de
varias proteinas como a PHA sintase, PHA depolimerase, proteinas
reguladoras e proteinas estruturais na superficie do granulo chamadas de
phasinas (ZINN; WITHOLT; EGLI, 2001).

A concentracdo de PHA sintase na célula determina a massa
molar do polimero e sua polidispersidade (SIM et al., 1997). Segundo
Gerngross e Martin (1995) e Sim et al. (1997), a massa molar do
polimero é inversamente proporcional & concentracdo de PHA sintase
presente na célula, estes autores sugerem um mecanismo no qual cada
unidade de enzima é responsavel pela producdo de uma cadeia de
polimero. De acordo com Bhubalan et al. (2011), a maior concentragdo
de PHA sintase em uma célula pode resultar na formacdo de um maior
nimero de granulos, o que leva a formacdo de PHA com cadeias
menores e, consequentemente de massas molares menores. Outros
fatores que também podem interferir na massa molar de PHA durante a
sua sintese sdo: condicdes de cultivo, microrganismo produtor, fonte de
carbono, tempo da fase producdo (limitagdo de um nutriente)
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(KAWAGUCHI; DOI, 1992; TAIDI; MANSFIELD; ANDERSON,
1995).

Varios estudos relatam que a massa molar do PHA produzido
por Cupriavidus necator diminui ao longo da fase de acumulo
(limitagdo de um nutriente) (BALLARD; HOLMES; SENIOR, 1987;
KAWAGUCHI; DOI, 1992; BRADEL; REICHCRT, 1993). Ballard,
Holmes e Senior (1987) observaram que a massa molar de P(3HB)
produzido por C. necator utilizando como fonte de carbono a glicose
reduziu de 2,5 x 10° para 6 x 10° Da ao longo de 70 h de cultivo. Esta
degradacgdo pode ocorrer, pois inimeros microrganismos sao capazes de
excretar, no meio em que se encontram, PHA depolimerases que
hidrolisam o PHA em oligdmeros sollveis em agua e em monémeros
que podem ser utilizados como nutrientes pela célula (ABE; DOI,
1999).

1.2 Propriedades dos PHAs

Os PHAs séo diferenciados entre si em funcéo de sua estrutura
e da composicdo de sua cadeia monomérica que influenciam no ponto
de fusdo, na temperatura de transicdo vitrea, na massa molar e no grau
de cristalinidade, sendo que a composicdo monomérica depende do
substrato utilizado na etapa de producdo (MADISON; HUYSMAN,
1999).

O P(3HB) é um termoplastico com propriedades fisicas e
mecanicas comparaveis as do polipropileno (PP), tais como elevada
cristalinidade (55-80 %), resisténcia a mistura, resisténcia a agua, pureza
Optica, boa estabilidade radiacdo ultravioleta, barreira & permeabilidade
de gases, biocompatibilidade, alta regularidade da cadeia carb6nica e
elevada massa molar (RODRIGUES, 2005; MACHADO et al., 2010;
TELLES; SARAN; TREVISOLLI, 2011).

O P(3HB) apresenta degradacdo térmica a temperaturas
préximas a seu ponto de fusdo, 170-200 °C (GRASSIE; MURRAY;
HOLMES, 1984). Nessas condigdes, ocorre a quebra das ligacGes



Capitulo 1 51

ésteres entre as unidades repetitivas e a rapida reducdo de sua massa
molar média. Uma vez que a degradacgdo térmica resulta na diminuigéo
da massa molar do P(3HB), todas as propriedades fisicas e mecanicas
também sdo alteradas (QUENTAL et al., 2010).

A Tabela 1.1 apresenta uma comparagdo das principais
caracteristicas dos polimeros P(3HB) e polipropileno (PP). Ambos se
fundem a temperaturas muito proximas, 160-180 °C para o P(3HB) e
174-178 °C para o PP. Os valores de temperatura de transicdo vitrea
(Tg) dos dois polimeros indicam que o PP, por possuir Tg de -17 °C,
mostra-se mais flexivel que o P(3HB). A maior flexibilidade do PP em
relacdo ao P(3HB) é confirmada pelo médulo de elasticidade do PP (2,8
GPa), que é bem inferior ao do P(3HB) (4 GPa). No entanto, ambos 0s
polimeros apresentam alto grau de cristalinidade (GOMES; BUENO
NETO, 1997; CORNIBET; MARCHESSAULT, 1972; SUDESH et al.,
1999; FORMOLO et al., 2003).

Tabela 1.1. Comparacgdo das propriedades do P(3HB) com as do PP.

Caracteristicas *P(3HB) *(PP)
Temperatura de fuséo (°C) 160 a 180 174a 178
Temperatura de transicao vitrea -5a5 -17
(Ty) (C)

Grau de cristalinidade (%) 55a80 68
Permeabilidade de oxigénio 45 1700
(cm*/m%atm/dia)

Madulo de elasticidade (Modulo 35a4 2,8

de Young) (GPa)

Tensdo de cisalhamento (MPa) 30a40 38a83
Resisténcia a ruptura (%) 5a45 60 a 400
Massa molar (Da) 1x10*a3x10° 2,2a7x10°

*Dados reportados dos seguintes estudos: Cornibet e Marchessault
(1972); Gomes e Bueno Neto (1997); Sudesh et al. (1999); El-Hadi et
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al. (2002); Khanna e Srivastava (2004); Kabe et al. (2012); Divya,
Archana e Manzano (2013); Lanham et al. (2013); Quines et al. (2015).

A massa molar do P(3HB) é uma propriedade pouco abordada
na literatura, contudo é de extrema importancia, uma vez que muitas
propriedades fisico-quimicas do polimero sdo dependentes do
comprimento da molécula (CANEVAROLO, 2013). Essa propriedade
esta diretamente relacionada a resisténcia mecéanica do polimero. Apoés a
degradacdo térmica, por exemplo, pode haver uma diminuicdo da
temperatura de fusdo e no grau de cristalinidade, da viscosidade, além
de tornar o P(3HB) mecanicamente fragil, afetar a velocidade de
biodegradacdo, a qual esta relacionada com a sua cristalinidade. Um
fator que evidéncia a relacdo da massa molar com a velocidade de
degradacdo do polimero biodegraddvel esta relacionado com sua
proporcionalidade entre os valores da temperatura de transi¢do vitrea
(Tg), ou seja, quanto menor a massa molar, menor sera o valor da Tg do
polimero (MONTORO et al., 2010). Segundo Khanna e Srivastava
(2004), a massa molar de P(3HB) produzido por bactérias é
normalmente na faixa de 1.0 x 10* e 3,0 x 10° Da, com polidispersio em
torno de 2,0.

1.3 Aplicacao de PHAs

O P(3HB) é um material duro que pode ser processado como
termoplastico convencional em muitos processos industriais, na
fabricacdo de pecas por injecdo, extrusdo e termoprensagem
(http://www.biocycle.com.br/site.htm; TELLES; SARAN;
TREVISOLLI, 2011; MANTELLATO, 2011). No Brasil, o P(3HB) é
fabricado pela empresa BIOCYCLE®, produzido na Usina da Pedra, em
Serrana- SP, com a parceria do Instituto de Pesquisas Tecnologicas, da
COPERSUCAR e da Universidade de S&o Paulo. A principal aplicagdo
do BIOCYCLE esta na producdo de plasticos de uso rapido, como os
descartaveis. Além disso, ele também pode ser utilizado para a producédo
de artefatos médicos de uso humano e  veterinario
(http://www.biocycle.com.br/site.ntm). Este biopolimero apresenta
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excelentes aplicagdes no setor de embalagens e filmes, devido a sua alta
resisténcia a umidade, a gordura, a mudanca de temperatura e
propriedade de barreira a gases.

Os PHAs também sdo propensos a preparacdo de sistemas
biomédicos devido as suas propriedades de biocompatibilidade
adequadas, biodegradabilidade e termoprocessabilidade (ZURICH,
2008; BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009; ZHOU et al., 2010).
Assim, o PHA pode ser usado para enxertos 0sseos, telas cirdrgicas,
capsulas de liberacdo controlada de farmacos, enxertos vasculares e
valvulas cardiacas, confeccdo de tecidos, confeccdo de fios de sutura
absorviveis, na administracdo de medicamentos e séo ainda polimeros
com potencial de aplicacGes a ser explorado (COSTA, 2009; BRITO et
al., 2011; DOAN; NGUYEN, 2012; GUMEL; ANNUAR; CHISTI,
2012; MASAELI et al.,, 2012; BABU; CONNOR, SEERAN, 2013;
SHRIVASTAV; KIM; KIM, 2013; SARANYA; RADHA, 2014). A
aplicacdo deste biopolimero em nanoparticulas para liberacdo controlada
de drogas no tratamento de doengas como o céancer e tubercolose foi
estudada por Parlane et al. (2012), Lee et al. (2011) e Althuri et al.
(2013).

Segundo Costa e Queiroz (2013), o P(3HB) também pode ser
aplicado em bioengenharia tecidual ou medicina regenerativa, como
suporte para a expansdo in vitro de células. A construcdo do suporte
permite criar condicOes ideais de reparo, regeneracdo e/ou substituicdo
de tecidos lesionados, fornecendo elementos celulares requeridos,
fatores de proliferacdo e diferenciagdo celular que podem garantir a
geracdo de quantidade suficiente de células novas.

A aplicagdo dos PHAs abrange também a fabricacdo de
bracadeiras para plantas ou tubetes para reflorestamento e sistema para
liberacdo controlada de herbicida na lavoura (MANTELLATO, 2011,
LATHA et al.,, 2013). Além da agricultura, os PHAs podem ser
aplicados em embalagens de cosméticos, embalagens para alimentos,
brinquedos, produtos de higiene pessoal como barbeadores e escovas de
dente, entre outros (BUCCI; TAVARES; SELL, 2004; PHILIP;
KESHAVARZ; ROY, 2007; BRITO et al., 2011; CAMARGO et al.,
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2012; GUMEL; ANNUAR : CHISTI, 2012;
http://www.biocycle.com.br/site.htm).

Para aplicacdo de PHAs em embalagens de alimentos alguns
fatores devem ser considerados, como propriedades mecanicas, de baixa
fragilidade e resisténcia a tracdo adequada, barreira ao oxigénio, CO,, e
sabores aromaticos residuais, alta resisténcia-UV e alta retencdo de
capacidade de agua para bloquear o contetido de umidade dos alimentos,
ou para evitar umidade, respectivamente (KOLLER, 2014). Bucci,
Tavares e Sell (2004) investigaram a aplicacdo de P(3HB) para
producdo de embalagens alimenticias. O estudo revelou que o P(3HB) é
um polimero promissor para ser aplicado na embalagem de alimentos,
uma vez que atua como uma boa barreira a incidéncia da luz UV e em
relacdo a migracdo de componentes, embalagens P(3HB) pigmentadas
também podem ser recomendadas para diferentes alimentos em
condicBes de conservagdo, tanto em longo e curto prazo.

A principal desvantagem da aplicacdo de PHAs na industria
para confeccdo de produtos biodegradaveis é seu custo de producgdo
elevado quando comparado aos polimeros provenientes do petréleo
(CHEN, 2005; PRADELLA, 2006; CARBAJAL; GARCIA, 2014). A
aplicacdo dos PHAs estd focada em produtos diferenciados, onde a
biodegradabilidade agrega um valor adicional, enquanto que as resinas
convencionais sdo aplicadas em produtos onde baixo custo é requerido
(BRITO et al., 2011). No campo da medicina, por ser aplicagdo de
ponta, de alto valor agregado, o elevado custo de producdo dos PHASs
ndo implica na limitacdo da aplicacdo (SIMIONI et al., 2008;
SHRIVASTAYV; KIM; KIM, 2013; PRIYADARSHI; BORSE, 2014).

O emprego dos PHAs estd diretamente ligado as suas
propriedades  especificas:  mecanicas, fisicas, térmicas, de
biocompatibilidade e de biodegradacéo, dentre  outras
(VASCONCELOS, 2002; FORMOLO et al., 2003; SCHNEIDER,
2006). Vale ressaltar que estas propriedades dependem da composicdo
monomérica do biopolimero e do tamanho da cadeia. Por outro lado, a
composicdo do PHA e sua respectiva massa molar, dependem da
natureza quimica da matéria prima oferecida como fonte de carbono, das
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condi¢cBes ambientas de operacdo do biorreator e do microrganismo
empregado. Desta maneira, as caracteristicas do polimero final podem
ser moduladas no biorreator de producdo e preservadas no processo de

extracdo (PRADELLA, 2006).

Na Figura 1.2 estdo apresentadas algumas das possibilidades de

aplicacdes dos PHAs.

Figura 1.2. AplicacGes para os PHAs produzidos por bactérias.
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Em todas as possibilidades de aplica¢des citadas a massa molar
de P(3HB) é uma caracteristica importante a ser considerada, pois
determina as propriedades fisicas do polimero, e por sua vez, as
aplicagdes finais (CANEVAROLO, 2007; PENA et al., 2014). Para
Sanchez et al. (2003) P(3HB) com massa molar de 2,23 x 10° Da é
biopolimero com potencial aplicacdo em filmes para embalegens.
Crochemore et al. (2013) em estudo de produgdo de P(3HB) por
Pseudomonas sp. CMM43 obtiveram polimero com massa molar de
4,7x10*Da. Os autores concluiram que o biopolimero produzido
apresentou baixa massa molar, pardmetro apropriado para varias
aplicagbes nas 4areas médicas e farmacéuticas, preparagdo de
determinados enxertos e blendas. O Quadrol.l resume algumas das
aplicacbes de P(3HB) reportadas na literatura.

Apesar das vantagens da producdo de P(3HB), o custo de
producdo deste biopolimero é muito elevado em comparagdo aos
plasticos de origem petroquimica, ainda apresentam algumas
caracteristicas, como elevada cristalinidade, rigidez e temperatura de
fusdo préxima a de degradacéo, que reduzem a gama de suas aplicacdes.
Para contornar esse aspecto, é possivel a obtencdo de polimeros com
propriedades mecénicas melhoradas e com custo mais baixo através de
uma mistura fisica de polimeros denominada blenda (BELTRAMI;
SCIENZA; ZATTERA, 2014). A producédo de blendas de P(3HB) com
outros polimeros tém como objetivo melhorar suas propriedades fisicas,
0 processamento, além de diminuir o seu custo. Dentre estas blendas
algumas sdo biodegradaveis e outras sdo parcialmente biodegradaveis,
dependendo se o polimero combinado com o P(3HB) é ou ndo
biodegradavel (QUENTAL et al., 2010; ALMEIDA, 2012;
KANJIRATHUMUTIL, 2012).
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Quadro 1.1. Possibilidades de aplica¢des de P(3HB) de acordo com sua

massa molar (Mw).

Aplicacdo Mw (kDa)  Referéncia
Embalagens para cosméticos, 300 -600 Biocycle
bragadeiras para reflorestamento,

utensilios de higiene, pegas para

automoveis

Embalagem para alimentos 290 Bucci et al. (2004)
Embalagem para agrotdxico 290 Gomes (2008)
Filme para aplicacdo na 263 Kessler (2014)
engenharia de tecidos

Microparticulas para liberagao 312 Grillo et al. (2011)
controlada de herbicida

Microcapsulas para liberacéo 17 Domingos (2012)
controlada de farmacos para

tratamento da periodontite.

Suporte de nanofibra para 144 Ramier et al.
engenharia de tecidos (2014)
Microcapsulas de liberacdo 300 Silva-Valenzuela
controlada de drogas et al. (2010)
Suportes para engenharia de 300 Masaeli et al.
tecidos (2012)
Nanocompdsitos 125 Maiti, Batt e

Giannelis (2007)

A utilizagdo de blendas, como biomateriais, tem sido testada
principalmente na fabricacdo de regeneragdo Gssea e fabricagdo de
parafusos e placas para osteossintese (BLAZEC, 2012; CASARIN et al.,
2013). Blendas de hidroxiapatita (HAP) e o poli(3-hidroxibutirato)
foram utilizadas para fabricar membranas rigidas para regeneracao
tecidual periodontal e para scaffolds para engenharia de tecidos por Reis
et al. (2012) e Ramier et al. (2014), respectivamente. Carlo et al. (2009)
estudaram a biocompatibilidade, a osseointegracdo e a reabsorcdo de
compésitos contendo 10 % de hidroxiapatita e 90% de poli(3-
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hidroxibutirato) apds implantacdo em problemas 6sseos em coelhos e
concluiram que essa blenda utilizada foi biocompativel, se integrou ao
tecido 6sseo e foi totalmente reabsorvida in vivo.

1.4 Extracdo de PHAs

Por se tratar de um produto acumulado intracelularmente, no
citoplasma das células bacterianas, os PHAs devem ser extraidos das
células apds a etapa de producdo (cultivo). O tratamento da biomassa,
apo6s o cultivo para a extragdo do PHA acumulado, é uma etapa de
extrema importancia, pois pode acarretar alteraces nas propriedades do
produto final (MADKOUR et al., 2013).

A Figura 1.3 apresenta diferentes estratégias de extracdo de
PHAs a partir de biomassa bacteriana.

O processo completo de extracdo de PHAs é composto por
varias etapas, sendo a primeira, que pode ser realizada ou ndo, de
tratamento da biomassa com a finalidade de aumentar a recuperagdo
polimérica por desestabilizacdo e/ou rompimento da parede celular
microbiana (KAPRITCHKOFF et al., 2006). Esta primeira etapa é
realizada apds o cultivo. A biomassa pode ser tratada com métodos
quimicos (acidos, alcalis, solvente e detergentes, fluido supercritico),
métodos bioldgicos (utilizacdo de enzimas), métodos fisicos como
elevacdo da temperatura ou mecénicos que sdo subdivididos em
homogeneizador a alta pressdo, moinho de bolas, prensa francesa e
ultrassom (GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; KHOSRAVI et al.,
2004; JACQUEL et al., 2008; FIORESE et al., 2009; PENLOGLOU;
CHATZIDOUKAS; KIPARISSIDES, 2012; MANTELLATO;
DURAO, 2013). Ap6s o rompimento ou desestabilizagio da parede
celular obtém-se uma suspensdo constituida por biopolimero (quando
ocorre rompimento celular), meio de cultivo, células com biopolimero
(células que tiveram a parede celular desestabilizada, mas ndo rompida)
e debris celulares (mistura de proteinas, acidos nucleicos, lipidios e
fragmentos de parede celular).
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Figura 1.3. Estratégias de processos de extracdo de PHA produzido por
bactérias e a definicdo do método de extracdo que envolve todas as
etapas do processo, desde o tratamento da biomassa para
desestabilizacdo e/ou rompimento da parede celular até a obtencdo do
biopolimero.
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Métodos de extracdo
== Quimico e fisico (digestor e mecénico) —»Bioldgico (enziméatico)
= > Fisico (térmico e mecanico) ——>Quimico (solvente)
——»Bioldgico e fisico (enzimatico e mecanico) ==3Quimico (digestdo e solvente)
= +>Fisico e bioldgico (térmico e enzimatico) ~ ===+" > Fisico e quimico (mecanico e solvente)
----- >Fisico e bioldgico (mecénico e enzimético) = =>Fisico e quimico (térmico e solvente)

==2Quimico e bioldgico (digestor e enzimatico) —»Bioldgico e quimico (enzimatico e solvente)

==3Quimico (digestao)

No caso de um processo de extragdo sem tratamento prévio da
biomassa, este inicia na etapa de separagdo do material s6lido, composto
por células com biopolimero intracelular, do caldo de cultivo, que
geralmente ¢ realizado por centrifugacdo. Para biomassa tratada, esta é a
segunda etapa do processo de extracéo.

A etapa seguinte é de recuperacdo do biopolimero que pode ser
realizada com a utilizacdo de métodos quimicos, bioldgicos e fisicos ou
com a utilizagdo de métodos combinados como fisico e quimico,
biolégico e quimico, entre outros. O processo é finalizado ap6s a
recuperacdo do biopolimero por sedimentacdo (centrifugacdo) ou por
precipitacdo.

O processo de extracdo de PHAs envolve diferentes operacdes
unitérias que garantem a adequada remog¢do do biopolimero do interior
das células. Neste processo, deve-se considerar aspectos como: reducéo
das perdas de produto nas diferentes etapas do processo, obtengdo de um
produto de elevada pureza e com caracteristicas fisicas e térmicas
preservadas e obtencdo sustentavel do produto, utilizando-se produtos
guimicos de baixa toxicidade que ndo comprometam o meio ambiente.
Estima-se que a etapa de extracdo dos PHAs possa representar cerca de
50 % no custo total do processo de producgdo, dependendo de varidveis
como processo de downstream e o contetdo de PHA na biomassa
(SILVA et al., 2007; IENCZAK; ARAGAO, 2011). Segundo Chen et
al. (2001), para potencializar a producéo de P(3HB), é necessario que se
desenvolvam novos processos de sintese e de extracdo de baixo custo,
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com impacto ambiental reduzido, a fim de tornar este polimero
economicamente competitivo e, desta forma, potencializar a sua
aplicabilidade.

Dentre os métodos utilizados nos processos de extracdo de
PHAs estdo: aplicagdo de solventes organicos, tais como cloroférmio
(DALCANTON, 2006; RIEDEL et al., 2012), carbonato de propileno
(LAFFERTY; HEINSLE, 1979; FIORESE et al., 2009), acetona
(NARASIMHAN et al., 2008), cloreto de metileno (ZINN et al., 2003;
MOHAMMAD; STEINBUCHEL, 2009), acetato de etila (RIEDEL et
al., 2012) e diclorometano (VANLAUTEM; GILAIN, 1982; LOPEZ-
CUELLAR et al., 2011); digestores quimicos como dodecil sulfato de
sodio (SDS) (YANG et al., 2011), hipoclorito de sddio (YU; PORTER;
JARENKO, 2013) e hidroxido de sédio (MOHAMMADI et al., 2012);
fluidos  supercriticos  (HEJAZI; VASHEGHANI-FARAHANI;
YAMINI, 2003; JAVERS; GIBBONS; RAYNIE, 2012); digestor
bioldgico (enzimas) (HOLMES; LIM, 1990; KAPRITCHKOFF et al.,
2006; SUZUKI et al., 2008; NEVES; MULLLER, 2012); aplicagdo de
métodos mecénicos como homogeneizador & alta pressdo, ultrassom,
entre outros (TAMER; MOO-YOUNG; CHISTI, 1998a); métodos
combinados como mecénico e quimico (GHATNEKAR; PAlI,
GANESH, 2002; GARCIA, 2006) e estudos de liberacdo espontanea de
PHAs (MARTINEZ et al., 2011).

Diversos estudos na literatura propdem o desenvolvimento de
metodologias de extracdo de PHAs, a partir de bactérias, que visam
diminuir os custos de processo, substituir e/ou diminuir a aplicacdo de
produtos quimicos toxicos por produtos atoxicos ou de baixa toxidade,
reduzir o tempo e as etapas de extragdo, diminuir a degradagdo das
cadeias poliméricas e aumentar a recuperacdo do biopolimero. Neste
contexto, esta revisao reporta algumas das estratégias de processos de
extracdo de PHAs, produzidos por bactérias, que envolvem desde o
tratamento de desestabilizacdo e/ou rompimento celular até a
recuperacao e obtencéo do biopolimero purificado.

Nos itens seguintes serdo descritos os diferentes métodos de
extracdo de PHAs.
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1.4.1 Métodos quimicos

Os métodos quimicos de extragdo de PHAs, a partir de
bactérias, envolvem a utilizacdo isolada ou combinada de solventes e
digestores quimicos.

1.4.1.1 Solvente

A técnica de extragdo de PHAs com solventes orgéanicos é a
mais utilizada devido a sua simplicidade, obtencdo de polimeros com
elevada pureza e reduzida reducdo da massa molar do produto (LEE et
al., 1999; JACQUEL et al., 2008; KUNASUNDARI; SUDESH, 2011;
GUMEL; ANNUAR; CHISTI, 2012). Define-se como solvente a
substancia capaz de dissolver o soluto, a fim de formar uma solucéo do
soluto no solvente (MANTELLATO; DURAO, 2008). A solubilizagio
do polimero por um determinado solvente é possivel quando as
interacBes entre as moléculas do solvente e as cadeias poliméricas
apresentam uma magnitude superior & magnitude das interacGes entre as
cadeias poliméricas (GALEGO et al., 2000).

Na extragdo de PHAs utilizando solvente sob aquecimento,
ocorre a modificagdo da permeabilidade da membrana celular pelo
solvente, e a solubilizagdo do polimero, formando uma suspensao dos
debris celulares na solucdo de polimero e solvente (JACQUEL et al.,
2008).

A solubilizacdo polimérica € um processo fisico reversivel, que
ndo altera a estrutura quimica polimérica. O polimero s6lido em contato
com o solvente tende a inchar através da difusdo das moléculas do
solvente para dentro da massa polimérica, no volume livre existente
entre as cadeias poliméricas, formando um gel inchado (STRUIK, 1989;
CANEVAROLDO, 2013).

A solubilidade de um polimero em um determinado solvente é
acrescida com a elevacdo da temperatura e/ou reducdo da massa molar
da cadeia polimérica (CANEVAROLO, 2007). De acordo com Fruet
(2005) e Souza (2006), polimeros termoplasticos séo caracterizados por
possuirem ligacdes covalentes entre os a&tomos nas macromoléculas e
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estas podem ser rompidas com a insercdo de energia. Portanto, quando
0s polimeros séo aquecidos, se a energia térmica imposta ao polimero
for superior a energia das ligaces quimicas, algumas dessas ligacOes
podem ser rompidas, causando reducdo na massa molar do polimero
(NAVARRO; ALMEIDA; RABELLO, 2007; TORRES; ALMEIDA,
HABAS, 2011).

Apo6s a solubilizagdo do polimero no solvente, o polimero é
separado dos debris celulares por filtragdo ou centrifugacdo e o produto
final normalmente é obtido apds a evaporacdo do solvente ou
precipitacdo do polimero através da adigdo de um “néo solvente”, como
alcoois e agua (PENG; LO; WU, 2013). Segundo Canevarolo (2013),
considerando-se uma solu¢do de um polimero em solvente, ao se
adicionar um ndo solvente (neste caso agua), chega-se a uma condicdo
em que as forcas atrativas entre as cadeias poliméricas se sobrepfem as
forcas atrativas entre polimero-solvente, e o polimero precipita. N&o
solvente é definido como uma substancia que é incapaz de dissolver o
biopolimero fazendo com que ocorra a precipitagdo do mesmo por
inducdo e/ou por enfraquecer o poder de diluigdo do solvente (NODA,
1998).

Os solventes mais utilizados nos processos de extracdo de
PHAs a partir de bactérias sdo: cloroférmio, acetona, metil isobutil
cetona, cloreto de metileno, carbonato de propileno, acetato de etila e
alcool isoamilico (NARASIMHAN et al., 2008; FIORESE et al., 2009;
IBRAHIM; STEINBUCHEL, 2009; BUDDE et al., 2011; RIEDEL et
al., 2012; RODRIGUEZ-CONTRERAS et al., 2013).

De acordo com Mantellato e Durdo (2008), o tempo de contato
e a temperatura de aquecimento do polimero com o solvente e a eficacia
das operacdes unitarias empregadas na recuperacdo do biopolimero de
bactérias sdo determinantes na qualidade do produto final, bem como na
viabilidade industrial do processo.

Solventes halogenados como cloroférmio, dicloroetano,
cloropropano e cloreto de metila sdo amplamente reportados na
literatura para a extracdo de PHAs a partir de bactérias, sendo o
cloroférmio o mais estudado (GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002;
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DALCANTON, 2006; VALAPPIL et al., 2007; FIORESE et al., 2009).
Ramsay et al. (1994) realizaram ensaios de extracdo de P(3HB), a partir
de Cupriavidus necator, com cloroférmio, cloreto de metileno e
dicloroetano. As suspensBes de biomassa celular em solvente foram
submetidas a agitacdo constante durante 12 h em temperatura ambiente.
Os resultados de recuperacdo de P(3HB) para a extracdo com
cloroférmio, cloreto de metileno e dicloro-1,2-etano foram de 27 %,
26 % e 0 %, respectivamente. Os polimeros extraidos com os diferentes
solventes apresentaram pureza de 95 %.

Um processo de extracdo com cloroférmio foi utilizado para a
recuperacao de P(3HB) de células de Zobellella denitrificans. Apds 72 h
de extragcdo a 30 °C, 85 % do P(3HB) foi recuperado com pureza de
98,3 % (IBRAHIM; STEINBUCHEL, 2009). Estes autores também
testaram a utilizacdo de cloreto de metileno como solvente na extracéo
de P(3HB) e obtiveram um produto com pureza de 98,8 %, porém a
maxima recuperacdo de polimero obtida apdés 72 h de extragdo foi de
36 %. Dalcanton (2006) e Fiorese et al. (2009) também estudaram a
extracdo de PHA de C. necator DSM 545 com cloroférmio a 60 °C,
obtendo porcentagens de recuperacdo superiores a 94 % e polimeros
com purezas acima de 95 %.

Com a utilizacdo de solventes halogenados, pode-se obter
elevadas porcentagens de recuperacdo de produto com elevada pureza.
Porém, o emprego de solventes tdxicos e altamente volateis para a
extracdo de PHAs (como o cloroférmio) é contraditorio a ideia de que
estes polimeros vém sendo amplamente estudados para minimizar as
agressdes ambientais causadas pelos polimeros de origem petroquimica.
Além disso, a utilizacdo destes solventes halogenados (tdxicos) em
processos em grande escala exige um rigoroso controle, devido a
seguranca do processo (exposicdo dos operadores a riscos), utilizacdo de
elevados volumes de solventes volateis (com elevada porcentagem de
perda por evaporacgdo, aumentando o custo total de produgdo) e geracao
de problemas ambientais (GORENFLO et al., 2001; McCHALICHER;
SRIENC; ROUSE, 2009; KUNASUNDARI; SUDESH, 2011).
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Riedel et al. (2012) testaram diferentes solventes nao
halogenados para extracdo de poli(hidroxibutirato-co-hidroxiexanoato
(P(HB-co-HHX)), a partir de C. necator. Os solventes estudados foram
metil-isobutil-cetona, metil-etil-cetona, acetato de butila, acetato de etila
e élcool isoamilico, e os os resultados mais elevados de recuperacéo
polimérica obtidos foram com os solventes metil-isobutil-cetona e
acetato de etila, de 84 % e 93 %, respectivamente.

A PHB Industrial SA., produtora de PHA da marca
BIOCYCLE® em escala industrial no Brasil, utiliza processo de
extracdo patenteado, em que sdo aplicados alcodis superiores com
cadeia superior a trés carbonos e seus ésteres, como alcool isoamilico,
acetato de amila, acetato de isoamila e 6leo fusel, residuo do processo de
producdo de etanol, como solventes para extracdo de PHA (ROSSEL et
al., 2002). Segundo Rossel et al. (2002), este método de extracdo
consiste em recuperar PHA de biomassa bacteriana com solvente ndo
halogenado, como propionato de isoamila, para solubilizacdo do
polimero na fase organica. Os debris celulares sdo separados da solugédo
composta de polimero e solvente por filtracdo e em seguida, o polimero
é precipitado da solugdo por resfriamento, o solvente é removido, o
polimero recuperado e submetido a secagem. As vantagens da aplicacédo
deste método estdo na utilizacdo de apenas um solvente, ndo agressivo
ao meio ambiente, como extrator e purificador no processo, ndo
requerendo a utilizacdo de um ndo-solvente na etapa de precipitacdo
polimérica. A precipitacdo do PHA da solucdo com o solvente é
realizada por resfriamento da mesma até temperatura préxima a
ambiente (MANTELLATO, 2011).

De acordo com McChalicher, Srienc e Rouse (2009), o solvente
ideal para a extracdo de biopolimeros a partir de microrganismos, a
pressdes atmosféricas, deve ser capaz de dissolver os PHAs abaixo da
temperatura de degradacdo do polimero, minimizando a degradacdo de
suas cadeias, ser reutilizdvel e apresentar baixos riscos ambientais.
Neste contexto, dentre os solventes utilizados na extracdo de PHAs a
partir de biomassa bacteriana, destaca-se o carbonato de propileno, por
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apresentar varias das propriedades requeridas para um bom solvente
(LAFFERTY; HEINZLE, 1979).

O solvente orgénico carbonato de propileno, segundo a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), recebe a
nomenclatura de 4-metil-1,3-dioxolan-2-ona, sendo um éster de &cido
carbdnico ciclico, cuja estrutura é apresentada na Figura 1.4. A extracdo
de P(3HB) com carbonato de propileno foi primeiramente proposta por
Lafferty e Heinzle (1979), como alternativa aos solventes clorados.

O processo de extracdo de PHAs, a partir de bactérias, com
carbonato de propileno se baseia nas seguintes etapas: aquecimento da
suspenséo formada por biomassa e solvente, filtragdo para separagédo da
solugdo formada pelo solvente com o polimero solubilizado dos debris
celulares, adicdo de um ndo-solvente para a precipitacdo polimérica,
separacdo do polimero da mistura composta por solvente e ndo-solvente
e por fim secagem do material polimérico (QUINES et al., 2015).

Figura 1.4. Férmula estrutural do carbonato de propileno (4-metil-1,3-
dioxolan-2-ona).

O carbonato de propileno é um liquido claro, altamente polar,
ndo Vviscoso e com baixa toxicidade. Possui uma elevada capacidade de
interacdo com outros solventes polares, misturando-se com a agua,
alcool etilico e substancias de consideravel polaridade. Este solvente
apresenta também uma elevada capacidade de promover a dissocia¢do
de sdlidos (sais e polimeros) (TOSTA, 2008). Este solvente apresenta
propriedades interessantes como: ndo persistir no meio ambiente pois é
degradado facilmente e ndo é genotdxico, ou seja, ndo causa danos aos
genes de uma célula ou de um organismo (CIR, 1987; EPA, 1998);
possuir elevado ponto de ebulicdo, préximo a 240 °C, o que reduz perda
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por evaporacdo, podendo ainda ser reutilizado, minimizando assim, 0s
custos de produgdo (McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009).

Embora haja preocupacdo sobre a presenca de residuais
provenientes dos solventes nos biopolimeros, o carbonato de propileno
ja foi aprovado para uso em aplicacfes sensiveis, tais como cosméticos
e medicamentos (McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009). A
pomada Protopic®, utilizada no tratamento de dermatite, apresenta na
sua composi¢do carbonato de propileno. Estudos tém demonstrado que o
carbonato de propileno ndo é facilmente absorvido através da pele,
podendo ser utilizado em uma variedade de cosméticos em
concentracOes de até 5 %. Um estudo de longo prazo, que consistiu na
aplicacdo de doses diérias de até 5000 mg de carbonato de propileno por
quilograma de peso corporal de ratos, ndo demonstrou nenhum efeito
apos 90 dias. Embora esses estudos ndo sejam conclusivos, sugerem que
o0 carbonato de propileno pode ser adequadamente utilizado para
aplicacdes sensiveis, tais como embalagens para alimentos (CIR, 1987).

A maior porcentagem de recuperagdo de P(3HB) com carbonato
de propileno encontrado por Lafferty e Heinzle (1979), a partir de
células secas de Azobacter chroococcum DSM 377, foi de 87 %, com
aquecimento a 140°C e tempo de contato de 30 min. Fiorese et al.
(2009), utilizando carbonato de propileno como solvente para extragdo
de P(3HB) a partir de C. necator na temperatura e tempo de extragdo de
130 °C e 30 min, obtiveram uma recuperagdo de 95 % e pureza de 84 %.

1.4.1.2 Digestor quimico

A utilizacdo de digestdo quimica, para extracdo de PHAs
produzido por bactérias, envolve a solubilizacdo dos materiais da parede
celular, deixando os granulos de PHAs em suspensdo. Os materiais ndo
poliméricos digeridos neste processo sdo acidos nucleicos, lipidios,
fosfolipidios, peptidioglicano e materiais proteicos (debris) (CHOI,
LEE, 1999; YU, 2008).

Varios estudos relatam a utilizacdo de digestores quimicos para
recuperacdo de PHAs, mas a eficAcia do método depende da espécie
microbiana da qual serd realizada a extracdo (KIM et al., 1994;
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GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; SUZUKI et al., 2008). Os
digestores mais utilizados sdo o dodecil sulfato de sddio (SDS),
hipoclorito de sodio (NaClO), hidréxido de sodio (NaOH) e o acido
sulfurico (H,SO4) (HAHN et al., 1994; LEE, 1996; YU; PORTER,;
JARENKO, 2013; PENG; LO; WU, 2013).

Hahn et al. (1994) utilizando hipoclorito de sédio no processo
de extracdo de P(3HB), obtiveram 86 % e 93 % de recuperagdo a partir
de Alcaligenes eutrophus e E. coli recombinantes, respectivamente.
Porém, durante essa digestao ocorreu degradacdo de P(3HB), resultando
em uma redugdo da massa molar de 50 % ap6s 0 processo de extracao.
Segundo Yu (2008), o hipoclorito de sddio é um agente oxidante ndo
seletivo que digere tanto o material ndo polimérico como os granulos
poliméricos, resultando na elevada degradacdo da massa molar do
biopolimero recuperado.

Heinrich et al. (2012) desenvolveram um método simplificado
para extracdo de P(3HB) em escala piloto (tanque de reacdo de 50 L),
utilizando hipoclorito de sédio. Este método se baseia nas seguintes
etapas, células secas suspensas em uma solucdo de hipoclorito de soédio
13 % (v/v) com pH de 12,3 durante 1 h, precipitacdo do polimero com
adicdo de agua, lavagem do material polimérico com isopropanol para a
remocdo do material lipidico. O P(3HB) foi extraido de células de C.
necator H16 com resultados de 96 % de pureza e recuperacdo de
87,03 %. Estes autores compararam a degradacdo da massa molar do
polimero extraido com hipoclorito de sédio ao extraido com cloroférmio
e observaram uma reducdo da massa molar polimérica de até 70 %
quando se utilizou hipoclorito de sodio (460°kDa) em comparagdo com
cloroférmio (1700°kDa).

Yang et al. (2011) realizaram extracdo de PHA de C. necator
H16 utilizando dodecil sulfato de sodio (SDS) como digestor e o0s
resultados obtidos ap6s 3 h de extracdo foram de 95 % de recuperacédo e
83 % de pureza. Embora o método de digestdo com SDS seja simples e
eficaz para a digestdo dos materiais celulares e a liberagdo dos granulos
de PHA com elevadas purezas, este causa problemas de aguas residuais
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(YU, 2008; LO; WU; WEI, 2011; ANIS et al., 2013; PENG; LO; WU,
2013).

Mohammadi et al. (2012) propuseram um processo de extracéo
de PHA sustentével, produzido por C. necator, que envolve a utilizagéo
de NaOH em baixa concentragdo. O uso do NaOH é baseado no fato que
este reagente provoca a saponificacdo da camada lipidica da célula e
aumenta a permeabilidade da membrana celular facilitando assim, a
liberagdo do material polimérico (YU, 2008). Os resultados de
recuperacao e pureza foram de 96,9 % e 96,6 %, respectivamente. Além
dos resultados satisfatérios obtidos, este tratamento alcalino provocou
uma baixa degradacdo da massa molar (13 %).

Yu (2008) utilizou H,SO4, NaOH e NaCIlO para a digestdo do
material ndo polimérico e recuperacdo de PHA produzido por bactéria.
O método baseou-se no fato de que acidos inorganicos, como o &cido
sulfrico, em baixas concentracdes, sdo agentes oxidantes seletivos que
podem dissolver a massa celular (ndo polimérica) em pequenos detritos
causando poucos danos aos granulos de PHA. O método abordado neste
estudo compreendeu as seguintes etapas: Primeiramente a biomassa seca
foi tratada com solucédo de H,SO,4 (0,1 M) a 100 °C/ 2 h, para dissolver o
material ndo-polimérico, na sequéncia o pH da suspensdo (células e
H,S0O,) foi elevado de 7 para 10 com a adicdo de NaOH para a
saponificacdo do material lipidico e, em seguida submetida a
centrifugacdo (4.000 g/20 minutos) para a separacao dos debris celulares
dissolvidos do material polimérico. Ap6s, o material polimérico foi
ressuspenso em uma solugdo de NaClO (6 %) durante 2h para
branqueamento e, por fim, o polimero foi submetido a secagem. Com
este método a recuperagdo de PHA foi de 94,9 % com pureza de 99,9 %
e o0 autor verificou também que os PHAs sdo vulnerdveis a
saponificacdo em solucdo alcalina, podendo ocorrer degradagdo
polimérica, mas por outro lado, sdo altamente resistentes a hidrolise
acida.

Estudo semelhante foi realizado por Yu, Porter e Jarenco
(2013), que realizaram a digestdo de células de C. necator H16 para a
recuperacdo de P(3HB). Os autores primeiramente realizaram hidrolise
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acida do material ndo-polimérico com H,SO, para solubilizacdo da
massa celular, apds os granulos poliméricos foram suspensos em agua e
0 pH da suspenséo foi elevado para 10-11 através da adi¢do de NaOH, a
suspensdo foi mantida sob agitacdo durante 30— 60 minutos e um
branqueamento do material polimérico com hipoclorito de sédio foi
realizado e por fim, uma solucdo de SDS foi adicionada. A recuperagdo
de P(3HB) foi de 92,6 % com pureza de 99,4 %. Segundo estes autores,
a parede celular de C. necator torna-se porosa com o tratamento acido,
onde ocorre a liberagdo de proteinas e de outros componentes bioldgicos
do citoplasma, mas a estrutura da célula mantém os granulos de P(3HB)
em seu interior. Com o tratamento alcalino (NaOH), a parede celular é
desestabilizada e o branqueamento com hipoclorito de sodio, nesse caso,
realiza uma Gltima etapa de digestdo do material ndo polimérico e eleva
a pureza do P(3HB) obtido. Embora com esta técnica se obtenha
elevadas porcentagens de recuperacdo polimérica e de pureza, isto ndo
compensa os altos custos dos reagentes como SDS e hipoclorito de
sodio, devido aos elevados volumes de reagentes necessarios e aos
problemas ocasionados pela presenca de surfactantes nas aguas residuais
(HAHN et al., 1994).

1.4.1.3 Digestor quimico e solvente

O método de extragdo de PHAS de microrganismos a partir do
uso combinado de digestor quimico e solvente é amplamente utilizado.
O digestor quimico digere o material celular (ndo polimérico) para
facilitar a solubilizacdo do polimero pelo solvente, sendo necessaria
ainda uma etapa de precipitagdo do polimero, que pode ser através da
adicdo de um ndo-solvente. Este método, quando comparado aos
métodos que utilizam somente digestdo quimica ou somente solvente,
apresenta algumas vantagens, como por exemplo, a obtencdo de
polimeros mais puros, com porcentagens de recuperacdo mais elevadas
e, em alguns casos, reduzido tempo de contato da biomassa com o
agente quimico (solvente e/ou digestor) (HAHN et al., 1994; ROH;
YEOM; YOO, 1995; CHEN et al.,, 2001; JACQUEL et al., 2008;
SALMIATI; SALIM, 2011; SAMROT et al., 2011). Porém, com este
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método tem-se um incremento de etapas no processo de extracdo e a
aplicacdo de mais um produto quimico no mesmo.

Tamer, Moo-Young e Chisti (1998a) combinaram dois
digestores quimicos, SDS e hipoclorito de sddio, para extracdo de
P(3HB) produzido por Alcaligenes latus. Apds a digestdo do material
celular com SDS durante 1 h a 35 °C, a suspensdo foi centrifugada e o
precipitado suspenso em hipoclorito de sddio durante 25 h. Este método,
com algumas modificacbes, foi aplicado por Kshirsagar et al. (2013)
para a recuperacdo de PHA de Halomonas campisalis e apenas 16,5 %
do biopolimero foi recuperado.

Samrot et al. (2011) obtiveram 94 % de recuperagdo de PHA de
Enterobacter cloacae no processo de extragdo com cloroférmio e
hipoclorito de sodio, e precipitacdo do polimero com a adi¢do de etanol.
Kshirsagar et al. (2013) também utilizaram hipoclorito de sodio (4 %
v/v) e cloroférmio puro para a recuperacdo de PHA, a partir de células
Halomonas campisalis, neste estudo 300 mg de células foram
ressuspensas em uma mistura contendo 50 mL de cloroférmio e 50 mL
de hipoclorito de sodio, esta suspensdo foi aquecida a 35 °C e mantida
sob agitacdo a 150 rpm, durante 90 min e apds centrifugacao foi obtida
recuperacao polimérica de 47 %.

A extracdo de P(3HB) a partir de Bacillus megaterium MTCC
453 com digestdo quimica e solubilizagdo do material polimérico em
solvente foi descrita por Prasanna et al. (2011). O processo de extracdo
envolveu trés etapas, na primeira foi adicionado cloroférmio e
hipoclorito de sédio a biomassa, seguido de filtragdo para separagdo dos
debris celulares da solugdo polimérica (polimero e cloroférmio). Na
terceira e Ultima, ocorreu a precipitacdo do P(3HB) através da adi¢do de
metanol e 4dgua. Ao final do processo, os autores obtiveram uma
recuperacao de P(3HB) de 84 %.

Bhattacharyya et al. (2012) descreveram um método de
extracdo de P(3HB) da biomassa de Haloferax mediterranei com a
utilizacdo de digestores e solvente. Nesse trabalho, a biomassa foi
suspensa em SDS durante 24 h, em seguida foi centrifugada e, ao
precipitado formado por polimero e residuos celulares remanescentes,
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foi adicionada uma solucdo de hipoclorito de sédio (30 % v/iv). A
mistura foi centrifugada e o precipitado lavado com agua, acetona e
etanol e posteriormente dissolvido em cloroférmio em ebulicéo.
Finalmente, a suspensdo de polimero composta por solvente e residuo
celular, foi filtrada e o cloroférmio entdo evaporado. A porcentagem de
recuperacao de P(3HB) a partir do método descrito foi de 97 %.

Acetona foi utilizada como solvente na extracdo de PHA de
cadeia média, produzido por Pseudomonas putida KT2440. Neste
estudo, foi avaliado o impacto do tratamento da biomassa com dois
digestores, metanol e NaOH (0,1 N), sobre a porcentagem de
recuperacdo e de pureza do polimero, apés extracdo com acetona. O
metanol se mostrou mais adequado para o tratamento desta biomassa e a
porcentagem de recuperacdo obtida nesse processo de extracdo com
metanol e acetona foi de 94 % (JIANG; RAMSAY; RAMSAY, 2006).

Embora os resultados de recuperacédo e pureza de PHAs obtidos
a partir da extracdo com a combinacdo de digestores quimicos e
solventes, de células microbianas, sejam elevados, eles ndo compensam
0s problemas relacionados aos excessivos volumes de produtos
quimicos utilizados (muitas vezes com elevada toxicidade), tornando o
processo caro e com geracdo de grandes volumes de aguas residuais
(HAHN et al., 1994; CHEN et al, 2001; GHATNEKAR; PAI,
GANESH, 2002; SALMIATI; SALIM, 2011).

1.4.1.4 Fluido supercritico

A aplicacdo de fluidos supercriticos (SCF) tem sido estudada
para rompimento celular e extracdo de PHAs produzidos por bactérias
(HAMPSON; ASHBY, 1999; KHOSRAVI et al., 2004; JAVERS;
GIBBONS; RAYNIE, 2012). O di6xido de carbono (CO,) é o fluido
supercritico mais amplamente estudado devido a sua baixa toxicidade e
reatividade, moderada temperatura e pressdo critica (31 °C e 73 atm) e
devido ao fato de ndo ser inflamavel e ao ser de baixo custo (HEJAZI;
VASHEGHANI-FARAHANI; YAMINI, 2003).

Hejazi, Vasheghani-Farahani e Yamini (2003) desenvolveram
um método de extracdo de P(3HB) de C. necator com fluido
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supercritico e 89 % de polimero foi recuperado nas seguintes condicdes:
CO; como fluido supercritico, tempo de 100 min, pressdo de 200 atm e
temperatura de 40 °C.

Khosravi et al. (2004) estudaram a extracdo de P(3HB),
produzido por Cupriavidus necator, com um método que combina a
aplicacdo de hidroxido de sddio e fluido supercritico. NaOH (0,4 %
m/m) foi aplicado na biomassa Umida para a desestabilizar a parede
celular e facilitar o rompimento das células na etapa de extragdo com
fluido supercritico (CO,, 200°bar, 30 °C). Com este método, foi obtida
uma recuperacdo polimérica de 81 %. Segundo estes autores, as
variaveis que influenciam na extragdo supercritica de P(3HB),
produzido por bactéria, sdo estratégia de secagem da biomassa, tempo
de cultivo, pressdo e temperatura de operacdo. Esse método de extragdo
apresenta algumas vantagens, pois utiliza produto quimico atdxico, de
baixo custo e temperatura de operacdo branda (30 °C), possibilitando a
obtencdo de PHAs com elevada pureza e caracteristicas térmicas e
mecéanicas mais preservadas (JACQUEL et al., 2008; JAVERS;
GIBBONS; RAYNIE, 2012; MADKOUR et al., 2013). O maior
obstaculo ao uso da tecnologia supercritica na indUstria é a viabilidade
econdmica do processo, devido ao alto investimento necessario para a
instalacdo de uma unidade de extracdo com fluido supercritico. Seu alto
custo é principalmente devido aos equipamentos e acessorios em ago
inoxidavel e pela necessidade de serem resistentes as altas pressdes
empregadas no processo (CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001;
AGUIAR, 2011). Porém, este método pode ser aplicado e seu elevado
investimento justificado quando o mercado desejado apresenta
vantagens, por exemplo, aplicacdo nobre do polimero (produto com alto
valor agregado).

1.4.2 Métodos Fisicos

Segundo Medeiros et al. (2008), a ruptura celular pode ser o
primeiro passo no processo de recuperacdo de produtos intracelulares,
apresentando influéncia direta na porcentagem de recuperacdo e na
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qualidade do bioproduto obtido. O rompimento mecanico de células
geralmente é um método eficaz, pois causa pequenos danos aos produtos
intracelulares (BECERRA et al., 2001; GECIOVA; BURY; JELEN,
2002; GOGATE; KABADI, 2009; HOROWITZ; BRENNAN, 2010;
KLIMEK-OCHAB et al., 2011).

A eficiéncia dessa técnica de rompimento celular para
recuperacao de bioprodutos esta relacionada com algumas propriedades
das células, como resisténcia fisica da parede celular e localizacdo
intracelular do produto de interesse (SAWER; ROBINSON; GLICK,
1989; KUBOI et al., 1995). No processo de extracdo de PHAS a partir de
bactérias, o rompimento mecanico de células pode representar o
processo de extragdo como um todo, em que apos 0 rompimento celular,
€ necessaria apenas uma etapa de ultracentrifugacdo do caldo de cultivo
para separar 0s debris celulares do material polimérico (LING et al.,
1997; GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002).

Segundo Garcia (2006), métodos mecanicos de extracdo,
quando comparados aos quimicos, conferem melhores propriedades
térmicas ao polimero. Esses métodos surgem como uma alternativa
interessante, por serem econdmicos e de acordo com Middelberg (1995),
sdo amplamente aplicaveis a técnicas de extracdo em larga escala. A
seguir estdo descritos os métodos de extracdo de PHAs com
homogeneizador, ultrassom e moinho de bolas.

1.4.2.1 Homogeneizador a alta pressao

A ruptura celular por homogeneizagdo a alta pressdo pode ser
utilizada em diversas aplicagdes, como por exemplo, biotecnoldgica,
farmacéutica, cosmética, entre outras, sendo amplamente utilizada para
liberagdo de proteinas intracelulares e para inativacdo de
microrganismos (HARRISON, 1991; LANCIOTTI et al., 2007;
TRIBST; FRANCHI; CRISTIANINI, 2008; CHAVES-LOPEZ et al.,
2009).

Na homogeneizacdo por alta pressdo, o rompimento celular esta
baseado na passagem da biomassa por uma valvula com orificio estreito
(na ordem de micrémetros), seguido de despressurizacdo e grande
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aumento da velocidade de escoamento, com consequente cavitacdo e
alta tensdo de cisalhamento ocasionando a deformag&o/rompimento das
células em suspensdo (KESHAVARZ-MOORE; HOARE; DUNNIL,
1990; FLOURY; LEGRAND; DESRUMAUX, 2004; TRIBST,;
FRANCHI; CRISTIANINI, 2008; MASSON, 2010; MARESCA,
DONS; FERRARI, 2011). A pressdo de operacdo & controlada pela
distancia entre a valvula de homogeneizacdo e seu cabecote (DIELS;
MICHIELS, 2005). Segundo Tribst, Franchi e Cristianini (2008), o
rompimento celular é causado pelo atrito, cisalhamento e cavitagdo que
ocorrem no momento em que o fluido passa pela valvula de
homogeneizacdo, devido ao espago restrito para a passagem do fluido,
as velocidades atingidas ou a queda brusca de pressao.

Tamer, Moo-Young e Chisti (1998a) estudaram o rompimento
celular de Alcaligenes latus com homogeneizador a alta pressao (pressao
de operacdo de 900 bar) para recuperacdo de P(3HB). Estes autores
avaliaram a eficiéncia do método com a variacdo da concentracdo
celular do caldo cultivado e o nimero de passagens da suspensao pelo
equipamento. Foi observado que o desempenho do homogeneizador
depende da concentracdo da biomassa utilizada, ou seja, quanto mais
concentrado o caldo cultivado, maior a eficiéncia da alta pressdo no
rompimento celular. O nimero de passagens pelo homogeneizador
também apresentou influéncia no rompimento celular para recuperacéo
de P(3HB). Van Hee et al. (2004) reportam a utilizacdo de
homogeneizador a alta pressao para extracdo de PHA produzido por P.
putida com recuperagdo polimérica de 46 % e pureza de 80 %. Nesse
método, a biomassa foi submetida a pressdo de 1600 bar, seguido de
centrifugacdo do caldo a 30.000 g durante 3 h para a separacdo dos
debris celulares do material polimérico. Segundo os autores, perdas de
PHA podem ter ocorrido na etapa de centrifugacdo da biomassa, uma
vez que nesse estudo os debris celulares (densidade de 1,085 kg m™®)
foram sedimentados e o biopolimero (densidade de 1,000 kg m™®) foi
recuperado do sobrenadante e, consequentemente, podem ter ocorrido
perdas de material polimérico no precipitado.
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Um método de extracdo de P(3HB) a partir de E. coli
recombinante, com homogeneizador a alta pressdo, foi proposto por
Ling et al. (1997) com pressdo de operacdo de 550 bar, 4 passagens da
biomassa pelo equipamento e posterior centrifugacéo para a recuperagdo
do biopolimero do sedimentado. Os resultados obtidos neste trabalho
foram 90,2 % de pureza e 72 % de recupera¢do. Segundo Ghatnekar, Pai
e Ganesh (2002), a utilizacdo de digestor quimico combinado com
homogeneizador a alta pressdo, na extragdo de P(3HB), facilita a
liberacdo do polimero das células aumentando a porcentagem de
recuperacao.

Os principais fatores que influenciam no rompimento celular
com homogeneizador a alta presséo sdo a pressdo de operagdo, 0 nimero
de passagens da suspensao celular pelo equipamento e a concentracdo
celular da suspensdo. A desvantagem do processo de homogeneizacdo
na extracdo de PHAs é a possibilidade de degradacdo do produto e
formacdo de detritos celulares muito finos que podem comprometer a
pureza do biopolimero recuperado (TAMER; MOO-YOUNG; CHISTI,
1998a; GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; KELLY; MUSKE,
2004). A aplicacdo de homogeneizador a alta presséo para rompimento
celular e recuperacdo de PHAs, produzidos por bactérias, resulta em
porcentagens de recuperacdo inferiores a 72 % devido a perdas de
produto na etapa de separacdo dos debris celulares do material
polimérico. Logo, a utilizacdo deste método combinado com a utilizagao
de produtos quimicos como digestores e solventes pode aumentar a
eficiéncia na recuperacdo polimérica de biomassa bacteriana (VAN HEE
et al., 2004).

1.4.2.2 Ultrassom

O rompimento celular por ultrassom tem sido aplicado em
diversos processos de separacdo para obtencdo de bioprodutos a partir
de microrganismos (CHIN; TSUEY; TAU, 2006; GOGATE; KABADI,
2009; LEMES; ALVARES; KALIL, 2012; MICHELON et al., 2012).
Esta técnica refere-se a um método de perturbacdo mecénica, em que as
ondas ultrassonicas (alta frequéncia) séo transferidas por uma ponteira
metalica e dissipadas em um sistema liquido (suspenséo celular), através
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de bolhas de cavitacdo, formando uma espécie de campo, onde ocorre
aumento de massa e consequente transferéncia de calor para o meio
liquido, produzindo um gradiente de velocidade e a criacdo de uma forga
capaz de desestabilizar a parede celular (CHUAN et al., 2005; BOSSIO;
HARRY; KINNEY, 2008; KLIMEK-OCHAB et al., 2011).

Dados da literatura reportam a utilizagdo de tratamentos da
biomassa com ultrassom como uma etapa do processo de extracdo de
PHAs de bactérias para promover a desestabilizacdo da parede celular e,
assim, facilitar a acdo de solventes e digestores e, consequentemente,
melhorar a recuperacdo do polimero obtido (DIVYASHREE;
SHAMALA; RASTOGI, 2009). De uma forma geral, o processo de
ultrassonificagdo para recuperacdo de bioprodutos é bastante aplicado
em escala laboratorial, porém em grande escala seu uso ainda é limitado
e de custo elevado, devido a necessidade de utilizagdo de uma grande
quantidade de sondas e da instalacdo de um sistema de refrigeracdo
eficiente. (HARRISON; DENNIS;CHASE, 1991).

1.4.2.3 Moinho de bolas

Neste método, utilizam-se pérolas de vidro em um recipiente
contendo a suspenséo celular. O rompimento celular com moinho de
bolas ocorre a partir do choque de esferas com a biomassa, o que
promove transferéncia de energia e consequente rompimento das
células. O tamanho das esferas, a velocidade de agitacdo do moinho e a
concentracdo celular, sdo alguns fatores que interferem neste processo
(TAMER; MOO-YOUNG; CHISTI, 1998a). A eficiéncia do
rompimento celular com moinho de bolas depende de varios parametros,
como tempo de residéncia, forcas de cisalhamento, tipo de
microrganismo, concentracdo da suspensdo celular e velocidade de
agitacdo. A desvantagem deste método esta no fato de haver uma grande
quantidade de interferentes, como por exemplo, geometria da cAmara de
rompimento, da velocidade e do tipo de agitador, do tamanho das
esferas, da quantidade de esferas, do didmetro das esferas, da
concentragdo celular e da temperatura, na sua eficiéncia e a
possibilidade de cisdo das cadeias poliméricas (CHISTI; MOO-
YOUNG, 1986; GARRIDO et al.,, 1994). Este método é utilizado
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juntamente com a aplicacdo de produtos quimicos, como solventes e
digestores, no processo de recuperacdo de PHAs (GARCIA, 2006).

1.4.3 Métodos combinados fisico (mecanico) e quimico

A aplicacdo do método mecénico para extra¢do de biopolimero
tem seu potencial de recuperacdo aumentado se for associado a um
método quimico adequado, que possibilite elevada recuperacdo de PHA
no processo de extragdo, sem promover alteragdes significativas nas
suas caracteristicas (NODA, 1998). Métodos mecanicos de ruptura
celular para recuperacdo de PHAs vém sendo aplicados em conjunto
com solventes, digestores quimicos ou enzimaticos e representam uma
das etapas de um processo de extragdo (rompimento celular), sendo
necessarias etapas posteriores para a recuperacdo e purificagdo do
biopolimero (TAMER,; MOO-YOUNG; CHISTI, 1998b;
PENLOGLOU; CHATZIDOUKAS; KIPARISSIDES, 2012). Porém,
ap6s 0 rompimento mecanico, a escolha criteriosa dos solventes e
digestores e das condi¢cGes operacionais do processo de extracdo é
fundamental para manter ao maximo a integridade do biopolimero.
Tendo em vista que as caracteristicas do biopolimero dependem
diretamente do tratamento da biomassa, do solvente ou digestor
utilizado, da temperatura de aquecimento utilizada e do tempo de
contato do polimero com o solvente (CHEMAT; ZILL-E-HUMA;
KHAN, 2010; GUMEL; ANNUAR; CHISTI, 2012).

1.4.3.1 Homogeneizador a alta pressao e digestor quimico

Alguns autores desenvolveram tecnologias de extracdo de
PHAs a partir de bactérias com homogeneizador a alta pressao associado
a um tratamento quimico e obtiveram resultados de recuperagdo e
pureza elevados (LING et al., 1997; TAMER; MOO-YOUNG; CHIST,
1998b; GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002). Ghatnekar, Pai e
Ganesh (2002) utilizaram SDS (5 % m/v) e homogeneizador a alta
pressao (dois ciclos de 392 bar) para extragdo de P(3HB) produzido por
Methylobacterium SP, e obtiveram uma porcentagem de recuperacao de
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biopolimero de 98 % com pureza de 95 %. O SDS foi aplicado para
facilitar a permeabilidade das células e facilitar a liberagdo dos granulos
de P(3HB) na etapa de homogeneizacdo da biomassa. Segundo estes
autores, o processo combinado de extracdo com aplicacdo de SDS na
biomassa antes da homogeneizacdo em alta pressdo apresenta-se como
um método eficiente. Ling et al. (1997) realizaram extracdo de P(3HB) a
partir de E.coli recombinante com homogeneizador a alta pressdo
(quatro ciclos de 550 bar) e obtiveram 72 % de biopolimero recuperado.
Quando estes autores acrescentaram uma etapa de digestdo, do material
ndo-polimérico com hipoclorito de sodio, no processo de recuperagéo de
P(3HB) com homogeneizador, obtiveram 81 % de recuperacdo de
biopolimero, com pureza de 96,5 %.

1.4.3.2 Prensa francesa e digestor quimico

Gozke et al. (2012) desenvolveram um método de recuperagdo
de P(3HB), a partir de C. necator DSM 428, que envolveu tratamento da
biomassa, para rompimento celular, com tris-(hidroximetil)-
aminometano (Tris) / HCI a pH 9 e duas passagens da biomassa em
prensa francesa com pressdao de 2000 psi. Apds o rompimento celular,
estes autores propuseram a utilizacao de eletrofiltragdo, processo hibrido
gue combina filtracdo e eletroforese, para a recuperacao do biopolimero.
Segundo os autores, € uma estratégia inovadora no processo de
recuperacdo de P(3HB) com reducdo do tempo de processamento, de
energia e dos custos de purificagao.

1.4.3.3 Moinho de bolas e solvente

Garcia (2006) propds um método mecanico alternativo para
extracdo do P(3HB) usando para ruptura celular pérolas de vidro em
moinho de bolas. Pérolas de vidro e cloroférmio foram adicionados a
biomassa e a suspensdo foi submetida a aquecimento e agitacdo
constantes. Em seguida, foram centrifugadas, e formaram-se trés fases
distintas, sendo a fase inferior composta pelas pérolas de vidro, a fase
intermediaria contendo uma solugéo de polimero e cloroférmio e a fase
superior formada pelos debris celulares. Este método mecénico e
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quimico desenvolvido para extracio de P(3HB) de C. necator
apresentou uma recuperacao de 64 % de polimero com pureza de 89 %.

1.4.3.4 Ultrassom e solvente

Um processo de extracdo de P(3HB), de Azohydromonas lata,
com a utilizagdo de método fisico e quimico foi descrito por Penloglou,
Chatzidoukas e Kiparissides (2012). Este método envolveu duas etapas,
sendo que a primeira consistiu no rompimento celular com ultrassom
(60 pulsos de 30 s de sonicacdo e 5s de pausa). Na segunda etapa, a
solubilizagdo do biopolimero foi realizada com cloroférmio a 30 °C
durante 1,5 h sob agitagdo constante, e 0 polimero foi precipitado com a
adicdo de metanol. Segundo os autores, esse método mostrou-se
eficiente para a extracdo de P(3HB) de células de Alcaligenes latus, no
entanto tem sua aplicacdo limitada, devido & dificuldade de implantac&o
deste equipamento em grande escala (HARRISON; DENNIS; CHASE,
1991).

1.4.4 Método bioldgico

Os métodos bioldgicos de extracdo de PHAs bacteriano sdo
uma alternativa aos métodos que utilizam reagentes quimicos baseiam-
sena aplicagdo de enzimas, como lisozimas, nucleases e proteases, para
a recuperacdo do biopolimero (KAPRITCHKOFF et al., 2006; SUZUKI
et al., 2008).

O método enzimatico é um processo complexo para
recuperacdo de PHAs. Este método consiste na adicdo de enzimas ao
caldo cultivado para hidrolisar as células que contém o PHA. Varios
tipos de enzimas sdo utilizados neste processo, principalmente as
proteases. Essa técnica é atraente devido as condigbes amenas de
operacdo, pela alta seletividade das enzimas em hidrolisar proteinas da
parede celular bacteriana e consequente lise, sem agir na degradacdo
polimérica e pela qualidade do polimero recuperado (KAPRITCHKOFF
et al., 2000).
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Kapritchkoff et al. (2006) estudaram diferentes enzimas para a
recuperacdo e purificacdo de P(3HB) produzido por C. necator. Nesse
método, inicialmente, o caldo cultivado foi tratado a 85 °C durante
15 minutos e depois a 95 °C durante 45 minutos, a fim de desnaturar as
proteinas da parede celular e desestabilizar a membrana externa da
bactéria. Este tratamento também desnatura a PHB-depolimerase,
enzima presente na parede do granulo polimérico, capaz de degradar o
biopolimero (KING et al., 1991). A biomassa foi submetida a
tratamento enzimatico, para lise celular, com variacdo da temperatura e
tempo de reacdo. As enzimas testadas foram: quimiotripsina bovina,
tripsina bovina, bromelina, papaina, lisozima, celulase e pancreatina
bovina. O melhor resultado obtido por esses autores foi utilizando
pancreatina, a 50 °C durante 8 h, e obtiveram recuperacao de P(3HB) de
90,3 % com pureza de 62,2 %. Garcia et al. (2011) utilizaram este
método para extracdo de P(3HB) de C. necator com a aplicagdo de
bromelina. Apés 10h da agdo enzimatica na biomassa, 0s autores
recuperaram 90 % de P(3HB) com 88,8 %.de pureza.

A empresa Zeneca BioProducts, produtora de PHAs da marca
BIOPOL®, na Inglaterra, desenvolveu um processo de extracdo que
envolve digestdo enzimatica para recuperacdo de PHA produzido por
bactéria. Neste processo, primeiramente a biomassa contendo PHA ¢é
tratada termicamente a 100 °C para que possa ocorrer a lise celular; a
dissolucdo de &cidos nucleicos e a desnaturacdo de proteinas pelo
aquecimento. Em seguida, a biomassa é submetida a digestdo por uma
mistura de vérias enzimas hidroliticas como lisoenzimas, fosfolipases,
lecitinases, proteinases entre outras. A maior parte do material celular é
hidrolisado por essas enzimas, enquanto o polimero permanece intacto
(MOHAMMAD; STEINBUCHEL, 2009).

O método de recuperacdo de PHAs utilizando digestdo
enzimatica é seletivo e eficiente em termos energéticos, conduz a bons
niveis de recuperacdo polimérica e oferece menor risco de danos ao
produto. Porém, a complexidade da técnica para aplicagdo em grande
escala, o elevado custo das enzimas empregadas e a impossibilidade de
sua reutilizacdo resultam no aumento do custo do processo, tornando
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este o principal inconveniente do método (KAPRITCHKOFF et al.,
2006; JACQUEL et al., 2008).

1.4.5 Métodos combinados bioldgico e quimico

Estudos reportados na literatura descrevem processos que
envolvem a combinacdo da digestdo enzimatica com a aplicacdo de
produtos quimicos, como digestores e solventes, para a extracdo de
PHAs produzidos por bactéria (HOROWITZ; BRENNAN, 2010;
NEVES; MULLER, 2012; ZAHARI et al., 2012).

1.4.5.1 Enzimas e digestor quimico

Yasotha et al. (2006) estudaram a combinacéo de alcalase, SDS
e Etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para digerir o material ndo-
polimérico na extracdo de PHA de Pseudomonas putida. Antes do
tratamento enzimatico, o caldo de cultivo foi tratado termicamente a
121 °C durante 1 min em autoclave. A suspensdo celular foi entdo
submetida a digestdo com Alcalase e SDS a pH 8,5 e temperatura de
55 °C, seguido da adi¢do de EDTA e lisozima a pH 7 e temperatura de
30 °C, por 15 min. Com este método, foi obtido um polimero com
pureza de 92,6 % e recuperacdo de 90 %. Martino et al. (2014) também
utilizaram o método que combina o tratamento da biomassa, de C.
necator DSM 428, com SDS, EDTA e enzima alcalase. Segundo os
autores, o SDS foi utilizado para romper as células, uma vez que penetra
na bicamada lipidica, e 0 EDTA auxilia a acdo do SDS por complexac¢éo
de cations bivalentes para a desestabilizagdo da membrana celular
externa. Apds a lise celular, os debris celulares foram solubilizados
através da digestdo com a enzima alcalase (ASENJO et al., 1995). O
P(3HB) recuperado com este método de extragdo, sem a etapa de
tratamento térmico anterior a digestdo enzimatica, apresentou pureza
superior a 90 %.
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1.4.5.2 Enzimas e solvente

Neves e Miiller (2012) desenvolveram um método de extracdo
de P(3HB-c0-3HV) produzido por C. necator envolvendo tratamento
térmico, hidrdlise enzimatica e recuperacdo do polimero com
cloroférmio. Estes autores avaliaram a acdo de diferentes proteases e
glicosidases para hidrélise do material celular, apds tratamento térmico
em autoclave durante 15 min a 121 °C, para desestabilizar a parede
celular e facilitar a hidrdlise enzimatica. Das nove enzimas avaliadas, a
glicosidase, Celumax BC®, foi a que apresentou melhor resultado,
guando o tratamento com esta enzima foi realizado a 60 °C e pH 4,0. A
recuperacdo de P(3HB-co-3HV) foi realizada com a adicdo de
cloroformio ao material hidrolizado e posterior centrifugacdo, onde
obtiveram uma solugdo de polimero em solvente (cloroférmio). Com a
evaporacdo do solvente, ocorreu a formacdo de um filme polimérico
com recuperacao de 94,5 % de P(3HB-co-3HV) com 91 % de pureza.

O elevado custo das enzimas e a necessidade de etapas
adicionais de digestdo do material celular ou de solubilizacdo do
biopolimero com uso de solventes tornam este processo complexo e
dispendioso (JACQUEL et al., 2008; TAN et al., 2014).

1.4.6 Método combinado Fisico, biol6gico e quimico ( Enzimas,
homogeneizador a alta presséo e digestor quimico)

De acordo com Harrison, Dennis e Chase (1991), o processo de
extragdo de PHA produzido por C. necator que envolve
homogeneizacdo sob alta presséo e digestdo do material ndo polimérico
por enzimas e detergente é eficiente para ruptura celular e recuperagéo
do biopolimero ap6s a remocédo dos debris celulares.

Horowitz e Brennan (2010) propuseram um método de extracao
de PHA com a combinacdo de rompimento celular com digestdo
enzimatica e tratamento mecanico e digestdo dos debris celulares com a
adicdo de digestores quimicos para a recuperacdo de PHA de
Pseudomonas putida. Assim, a enzima Benzonase (uma nuclease
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comercial) foi adicionada ao caldo cultivado para desestabilizar a parede
celular da bactéria e facilitar o processo de rompimento celular por
homogeneizacdo de alta pressdo (15.000 psi). Posteriormente, a
suspensdo com células lisadas foi submetida a um segundo tratamento
enzimatico com Lisozima, Alcalase e Flavourzyme para a digestdo do
material ndo polimérico. Ao final desta etapa, uma solugcdo de agua e
alcool cetoestearilico etoxilado (0,25 %) foi adicionada ao polimero e,
por fim, ozénio foi injetado na suspensdo contendo PHA, alcool, e
impurezas remanescentes, para a purificacdo do produto. Segundo estes
autores, com a adigdo de 0zbnio no processo de extracdo de PHA pode-
se obter um produto com elevada pureza, pois este solubiliza impurezas,
e livre de odores.

1.4.7 Sintese dos métodos de extracdo de PHASs produzidos por
bactérias

O Quadro 1.2 sintetiza alguns métodos de extracdo de PHAs, a
partir de bactérias, reportados da literatura, com seus respectivos
resultados de porcentagens de pureza e porcentagens de recuperagdo, e
microrganismo produtor do biopolimero de cada processo de extragao.
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Quadro 1.2 Métodos de extracdo de PHAs produzidos por bactérias publicados na literatura e seus respectivos
resultados de pureza (Pur.) e recuperacdo (Rec.).

Método Agente Microrganismo Resultados (%) Referéncia
Quimico  Cloroférmio Methylobacterium sp Pur. 99; Rec. 78 Ghatnekar, Pai e Ganesh (2002)
(solvente) V49

C.necator DSM 545
C.necator DSM 545
Zobellella denitrificans
Alcaligenes latus

C. necator

C. necator

Bacillus megaterium

Pur. 98; Rec. 94
Pur. 95; Rec. 96
Rec. 54,5

Rec. 84

Pur. 100; Rec. 99

Dalcanton (2006)

Fiorese et al. (2009)

Mohammad e Steinbichel (2009)
Manangan e Shawaphun (2010)
Zahari et al. (2012)

Riedel et al. (2012)
Rodriguez-Contreras et al.(2013)

Halomonas campisallis Rec. 85 Kshirsagar et al. (2013)
MCM B-1027
Carbonato de propileno Azobacter chroococcum  Rec. 87 Lafferty e Heinsle (1979)

DSM 377
C. necator DSM 545
C. necator DSM 545

Pur. 84; Rec. 95
Pur. 99; Rec. 98

Fiorese et al. (2009)
Quines et al. (2015)

Acetona P. putida KT 2440 Pur. 98; Rec. 62 Jiang, Ramsay e Ramsay (2006)
Biomassa Rec. 80-85 Narasimhan et al. (2008)

Eter Metil-terc-butilico P. putida KT 2440 Rec. 15-17 Wampfler et al. (2010)

Metil isobutil cetona C. necator Pur. 99; Rec. 84 Riedel et al. (2012)
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Continuacéo do Quadro 1.2 Métodos de extracdo de PHASs produzidos por bactérias publicados na literatura e seus
respectivos resultados de pureza(Pur.) e recuperacdo (Rec.).

Método Agente Microrganismo Resultados (%)  Referéncia
Quimico Cloreto de metileno C. necator Pur. 98 Zinn et al. (2003)
(solvente) Zobellella denitrificans Rec. 33 Mohammad e Steinbiichel (2009)
MW
Propionato isoamila C. necator Rec. 78 Mantellato (2011)
Acetato de etila C. necator Pur. 95; Rec. 93  Riedel et al. (2012)
Alcool isoamilico C. necator Pur. 99; Rec. 90  Mantellato (2011)
Quimico Dodecil sulfato de sédio C. necator H16 Pur. 87; Rec. 95 Yang et al. (2011)
(Digestdo)  (SDS)

Escherichia coli XL
BLUE

Pur. 98; Rec. 99

Peng, Lo e Wu (2013)

Hipoclorito de sddio

C. necator H16

Pur. 96; Rec. 91

Heinrich et al. (2012)

SDS / Hipoclorito de
sodio

Alcaligenes latus

Tamer, Moo-Young e Chist
(1998b)

Halomonas campisalis Rec. 16 Kshirsagar et al. (2013)
NaOH C. necator Pur. 96,6; Rec. Mohammad et al. (2012)
96,9
NaCl e NaOH C. necator Pur. 97,7; Rec.  Anisetal. (2013)

97,5
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Continuacéo do Quadro 1.2 Métodos de extracdo de PHASs produzidos por bactérias publicados na literatura e seus
respectivos resultados de pureza(Pur.) e recuperacdo (Rec.).

Método Agente Microrganismo Resultados (%) Referéncia
Quimico H,SO,/NaOH/ C. necator Rec. 92,6; Pur. Yu, Porter e Jarenko (2013)
(Digestdo) Hipoclorito 99,4
Bactéria Rec. 94,9; Pur. Yu (2008)
99,9
Quimico CO; C. necator Rec. 89 Hejazi, Vasheghani-Farahani e
(Fluido Yamini (2003)
supercritico) NaOH/CO, C. necator Rec. 81 Khosravi et al. (2004)
Quimico Hipoclorito de sddio e Methylobacterium sp V49  Pur. 97; Rec. 95 Ghatnekar, Pai, Ganesh (2002)
(Digestor/ cloroférmio Cultura mista Pur. 94; Rec. 85 Salmiati e Salim (2011)
Solvente) Enterobacter cloacae Rec. 94 Samrot et al. (2011)
Halomonas campisalis Rec. 47 Kshirsagar et al. (2013)

SDS/hipoclorito Haloferax mediterranei Rec. 97 Bhattacharyya et al. (2012)

de sodio/

cloroférmio

NaOH/metanol/ P. putida KT 2440 Pur. 98 Rec. 62 Jiang, Ramsay e Ramsay (2006)

acetona
Método Bromelina C. necator Rec. 90 Kapritchkoff et al. (2006)
enzimatico Pancreatina C. necator Pur. 88,8; Rec. 90  Garcia et al. (2011)

Lisozima/novozyme P. putida Rec. 90; Pur. 88 Van Hee et al. (2004)
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Continuacéo do Quadro 1.2 Métodos de extracdo de PHASs produzidos por bactérias publicados na literatura e seus
respectivos resultados de pureza (Pur.) e recuperacdo (Rec.).

Método Agente Microrganismo Resultados (%) Referéncia
Método Protease/ P. putida Rec. 95 Yasotha et al. (2006)
enzimatico/ cloroférmio
quimico Alcalase/SDS/ P. putida Rec. 90; Pur. 92,6  Yasotha et al. (2006)
EDTA C. necator Pur. 90 Martino et al. (2014)
Glicosidase/cloroférmio C. necator Rec. 93,2; Pur. 94  Neves e Miller (2012)
Enzimatico/ *Enzimas/ P. putida Horowitz e Brennan (2010)
mecanico/ homogeneizador /alcool
quimico /ozbnio
Fisico Homogeneizador a alta Escherichia coli Pur. 90,2; Rec. 72 Ling et al. (1997)
pressao Alcaligenes latus Tamer, Moo-Young e Chisti
(1998a)
P. putida Pur. 80; Rec. 46; Van Hee et al. (2004)
Fisico/ Homogeneizador a alta Methylobacterium sp  Pur. 95; Rec. 98 Ghatnekar, Pai e Ganesh (2002)
Quimico pressdo/SDS V49

Homogeneizador a alta
pressdo/Hipoclorito de
sodio

Escherichia coli
recombinante

Pur. 96,5; Rec. 80

Ling et al. (1997)

* Enzimas: benzonase, alcalase, lisozima, flavourzyme; Homogeneizador a alta pressao; Alcool cetoestearilico.



Capitulo 1 89

Continuacéo do Quadro 1.2 Métodos de extracdo de PHAs produzidos por bactérias publicados na literatura e seus
respectivos resultados de pureza (Pur.) e recuperacdo (Rec.).

Método Agente Microrganismo Resultados (%) Referéncia
Fisico/ Homogeneizador a alta Methylobacterium sp  Pur. 95; Rec. 98 Ghatnekar, Pai e Ganesh (2002)
Quimico pressdo/ V49
SDS
Homogeneizador & alta Escherichia coli Pur. 96,5; Rec. 80  Ling et al. (1997)
pressao/ recombinante
Hipoclorito de sédio
ultrassom/ Azohydromonas lata  Rec. 95 Penloglou, Chatzidoukas e
Cloroférmio/metanol DSM 1123 Kiparissides (2012)
Moinho de bolas C.necator Pur. 89; Rec. 64 Garcia (2006)
[/Cloroférmio
Moinho de bolas/ NaCl e Alcaligenes latus Tamer, Moo-Young e Chicti
NaOH (1998b)
Mecénico/ Prensa francesa/ C. necator DSM 428 Gozke et al. (2012)

ultrafiltracdo Ultrafiltracéo
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1.5 Técnicas de caracterizacéo de polimeros

Os biopolimeros podem ser empregados em diversas areas,
dependendo de suas caracteristicas, tais como propriedades mecanicas,
grau de cristalinidade, temperatura de transigdo vitrea, temperatura de
degradacdo, distribuicdo da massa molar, entre outras. A determinagéo
destas caracteristicas é de grande importancia, pois influenciam
diretamente nas aplicacGes dos biopolimeros (DUARTE, 2004).

1.5.1 Determinacao de massa molar

A caracteristica mais importante dos polimeros é sua massa
molar. A massa molar e a estrutura quimica dos materiais poliméricos
sd0 0s principais responsdveis pelas suas propriedades e,
consequentemente, pela sua utilizagdo em inGmeras aplicacdes
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2013).

A cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), também
conhecida como cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é um dos
métodos mais utilizados para a determinagdo da massa molar de
polimeros. Esta é uma técnica de fracionamento das cadeias poliméricas
de um polimero, com relagdo ao volume hidrodindmico que cada uma
delas ocupa em solucdo (CANEVAROLO, 2007).

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, é possivel a
determinacdo da massa molar numérica média (Mn) e da massa molar
ponderal média (Mw) (CANEVAROLO, 2013). A Mn é definida como
sendo a massa molar de todas as cadeias, dividida pelo nimero total de
cadeias, isto é, é uma massa molar que leva em conta mais fortemente o
nimero de cadeias e a Mw depende do nimero e da massa das
moléculas em solucdo (CANEVAROLO, 2013). O valor da massa molar
ponderal média é mais elevado que o valor da massa molar numérica
médio, sendo mais expressivo no campo dos polimeros, pois valoriza a
caracteristica dominante dos polimeros que é o tamanho da molécula
(MANO; MENDES, 1999).
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O indice de polidisperséo (IP) é definido pela relagdo Mw /Mn.
Este indice é sempre maior ou igual a um, quanto mais variados forem
0s tamanhos das moléculas, maior sera a polidispersdo
(CANEVAROLO, 2007).

1.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

A andlise vibracional de polimeros pode fornecer informacdes
em trés aspectos estruturais: composicdo quimica, estrutura
configuracional e conformacional. Além disso, fornece também
indicagBes de forgcas interatdbmicas devido & presenca de interagGes
moleculares. A técnica de caracterizacdo de materiais por infravermelho
esta baseada na observagdo da frequéncia (analise qualitativa
identificando o tipo de ligacdo quimica) e intensidade de radiacdo
infravermelha absorvida quando um feixe desta radiacdo atravessa a
amostra (CANEVAROLO, 2013).

As moléculas simples ou macromoléculas sdo constituidas de
atomos e formam uma estrutura tridimensional, com distancias de
ligagdo quimica e angulo de ligacBes definidas, apresentando uma
determinada simetria molecular. A estrutura molecular é responsavel
pelas diferentes propriedades moleculares, e por esta razdo seu
conhecimento é de grande importancia (CANEVAROLO, 2007). A
espectroscopia de infravermelho mede a excitagcdo vibracional dos
atomos de uma ligacdo quimica. As posicdes das linhas de absor¢éo no
espectro de infravermelho dependem do tipo de grupo funcional
presente. Cada grupo funcional ligado a diferentes atomos possui uma
banda diferente no espectro. A técnica de FTIR pode ser empregada para
a identificacdo e caracterizacdo de grupos funcionais de polimeros e em
estudos de estrutura de macromoléculas.

As caracteristicas mais importantes de um espectro no
infravermelho séo os valores das freqliéncias de absorcdo da molécula
(bandas), parametro fundamental para sua identificacdo ou para a
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interpretacdo do espectro, visando a caracterizagdo de grupamentos
funcionais nele presentes. (SPIER, 2005).

1.5.3 Analises Térmicas

Por serem materiais organicos, as caracteristicas fisico-quimicas
dos polimeros sdo fortemente dependentes da temperatura. O método de
analise térmica ¢ definido como “um grupo de técnicas por meio das
quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos
de reacdo é medida em fungdo da temperatura, enquanto essa substancia
é submetida a uma programacao controlada de temperatura e sob uma
atmosfera especificada” (WENDLANDT, 1985; HAINES, 1995;
LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001; CANEVAROLO, 2007).
Técnicas de analise térmica, tais como, termogravimetria (TGA) e
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) sdo abordadas a seguir
(CANEVAROLO, 2007).

1.5.3.1 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica é definida como um processo
continuo que envolve a medida da variagdo de massa de uma amostra
(perda ou ganho) em funcéo da temperatura (varredura de temperatura),
ou do tempo a uma temperatura constante (modo isotérmico) (LUCAS;
SOARES; MONTEIRO, 2001). Esta técnica possibilita conhecer as
alteracGes que o aquecimento pode provocar na massa de polimeros,
permitindo estabelecer a faixa de temperatura em que elas adquirem
composicdo quimica, fixa, definida e constante e a temperatura em que
comecam a se decompor (CANEVAROLO, 2007). E uma técnica muito
utilizada na caracterizagdo do perfil de degradacéo de polimeros e outros
tantos materiais. A exposi¢do a temperatura elevada pode, algumas
vezes, alterar a estrutura quimica e, por consequéncia, as propriedades
fisicas dos materiais. Portanto, a curva de degradacdo térmica, em
condi¢des ndo isotérmicas, mostra o perfil da resisténcia ou estabilidade
térmica que o material apresenta quando submetido a uma varredura de
temperatura (SPIER, 2005; CANEVAROLO, 2007).
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A andlise termogravimétrica (TGA) fornece as temperaturas de
inicio de degradacdo (T;) e temperatura maxima de degradacdo (Tp),
onde é possivel avaliar a degradacdo térmica e a perda de massa dos
polimeros (CANEVAROLO, 2013; SPIER, 2005).

1.5.3.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Quando uma substancia sofre mudanca fisica ou quimica,
observa-se uma variagdo correspondente na entalpia. Se o processo for
promovido por uma variagdo controlada de temperatura, isto constitui a
base da técnica conhecida como calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) (CANEVAROLDO, 2013). A variacdo em funcdo da temperatura é
detectada pela medida da variagdo de entalpia entre o material em
estudo, sendo usada uma amostra inerte como referencia ou padrdo
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica
utilizada para determinar as entalpias dos processos de fusdo e
cristalizacdo (endotérmico e exotérmico). O equipamento geralmente
varre linearmente uma faixa de temperatura a uma determinada
velocidade de aquecimento. No DSC do tipo fluxo de calor, a amostra e
a referéncia sdo aquecidas pela mesma fonte de calor e a diferenca de
temperatura entre ambas é monitorada em funcdo da temperatura ou do
tempo (WENDLANDT, 1985).

As principais aplicacbes da técnica de DSC sdo: medir as
temperaturas de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm),
cristalizacdo (Tc), etc. Medir as caracteristicas térmicas do material
como: entalpia de fusdo (AHm), grau de cristalinidade (%C), etc
(CANEVAROLO, 2013).

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) corresponde ao valor
médio da faixa de temperatura que, durante o aquecimento do polimero
de uma temperatura muito baixa para valores mais elevados, permite
gue as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade. Abaixo
da Tg o polimero ndo apresenta energia interna suficiente para permitir
o0 deslocamento de uma cadeia com relacdo a outra, esta no estado vitreo
caracterizado pela dureza e rigidez. Na temperatura de fusdo, a energia
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do sistema atinge o nivel necessdrio para vencer as forcas
intermoleculares secundarias entre as cadeias da fase cristalina,
desfazendo a estrutura regular de empacotamento, mudando do estado
borrachoso para o estado viscoso (fundido). Durante o resfriamento de
um polimero semicristalino a partir de seu estado fundido, ele atingira
uma temperatura baixa o suficiente (Tc) para que, em um dado ponto
dentro da massa polimérica fundida, cadeias poliméricas se organizem
espacialmente de forma regular formando uma estrutura cristalina
(CANEVAROLDO, 2013).

1.6 Consideracdes finais

Como exposto nesse capitulo, diversos aspectos a cerca da
extracdo de PHAs foram revisados, tais como, 0 método quimico, que
faz uso de solventes e é extensivamente utilizado por proporcionar altos
percentuais de recuperagdo de PHAs; a utilizacdo de digestores
quimicos também é bastante estudada por proporcionar resultados de
recuperacao polimérica significativos. A maioria dos estudos realizados
com métodos quimicos faz uso de solventes e digestores tdxicos e
altamente volateis, sendo contraditorios ao fato de que estes polimeros
sdo amplamente estudados para minimizar as agressbes ambientais
causadas pelos polimeros de origem petroguimica.

Adicionalmente, os métodos biolégico e fisico sdo uma
alternativa positiva para a extracdo de PHAs, pois ndo ha a necessidade
de insercdo de produtos quimicos ao processo, mas apresentam
resultados de recuperagdo polimérica inferiores aos encontrados nos
demais métodos. Por outro lado, estes métodos tém sua eficacia
aumentada quando combinados aos quimicos. A combinacdo de
métodos de extracdo possui potencial neste contexto, pois facilita o
rompimento celular, a recuperacdao polimérica e muitas vezes, reduz o
tempo de processo, bem como a aplicagédo de produtos quimicos téxicos.

As estratégias de extracdo de PHAs em desenvolvimento
abordados neste artigo indicam claramente que a maioria dos métodos
visa, sobretudo, a obtencdo de elevados percentuais de recuperagdo e
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pureza de biopolimero. No entanto, é imprescindivel a realizacdo de
estudos que abordem os métodos de extracdo e relacionem a eficiéncia
do processo a influéncia do mesmo nas caracteristicas do produto final,
como na massa molar, por exemplo. Esta caracteristica polimérica é de
extrema importéncia, pois estd diretamente relacionada a aplicagdo do
polimero e ao tempo de degradacdo do mesmo, quando descartado.

Os PHAs sdo potenciais substitutos aos plasticos de origem
petroquimica, por possuirem propriedades semelhantes aos materiais
termoplasticos, serem biodegradaveis e passiveis de producdo a partir de
matérias-primas renovaveis, porém a sua aplicabilidade esta diretamente
ligada aos processos de producdo e de extragdo. Por essas razfes, na
etapa de extragdo se deve buscar: reduzir as perdas de produto, obter um
produto de elevada pureza e com suas caracteristicas fisicas e térmicas
preservadas, obter um produto que se enquadre no termo sustentavel,
onde se utilize produtos quimicos de baixa toxidade que ndo
comprometam o meio ambiente, reduzir custos de processo através da
reutilizacdo dos produtos quimicos (solventes e ndo solventes) e
desenvolver um processo possivel de ser aplicado em escala industrial.

O Brasil dispde de matérias-primas renovaveis de baixo custo
(fontes de carbono e energia) e médo-de-obra qualificada, formada pelos
diversos grupos de pesquisa estabelecidos, que oferece oportunidades
promissoras para a producgdo de biopolimeros em grande escala no pais.
Neste sentido, para os PHASs tornarem-se competitivos com os plasticos
petroquimicos, sdo necessarias as seguintes medidas:

¢ Reducéo dos custos de produgdo com a utilizacdo de substratos
de baixo custo, como residuos da industria de alimentos;

e Obtencdo de um produto com caracteristicas semelhantes e/ou
superiores as apresentadas por alguns plasticos convencionais e
gue possam ser aplicados no desenvolvimento de produtos de
alto valor agregado, como o uso em aplica¢fes médicas;

e Na etapa de producdo, além da busca por altas densidades
celulares e produtividades de polimero, sdo necessarias
pesquisas com o propdsito de desenvolvimento de estratégias de
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cultivo que proporcionem PHAs com elevados indices de massa
molar, bem como, o desenvolvimento de cepas geneticamente
modificadas capazes de sintetizar PHAs com massas molares
comparaveis as dos plasticos de origem petroquimica;

e Desenvolvimento de politicas publicas de incentivo & produgéo
de PHAs no pais, como estabelecer regulamentagéo obrigatoria
da mistura deste biopolimero ao polimero de origem
petroquimica em aplica¢des industriais;

e Estabelecimento de agdes concretas de financiamento e de
organizacao das atividades de pesquisa e desenvolvimento pelos
6rgdos publicos;

e Incentivos fiscais as empresas que desenvolvam tecnologias
inovadoras para processos de producdo que consigam viabilizar
um desenvolvimento sustentavel, que é o caso da producéo de
biopolimeros biodegradéaveis;

e Desenvolvimento de programas governamentais para informar,
esclarecer e incentivar a populagdo da importancia da utilizacéo
de bioprodutos sustentaveis.



INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DE PROCESSO DOS METODOS
MECANICOS NA RECUPERACAOQ E PUREZA DO POLIMERO
EXTRAIDO

Este capitulo aborda o estudo da influéncia das variaveis de
processo dos métodos mecanicos, homogeneizador a alta pressdo e
ultrassom, na recuperacdo e pureza de biopolimero extraido de
Cupriavidus necator. A aplicacdo de métodos mecanicos para extragdo
de biopolimero tem seu potencial de recuperacdo aumentado quando
associado a um método quimico. Por este motivo, a aplicacdo de
métodos mecanicos de extracdo de P(3HB) em conjunto com o uso de
solventes se mostra uma boa alternativa de processo, pois o tratamento
mecéanico € aplicado na suspensdo celular para o rompimento ou
desestabilizacdo da parede celular e o solvente é utilizado para
solubilizar e recuperar o biopolimero, visando a obtencdo de elevados
rendimentos de P(3HB).
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2.1 Introducéo

O processo de extracdo de P(3HB) envolve diferentes operagdes
unitérias, cujos objetivos principais sdo: reduzir as perdas de produto,
obter um produto de elevada pureza e com caracteristicas fisicas e
térmicas preservadas, priorizar a utilizagdo de produtos quimicos de
baixa toxidade que ndo comprometam o meio ambiente e obter produtos
com custos de processo reduzidos, incluindo a reutilizagdo dos produtos
guimicos (QUINES et al., 2015). Neste contexto, varios métodos de
extracdo de P(3HB) tém sido reportados na literatura. Estes incluem a
extracdo com solventes, digestdo quimica, digestdo enzimatica, extracdo
mecanica com homogeneizador a alta pressao e ultrassom, extragcdo com
fluido supercritico ou ainda, a aplicacdo destes métodos combinados
(GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; DALCANTON, 2006;
VALAPPIL et al., 2007; SUZUKI et al., 2008; FIORESE et al., 2009;
NEVES; MULLER, 2012; JAVERS; GIBBONS; RAYNIE, 2012).

Os métodos mecanicos de extracdo de P(3HB) séo utilizados
em conjunto com os quimicos, onde 0 método mecanico é utilizado para
desestabilizar e/ou romper a parede celular e o quimico (solvente) para
solubilizar o material polimérico com a finalidade de melhorar a
recuperacdo de P(3HB) no processo de extracdo (GHATNEKAR; PAI;
GANESH, 2002; PENLOGLOU; CHATZIDOUKAS; KIPARISSIDES,
2012).

Neste sentido, neste capitulo sera abordada a aplicacdo de
métodos mecanicos, homogeneizador a alta pressdo e ultrassom; em
conjunto com carbonato de propileno para a extracdo de P(3HB). Cabe
ressaltar que ndo ha na literatura estudos com aplicacdo destes métodos
mecénicos combinados a este solvente para extracdo de P(3HB). Este
trabalho teve como objetivo definir as melhores condi¢des de aplicacdo
do homogeneizador a alta pressdo (pressdo de operacdo e nimero de
passagens da suspensdo pelo equipamento) e do ultrassom (poténcia e
tempo do ciclo de aplicacdo) que fornecam altos valores de pureza e
recuperacdo do biopolimero extraido. E ainda, no método de extracdo
com homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, avaliar a
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influéncia das variaveis do processo a alta pressdo na massa molar do
biopolimero extraido.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Biomassa

As biomassas de Cupriavidus necator DSM 545 contendo
P(3HB) foram produzidas utilizando-se glicose e frutose como substrato
e nitrogénio como nutriente limitante. Neste capitulo as biomassas
utilizadas  foram  provenientes de diferentes  cultivos e,
consequentemente, continham diferentes porcentagens de P(3HB)
acumulado.

2.2.2 Extracéo de P(3HB)

A Figura 2.1 mostra o fluxograma das etapas de extracdo com
carbonato de propileno (método controle, sem tratamento da biomassa) e
com tratamento da biomassa (métodos mecanicos) no inicio do processo
de extracdo e recuperacdo polimérica com carbonato de propileno,
baseado no trabalho de Quines et al. (2015). As etapas envolvidas no
processo de extragdo de P(3HB) com os diferentes métodos, o que
utiliza homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno e o que
combina a aplicacdo de ultrassom com este solvente, serdo descritas nos
itens a seguir, no qual a descricdo de cada etapa estara identificada com
a numeracdo apresentada na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Etapas envolvidas no processo de extracdo de P(3HB),
produzido por C. necator, com carbonato de propileno a partir de
biomassa bacteriana.

T

CP e 4gua

> Residuos
celulares

P(3HB) J
9 8 7 6

1 — Biorreator (células com polimero acumulado e meio de cultivo); 2 -
Tratamento da biomassa (homogeneizador ou ultrassom); 3 — Separacao
das células do caldo de cultivo por centrifugacéo a 2000 g por 15 min e
lavagem com agua destilada; 4 — Secagem das células a 65 °C durante
24 h; 5 — Mistura das células com carbonato de propileno (CP) sob
agitacdo e aquecimento (150 °C) durante 45 min, no qual ocorre a
solubilizagdo do material polimérico no solvente; 6 — Filtracdo a quente
(100 °C) para separacdo dos residuos celulares da solucdo de polimero
com solvente; 7 — Precipitacdo do polimero com adicdo de agua
destilada sob agitacdo a temperatura ambiente; 8 — Filtracdo a
temperatura ambiente para separacdo do material polimérico da agua e
do solvente e saida do solvente e agua para posterior recuperagdo 9 —
Secagem do biopolimero a 65 °C por 24 h.
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2.2.2.1 Extracdo com carbonato de propileno (controle)

Neste método, o carbonato de propileno foi aplicado com a
finalidade de permear na membrana celular da bactéria com biopolimero
acumulado, solubilizar e recuperar o P(3HB).

Os ensaios de extragcdo foram conduzidos sem o tratamento da
biomassa (etapa 2 da Figura 2.1). Apés o cultivo (etapa 1 da Figura 2.1),
a biomassa foi centrifugada e submetida a secagem (etapas 3 e 4 da
Figura 2.1). A concentracdo de P(3HB) da biomassa de C. necator
utilizada nestes ensaios (duplicata) era de 73 % (m/m). A determinagéo
da concentracdo de P(3HB) nas células foi realizada de acordo com o
descrito no item 2.2.3.

Para a recuperacdo do biopolimero, foi utilizado o método
baseado no estudo de Quines et al. (2015), com modificagdo no volume
de carbonato de propileno utilizado para lavagem do retido (de 30 para
60 mL), apds a primeira filtracdo do processo. O método se baseia no
uso de 0,15 g células secas para cada 1 mL de carbonato de propileno
(Sigma Aldrich com pureza de 99,7 %), aquecido a 150 °C. Os
experimentos foram realizados em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10
basic), sob agitagdo constante de 120 rpm.

A massa de células secas (4 g) foi suspensa em 26 mL de
carbonato de propileno aquecido durante 45 min (etapa 5 da Figura 2.1).
A suspensdo (carbonato de propileno, debris celulares e P(3HB)) obtida
apos o tempo de extragdo, foi submetida a filtracdo a quente sob vacuo
(etapa 6 da Figura 2.1) em aparato composto por Kitassato, funil de
porcelana, filtro de papel qualitativo com poro de 14 um e didmetro de
12,5 cm (Qualyg) e bomba a vicuo J. B. Industries — DV 200N 250. Os
solidos, debris celulares, retidos no filtro foram lavados com 60 mL de
carbonato de propileno aquecido a mesma temperatura da extragdo. O
filtrado contendo P(3HB), dissolvido em solvente, permaneceu em
repouso por 12 h a temperatura ambiente (Conforme se pode observar
na Figura 2.2).
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Figura 2.2. Solucdo de carbonato de propileno e polimero apés a
primeira filtragdo do processo de extracéo.

Solugdo de PBHB)
e carbonato de
propileno

Ap6s 0 tempo de repouso, agua destilada foi adicionada em
uma relacdo 4:1 (agua:solvente) em relacdo ao volume de solvente
utilizado na extracdo (incluindo o volume de solvente utilizado para
lavagem apds a primeira filtragdo) a solucdo de polimero e solvente,
para a precipitacdo do polimero. Em seguida, a suspensao, composta por
agua, carbonato de propileno e polimero, foi submetida a agitacdo
constante por 12 h (etapa 7 da Figura 2.1), conforme pode ser observado
na Figura 2.3 A. Na Figura 2.3B estd apresentada a suspensdo,
composta por agua, carbonato de propileno e P(3HB) precipitado, sem
agitacao.
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Figura 2.3. Suspensdo de agua, carbonato de propileno e P(3HB) sob
agitacdo (A) e sem agitacéo (B).

Agua e carbonato
de propileno

Posteriormente, a suspensdo foi submetida a uma segunda
filtracdo, nas mesmas condi¢cBes que a filtracdo anterior, porém a
temperatura ambiente (etapa 8 da Figura 2.1). O material polimérico que
ficou retido no filtro foi lavado com 200 mL de &gua destilada (Figura
2.4 A) e este filtro foi disposto em estufa a 65 °C por 24 h, para secagem
do P(3HB) extraido (Figura 2.4 B) (etapa 9 da Figura 2.1).

Figura 2.4. Aparato utilizado na filtracdo para separagdo do P(3HB) da
solucdo formada por &gua e solvente (A) e biopolimero extraido apds a
etapa de filtracdo e secagem (B).
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2.2.2.2 Extracdo com homogeneizador a alta pressao e carbonato de
propileno

2.2.2.2.1 Tratamento da biomassa com homogeneizador

O método de extracdo com alta pressdo e carbonato de
propileno se baseia no rompimento da célula bacteriana, com a
aplicacdo de homogeneizador a alta pressdo, e na recuperacdo do
biopolimero, a partir da solubilizacdo deste pelo solvente. A biomassa
utilizada neste estudo continha 42,5 % de P(3HB).

O equipamento utilizado foi um homogeneizador GEA Niro
Soavi, modelo NS 1001 L Panda 2K, conforme pode ser observado na
Figura 2.5, com vazdo de 9L.h™. As variaveis do processo de
homogeneizacao sob alta pressdo, pressao e numero de passagens, foram
estabelecidas pela empresa GEA Niro Soavi Brasil, que cedeu o
equipamento para o presente estudo.

Figura 2.5. Homogeneizador a alta pressdo Niro Soavi Panda 2K,
modelo 1001 L, utilizado neste estudo.
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Ao término do cultivo (etapa 1 da Figura 2.1) realizaram-se trés
testes com variacdo de pressdo de homogeneizacdo e o nimero de
passagens da suspensdo celular pelo equipamento (etapa 2 da Figura
2.1): pressdo 1300 bar e duas passagens (Ensaio 1); pressdo 1300 bar e
trés passagens (Ensaio 2); pressdo 1200 bar e trés passagens (Ensaio 3).
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A suspensdo celular foi introduzida no reservatério de entrada de
produto em temperatura ambiente (23°C) e processada. A cada
passagem da suspensdo celular pelo equipamento (1, 2 e 3), a alta
pressdo (pressdo de operacdo), uma amostra foi coletada e centrifugada
a 2.000 g durante 15 min e o precipitado foi seco a 65 °C por 24 h.

Na Figura 2.6 é apresentada a suspensao celular apés a etapa de
homogeneizacdo & alta pressao.

Figura 2.6. Suspensdo celular apés a etapa de homogeneizacao a alta
pressdo com 1, 2 e 3 passagens.

2.2.2.2.2 Recuperacdo de P(3HB)

O método de recuperagdo de P(3HB) com carbonato de
propileno empregado foi de acordo com o descrito no item (2.2.2.1).

2.2.2.3 Extracéo com ultrassom e carbonato de propileno

2.2.2.3.1 Tratamento da biomassa com ultrassom

O ultrassom utilizado para o tratamento da suspensdo celular foi
o Ultrasonic Dismembrator 500, com poténcia de 400 W e frequéncia de
20 kHz da marca Fisher Scientific (representado na Figura 2.7),
constituido por um bastdo de aco inox, o qual emite ondas de ultrassom
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que produzem cavitacdo no sistema. A biomassa de C. necator utilizada
nestes ensaios apresentava 69,0 % (m/m) de P(3HB).

Figura 2.7. Equipamento de ultrassom utilizado no tratamento da
biomassa.

Ao término do cultivo (etapa 1 da Figura 2.1), a suspensao
celular foi tratada com aplicacdo de ultrassom (etapa 2 da Figura 2.1).
Para a ultrassonificacdo da suspensédo celular, o volume de 35 mL desta
foi disposto em um frasco de vidro de 50 mL, a fim de assegurar maior
homogeneidade do sistema e a propagacao das ondas em todo o volume
de amostra, e colocada em contato com o bastdo de ago inox.

Para a definicdo das melhores condicdes de aplicacdo do
ultrassom, na recuperacdo e pureza do biopolimero extraido, foram
realizados seis ensaios em diferentes condi¢des de pulso de aplicacdo do
ultrassom e da poténcia aplicada. O pulso de aplica¢do corresponde ao
tempo em que 0 equipamento emite a onda ultrassbnica a amostra.
Durante a aplicacdo do ultrassom, os ensaios foram realizados em banho
de gelo com a finalidade de evitar o aumento de temperatura e, desta
maneira, influenciar nos resultados de extracéo.
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As condicBes de ultrassonificacdo, poténcia e tempo do pulso de
aplicacdo, foram estabelecidas com base em estudos reportados na
literatura para rompimento celular e estdo apresentadas na Tabela 2.1
(JAYAKAR; REKHA; SINGHAL, 2012; LOURENGCO, 2012).

Tabela 2.1. Condi¢cdes dos ensaios de ultrassom com variacdo da
poténcia, do tempo do pulso de ultrassom em um volume de suspensdo
celular de 35 mL. Em cada ensaio foram realizados trés ciclos de
aplicacdo do ultrassom, com tempo de espera de 30 s entre cada pulso,
na suspenséo celular.

*Poténcia  *Tempo do pulso de ultrassom

Ensaio W) ©)
1 200 59
2 280 59
3 200 20
4 280 20

*Poténcia e tempo do pulso de aplicacdo baseado em dados disponiveis
na literatura para rompimento celular com ultrassom (JAYAKAR;
REKHA; SINGHAL, 2012; LOURENCO, 2012).

Posteriormente ao tratamento da suspensdo celular com
ultrassom, a biomassa foi centrifugada a 2000 g por 15 min (etapa 3 da
Figura 2.1) e lavada com &gua destilada, sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado (células com P(3HB)) foi submetido a
secagem a 65 °C por 24 h (etapa 4 da Figura 2.1).

2.2.2.3.2 Recuperacdo de P(3HB)

O método de recuperagdo de P(3HB) com carbonato de
propileno empregado foi de acordo com o descrito no item (2.2.2.1).
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2.2.3 Determinacéo de P(3HB)

A concentracdo de P(3HB) nas amostras de polimero extraido
foi determinada por cromatografia gasosa, conforme o método de
metanolise descrito por Brandl et al. (1988).

Em uma massa conhecida de amostra de P(3HB) foram
acrescentados 2 mL de metanol acidificado (H,SO, 15 %), contendo
4cido benzéico 0,4 g.L™, como padréo interno, e 2 mL de cloroférmio.
Os tubos de ensaio foram fechados, agitados em vdrtex e colocados em
banho a 100 °C, durante 1 h. Decorrido este tempo, o0s tubos de ensaio
foram retirados do banho e agitados em vortex, voltando ao banho por
mais 1 h 20 min. Enfim, as amostras foram retiradas do banho e
submetidas a um banho de gelo para interromper a reagcdo. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de &gua destilada, sendo a mistura agitada em vortex
por 30 s para formacdo de duas fases. Com uma pipeta Pasteur, a fase
organica (inferior) (cloroférmio + P(3HB)) foi retirada e colocada em
eppendorfs para analise em cromatografia gasosa (CG).

Na determinagdo da concentracdo de P(3HB) na biomassa de
cada cultivo utilizou-se 0 mesmo método citado, onde, apés o cultivo, as
amostras com volume conhecido de meio de cultura foram centrifugadas
a 14000 rpm durante 3 min. O precipitado foi lavado duas vezes com
agua destilada e congelado para posterior andlise (conforme descrito
acima).

Para a elaboracdo da curva de P(3HB), o polimero puro
(P(3HB) da Sigma-Aldrich) foi pesado de forma a se obter massas entre
0,002 e 0,0286 g, e submetido & metanolise.

A determinacdo quantitativa de P(3HB) foi realizada por
cromatografia gasosa (cromatégrafo modelo CG2014, da marca
Shimadzu). O cromatografo foi equipado com uma coluna empacotada
Restek Rtx-Stabilwax Silcoport W 110/120. As amostras metanolizadas
foram injetadas (1 puL) no equipamento utilizando nitrogénio como gas
de arraste. As condicfes de operacdo utilizadas foram: vazao do gas de
arraste de 20 mL min™, temperatura do injetor de 250 °C, temperatura
da coluna de 80 °C e temperatura do detector de 270 °C.
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Para a determinagdo da pureza do P(3HB) extraido (%),
utilizou-se a Equacdo 2.1.

m
pureza = PrSHB) x 100 (2.1)

t

Onde:
MpeHe) = Massa de biopolimero detectada por cromatografia (g)
m; = massa do material extraido utilizado para a analise cromatogréfica

(9)-

A partir da pureza do P(3HB) extraido, foi possivel determinar
a recuperacdo de polimero extraido em % por meio das Equacgfes 2.2 e
2.3.

m
recuperacio = —-x 100 (2.2)
m.

mp = Ms X pureza (2.3)

Onde:

m, = massa de P(3HB) puro (g)

m; = massa de P(3HB) obtido ap6s a extragéo (g)

m; = massa total de P(3HB) nas células antes da extracao (g).

2.2.4 Determinacdo da massa molar de P(3HB)

A determinacdo da massa molar dos polimeros extraidos foi
realizada apenas nas amostras de P(3HB) obtidas a partir do método de
extracdo com homogeneizador a alta pressao e carbonato de propileno.

As determinacGes de massa molar média numérica (Mn), massa
molar ponderal média (Mw) e indice de polidisperséo (IP) dos P(3HB)
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extraidos neste trabalho, foram realizadas por Cromatografia de
Permeacdo em Gel (GPC).

A analise de GPC foi realizada em um Cromatografo Liquido
de Alta Eficiéncia (HPLC) Waters Instruments equipado com bomba
isocratica, modelo 1515, detector por indice de refragdo, modelo 2414;
temperatura do detector de 35 °C, quatro colunas de permeacdo em gel
Waters Styragel (7,8 x 300 mm) em THF ligadas em série com faixa de
exclusdo de 100 a 5.000 (HR1), 500 a 20.000 (HR2), 500 a 30.000
(HR3), e 5000 a 500.000 (HR4), temperatura do set de colunas de 40 °C.
Cloroférmio foi utilizado como solvente do polimero na fase mével e o
eluente da coluna foi o tetraidrofurano (THF) puro. Para a calibracdo do
sistema, foram utilizados padrGes de poliestireno (PS) com massas
molares de 400, 950, 2.800, 6.400, 17.000, 43.000, 110.000 e
430.000 Da. As amostras de P(3HB) foram diluidas na razdo de
5mg mL™ de cloroférmio e mantidas em repouso durante 24 h para a
total dissolucdo do polimero no solvente. O volume de injecao foi de
200 pL, sob fluxo de solvente constante de 1 mL min™.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Influéncia das variaveis de homogeneizacédo na extracdo com
alta presséo e carbonato de propileno

Os ensaios de extragdo, com o objetivo de avaliar os efeitos das
variaveis de homogeneizacdo sobre as respostas de recuperagéo, pureza
e massa molar do biopolimero, foram realizados em duplicata (Tabela
2.2). Para efeito comparativo um ensaio de extracdo controle, sem
tratamento da biomassa, foi realizado e os resultados de recuperacéo e
pureza estdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Recuperagdo, pureza, massa molar (Mw) e indice de
polidispersdo (IP) de P(3HB) obtidos na extracdo com homogeneizador
a alta pressdo e solubilizagdo com carbonato de propileno, com variagdo
da pressdo de operacédo e do nimero de passagens (N° pas.) da biomassa
pelo equipamento, e resultados de recuperacdo e pureza para a extragdo
controle. Os dados de recuperagao e pureza correspondem a uma média
de dois ensaios com os respectivos desvios médios.

Pressdo N° Recuperacao Pureza Massa Ip
(bar) pas. (m/m) (%) (m/m) (%) molar
(Mw) (Da)
1300 2 97,7+125 978+125 3,34x10° 2,07
1300 3 96,1+2,85 986+041 1,68x10° 1,81
1200 3 91,3+1,0 96,3+2,67 185x10° 1,96
Controle -- 81,7x0,78 98,5+0,5 -- -

(--) Dados ndo determinados.

Embora a pressdo de operacdo e 0 numero de passagens da
suspensdo celular pelo equipamento sejam varidveis importantes no
processo de extracdo, estas ndo influenciaram os resultados de pureza
dos biopolimeros obtidos neste estudo, conforme pode ser observado
nos valores apresentado na Tabela 2.2, sendo que a pureza variou entre
96,3 a 98,6 % (m/m). Os resultados de recuperagdo de P(3HB), com o
método que combina homogeneizacdo sob alta pressdo e carbonato de
propileno, variaram entre 91,3 e 97,7% (m/m). A pressdo de
homogeneizacéo influenciou nos valores de recuperagdo de P(3HB),
visto que, com um incremento da pressdo de 1200 para 1300 bar e
mesmo numero de passagens obtiveram-se rendimentos de P(3HB) de
91,3 e 96,1 % (m/m), respectivamente. A extracdo realizada com
método controle apresentou recuperacdo de 81,7 % (m/m) com pureza
de 98,5% (m/m). Estes resultados indicam que com a aplicacdo da
homogeneizacdo sob alta pressdo no processo de extracdo ocorre 0
rompimento e/ou desestabilizacdo da parede celular, o que facilita a
acdo do solvente na solubilizacdo do polimero e, consequentemente,
maiores porcentagens de recuperacgdo de P(3HB) extraido. Os resultados
mostraram ainda que o nimero de passagens da suspensdo celular pelo
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homogeneizador ndo influenciou nos resultados de porcentagens de
recuperacdo obtidos.

Com relacdo a aplicacdo de homogeneizador a alta pressdo no
processo de downstream, alguns autores desenvolveram tecnologias de
extracdo de P(3HB), a partir de bactérias, com homogeneizador & alta
pressdo associado a tratamento quimico. Ghatnekar, Pai e Ganesh
(2002) utilizaram homogeneizador a alta pressdo e dodecil sulfato de
sodio (5% m/v) para extracdo de biopolimero produzido por
Methylobacterium sp, e obtiveram recuperagao polimérica de 98 % com
95 % de pureza (m/m). Ling et al. (1997) realizaram extracéo de P(3HB)
a partir de E. coli recombinante com homogeneizador a alta pressao e
hipoclorito de sodio, e obtiveram 80 % (m/m) de recuperacdo polimérica
com pureza de 96,5 % (m/m). Segundo esses autores, a utilizacdo de
homogeneizador a alta pressao na extracdo de P(3HB) pode acarretar na
formacdo de residuos celulares muito pequenos, que interferem na
pureza do biopolimero extraido. Nos dois processos de extracao citados,
0 material polimérico foi separado dos debris celulares por
centrifugacdo, podendo residuos celulares remanescentes ficarem
aderidos ao P(3HB). No entanto, acredita-se que essa interferéncia de
debris celulares ndo tenha influenciado na pureza do P(3HB) extraido no
presente estudo, visto que no método de extracdo aplicado, a separagdo
dessas impurezas da solucdo, composta por polimero e solvente, foi
realizada por filtracdo e os residuos celulares s6lidos foram retentados
nesta etapa. Essa diferenca entre as purezas dos polimeros extraidos
pode estar relacionada a possibilidade de um residual de solvente no
material polimérico.

Tamer, Moo-Young e Chisti (1998a) estudaram o rompimento
celular de Alcaligenes latus com homogeneizador a alta pressdo
(900 bar) para a recuperacdo de P(3HB). Estes autores avaliaram a
eficiéncia do método com a variacdo da concentracdo celular do caldo
cultivado e o nimero de passagens da suspensao pelo equipamento. Foi
observado que o desempenho do homogeneizador depende da
concentragdo da biomassa, ou seja, quanto mais concentrado o caldo
cultivado (17 a 45gL™) maior a eficiéncia da alta pressio no
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rompimento celular. Os autores também observaram que o nimero de
passagens pelo homogeneizador também apresentou influéncia no
processo de recuperagdo de P(3HB), pois a cada passagem da suspensédo
pelo equipamento foram obtidos resultados de recuperagdo cada vez
maiores, até a sexta passagem. O mesmo comportamento nao foi
observado no presente estudo, uma vez que, com a variagdo do nimero
de passagens (2 para 3) ndo foi observado incremento na porcentagem
de recuperacdo de P(3HB). Isso pode ser atribuido a pressdo de
homogeneizacdo utilizada neste trabalho ser superior a aplicada no
trabalho citado, além do fato do processo de homogeneizagdo sob alta
pressdo ser combinado com carbonato de propileno para a recuperagdo
de P(3HB).

O ndmero de passagens da suspensdo celular pelo
homogeneizador a alta pressao, influenciou diretamente na reducéo da
massa molar do biopolimero, visto que com uma passagem a mais do
caldo cultivado pelo homogeneizador a 1300 bar, a massa molar do
polimero reduziu em 50 %, de 3,34 x 10° para 1,68 x 10° Da. A variacéo
de pressdo apresentou influéncia na massa molar menos evidente que a
observada para a variabilidade do nimero de passagens, pois com um
incremento na pressdo do processo, 1200 para 1300 bar, e mesmo
numero de passagens pelo equipamento (trés) obteve-se uma reducéo de
10 % da massa molar. As Figuras A.1, A.2 e A.3 do Anexo | ilustram os
picos obtidos pela analise de GPC para quantificagdo da massa molar
das amostras poliméricas apresentadas na Tabela 2.2.

Segundo Canevarolo (2007), um polimero quando é submetido
a um processo de cisalhamento, tem suas cadeias principais mais longas
rompidas durante o fluxo cisalhante, por serem mais tensionadas
favorecendo a sua cisdo e consequente reducdo de sua massa molar. No
processo de homogeneizacdo por alta pressdo de biomassa bacteriana,
para recuperacdo de produto acumulado de forma intracelular, o
rompimento celular estad baseado na passagem da suspensdo, por uma
valvula com orificio estreito, resultando em uma despressurizagéo e
grande aumento da velocidade de escoamento, com consequente
cavitagdo e alta tensdo de cisalhamento (TRIBST; FRANCHI;
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CRISTIANINI, 2008). No presente estudo, foi observado que esse
processo ndo s6 ocasionou o0 rompimento celular, como também a cisdo
das cadeias do polimero, visto que a cada ciclo de alta pressdo da
biomassa contendo o polimero obteve-se também uma maior reducdo da
massa molar.

Kiveld et al. (2010) e Villay et al. (2012) estudaram o efeito de
maltiplas passagens de polissacarideos em homogeneizador & alta
pressdo e observaram que 0 processo causou uma despolimerizagdo,
quebra de cadeia e redugdo do tamanho molecular a cada passagem. De
acordo com Lagoueyte e Paquin (1998), a cadeia polimérica pode se
tornar mais susceptivel as degradacgdes induzidas pelo processo, uma vez
que a homogeneizacdo a alta pressdo deixa exposto um grande nimero
de agrupamentos que se tornam mais sensiveis a cada passagem pelo
homogeneizador.

Os indices de polidispersdo ficaram entre 1,81 e 2,07, valores
esses inferiores aos obtidos por Fiorese et al. (2009), que obtiveram 3,1.
A polidispersidade de um polimero caracteriza a homogeneidade da
distribuicdo do tamanho médio das cadeias poliméricas, quanto mais
préximo de 1 mais homogénea é a cadeia polimérica (CANEVAROLO,
2007).

O ensaio com pressdo de 1300 bar e duas passagens da
biomassa pelo homogeneizador (Ensaio 1) foi o que apresentou a menor
reducdo da massa molar do polimero, com porcentagem de recuperagio
e pureza de 97,7 % e 97,8 % (m/m), respectivamente. Este resultado
sugere a utilizagdo da pressdo de 1300 bar e 2 passagens da biomassa
pelo equipamento no método combinado de extracdo com
homogeneizador e carbonato de propileno, como melhor condigéo
testada.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=6506922562&amp;eid=2-s2.0-43849102148

Capitulo 2 115

2.3.2 Influéncia das variaveis de processo na extragdo com
ultrassom e carbonato de propileno

Na Tabela 2.3 sdo apresentados os resultados da porcentagem
de recuperagdo do P(3HB) obtido por extragcdo com carbonato de
propileno com a utilizacdo do tratamento da biomassa com rompimento
mecénico (ultrassom), variando-se a poténcia e o tempo do ciclo de
aplicacdo.

Tabela 2.3. Recuperagdo e pureza de P(3HB) extraido com ultrassom e
carbonato de propileno, variando-se a poténcia e o tempo de aplicacdo
do ultrassom (tempo ultrassom), comparado ao método de extracdo
controle. Em cada ensaio foram realizados trés ciclos de aplicacdo do
ultrassom na suspensao celular. A extracdo controle corresponde a uma
média de dois ensaios com 0s respectivos desvios medios.

Ensaio Poténcia Tempo ultrassom Recuperacao Pureza
(W) (s) (%) (%)
1 200 59 92,2 99,0
2 280 59 91,7 99,0
3 200 20 86,2 99,0
4 280 20 85,1 99,0
Controle - - 81,7+0,78 98,5+0,5

As extracbes realizadas nas suspensdes que sofreram o0s
tratamentos dos ensaios 1 e 2, com poténcias de 200 e 280 W,
respectivamente, ciclo de aplicacdo de 59 s, foram as que apresentaram
as maiores porcentagens de recuperacdo de P(3HB), de 92 %. De acordo
com Lourengo (2012), a intensidade da cavitagdo e, consequentemente,
de rompimento celular aumenta com a o aumento da poténcia (ou
amplitude) aplicada no sistema. O ensaio 1 ainda apresentou a vantagem
de utilizar poténcia inferior ao ensaio 2, o que resultaria em economia de
energia no processo. Com relacdo a porcentagem de pureza do
biopolimero extraido, nota-se que esta grandeza ndo sofreu influéncia
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nos ensaios realizados, uma vez que todos apresentaram pureza de 99 %
de P(3HB). Estes resultados de alta pureza observados na Tabela 2.3 se
devem a alta solubilidade do P(3HB) no carbonato de propileno e a
facilidade de separacdo do polimero do solvente, pela precipitagdo e
lavagem do polimero com &gua destilada de acordo com o método
proposto por Quines et al. (2015).

Lafferty e Heinzle (1979) utilizaram este mesmo solvente para
extracdo de P(3HB) e obtiveram recuperacdo, a partir de células secas de
Azotobacter chroococcum DSM 377, de 87 %, na temperatura de 140 °C
e tempo de contato de 30 min. Através dos resultados obtidos pelos
autores citados, € evidente a importancia do tratamento celular com
ultrassom, antes da etapa de recuperac¢do do biopolimero com carbonato
de propileno, para a obtencdo de porcentagens de recuperacdo de
P(3HB) mais elevadas no processo de extracao.

A extracdo realizada com o método controle apresentou
recuperacao de polimero de 81,7 % (m/m) com pureza de 98,5 % (m/m),
logo a aplicacdo de ultrassom na suspensdo celular mostrou-se eficaz
nos resultados de recuperacdo de P(3HB), pois com a combinacdo de
ultrassom e solvente de baixa toxicidade, carbonato de propileno,
obteve-se uma elevada recuperacdo (92 % m/m) de biopolimero com
99 % (m/m) de pureza.

Segundo Bigelow et al. (2008), alguns fatores como frequéncia
e amplitude (poténcia do ultrassom) do equipamento, assim como
temperatura e viscosidade do liquido influenciam no grau de cavitagdo
e, consequentemente, na eficiéncia do rompimento celular. Neves
(2006) estudou o rompimento de células de levedura com ultrassom
(poténcia maxima de 90 W) e observou que a eficiéncia do rompimento
celular foi dependente do tempo de aplicacdo, quanto maior o tempo de
aplicacdo, maior o rompimento celular.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que,
nas condicOes avaliadas de aplica¢do do ultrassom, o tempo do pulso de
aplicacdo do ultrassom influenciaram nos resultados de recuperacdo de
P(3HB), pois com o maior tempo do pulso de aplicagdo (59 s) foram
obtidos os maiores valores de recuperacao (92,2 %).
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Isto sugere a possibilidade da utilizacdo da menor poténcia de
aplicacdo do ultrassom para recuperacdo de P(3HB), evidenciando que a
aplicacdo do ultrassom com poténcia de 200 W é eficiente no
rompimento celular, facilitando assim a acdo do solvente na
solubilizagdo do biopolimero e, consequentemente, na maior
porcentagem de recuperacdo do mesmo a partir de biomassa bacteriana
com carbonato de propileno.

Penloglou, Chatzidoukas e Kiparissides (2012) utilizaram
ultrassom para etapa de rompimento celular de Azohydromonas lata
DSM 1123 para extracdo de P(3HB) com clorofdrmio. Foram aplicados
60 pulsos de 30s de ultrassonificacdo (poténcia de 500 W) e 5s de
intervalo entre cada ciclo de aplicagdo. A solubilizagdo do biopolimero
foi realizada com cloroférmio a 30 °C durante 1,5h sob agitacdo
constante, e o polimero foi precipitado com a adi¢cdo de metanol. A
recuperacdo de P(3HB) obtida foi de 95 % (m/m). Embora com a
utilizacdo deste método elevada porcentagem de recuperacdo de
biopolimero tenha sido obtida, a utilizacdo de solvente clorado no
processo de extracdo de P(3HB) é contraditoria, tendo em vista que estes
polimeros estéo sendo estudados como alternativa viavel para substituir
os plasticos petroquimicos e, consequentemente, reduzir os impactos
ambientais. O presente estudo apresenta vantagens em relacdo ao
processo de extracdo citado, pois com a melhor condicdo de tratamento
da biomassa com ultrassom (Ensaio 1), obtida neste trabalho (poténcia
200 W, trés ciclos de aplicacdo de 59 s de pulso), e solvente de baixa
toxicidade, carbonato de propileno, obteve-se um elevado rendimento de
P(3HB) recuperado (92,2 %) com elevada pureza (99,0 %).

2.4 Consideracoes finais

No método de extracdo que combina a aplicacdo de
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, a melhor
condicdo de homogeneizacdo da suspensdo celular foi obtida com a
pressdo de 1300 bar e duas passagens pelo equipamento, pois foram
obtidos os melhores resultados de recuperagdo de P(3HB) e menor
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degradacdo da massa molar. O aumento do nimero de passagens da
suspensdo celular pelo homogeneizador influenciou diretamente na
reducdo da massa molar do biopolimero.

O tratamento com ultrassom da biomassa mostrou-se eficaz nos
resultados de extracdo de P(3HB), pois foi possivel a obtencdo de
elevada recuperacdo polimérica. A melhor condi¢do de tratamento da
biomassa com ultrassom foi na poténcia de 200 W e trés ciclos de
aplicacdo de 59 s. A porcentagem de pureza do polimero extraido ndo
sofreu influéncia das variaveis de ultrassonificacdo estudadas, uma vez
que todos apresentaram pureza de 99 %. Com 0 maior tempo de
aplicacdo do ultrassom, obteve-se maior porcentagem de recuperagéo de
P(3HB).

Os métodos de extracdo, homogeneizador a alta pressdo e
carbonato de propileno e ultrassom e solvente, estudados neste capitulo
mostraram-se eficazes nos resultados de pureza e recuperacdo de
P(3HB) no processo de extragdo, quando comparado com o método
controle.

Ao final deste capitulo algumas questbes foram levantadas,
como:
e Possibilidade de aplicacdo de outros tratamentos da biomassa,
como o térmico (Quines, 2010);

o Dependendo do tratamento da biomassa, seria necessaria a
aplicacdo de temperatura de 150 °C na extracdo com carbonato
de propileno;

e Dependendo do tratamento da biomassa, seria possivel reduzir
0 tempo de contato das células com o carbonato de propileno
aquecido.

Frente ao exposto, o estudo do capitulo a seguir foi
desenvolvido  buscando  responder  esses  questionamentos.



AVALIAGAO CINETICA DA INFLUENCIA DE VARIAVEIS DE
PROCESSO DE EXTRAGAO SOBRE A RECUPERAGAO,
PUREZA E MASSA MOLAR DO POLIMERO EXTRAIDO

Complementando os aspectos abordados no capitulo 2, com a
definicdo das condi¢des de aplicagdo do ultrassom e de
Homogeneizador a alta pressdo na biomassa definidas, este capitulo
apresenta o estudo da influéncia da aplicacdo de diferentes tratamentos
na biomassa (aplicacdo de ultrassom, passagem pelo homogeneizador a
alta pressdo e aplicacdo de tratamento térmico) associado a recuperagdo
polimérica com carbonato de propileno, sobre a porcentagem de
recuperacdo de P(3HB) e também sobre o tempo de processo. A partir
destas respostas, pretende-se definir o melhor tratamento da biomassa a
ser associado a recuperacdo de P(3HB) com carbonato de propileno.
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3.1 Introducéo

Por se tratar de um produto intracelular, o P(3HB) deve ser
extraido das células ao término do cultivo (MADISON; HUISMAN,
1999). O tratamento da biomassa ap6s o cultivo, para a extragcdo do
P(3HB) acumulado, é uma etapa de extrema importancia, pois pode
acarretar em alteragdes nas propriedades do produto final. Para
simplificar a ruptura celular e aumentar a recuperacdo de P(3HB), uma
etapa de tratamento da biomassa pode ser realizada, podendo empregar
produtos quimicos como &cidos e bases, tratamento térmico e tratamento
mecanico, como a utilizagdo de ultrassom e homogeneizador a alta
pressdo (FIORESE et al., 2009; PENLOGLOU; CHATZIDOUKAS;
KIPARISSIDES, 2012; GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002).

Métodos mecénicos de ruptura celular para recuperacdo de
PHAs vém sendo aplicados em conjunto com solventes, digestores
quimicos ou enzimaticos e representam uma das etapas de um processo
de extracdo (rompimento celular), sendo necessarias etapas posteriores
para a recuperacdo e purificacdo do biopolimero (TAMER; MOO-
YOUNG; CHISTI, 1998b; GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002).
Entretanto, ap6s o rompimento mecénico, a escolha criteriosa do
solvente e das condicdes operacionais do processo de extracdo €
fundamental para manter ao maximo a integridade do biopolimero,
levando em consideracdo que as caracteristicas do mesmo dependem
diretamente do tratamento da biomassa, do solvente utilizado, da
temperatura de aquecimento utilizada e do tempo de contato do
polimero com o solvente (GUMEL; ANNUAR; CHISTI, 2012;
CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2010). Dentre os solventes
utilizados, destaca-se o carbonato de propileno, por possuir baixa
toxicidade e alto ponto de ebulicio (McCHALICHER; SRIENC,
ROUSE, 20009).

Como apresentado no capitulo 2, o tratamento da biomassa
associado a recuperacdo polimérica com carbonato de propileno é de
fundamental importancia para a obtencdo de maiores porcentagens de
recuperacdo de P(3HB) no processo de extragdo. Por este motivo, 0
tratamento da biomassa com métodos mecénicos, homogeneizador a alta
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pressdo e ultrassom, se mostra uma boa alternativa para romper e/ou
desestabilizar as células e facilitar a acdo do solvente na etapa de
recuperacdo polimérica do processo de extracdo. As condi¢Bes de
tratamento da biomassa com o0s métodos mecénicos, ultrassom e
homogeneizador a alta pressdo, definidas no capitulo 2, foram obtidas a
partir da recuperagdo polimérica com carbonato de propileno aquecido a
150° C durante 45 min.

Neste sentido, o objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar a
influéncia da temperatura de extracdo e do tempo de contato das células
com o solvente carbonato de propileno, combinando a utilizagdo de
métodos mecanicos (ultrassom e homogeneizador a alta pressdo), sobre
os valores de pureza e recuperacdo de P(3HB) extraido de Cupriavidus
necator DSM 545, propondo um método de extracdo alternativo ao
estudado por Quines et al. (2015), que combinava a utilizagdo de
tratamento térmico da biomassa com carbonato de propileno. Assim,
estabelecer o melhor tratamento da biomassa para ser aplicado em
conjunto com carbonato de propileno no processo de extracdo de
P(3HB), considerando resultados de recuperacao de biopolimero, pureza
e tempo de contato das células com o solvente. Por fim, no melhor
método de extracdo selecionado, avaliar a influéncia deste na massa
molar do polimero extraido em cada tempo de contato do ensaio
cinético.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Biomassa

As biomassas de Cupriavidus necator DSM 545 contendo
P(3HB) foram produzidas utilizando-se glicose e frutose como substrato
e nitrogénio como nutriente limitante. Neste capitulo as biomassas
utilizadas  foram  provenientes de diferentes cultivos e,
consequentemente, continham diferentes porcentagens de P(3HB)
acumulado.
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3.2.2 Extracgao de P(3HB) com diferentes tratamentos da biomassa

A Figura 3.1 apresenta o fluxograma das etapas de extracdo
com a aplicacdo dos métodos abordados neste capitulo, que sédo os
seguintes: térmico, ultrassom, homogeneizador a alta presséo e controle
(com apenas o carbonato de propileno e sem tratamento da biomassa).
As etapas envolvidas em cada processo de extracdo de P(3HB), a partir
de C. necator, sdo descritas nos itens a seguir, sendo que cada etapa esta
identificada com a respectiva numeracéo da Figura 3.1.

Figura 3.1. Etapas envolvidas nos processos de extracdo de P(3HB)
estudadas neste capitulo: térmico, ultrassom, homogeneizador a alta
pressdo todos seguidos pela extragdo com carbonato de propileno (CP),
além do controle apenas com o CP.
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1 — Biorreator com caldo cultivado (células com polimero acumulado e
meio de cultivo); 2- Tratamento da biomassa (térmico, ultrassom e
homogeneizador a alta pressdo); 3 — Separacdo das células do caldo de
cultivo por centrifugacdo a 2000 g por 15 min e lavagem com &gua
destilada, esta é a primeira etapa do ensaio controle ap6s a producéo; 4 —
Secagem das células a 65 °C durante 24 h; 5 — Recuperagdo de P(3HB),
onde ocorre a solubilizagdo do material polimérico no solvente, mistura
das células com carbonato de propileno (CP) sob agitagdo e
aquecimento (130 e 150 °C) durante 5, 15, 30 e 45 min.

3.2.2.1 Tratamento da biomassa

3.2.2.1.1 Tratamento térmico da biomassa

Apos o término do cultivo de C. necator (etapa 1 na Figura 3.1),
elevou-se a temperatura da suspensdo de biomassa para 95 °C durante
45min (etapa 2 na Figura 3.1), para inativar a enzima PHA
depolimerase, responsavel pela degradagédo do biopolimero, e desnaturar
as proteinas da membrana e, consequentemente, desestabilizar a parede
celular e facilitar a acdo do solvente na solubilizacdo do P(3HB)
intracelular (KAPRITCHKOFF et al., 2000). Posteriormente, a
biomassa foi centrifugada e lavada com agua destilada e o sobrenadante
descartado (etapa 3 da Figura 3.1). O precipitado (células com P(3HB))
foi submetido a secagem (etapa 4 da Figura 3.1). A biomassa utilizada
nestes ensaios apresentava 73,0 % (m/m) de P(3HB).

3.2.2.1.2 Tratamento da biomassa com ultrassom

No tratamento da biomassa com ultrassom, o equipamento
utilizado foi 0 mesmo descrito no item 2.2.2.3.1 do capitulo 2. As
variaveis do processo de ultrassonificacdo, tempo de aplicacdo do
ultrassom e poténcia, foram definidas a partir dos resultados
apresentados no capitulo 2. Apés o cultivo (etapa 1 na Figura 3.1), trés
ciclos de aplicagdo do ultrassom na suspenséo celular foram realizados
(tempo de aplicacdo de 59 s) na poténcia de 200 W (etapa 2 da Figura
3.1) (condicBes de ultrassonificacdo definidas no capitulo 2). Apds este
tratamento, a suspensdo celular foi centrifugada (etapa 3 da Figura 3.1),
as células lavadas com agua destilada e centrifugadas novamente, na
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mesma condicdo. Finalmente, as células foram submetidas a secagem
(etapa 4 da Figura 3.1). Nestes ensaios, foi utilizada biomassa que
continha 69,0 % (m/m) de P(3HB) acumulado.

3.2.2.1.3 Tratamento da biomassa com homogeneizador & alta presséo

Para o tratamento da biomassa com homogeneizador a alta
pressdo, foi utilizado o mesmo equipamento descrito no item 2.2.2.2.1
do capitulo 2. As varidveis do processo de homogeneizacdo, pressdo
aplicada e nimero de passagens pelo equipamento, foram definidas no
capitulo 2. Nestes ensaios, as suspensdes celulares (etapa 1 da Figura
3.1), contendo as células com P(3HB) e meio de cultivo, foram
submetidas a homogeneizagdo sob alta presséo (etapa 2 da Figura 3.1),
para rompimento celular, a 1300 bar e dois ciclos de aplicacdo.
Posteriormente, as células foram separadas do caldo de cultivo por
centrifugacdo (etapa 3 da Figura 3.1) e o precipitado foi lavado duas
vezes com agua destilada e submetido a secagem (etapa 4 da Figura
3.1). As biomassas utilizadas nestes ensaios foram provenientes de
diferentes cultivos e, consequentemente, continham diferentes
porcentagens de polimero acumulado, sendo 35,0 e 69,0 % (m/m).

3.2.2.2 Estudo cinético da recupera¢do de P(3HB)

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tempo de contato
(células com solvente) e a possibilidade de reducdo da temperatura de
processo (de 150 para 130 °C) nos resultados de pureza e recuperagdo
polimérica, ensaios cinéticos de recuperacdo de P(3HB) com carbonato
de propileno (CP) foram realizados, em diferentes tempos de contato
células/solvente e temperaturas de aquecimento, a partir de biomassas
sem tratamento e tratadas com diferentes métodos (térmico, ultrassom e
homogeneizador a alta pressdo). Estes ensaios foram realizados de
acordo com o método de recuperacdo de P(3HB) descrito no item
2.2.2.1 do capitulo 2, onde 4 g de células secas foram suspensas em
26 mL de CP nas diferentes temperaturas de aquecimento das células
com o solvente, 130 e 150 °C, variando-se os tempos de contato das
células com o solvente: 5, 15, 30 e 45 min.
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A biomassa utilizada nos ensaios de extracdo controle, sem
tratamento da biomassa, apresentava 73,0 % (m/m) de P(3HB).

3.2.3 Determinacéo de P(3HB)

Conforme o método descrito no item 2.2.3 do capitulo 2.

3.2.4 Determinacdo da massa molar de P(3HB)

Estudou-se a influéncia do tempo de contato células/solvente na
degradacdo da massa molar do P(3HB), pela determinacdo da massa
molar dos polimeros extraidos com os diferentes métodos, controle e
com homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, a 150 °C
apos cada tempo de contato das células com o solvente (5, 15, 30 e
45 min).

A determinacdo da massa molar das amostras de P(3HB) foi
realizada conforme o método descrito no item 2.2.4 do capitulo 2.

3.3 Resultados e Discussédo

3.3.1 Ensaios cinéticos de extracdo de P(3HB) com diferentes
tratamentos da biomassa

Nos ensaios de extracdo realizados, para qualquer método de
tratamento da biomassa até esta etapa do trabalho, utilizou-se 45 min de
tempo de contato das células com o solvente, aquecido a 150 °C, na
extracdo de P(3HB). Com o objetivo de verificar a possibilidade de
reducdo deste tempo e temperatura realizaram-se ensaios cinéticos de
recuperacdo de P(3HB) com carbonato de propileno, a partir de
biomassas tratadas termicamente, com ultrassom e com homogeneizagéo
a alta pressdo, e sem tratamento (controle), com variagBes na
temperatura de aquecimento (130 e 150 °C) e no tempo de contato da
biomassa com o solvente (5, 15, 30 e 45 min). O tratamento térmico da
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biomassa foi aplicado neste estudo, pois Quines et al. (2015) estudaram
a extragdo de P(3HB) de C. necator e os resultados de recuperagdo
polimérica mais elevados foram obtidos com este tratamento da
biomassa, combinado com a aplicacdo de carbonato de propileno.

A Figura 3.2 mostra os resultados de porcentagem de pureza e
recuperacdo de P(3HB) das cinéticas do ensaio controle, a partir de
biomassa de C. necator (sem tratamento), obtidos por extracdo com
carbonato de propileno a 130 e 150 °C (dados em duplicata).

Conforme se observa na Figura 3.2, o tempo de contato das
células com o solvente influi na porcentagem de recuperacgéo de P(3HB)
extraido com no ensaio controle, visto que o maior rendimento obtido,
81,7 % (m/m), foi no tempo de 45 min e aquecimento a 150° C. O
mesmo ndo foi observado para a resposta de pureza do P(3HB) extraido,
pois esta grandeza nado foi influenciada pelo tempo de contato, ficando
em torno de 99,0 % (m/m).

Os resultados de porcentagens de pureza e recuperagdo
polimérica para todas as cinéticas de extracdo de P(3HB) de biomassas
tratadas com ultrassom, termicamente e homogeneizador, estdo
apresentados nas Figuras 3.3, 3.4 e 3.5.

Vale ressaltar que com o método de recuperacao polimérica com
carbonato de propileno (solvente verde) usado no presente trabalho foi
possivel a obtengdo de P(3HB) de elevada pureza. Estes resultados de
alta pureza se devem a alta solubilidade do P(3HB) no carbonato de
propileno e a facilidade de separacdo do polimero do solvente, pela
precipitacdo e lavagem do polimero com &gua destilada, de acordo com
0 método proposto.
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Figura 3.2. Recuperagdo e pureza de P(3HB) obtidas nas cinéticas de
extracdo com carbonato de propileno (controle) a 130 °C (A) e 150 °C
(B), a partir de biomassa de C. necator com 73,0 % de P(3HB), sem
tratamento.
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Figura 3.3. Recuperacdo e pureza de P(3HB) obtidas nas cinéticas de extracdo
com carbonato de propileno a 130 °C (A) e 150 °C (B), a partir de biomassa de
C. necator com 69,0 % de P(3HB), tratada com ultrassom.
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Figura 3.4. Recuperacdo e pureza de P(3HB) obtidas nas cinéticas de
extracdo com carbonato de propileno a 130 °C (A) e 150 °C (B), a partir
de biomassa de C. necator com 73,0 %, tratada termicamente.
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Figura 3.5. Recuperacdo e pureza de P(3HB) obtidas nas cinéticas de
extracdo com carbonato de propileno a 130 °C (A) e 150°C (B e C), a
partir de biomassas de C. necator, tratadas com homogeneizador.
Extracdo de biomassa com 35 % de biopolimero (A e B); Extracdo de
biomassa com 69,0 % de biopolimero (C).
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As variaveis tempo de contato das células com solvente
aquecido, temperatura de extracdo e tratamento da biomassa néo
influenciaram nos resultados de pureza do P(3HB) extraido de C.
necator. As porcentagens de pureza permaneceram entre 95,0 e 99,0 %
(m/m) em todas as condicGes de extracdo estudadas. Fiorese et al.
(2009) obtiveram P(3HB) com pureza de 84 % na extracdo com o
mesmo solvente a 130 °C durante 30 min. No método citado, foi
aplicado o dobro do volume de solvente na etapa de recuperagédo
polimérica (relagéo células/solvente de 0,075 g.mL™), que o utilizado no
presente estudo, 0,15 g.mL™. Ainda, na recuperagdo polimérica com
carbonato de propileno, nas etapas de precipitacdo e lavagem do
P(3HB), estes autores utilizaram acetona como ndo solvente, enquanto
que neste estudo agua destilada foi utilizada, o que torna o processo
menos poluente e sem geracdo de residuos liquidos toxicos. Hahn et al.
(1997), ao utilizarem hipoclorito de sédio na extracdo de P(3HB) a
partir de C. necator, obtiveram um polimero com pureza de 88 %
(m/m).

Percebe-se que, nas extracles realizadas na temperatura de
130 °C, as porcentagens de recuperacdao de biopolimero obtidas foram
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inferiores quando comparadas com as extracdes a 150 °C. Isto pode ser
atribuido a menor solubilidade do polimero em carbonato de propileno a
130 °C e também, a perda de polimero no processo de extracdo, devido a
formacdo de uma solucdo polimérica viscosa, que dificultou a etapa de
filtracdo durante a separacéo dos residuos celulares da solugdo contendo
P(3HB) e solvente.

O aumento do tempo de extragdo levou ao aumento das
porcentagens de P(3HB) recuperado para as diferentes temperaturas de
extracdo testadas. Cabe ressaltar, entretanto que, na Figura 3.5 B, que
mostra as respostas do ensaio cinético com homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno (150 °C), de biomassa com 35,0 %
(m/m) de P(3HB), em apenas 5 min obteve-se 94,4 % (m/m) e com o
aumento no tempo de extracdo, as porcentagens de recuperacdo de
P(3HB) apresentaram valores muito proximos.

Ainda na Figura 3.5 (tratamento com homogeneizador a alta
pressdo), na extragdo realizada de biomassa com 69,0 % (m/m), a partir
de 15min de tempo de contato células/solvente, observa-se que as
porcentagens de recuperacdo de P(3HB) permanecem semelhantes, entre
98,5 e 99,0 % (m/m). Porém, o tempo de contato das células com o
solvente, nas extragdes realizadas com este mesmo método a 130 °C,
apresentou influéncia nos resultados de recuperacdo de P(3HB), pois
com o0 aumento do tempo de contato obteve-se uma maior porcentagem
de polimero recuperado, contudo estes nao foram satisfatérios e ficaram
entre 57,4 e 75,5 % (m/m).

Nota—se na Figura 3.3 B que, na cinética de recuperacdo de
biomassa tratada com ultrassom, o maior valor de recuperacdo de
P(3HB), 91,5 % (m/m), foi obtido na extragdo realizada a 150 °C por
45 min. Enquanto que, com a utilizacdo da temperatura de extracdo de
130 °C a maior porcentagem de recuperacgdo de P(3HB) (82,0 % (m/m))
obtida foi no tempo de 45 min.

Conforme se observa na Figura 3.4B, o resultado de
recuperacdo de biopolimero mais elevado (92,1 % (m/m)) obtido nas
cinéticas de extracdo, a partir de biomassa tratada termicamente, foi com
a temperatura e tempo de extracdo de 150 °C e 45 min, respectivamente.
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Nas cinéticas realizadas com homogeneizador a alta pressao e
carbonato de propileno, as porcentagens de pureza ficaram entre 97,0 e
99,0% (m/m) e os valores de recuperacdo polimérica entre 92,8 e
99,0 % (m/m). Os resultados de recuperacdo de P(3HB) mais elevados,
de 98,5 e 99,0°% (m/m), foram obtidos na cinética de extracdo, a partir
de biomassa com 69,0 %(m/m) de biopolimero, a 150°C e em tempos de
contato das células com o solvente superiores a 15 min. Contudo, em
apenas 5 min de extra¢do, com este método, nos dois ensaios cinéticos
de recuperacdo de P(3HB) realizados a 150 °C, foi possivel a obtencédo
de porcentagens de recuperagdo em polimero de 94,4 e 92,8 % (m/m),
enquanto que a extracdo controle no mesmo tempo de contato
apresentou recuperacdo polimérica de 61,0 %. Observa-se ainda, que
com 0 método de extracdo de P(3HB) com homogeneizador a alta
pressdo e solvente, a partir de biomassas com distintos teores de
polimero (35 e 69 %), os dados obtidos de porcentagens de recuperagdo
foram muito proximos. Estes resultados sugerem que o tratamento da
biomassa a alta pressdo, nas condigdes estudadas, foi eficiente para o
rompimento celular de C. necator, o que facilitou a acdo do carbonato
de propileno na recuperagdo de P(3HB), na qual 5 min de contato das
células com o solvente a 150 °C foi o suficiente para a obtencdo de
elevadas porcentagens de recuperacdo de polimero extraido.

A utilizacdo de homogeneizador a alta pressdo combinado com
reagente quimico (solvente/digestor) no processo de extracdo de
P(3HB), a partir de bactéria, para promover a desestabilizacdo e/ou
rompimento celular e, assim, melhorar a recuperagdo do polimero é
citada na literatura por diversos autores, com aplicacdo de pressdes de
homogeneizacdo que variam entre 390 e 1600 bar (GHATNEKAR; PAI,
GANESH, 2002; TAMER, MOO-YOUNG e CHISTI, 1998 a, VAN
HEE et al., 2004). No entanto, este estudo é o primeiro a utilizar este
tratamento mecanico, para rompimento celular de C. necator, em
conjunto com a recuperacdo polimérica com carbonato de propileno
como processo de extracdo de P(3HB).

Com base nos ensaios cinéticos de extragdo de P(3HB)
realizados, a partir de biomassas tratadas, nota-se que todos os



Capitulo 3 134

tratamentos da biomassa ensaiados associados a recuperacdo polimérica
com carbonato de propileno apresentaram valores de recuperagdo de
P(3HB) superiores aos obtidos com o método de extracdo controle. No
entanto, salienta-se a eficiéncia do tratamento com homogeneizador a
alta pressdo, para rompimento e/ou desestabilizacdo celular, nos
resultados das extracdes realizadas a 150 °C por 5 min, visto que o
tempo de extracdo pode ser reduzido de 45 para 5 min com recuperacao
de P(3HB) elevada. Isso é de grande importancia no processo de
extragdo de P(3HB), a partir de C. necator, pois proporciona
consequente economia de energia no processo.

3.3.2 Influéncia do método de extracdo de P(3HB) com
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno na massa
molar polimérica

Posterior a definicdo do método de extracdo de P(3HB) mais
eficiente, ou seja, homogeneizador a alta pressdo e carbonato de
propileno, conforme apresentado no item anterior, buscou-se avaliar a
influéncia do tempo de contato das células com o solvente, sob
aquecimento (150 °C), na redu¢do da massa molar do P(3HB) extraido.
Para isso, foram determinadas as massas molares dos polimeros
extraidos, a 150 °C, em cada tempo de contato das células com o
solvente (5, 15, 30 e 45 min). Além disso, para fins comparativos,
determinaram-se também as massas molares dos biopolimeros extraidos
com o método controle, nas mesmas condi¢es (temperatura de
aquecimento e tempo de extracéo).

Os resultados de recuperagdo e pureza mostrados na Figura
3.6 B sdo referentes a média dos resultados apresentados nas Figuras
3.5 B e 3.5 C (extragdo com homogeneizador a alta pressao e carbonato
de propileno). Estes resultados foram incluidos nesta figura para facilitar
a visualizacdo do efeito do método de extracdo com homogeneizador a
alta pressdo e carbonato de propileno sobre os resultados de
recuperacao, pureza, massa molar e indice de polidispersdo do polimero
extraido.



Capitulo 3 135

Na Figura 3.6 estdo apresentados os dados de recuperacao,
pureza, massa molar e indice de polidispersao das extracfes de P(3HB),
realizadas a 150 °C nos tempos de contato de 5, 15, 30 e 45 min, para o
método de extracdo controle (A) e para 0 método de extracdo que
combina alta pressdo e carbonato de propileno (B). No Anexo Il
apresenta-se 0s cromatogramas obtidos pela analise de GPC, para a
guantificacdo dos valores de massa molar apresentados na Figura 3.6.

Figura 3.6. Recuperagdo de P(3HB), pureza, massa molar e indice de
polidispersdo em funcdo do tempo de extracdo a 150 °C com: (A)
método controle; (B) com o método sob alta pressdo (1300 bar, 2
passagens) e carbonato de propileno. Os dados de porcentagem de
recuperacdo e porcentagem de pureza correspondem a média de dois
ensaios de extracdo e 0s respectivos desvios médios estdo representados
pelas barras de erro.
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Através dos resultados de recuperacdo obtidos, é evidente a
importancia do método de extracdo com alta pressao e solvente, no que
se refere a extracdo de P(3HB) para a obtencdo de porcentagens de
recuperacdo mais elevadas e reducdo do tempo de contato das células
com o solvente.

Ao se analisar a Figura 3.6 (A e B), percebe-se uma reducéo da
massa molar do P(3HB) com o aumento do tempo de contato da
biomassa com o solvente a 150 °C. No intervalo entre 5 e 45 min de
extracdo, a massa molar do polimero foi reduzida em torno de 50 % nos
ensaios de extragdo com homogeneizador e carbonato de propileno
(4,53 x 10° para 2,25 x 10° Da) e 67 % (m/m) nas extracdes realizadas
somente com carbonato de propileno (3,29 x 10° para 1,09 x 10° Da).

McChalicher, Srienc e Rouse (2009) investigaram a degradacéo
da cadeia polimérica de P(3HB) Biopol® em carbonato de propileno, em
funcdo do tempo e temperatura de aquecimento (150 °C) e a reducéo da
massa molar de 2,1 x 10° para 9 x 10* Da foi observada, para os tempos
de contato polimero/solvente de 0 e 20 min, respectivamente. Em ambos
0s estudos, a medida que ocorre aumento do tempo de contato do
polimero com o solvente, sob aquecimento a 150 °C, a reducdo da
massa molar foi mais acentuada. Este fato esta relacionado a degradagéo
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térmica do P(3HB), pois 0s ensaios cinéticos de extracdo foram
realizados a 150 °C e a exposicdo de um polimero ao calor, dependendo
da intensidade e tempo de contato, pode acarretar em um processo de
degradagdo térmica com cisdo aleatoria da cadeia (CANEVAROLO,
2007; MODI; KOELLING; VODOVOTZ, 2011). Essa degradagédo
ocorre quando a energia térmica imposta no sistema € superior as
energias de ligacdo da cadeia polimérica, ocasionando a quebra (cisao)
da cadeia principal polimérica, através da reacdo de cisdo de cadeia
aleatoria que envolve, principalmente, reagdo de eliminagdo cis de p-CH
e uma transi¢cdo de anel de seis membros, resultando em redugdo da
massa molar do biopolimero devido a possibilidade de formagdo de
produtos como é&cido crotbnico e varios oligbmeros (polimeros de
cadeias menores, de baixa massa molar) (GRASSIE; MURRAY;
HOLMES, 1984; ARIFFIN et al., 2008; HABLOT et al., 2008).

Estudos descrevem que a degradacdo térmica de P(3HB) tem
inicio em temperaturas entre 180 e 200 °C (GRASSIE; MURRAY;
HOLMES, 1984; DOAN; NGUYEN, 2012). Entretanto, de acordo com
McChalicher, Srienc e Rouse (2009) quando este polimero esta
solubilizado em um solvente sob aquecimento, a temperatura de
degradacdo pode ser alterada, devido a possibilidade de interacdo do
polimero com o solvente, diminuindo a energia de ativacdo entre as
ligacbGes da cadeia polimérica resultando na redugdo da massa molar
polimérica sob temperaturas de degradacédo inferiores as reportadas na
literatura. Segundo os autores, quando o P(3HB) é dissolvido em
carbonato de propileno, a energia de ativacdo das ligagOes da cadeia
polimérica é reduzida devido a participacdo do solvente neste
mecanismo quimico, reduzindo consequentemente a temperatura de
degradacdo do polimero.

Lafferty e Heinzle (1979) também observaram reducdo da
massa molar do polimero com o aumento do tempo de contato das
células de Azotobacter chroococcum DSM 377 com carbonato de
propileno a 140 °C na extragdo de P(3HB). A massa molar do P(3HB),
ap6s 14 min de extracio, foi de 6,6 x 10° Da e, com 30 min de extragio,
a massa molar reduziu em 83 %, para 1,1 x 10° Da. Esta redugéo foi
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mais acentuada do que a observada no presente estudo. Estes autores
obtiveram recuperacdo de P(3HB) de 87 %, na temperatura de 140 °C e
tempo de contato de 30 min. Porém, a pureza do polimero ndo foi
avaliada.

A reducdo da massa molar de P(3HB) extraido de C. necator
com carbonato de propileno foi avaliada por Fiorese et al. (2009). No
estudo desses autores, extragdes, a 145 °C com tempo de contato de 15 e
45 min foram realizadas, observando-se uma reducdo da massa molar do
polimero extraido superior a 50 %, neste intervalo de tempo. Os
melhores resultados obtidos por estes autores, para porcentagem de
pureza (84 %) e de recuperacdo (95 %) de P(3HB) com carbonato de
propileno, foram a 130 °C por 30 min. Lafferty e Heinzle (1979)
obtiveram recuperacdo de 87 %, a partir de células secas de Azotobacter
chroococcum DSM 377, na temperatura de 140 °C e tempo de contato
de 30 min, porém a pureza do polimero ndo foi avaliada. Através dos
resultados obtidos pelos autores citados é evidente a importancia do
tratamento da biomassa, com homogeneizador a alta pressdo, e
recuperacdo com carbonato de propileno nos resultados de extracdo de
P(3HB) para a obtencdo de porcentagens de recuperacdo poliméricas
mais elevadas.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho, com os
métodos propostos por Fiorese et al. (2009) e Lafferty e Heinzle (1979),
0 presente estudo apresentou vantagens em relagdo ao processo, pois foi
possivel obter 93,6 % (m/m) de recuperacdo do polimero com 99 %
(m/m) de pureza em menor tempo de contato das células com o
solvente, sob aquecimento, e menor degradacdo da massa molar
polimérica, devido a reducdo do tempo de contato de 45 para 5 min.
Desse modo, a extracdo realizada a 150 °C durante 5 min representou a
melhor condi¢do para uma menor reducdo da massa molar do P(3HB),
com porcentagens de recuperagdo (93,6 % (m/m)) e pureza (99 %
(m/m)) elevadas. Os indices de polidispersao foram de 1,72 e 2,16.
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3.4 Consideragdes finais

O tempo e a temperatura de extracdo ndo influenciaram nos
resultados de porcentagem de pureza dos polimeros obtidos nos ensaios
cinéticos realizados.

Verificou-se que a temperatura de extracdo influenciou nos
resultados de porcentagem de recuperacdo de P(3HB) em todos os
ensaios cinéticos de extracdo. O tempo de extracdo apresentou
influéncia nos resultados de recuperacdo de P(3HB) obtidos a partir de
biomassas tratadas termicamente e tratadas com ultrassom, pois quanto
maior o tempo de extracdo, maior a porcentagem de P(3HB) obtido
(dentro da faixa estudada).

O método de extracdo de P(3HB), que associa o tratamento da
biomassa com homogeneizador a alta presséo e recuperacao polimérica
com carbonato de propileno, foi definido como o mais eficiente para a
obtencdo de elevadas porcentagens de recuperacdo de P(3HB) em um
menor tempo de contato das células com o solvente.

Nas cinéticas de extracdo, com os métodos controle e de
homogeneizacdo de alta pressdo e solvente, foi possivel observar uma
reducdo da massa molar do polimero com o aumento do tempo de
contato célula/solvente, sob aquecimento.

Com o tratamento da biomassa com homogeneizador a alta
pressdo associado a recuperacdo de P(3HB) com carbonato de propileno
a 150 °C e tempo de contato célula/solvente de 5 min, foram obtidas
porcentagens de recuperacdo polimérica e pureza elevadas, além da
menor redugdo da massa molar do polimero extraido. Assim, salienta-se
a eficiéncia do método de extragdo proposto, visto que foi possivel a
obtencgdo de elevada recuperagdo de P(3HB) e o tempo de extragéo pode
ser reduzido de 45 para 5 min. Essa reducdo é de grande importancia no
processo, pois proporciona economia de energia e a obtencdo de um
polimero com massa molar mais preservada.

No final dessa etapa do estudo (capitulo 3) alguns
guestionamentos surgiram, como:
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e Seria possivel a aplicacdo de pressdes de homogeneizacdo
inferiores as estudadas;

e O tratamento da biomassa com apenas uma passagem no
homogeneizador a alta pressao seria eficiente na recuperacéo de
P(3HB);

e O tempo de contato das células com o solvente aquecido
influenciaria nos resultados de recuperacdo polimérica com a
variagdo da pressdo de homogeneizacdo e do numero de
passagens;

e Os tempos de repouso e agitagdo do processo de extragdo com
carbonato de propileno sdo realmente necessarios? Qual a
influéncia destes tempos na pureza, recuperagdo e massa molar
do polimero extraido.

De acordo com as questfes citadas acima, o0 capitulo seguinte
foi desenvolvido buscando responde-las.



ESTUDO DAS VARIAVEIS DO PROCESSO DE
HOMOGENEIZACAO SOB ALTA PRESSAO E CARBONATO
DE PROPILENO NA RECUPERACAO, PUREZAE
CARACTERISTICAS DO POLIMERO EXTRAIDO

A partir dos estudos realizados e das conclusdes delineadas até
esta etapa, neste capitulo optou-se por aprimorar 0 método de extracdo
com homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, visando
elevadas porcentagens de recuperacdo polimérica, com o estudo do
efeito da pressdo e do nimero de passagens, além da verificacdo da
influéncia deste método nas caracteristicas do polimero extraido.
Conforme apresentado e discutido no capitulo 3, o tratamento da
biomassa com homogeneizador a alta pressdo eleva a recuperacdo do
polimero com carbonato de propileno, o0 que permite a obtencdo de
elevados rendimentos de P(3HB) recuperado em um reduzido tempo de
contato das células com solvente aquecido. Por este motivo, um estudo
mais amplo da extracdo com homogeneizador a alta pressdo e carbonato
se torna relevante.
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4.1 Introducéo

Na extracdo de P(3HB), ap6s a etapa de produgdo, para facilitar
a ruptura celular e aumentar a recuperacdo polimérica, uma etapa de
tratamento da biomassa pode ser realizada como primeiro passo do
processo de extracdo, podendo esta empregar produtos quimicos como
acidos e bases, tratamento térmico e tratamento mecénico, como a
utilizacdo de homogeneizador a alta pressao, por exemplo (FIORESE et
al., 2009; VAN HEE et al., 2004; PENLOGLOU; CHATZIDOUKAS;
KIPARISSIDE, 2012).

A utilizacdo de homogeneizador a alta pressdo combinado com
reagente quimico (solvente/digestor) no processo de extracdo de P(3HB)
bacteriano, para promover a desestabilizacdo e/ou rompimento celular e
melhorar a recuperacdo do polimero, é reportada em poucos estudos na
literatura, com pressdes de homogeneizacdo que variam de 392 a
1600 bar (GHATNEKAR; PAI; GANESH, 2002; TAMER; CHISTI,
MOO-YOUNG, 1998a; LING et al., 1997; VAN HEE et al., 2004). No
entanto, os autores citados ndo investigaram a influéncia da aplicacdo da
homogeneizacdo a alta pressdo, em conjunto com produtos quimicos,
nas caracteristicas do polimero extraido, ndo havendo na literatura
estudos que utilizem este método de rompimento celular em conjunto
com carbonato de propileno, um solvente de baixa toxidade e de facil
recuperacao.

O método de extracdo de P(3HB) com homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, apresentado nos capitulos 2 e 3,
mostrou-se 0 mais eficiente para obtencdo de elevadas porcentagens de
P(3HB) em menor tempo de contato das células com solvente sob
aquecimento. No entanto, até esta etapa do estudo, apenas duas pressdes
de operagdo, 1200 e 1300 bar, e apenas 2 e 3 passagens haviam sido
avaliados. Trabalhos consultados na literatura relatam a utilizacdo deste
método mecanico de rompimento celular para a recuperacdo de P(3HB),
com pressdes de 550, 900 e 1600 bar (LING et al., 1997; TAMER;
MOO-YOUNG; CHISTI, 1998a; VAN HEE et al., 2004).
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Neste contexto, o presente capitulo tem como objetivo estudar a
influéncia das variaveis do processo de homogeneizacéo a alta pressao
com carbonato de propileno, pressdo de operacdo, nimero de passagens
da biomassa pelo equipamento e o tempo de contato das células com
solvente, sobre a recuperagdo de biopolimero e, definir as melhores
condicBes de extracdo. Ainda, avaliar a influéncia deste método na
qualidade do P(3HB) extraido (na melhor condicdo), através de sua
caracterizacdo térmica, determinacdo da massa molar e composi¢do da
estrutura quimica e comparar com as caracteristicas de polimeros
comerciais e de P(3HB) extraido com clorof ormio. Por fim, verificar a
influéncia dos tempos de repouso e agitacdo no processo de extragcdo
com carbonato de propileno nos resultados de recuperagéo de P(3HB),
pureza e massa molar do polimero extraido.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Biomassa

A biomassa de Cupriavidus necator DSM 545, utilizada para o0s
ensaios de extragdo com cloroférmio, carbonato de propileno e
homogeneizacdo a alta pressdo e carbonato de propileno continha
72,5% (m/m) de P(3HB) acumulado. Nos ensaios de extracdo para
avaliar a influéncia dos tempos de repouso e agitacdo das etapas de
extracdo com carbonato de propileno foi utilizada biomassa com 69,0 %
(m/m) de P(3HB).

4.2.2 Extracdo com homogeneizador a alta presséo e carbonato de
propileno

4.2.2.1 Tratamento da biomassa com homogeneizador a alta pressao

Para os ensaios apresentados neste capitulo, o equipamento
utilizado foi um homogeneizador a alta pressdo Panda Plus (GEA-Niro-
Soavi, Parma, Italia) (Figura 4.1), com vazéo de fluxo de 9 L.h™.
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As variaveis do processo de homogeneizagdo sob alta pressao
foram pressdo de operacdo e nimero de passagens da suspensao celular
pelo equipamento. Foram realizadas combinacdes de pressdes de
operagdo de 500, 900, 1300 e 1500 bar e nimero de passagens de 1, 2 e
3 vezes, onde para cada pressdo ensaiada foram testados todos os
nlmeros de passagens. Estes ensaios foram realizados na Faculadade de
Engenharia de Alimentos — FEA no laboratério de Tecnologias
Emergentes (Professor Dr. Marcelo Cristianini).

Figura 4.1. Homogeneizador & alta pressdo Panda Plus (GEA-Niro-
Soavi, Parma, Italia) utilizado neste estudo.

Apbs o tratamento a alta pressdo, a suspensdo celular foi
centrifugada a 2.000 g durante 15 min e o precipitado foi seco em estufa
a 65 °C por 24 h.

4.2.2.2 Recuperacao de P(3HB) com carbonato de propileno

O procedimento foi realizado conforme o método de
recuperacao de P(3HB) descrito no item 2.2.2.1, variando os tempos de
contato das células com o solvente (aquecido a 150 °C) de 5 e 15 min.
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4.2.3 Extracdo com carbonato de propileno (controle)

O procedimento foi realizado de acordo com o método descrito
no item 2.2.2.1, variando os tempos de contato das células com o
solvente (aquecido a 150 °C) de 5 e 15 min.

4.2.4 Extragdo com cloroférmio

A extracdo de P(3HB) da biomassa de C. necator, sem
tratamento, com cloroférmio, foi realizada de acordo com o método
descrito por Dalcanton (2006). Primeiramente, 2 g de biomassa seca
foram ressuspensa em 100 mL de cloroférmio, sendo a suspenséo
mantida a 60 °C sob agitagdo durante 2 h. Em seguida, esta suspenséo
(debris celulares, cloroformio e P(3HB)) foi centrifugada a 2000 g por
15 min para a separacdo dos debris celulares da solugcdo formada por
cloroférmio e P(3HB). Na sequéncia, obteve-se uma suspensao com
duas fases distintas: fase superior composta por debris celulares e fase
inferior formada pela solucdo de P(3HB) e cloroférmio. Por fim, a
solucdo de P(3HB) em cloroférmio foi disposta em placa de vidro e
submetida & evaporagdo do solvente, em cuba de vidro saturada em
cloroférmio, para a formagéo de um filme de P(3HB).

4.2.5 Avaliagdo dos tempos de repouso e agitacao na porcentagem
de recuperacao e na massa molar de P(3HB) extraido com
carbonato de propileno

As extracOes de P(3HB) com carbonato de propileno (controle),
sem tratamento da biomassa, foram realizadas de acordo com o método
descrito no item 2.2.2.1, com temperatura de aquecimento de 150 °C,
tempo de contato das células com solvente de 45 min e variacdo dos
tempos de repouso e de agitacdo do método, conforme Tabela 4.1.

O tempo de repouso refere-se ao tempo em que a solugédo
formada por P(3HB) e carbonato de propileno, obtida apds a primeira
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filtracdo do processo de extracdo de P(3HB), permanece em repouso
(Figura 4.2 A). O tempo de agitacdo corresponde ao intervalo (apés a
precipitacdo polimérica) que a suspensdo, formada por P(3HB) e
carbonato de propileno e &gua, permanece sob agitacdo em agitador
magnético (Figura 4.2 B). Ambas as etapas ocorrem em temperatura
ambiente.

Figura 4.2. Solucgdo de P(3HB) e solvente apds a primeira filtracdo (A)
(tempo de repouso), e suspensdo de P(3HB), agua e solvente sob
agitacdo (B) (tempo de agitacao).

Tabela 4.1. Tempos de repouso e agitagdo das etapas do processo de
extracdo de P(3HB) com carbonato de propileno.

Ensaio Tempo de Tempo de
repouso (h) agitacdo (h)
1 12 12
2 0 12
3 0,5 0,5
4- 0 015
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4.2.6 Determinacdo de P(3HB)

A concentracdo de P(3HB) nas amostras de polimeros extraidos
foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
conforme o método descrito por Karr, Waters e Emerich (1983). Esta
andlise foi realizada em um HPLC Perkin Elmer Series 200. A
concentracdo polimérica foi detectada a 210 nm em detector ultravioleta
(fluxo de solvente (H,SO4 5 mM) de 0,7 mL.min™)

Quantidades conhecidas das amostras de P(3HB) a serem
analisadas (em torno de 10 mg), pesadas em tubo de ensaio com tampa
de rosca (balanca analitica BEL Engineering), foram ressuspensas em
2mL de H,SO,; (99,0 %). Os tubos contendo a suspensdo foram
inseridos em banho Maria a 98 °C, durante 30 min. Posteriormente, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo, diluidas 10 vezes em
H,SO, (5 mM) e filtradas em membrana de acetato de celulose
(0,45 pm). Um volume de 500 uL. de cada amostra (filtrada) foi
armazenado em tubo de vidro com tampas, para posterior analise.

Para a elaboragdo da curva padrdo de P(3HB), 20 mg de
polimero puro (P(3HB) da Sigma-Aldrich) foi ressuspenso em 2 mL de
H,SO, e submetido ao método descrito acima (KARR; WATERS;
EMERICH , 1983). Por fim, a solucéo de P(3HB) e H,SO, foi diluida, a
fim de se obter concentragfes de 0,2, 1, 2,5, 10 e 20 mg.uL'l.

4.2.7 Caracterizacdo de P(3HB)

As amostras dos polimeros extraidos de Cupriavidus necator
DSM 545 com os diferentes métodos de extracdo: com carbonato de
propileno, homogeneizador e carbonato de propileno e com cloroférmio,
e dos polimeros comerciais, PHB industrial ¢ Sigma-Aldrish, foram
submetidas as seguintes analises: espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), anéalise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).
A determinagdo da massa molar de P(3HB) foi realizada por
Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), porém esta analise foi
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realizada apenas na amostra de polimero extraido com a melhor
condicdo indicada.

4.2.7.1 ldentificagdo do polimero por espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A identificacdo do P(3HB) foi realizada pela caracterizagdo dos
grupamentos funcionais dos biopolimeros comerciais e extraidos, por
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), em equipamento
Perkin Elmer Spectrum 100 IR (Central analitica de Quimica — UFSC),
no intervalo de 4000 a 400 cm™, pela técnica de refletancia difusa.

4.2.7.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Andlise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a
degradacdo térmica do biopolimero extraido, com os diferentes métodos
avaliados e dos polimeros comerciais, sendo possivel obter a
temperatura de inicio de degradacdo (Ti), a temperatura maxima de
degradacdo (Tp) e a porcentagem de perda de massa do P(3HB)
extraido. A analise foi realizada em uma termobalanca TGA-Q50/TA
Instruments (Laboratério de Materiais/fUNIVILLE). As amostras foram
aquecidas de 25 a 600 °C a uma velocidade de aquecimento de 10 °C
min™, sob atmosfera de nitrogénio.

4.2.7.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas utilizando-se o
equipamento DSC Perkin-Elmer, Jade (Massachusetts, USA)
(Laboratério de Propriedades Fisicas dos Alimentos (PROFI)/UFSC)
para caracterizar os biopolimeros quanto a temperatura de fusdo (Tm),
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e grau de cristalinidade (Xc).
Amostras de 5 mg + 1 mg foram fechadas em céapsulas de aluminio e
analisadas. O equipamento foi previamente calibrado com Indio e Zinco,
utilizando-se gas de arraste N, com vazdo de 50 mL.min. As amostras
foram aquecidas sob atmosfera inerte (vazdo de nitrogénio de
50 °C min™) de -40 °C a 200 °C em velocidade de aquecimento de 10 °C
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min™, durante 2 min e, em seguida, resfriadas até —40°C, sendo
novamente aquecida a 200 °C a 10 °C min™,

A Tm e o Xc foram determinados a partir do 1° aquecimento,
pois refletem os valores reais das amostras. O 2° aquecimento foi
realizado para visualizar a Tg, dificil de determinar no primeiro
aquecimento devido a alta cristalinidade do P(3HB) (GARCIA, 2006).

A cristalinidade (X;) do polimero foi determinada a partir da
relagdo entre a entalpia de fusdo da amostra (AH,,) e a entalpia de fusdo
de P(3HB) 100 % cristalino, 142 J g™* (TSUJI; IKADA, 1996).

O grau de cristalinidade foi calculado a partir da Equacéo 4.1.

AH, —AH
=S 4.1)

m

Xe

Sendo: AHy, é a entalpia de fusdo da amostra (J.g™), AH. é a
entalpia de cristalizacdo da amostra (J.g™%), AHy" é a entalpia de fusdo
considerando o polimero 100 % cristalino (J.g™%). Para P(3HB) AH,,’ =
142 J.g™/(TSUJI e IKADA, 1996).

4.2.7.4 Determinacao da massa molar de P(3HB)

A determinacdo da massa molar do polimero extraido foi
realizada conforme anélise descrita no item (2.2.4) do capitulo 2.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Influéncia das variaveis de homogeneizagéo na extragdo com
alta pressao e carbonato de propileno

Apo6s o tratamento da biomassa em homogeneizador a alta
pressdo, as células foram secas e o P(3HB) foi recuperado com
carbonato de propileno, sob temperatura de 150 °C, nos tempos de
contato das células com solvente de 5 e 15 min. Em paralelo, para
verificar a influéncia da alta pressdo na massa molar do P(3HB), foram
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realizados ensaios de extracdo com carbonato de propileno a partir de
biomassa sem tratamento (controle), nas mesmas condigdes citadas.

Na Tabela 4.2 estdo apresentados os resultados de recuperagdo e
pureza obtidos a partir das extragdes controle e com homogeneizador a
alta pressdo, com variagdo na pressdo de operacdo e numero de
passagens, e carbonato de propileno aquecido a 150 °C nos tempos de
contato célula/solvente de 5 e 15 min.

Tabela 4.2. Recuperacdo e pureza para polimeros extraidos com o
método controle e com homogeneizador & alta pressdo, em diferentes
pressdes e nimero de passagens, e carbonato de propileno a 150 °C e
tempo de contato das células com solvente de 5 e 15 min. Ensaios
realizados em duplicata, onde os dados de recuperacdo e pureza
correspondem a média dos ensaios com os respectivos desvios médios.

Pressdo N° Recuperacdo (%) (m/m)
(bar) passagens 5 min 15 min
1 71,6+0,84 75,2+0,83
500 2 67,6+3,49 73,5+0,01
3 88,0+0,03 97,5+1,99
1 97,8+0,05 98,2+1,31
900 2 95,6+3,27 97,3+3,05
3 96,7+0,57 98,3+1,49
1 98,0+0,45 95,1+0,92
1300 2 94,1+1,29 99,25+0,25
3 95,4+1,42 98,8+0,64
1 96,6+1,39 96,0+0,74
1500 2 94,3+1,78 96,9+3,45
3 96,6+2,93 96,9+2,16
Controle 53,9+1,28 65,0+3,03

Nota: Pressfes de operagdo de 500, 900, 1300 e 1500 bar; Nimero de
passagens de 1,2 e 3.
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Nos ensaios de extracdo realizados com pressdo de
homogeneizacdo de 500 bar, 0 nimero de passagens e o tempo de
contato das células com o solvente influenciaram nos resultados de
recuperacdo de P(3HB) obtidos, pois com 3 passagens da suspensdo
celular e com 15 min de contato das células com solvente, obtiveram-se
0s resultados mais elevados de recuperagdo polimérica para esta presséo
(97,5 % (m/m)). Este fato evidencia que, com o tratamento da biomassa
a 500 bar e 3 passagens, um maior tempo de contato das células com o
solvente se fez necessario, para desestabilizacdo das células que ndo
foram rompidas e solubilizacdo do polimero pelo solvente, para a
obtencdo de valores de recuperacdo de P(3HB) elevados. Ling et al.
(1997) realizaram extragdo de P(3HB), a partir de E. coli, com
homogeneizador a alta pressdo, a 550 bar e 4 passagens, e obtiveram,
apos centrifugacdo, 72 % (m/m) de recuperacdo de P(3HB). Vale
ressaltar que neste estudo os resultados de recuperacdo polimérica foram
superiores ao obtido no trabalho citado, pois o tratamento da biomassa a
alta pressao foi aplicado em conjunto com carbonato de propileno, onde
com apenas 1 passagem da suspensdo pelo equipamento a 500 bar e
tempo de contato células/solvente de 15 min, foi possivel a obtencéo de
75,2 % (m/m) de P(3HB).

Ainda na Tabela 4.2 observa-se que, com 0 tratamento da
biomassa a 900 bar e 1 passagem e tempo de contato das células com
solvente de 5 min, j& foi possivel obter resultados de recuperacdo de
P(3HB) elevados, 97,8 % (m/m). Tamer, Moo-Young e Chisti (1998a)
estudaram o rompimento celular de Alcaligenes latus para recuperacdo
de P(3HB) com homogeneizador a alta pressado a 900 bar e obtiveram os
seguintes resultados de porcentagem de rompimento celular: 1
passagem: 50 %, 2 passagens: 78 % e 6 passagens: 90 %. No presente
estudo, com apenas 1 passagem da suspensdo celular de C. necator, 0s
resultados de recuperacdo de P(3HB) foram elevados, o que indica que
com esta pressdo de operacdo ocorreu uma desestabilizacdo e/ou
rompimento celular que facilitou a acdo do solvente na solubilizagdo do
biopolimero. Este fato fica evidente quando se analisam os resultados
em comparacdo a extragdo controle, sem tratamento da biomassa, de
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53,9% e 65,0% (m/m), para os tempos de contato de 5 e 15 min,
respectivamente. Com isso, € possivel concluir que estes tempos de
contato das células (sem tratamento) com solvente, ndo sdo suficientes
para que o carbonato de propileno desestabilize a parede celular da
bactéria e solubilize o polimero para a obtencdo de elevadas
porcentagens de recuperacdo polimérica.

A maior porcentagem de recuperacdo de P(3HB) com carbonato
de propileno encontrada por Lafferty e Heinzle (1979) foi de 87 %
(m/m), com aquecimento a 140°C e tempo de extracdo de 30 min.
Fiorese et al. (2009), utilizando carbonato de propileno como solvente
para extracdo de P(3HB) produzido por C. necator na temperatura e
tempo de extragdo de 130 °C e 30 min, obtiveram recuperacdo de 95 %
(m/m) e pureza de 84 % (m/m). Vale ressaltar que os resultados de
pureza e recuperacdo sdo inferiores aos obtidos no presente estudo.
Outro fator que merece destaque é que, além de se obter uma maior
recuperacdo de P(3HB), o método aqui proposto ainda apresenta
vantagens em relacdo ao tempo de contato das células com o solvente,
ou seja aquecimento durante 5 min.

Quines et al. (2015) realizaram extra¢do de P(3HB), a partir da
combinacdo do processo de biomassa tratada termicamente (95 °C
durante 45 min), com extracdo por carbonato de propileno a 150 °C por
45 min e obtiveram elevadas porcentagens de recuperacdo polimérica
(98 % (m/m)) e de pureza (99 % (m/m)). No entanto é importante
destacar, que com base nos resultados de massa molar apresentados no
capitulo 3, que na extragdo realizada com carbonato de propileno a
150 °C/45 min, a degradacdo térmica da massa molar polimérica foi
superior a 50 %, quando comparada a massa molar do polimero extraido
com 5 min estes resultados ndo se mostram interessantes.

O presente estudo sugere a utilizacdo da pressdo de 900 bar,
1 passagem da biomassa pelo equipamento e tempo de contato das
células com solvente de 5 min, na extracdo com homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, como a melhor condigéo testada. Com
pressdo de 500 bar e 3 passagens, também foram obtidas elevadas
porcentagens de recuperagdo de P(3HB), porém ao se considerar o
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tempo de processo e gasto de energia, é mais interessante a aplicacdo de
pressdo mais elevada e apenas uma passagem da biomassa pelo
equipamento.

Os resultados obtidos para a melhor condicdo de extracdo
definida neste capitulo, quando comparados com os do capitulo 3,
apresentam a vantagem de utilizar pressfes de operacdo mais brandas e
com apenas um ciclo de aplicacdo, 0 que representa economia do
processo com equipamento (valor proporcional a pressao de operagdo),
com o tempo de processo e, consequentemente, com energia. Neste
sentido, ressalta-se que o método de extracdo aqui proposto,
homogeneizador a alta pressdo (900 bar e 1 passagem) e carbonato de
propileno, atingiu elevados resultados de recuperagdo de P(3HB), em
apenas 5 min de tempo de contato das células com solvente.

4.3.2 Caracterizacao do P(3HB) extraido com carbonato de
propileno

Com objetivo de estudar a influéncia do processo de extracdo na
qualidade do biopolimero extraido, nas condi¢fes de processo em que as
maiores porcentagens de pureza e recuperagdo foram obtidas, ou seja,
homogeneizacdo a 900 bar e 1 passagem e recuperacdo com solvente a
150 °C por 5 min, a amostra de P(3HB) extraida nesta condicdo foi
caracterizada por FTIR, DSC, TGA e GPC. A fim de avaliar a
possibilidade de influéncia da etapa de homogeneizacdo a alta pressdo
nas caracteristicas do polimero extraido, realizou-se a caracterizacdo do
polimero obtido com o método de extragdo controle (sem tratamento da
biomassa) (150 °C durante 5 min).

Para efeito comparativo, amostras de P(3HB) extraido com
cloroférmio e amostras de P(3HB) comerciais, PHB industrial e Sigma-
Aldrich, também foram caracterizadas. Vale destacar que a biomassa
utilizada para os ensaios de extracdo deste estudo foi proveniente de um
mesmo cultivo com 72,5 % (m/m) de P(3HB).
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4.3.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR)

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) foi realizada para identificacdo pela caracterizagédo
dos grupamentos funcionais do polimero produzido por C. necator e
extraido com os diferentes métodos de extracdo, assim como avaliar a
influéncia do processo de extracdo proposto neste trabalho na estrutura
do polimero. A Figura 4.3 apresenta os espectros de FTIR para 0s
biopolimeros extraidos pelos diferentes métodos, homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, controle, cloroférmio e das amostras
de P(3HB) comerciais, onde picos caracteristicos do P(3HB) podem ser
observados para as amostras extraidas com os diferentes métodos e
confirmados a partir dos picos dos espectros das amostras de P(3HB)
comerciais.

Segundo Xu et al. (2002), Garcia (2006), Paula, Campos e
Mano (2014), Bhuwal et al. (2013) e Pachekoski, Dalmolin e Agnelli
(2013), bandas em torno de 2928 e 2988 cm™ correspondem a
deformag@es axiais simétrica e assimétrica da ligacdo C-H na cadeia de
P(3HB). Nas amostras analisadas, estes valores foram de 2937 e 2983
cm™. Bandas em 1724 cm™ foram observadas e sdo atribuidas a
deformacOes axiais da carbonila C=0 e o alongamento simétrico e
assimétrico do grupo C-O-C pode ser representado em bandas de
absorcdo entre 1227-1287 cm™ (HONG et al., 1999; BAGHERIASL,
2012; FIGUEIREDO et al., 2014). De acordo com Pachekoski,
Dalmolin e Agnelli (2013), a técnica FTIR pode ser utilizada para
determinar o grau de cristalizacdo do P(3HB), pelo monitoramento da
deformacéo da carbonila C = O, regido vibracional entre 1700 e 1780
cm™. Liao, Noda e Frank (2009) afirmam que as alteracdes espectrais
durante a cristalizacdo do P(3HB) representam a banda da carbonila em
1740-1720 cm™, onde a fase amorfa esta préxima a 1,738 cm™ enquanto
que a banda da fase cristalina esta em torno de 1722 cm™. No presente
estudo, um pico em 1724 cm™ foi observado, evidenciando a
cristalinidade das amostras de P(3HB) extraidas com os diferentes
métodos.
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Figura 4.3. Espectro de FTIR para as amostras de P(3HB) extraidas de
Cupriavidus necator com os diferentes métodos de extracdo,
cloroférmio, carbonato de propileno (controle), homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, e para as amostras de P(3HB)
comerciais, PHB industrial e Sigma-Aldrich.

3440
2983
2937
1724
1385
1287

|
\,
?

Transmitancia (%)
=
% %j % 3 1227

J
J
2;33

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1
cm
—— Cloroférmio

—— Carbonato de Propileno

—— Homogeneizador e Carbonato de Propileno
—— PHB Industrial

—— PHB Sigma - Aldrich

O pico de deformacdo angular simétrica dos grupos CH3 em
1385 cm™ foi observado e esta de acordo com os picos descritos por
Vogelsanger et al. (2002), Xu et al. (2002) e Garcia (2006) para o
P(3HB). Bandas em 3440 cm™ também foram observadas, para todas as
amostras analisadas e podem ser devido a presenca de umidade nas
amostras (TORRES; ALMEIDA; HABAS, 2011; APATI, 2012).
Camargo et al. (2012) analisando biopolimero da PHB industrial
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(Serrana, SP) observaram um pico em 3443 cm™, o qual foi atribuido ao
estiramento OH, indicando presenga de umidade no material.

Nota-se que o espectro no infravermelho obtido para amostra de
P(3HB) extraida com cloroférmio apresenta bandas de menor
intensidade que os espectros das outras amostras poliméricas analisadas.
Este fato pode estar relacionado com a forma desta amostra, pois esta foi
extraida com o método desenvolvido por Dalcanton (2006), no final o
polimero é obtido por casting. De acordo com Canevarolo (2007), a
intensidade das bandas (% transmitancia) é a razdo entre a energia
radiante transmitida por uma amostra e a energia radiante que nela
incide. Assim, ndo se recomenda a utilizagdo de amostra na forma de
filme para a anélise de FTIR, devido a dificuldade de trituracdo da
amostra e da obtencdo de particulas com tamanhos homogéneos e
uniformes, o que pode interferir na incidéncia e transmitancia de energia
na amostra e, consequentemente, resultar em espectro com bandas de
menor intensidade.

Na Tabela 4.3 podem ser observadas as bandas caracteristicas
para o P(3HB), no espectro de Infravermelho, reportadas da literatura e
para as amostras poliméricas analisadas no presente estudo.

Tabela 4.3. Bandas caracteristicas no espectro de FTIR para os P(3HB)
extraidos pelos diferentes métodos, homogeneizador a alta presséo e
carbonato de propileno, controle, cloroférmio e das amostras de P(3HB)
comerciais, comparadas com a literatura.

Atribuicao do A (cm™) paraP(3HB) A (cm™) para

grupo funcional (literatura) amostras de P(3HB)
analisadas (cm™)

C-H 2928 - 2988 2937 - 2983

C=0 1700 - 1780 1724

C-O-C 1178 - 1282 1227-1287

CHs 1380 - 1382 1385
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Com a analise de FTIR, foi possivel confirmar as amostras de
polimero extraidas, com os diferentes métodos de extragdo, como sendo
0 P(3HB) e concluir que o processo de extracdo deste a partir de cultivo
de C. necator, com homogeneizador a alta pressdo e carbonato de
propileno, ndo causou alteragbes quimicas drasticas em sua cadeia
polimérica, pois os picos de absorcdo observados nos espectros estdo de
acordo com os reportados na literatura para o espectro de P(3HB) puro e
também com os obtidos neste capitulo para as amostras de P(3HB) da
Sigma-Aldrich e da PHB industrial.

4.3.2.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A Tabela 4.4 apresenta os dados de caracterizacdo, obtidos a
partir da andlise termogravimétrica (TGA). Na Figura 4.4 sédo
apresentadas as curvas de TGA das amostras de P(3HB) extraido com
carbonato de propileno (controle), homogeneizador a alta pressdo e
carbonato de propileno, cloroférmio, e para as amostras de P(3HB)
comerciais.

Tabela 4.4. Dados de temperatura de inicio de degradacdo (Ti),
temperatura maxima de degradacdo (Tp) e porcentagem de perda de
massa determinados a partir das curvas de TGA das amostras de P(3HB)
extraidas com os diferentes métodos, cloroférmio, carbonato de
propileno, homogeneizador e carbonato de propileno e dos polimeros
comerciais, PHB industrial e Sigma-Aldrich.

Amostra de P(3HB) Ti Tp Perda ((j)e massa
(°C) (°C) (%)

Cloroférmio 258,4 288,3 93,5

Carbonato de propileno 2445 264,4 96,7

Homogeneizador e

. 257,6 268,2 98,3
carbonato de propileno

PHB industrial 229,3 287,5 94,3
PHB Sigma-Aldrich 216,4 261,8 98,9
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Figura 4.4. Curvas de TGA, termogravimetria e termogravimetria
derivada, das amostras de P(3HB) extraidas de Cupriavidus necator
com os diferentes métodos de extragdo, cloroférmio (a), carbonato de
propileno (controle) (b), homogeneizador a alta pressao e carbonato de

propileno (c), e para as amostras de P(3HB) comerciais, PHB industrial
(d) e Sigma-Aldrich (e).
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A andlise de TGA, além de determinar a temperatura de
degradacgdo polimérica, também é importante para caracterizar o grau de
pureza de um polimero, pois a porcentagem de perda de massa
representa a degradacdo total do material polimérico, sendo que a parte
ndo degradada é referente as impurezas nao volateis (CANEVAROLO,
2007).

Todas as amostras de P(3HB) analisadas apresentaram perfis de
degradacdo semelhantes (Figura 4.4), com apenas 1 estagio de perda de
massa, atribuido a decomposicdo do P(3HB). O mecanismo de
degradacdo térmica do P(3HB) ocorre em duas etapas, onde entre 170 a
200 °C sédo formadas espécies volateis por um mecanismo de cisdo de
cadeia aleatéria, por reagdo de [-eliminagdo, de 200 a 300 °C os
oligbmeros de P(3HB) sdo quebrados em unidades monomeéricas de
acido crotonico (CHOI et al., 2003; MOUSAVIOUN; GEORGE;
DOHERTY, 2012; PAULA; CAMPOS; MANO, 2014).

Nota-se na Tabela 4.4 que as amostras de P(3HB) analisadas
apresentaram estabilidade térmica, com Ti entre 216,4 e 258,44 °C e
temperatura maxima de degradacdo em cerca de 261,8 e 288,3 °C. As
amostras de P(3HB) extraidas com carbonato de propileno (controle) e
com homogeneizador a alta pressdéo e solvente, apresentaram
estabilidade térmica semelhante, com temperaturas de inicio de
degradacdo (Ti) de 2445 e 257,6 °C e temperaturas maximas de
degradacdo (Tp) de 264,4 e 268,2 °C, respectivamente.

Machado et al. (2010) obtiveram P(3HB) com Ti de 225 °C,
valor inferior aos obtidos para os biopolimeros extraidos com carbonato
de propileno e com homogeneizador e solvente neste estudo.
Temperaturas de inicio de degradacdo inferiores as extraidas com os
diferentes métodos foram obtidas para as amostras de P(3HB)
comerciais, PHB industrial e Sigma-Aldrich, de 229,3 e 216,4 °C,
respectivamente, o que indica que os biopolimeros extraidos, com 0s
diferentes métodos, iniciaram sua degradacdo em temperaturas
superiores as dos polimeros comerciais. E interessante ressaltar que a
obten¢do de polimeros com temperaturas de inicio de degradagdo mais
elevadas € um fator comercialmente positivo, uma vez que esta
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caracteristica favorece a sua aplicacdo nos processos de transformacéo
com menor risco de degradacao térmica.

A andlise de TGA também é uma ferramenta importante para
avaliar a pureza de polimeros, a partir da perda de massa, pois a parte
ndao degradada é referente as impurezas inorganicas da amostra.
Observa-se que os dados de pureza (Tabela 4.4), representados pelas
perdas de massa para as amostras extraidas com os diferentes métodos e
para os polimeros comerciais, variaram entre 93,5 e 98,9 % (m/m),
sendo 0 polimero da Sigma-Aldrich o de pureza mais elevada. Nota-se
gue o polimero extraido com o método proposto neste trabalho,
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, apresentou
pureza (98,3 % (m/m)) muito préxima a obtida para o P(3HB) Sigma-
Aldrich, comercializado como biopolimero de elevada pureza para
aplicacdo como padrdo de P(3HB), e superior ao polimero da PHB
industrial. Este resultado mostra que com o método de extracdo aqui
proposto obteve-se um polimero com pureza elevada e comparavel a de
um P(3HB) comercial considerado altamente puro.

A pureza obtida para o polimero extraido com cloroférmio foi
de 93,5 % (m/m). Este valor sugere a presenga de impurezas no filme
polimérico que podem ser atribuidas a residuos celulares que foram
solubilizados pelo cloroférmio na etapa de extracdo, pois no método de
extracdo desenvolvido por Dalcanton (2006) o polimero é obtido a partir
da evaporacdo do cloroférmio e formacdo de um filme, sendo que
qualquer impureza solubilizada permanece no polimero ao final do
processo.

4.3.2.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Os resultados da analise térmica por DSC (curvas de DSC
apresentadas na Figura 4.5) dos polimeros obtidos com os diferentes
métodos de extracdo, cloroférmio, carbonato de propileno,
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, juntamente
com as amostras de P(3HB) comerciais, PHB industrial e Sigma-
Aldrich, estdo apresentados na Tabela 4.5.
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Figura 4.5. Curvas de DSC para as amostras de P(3HB) extraidas de
Cupriavidus necator com os diferentes métodos de extracdo,
cloroférmio (a), carbonato de propileno (controle) (b), homogeneizador
a alta pressdo e carbonato de propileno (c), e para as amostras de
P(3HB) comerciais, PHB industrial (d) e Sigma-Aldrich (e).

o
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Tabela 4.5. Dados de temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura
de fusdo (Tm) e porcentagem de cristalinidade (Xc) obtidos para as
amostras de P(3HB) extraidas com os diferentes métodos e para os
polimeros (P(3HB)) comerciais.

Tg m Xc

Amostra de P(3HB
. 0 o )
Cloroféormio -4,0 169,3 63,7
Carbonato de propileno -0,8 169,7 68,1

Homogeneizador e

. -1,2 168,7 65,5
carbonato de propileno

PHB industrial -6,7 169,0 73,7

PHB Sigma-Aldrich -2,8 170,8 70,5

A temperatura de fusdo dos polimeros comerciais, PHB
industrial e Sigma-Aldrich, e dos polimeros extraidos neste estudo
foram similares, entre 168,7 e 170,8°C. Todos os valores obtidos para as
temperaturas de fusdo de P(3HB) estdo entre o intervalo de dados
reportados da literatura, de 160 — 180 °C (BHUWAL et al., 2013;
TANAMOOL et al., 2011; KANJIRATHUMUTIL, 2012; FIORESE et
al. 2009; DALCANTON, 2006; MARJADI; DHARAIYA, 2014;
MATKO; TONKA; IVKA, 2005; CROCHEMORE et al., 2013).

A temperatura de fusdo € uma caracteristica de extrema
importancia devido as limitacbes de aplicacdo de polimeros que
apresentam temperatura de degradacdo térmica préxima a temperatura
de fusdo em processos de moldagem e que exigem manipula¢do dos
polimeros em elevadas temperaturas (FIGUEIREDO et al., 2014). Com
base nos resultados de Ti (257,6 °C), apresentado no item anterior, e de
Tm (168,7 °C), para o polimero extraido com homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, observa-se que o P(3HB) extraido
com este método pode ser processado a uma temperatura inferior a
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temperatura de degradagdo, o que reduz as possibilidades de degradacédo
polimérica durante processos de extrusdo, injecao e termoformagem.

Ambos os polimeros extraidos com os métodos que utilizam
carbonato de propileno mostraram 0 mesmo comportamento,
apresentando dois picos endotérmicos (curvas de DSC no Anexo Ill),
um pico principal e outro pico menor denominado de temperatura de
fusdo secundéria a uma temperatura mais baixa (126,4 e 128,9° C). O
aparecimento desse pico secundario de fusdo pode estar relacionado a
presenca de cristais poliméricos de tamanhos menores que fundem a
uma temperatura inferior que 0s outros cristais.

Os valores de Tg encontrados para os polimeros analisados
foram entre -6,7 e -0,8 °C. De acordo com Anderson e Dawes (1990),
valores de Tg entre -5 e 5 °C caracterizam P(3HB), com excecdo da
amostra de polimero da PHB Industrial, todos os polimeros analisados
apresentaram Tg dentro da faixa citada.

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg), para as amostras
extraidas com carbonato de propileno (Tg =-0,8), homogeneizador e
solvente (Tg = -1,2), também foram inferiores aos valores reportados na
literatura para P(3HB) extraido de C. necator com carbonato de
propileno, ou seja, de 4,9 °C (FIORESE et al., 2009). Segundo Lucas,
Soares e Monteiro (2001) quanto menor a temperatura de transicdo
vitrea, mais flexivel & o material.

O grau de cristalinidade dos biopolimeros extraidos de C.
necator neste estudo variaram entre 63,7 % e 68,1 %, que estdo dentro
do intervalo reportado na literatura para P(3HB), 55-80 % (HOLMES;
LIM, 1990; GRIGULL et al., 2008; SUDESH; ABE; DOI, 2000). As
amostras de polimero comercial apresentaram valores de cristalinidade
superiores (70,5 % e 73,7 %) aos polimeros extraidos de C. necator com
os diferentes métodos. O grau de cristalinidade tem influéncia
significativa sobre as propriedades mecanicas do biopolimero, pois este
afeta a extensdo das ligagdes secundarias intermoleculares, existentes
nas regides cristalinas, e quanto maior a cristalinidade de um polimero
mais quebradico e rigido é o material (MACHADO et al., 2010).
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O polimero extraido com homogeneizador a alta pressdo e
carbonato de propileno apresentou cristalinidade de 65,5 %. Essa
caracteristica é importante para a aplicacdo do biopolimero, pois com
menor cristalinidade obtém-se um polimero com maior flexibilidade e
menor fragilidade, podendo ser aplicado em diversas areas, como em
embalagens para alimentos e cosméticos e na area médica na confeccdo
de proteses.

4.3.2.4 Determinacdo da massa molar de P(3HB)

A determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno, nas condigdes
de operacéo de 900 bar e 1 passagem, foi realizada por cromatografia de
permeacéo em gel (GPC).

A Tabela 4.6 apresenta a massa molar ponderal média (Mw) e
indice de polidispersdo (IP) do P(3HB) extraido com método proposto,
homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno e dos polimeros
da PHB industrial e Sigma-aldrich (dados reportados de Dalcanton,
2006 e Chochemore et al. 2013).

Tabela 4.6. Dados de massa molar ponderal média (Mw) e de indice de
polidispersdo (Ip) para o polimero extraido com homogeneizador a alta
pressdo e carbonato de propileno, juntamente com as amostras de
P(3HB) comerciais (dados reportados da literatura).

P(3HB) Mw (Da) IP

Homogeneizador e 5

carbonato de propileno 3,3x10 2.1
*PHB industrial 2,1x10° 1,41
*Sigma-Aldrich 2,5x10° 2,2

*Dados reportados de Dalcanton (2006) para o polimero da PHB
industrial e de Crochemore et al. (2013) para o P(3HB) Sigma-Aldrich.

A massa molar do P(3HB) é definida durante a sua producdo e
depende das variaveis de cultivo empregadas, isto é, das estratégias de
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adicdo de nutrientes, modo de operacdo, pH, temperatura, concentracdo
de oxigénio dissolvido, do nutriente limitante, da fonte de carbono e do
microrganismo (TAIDI; MANSFIELD; ANDERSON, 1995; XIN et al.,
2011; PENA et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014). O processo de
extracdo também exprime elevado impacto na massa molar do P(3HB),
devido a possibilidade de reducdo da mesma (KHANNA;
SRIVASTAVA, 2004). Desta forma, esta propriedade molecular esta
diretamente associada aos processos de producdo e de extracdo deste
biopolimero. A importancia da caracterizagdo da massa molar de
P(3HB), como fator de avaliagcdo da adequacdo deste para determinada
aplicacdo, esta relacionada com o fato desta caracteristica influenciar
diretamente a processabilidade e as propriedades fisicas e mecanicas
deste polimero (PENA et al., 2014).

O biopolimero extraido de C. necator com homogeneizador a
alta pressdo e carbonato de propileno apresentou massa molar de
3,3x10°Da, valor ligeiramente superior aos reportados da literatura
para os polimeros comerciais, de 2,1x10°Da (PHB industrial) e
2,5x10°Da (Sigma-Aldrich). Do ponto de vista biotecnolégico, a
obtencdo de P(3HB) de elevada massa molar, entre 2 x 10°Da e
6 x 10°Da, pode ampliar o potencial de aplicacdo deste polimero,
especialmente na area médica (KANJIRATHUMUTIL, 2012; PAULA;
CAMPOS; MANO, 2014; PENA et al., 2014). Embora o P(3HB)
apresente elevado custo quando comparado aos plasticos de origem
petroquimica, o seu elevado custo de producdo nao implica na limitagéo
da sua aplicacdo no campo da medicina, por ser aplicacdo de ponta, de
alto valor agregado. Assim, o resultado de massa molar obtido para o
polimero extraido de Cupriavidus necator com o método proposto neste
estudo, evidencia a eficiéncia deste método, pois possibilitou a obtencédo
de um polimero com massa molar adequada para uma ampla faixa de
aplicacéo.

O indice de polidispersdo foi de 2,1 para a extracdo com
homogeneizador e solvente, valor este inferior ao obtido por Fiorese et
al. (2009), que obtiveram 3,1 para o P(3HB) extraido com carbonato de
propileno, sob outras condi¢des de extracdo. A polidispersividade de um
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polimero caracteriza a homogeneidade da distribuicdo do tamanho
médio das cadeias poliméricas, quanto mais préximo de 1, mais
homogénea é a cadeia. Polimeros lineares como o P(3HB) geralmente
apresentam uma polidispersdo estreita, e se o valor for préximo a dois é
chamado de distribuicdo “mais provavel” (CANEVAROLO, 2013).

4.3.3 Avaliagédo do tempo de repouso na recuperagdo e na massa
molar de P(3HB) extraido com carbonato de propileno

Com o objetivo de investigar a influéncia dos tempos de
repouso e tempo de agitagdo no processo de extracdo com carbonato de
propileno sobre os resultados de recuperagdo polimérica, pureza e massa
molar do polimero obtido, foram realizados ensaios de extracdo de
P(3HB), com a variacdo destes tempos. Como o objetivo desta etapa ndo
foi a obtencdo de elevadas porcentagens de recuperagdo polimérica,
estes ensaios de extracdo foram realizados a partir de biomassa de C.
necator sem tratamento (contendo 69,0 % (m/m) de P(3HB)) apenas
com carbonato de propileno.

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os resultados de recuperacao
de P(3HB), pureza e massa molar para os polimeros extraidos com a
variacdo dos tempos de repouso (Tr) e agitacdo (Ta) do método de
extracdo com carbonato de propileno.
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Tabela 4.7. Resultados obtidos para recuperagdo polimérica, pureza e
massa molar ponderal média (Mw) do P(3HB) extraido com carbonato
de propileno com variagdo nos tempos de repouso (Tr) e agitagéo (Ta).
Os dados de recuperacdo e pureza correspondem a uma média de dois
ensaios com os respectivos desvios médios.

Ensaio Tr Ta Recuperagdo  Pureza (%) Mw
(%) (m/m) (m/m) (Da)
1 12 12 81,2+1,09 96,7+1,58 8x10"
2 0 12 80,1+1,16 95,0+0,26 8,2x10"
3 05 05 83,740,37 97,5+1,56 8,8x10"
4 0 0,5 81,7+0,53 98,4+0,6 8,8x10*

Neste estudo, para os quatro ensaios realizados, as condi¢des de
extracdo com carbonato de propileno foram as mesmas, variando apenas
os tempos de repouso e agitacdo. Conclui-se que estas varidveis ndo
influenciaram nas respostas porcentagem de recuperacdo, porcentagem
de pureza e massa molar na extracdo de P(3HB) de C. necator. Estes
resultados sugerem a definicdo do tempo de agitacdo de 05h e a
dispensa do tempo de repouso. Vale ressaltar que o tempo de agitacdo
da suspensdo de P(3HB), agua e carbonato de propileno deve existir,
pois nesta etapa ocorre a purificacdo (limpeza) do polimero, o que pode
interferir na sua pureza final.

De acordo com Fiorese et al. (2009), os tempos de repouso e
agitacdo presentes no processo de extragdo com carbonato de propileno
influenciam na pureza, recuperacdo e na massa molar do polimero
obtido, pois com o aumento do tempo de repouso, da solucdo formada
por P(3HB) e solvente, ocorre maior precipitacdo das cadeias
poliméricas e obtém-se maiores percentuais de recuperagdo e pureza e
um polimero com maior massa molar, porém no presente estudo o
mesmo comportamento nao foi observado.

Nota-se na Tabela 4.7 que os tempos de repouso nao
influenciaram nos resultados de recuperacdo, pureza e massa molar do
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polimero extraido. O que confirma o fato de que a massa molar do
P(3HB) é definida durante a fase de producdo do mesmo.

A massa molar (Mw) obtida neste estudo foi inferior a outras
citadas na literatura, de 6,3x10°Da (FIGUEIREDO et al., 2014),
2 x 10° Da (VERLINDEN et al., 2011) e 1,47x10° Da (MOHAMMAD
et al., 2012), para P(3HB) produzido por C. necator. De acordo com
Khanna e Srivastava (2004), a Mw de P(3HB) produzido por bactérias é
normalmente na faixa de 1.0 x 10* e 3,0 x 10° Da.

De acordo com Canevarolo (2013), as cadeias de um polimero
podem ser rompidas, com aquecimento a altas temperaturas, formando
outras de tamanho menor, com consequente mudanga na estrutura
guimica e redu¢do da massa molar. Como no presente trabalho a
biomassa de C. necator com P(3HB) foi submetida a extracdo
polimérica com solvente sob aquecimento a 150 °C durante 45 min,
ocorreu degradacdo térmica das cadeias poliméricas do P(3HB), fato que
foi confirmado no capitulo 3.

4.4 Consideracdes finais

Com o estudo realizado neste capitulo, é possivel concluir que,
para 0 método de extracdo com homogeneizacdo a alta pressdo e
carbonato de propileno, a melhor condi¢do foi obtida com a pressao de
900 bar e 5min de contato das células com carbonato de propileno
aquecido a 150 °C, pois foram obtidos elevados percentuais de
recuperacdo de P(3HB) com apenas uma passagem da biomassa pelo
homogeneizador. O aumento do nimero das passagens da suspensdo
celular pelo equipamento e das pressdes de operacdo (superiores a
900 bar, dentro da faixa estudada) ndo influenciou os resultados de
recuperacao polimérica.

Sob a melhor condicdo de extracdo obteve-se 97,8 % (m/m) de
recuperacdo polimérica com pureza de 98,3% (m/m) e o P(3HB)
extraido apresentou massa molar de 3,3x10°Da, com indice de
polidispersdo de 2,1. A caracterizacdo térmica do P(3HB) extraido com



Capitulo 4 170

homogeneizador a alta pressdo e carbonato de propileno mostrou que
este biopolimero apresenta propriedades muito similares as amostras de
P(3HB) comerciais.

A caracterizacdo mostrou que os polimeros extraidos de C.
necator, com cloroférmio, carbonato de propileno e homogeneizador a
alta pressao e solvente, apresentam propriedades similares entre si e aos
P(3HB) comerciais. Nas condicdes avaliadas neste trabalho, o processo
de homogeneizacgdo a alta pressao e carbonato de propileno ndo afeta as
propriedades térmicas e a estrutura quimica do P(3HB) extraido.

Os tempos de repouso e agitacdo da etapa de recuperacdo de
P(3HB) com carbonato de propileno foram reduzidos de 12 h cada para
0h e 0,5h, respectivamente, sem influenciarem na recuperagdo
polimérica, na pureza e na massa molar do polimero extraido.

Com o método de extragdo aqui proposto foi possivel obter uma
elevada recuperacdo de P(3HB), a partir de C. necator, com elevada
ureza e propriedades fisicas semelhantes as dos P(3HB) comerciais,
confirmando a qualidade do polimero extraido com um solvente menos
agressivo ao meio ambiente.



RECUPERACAO E REUTILIZAGAO DO CARBONATO DE
PROPILENO EMPREGADO NO PROCESSO DE EXTRAGAO
DE P(3HB)

Este capitulo aborda o estudo do efeito da reutilizacdo do
carbonato de propileno, recuperado do processo de extracdo de P(3HB)
produzido por Cupriavidus necator na recuperacdo e pureza do
biopolimero extraido. Conforme ja foi apresentado nos capitulos
anteriores, o carbonato de propileno destaca-se entre os solventes
utilizados para extracdo de P(3HB) por possuir baixa toxicidade e alto
ponto de ebulicdo, o que garante baixo risco de perda por evaporagéo e
alto rendimento de recuperacdo, com possibilidade de ser reutilizado no
processo de extracdo de P(3HB). Por este motivo, a recuperacdo e
reutilizacdo do solvente no processo de extracdo de biopolimero se
mostra uma alternativa promissora para a possibilidade de reducéo de
custos com solvente no processo de extracao.
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5.1 Introducéo

Estima-se que o impacto do custo de extracdo de P(3HB), no
custo total do processo de producéo, possa representar mais de 50 % do
valor final do produto (SILVA et al., 2007). Os métodos utilizados no
processo de extracdo de P(3HB) sdo: extracdo por solventes orgénicos
como cloroférmio (KSHIRSAGAR et al., 2013), carbonato de propileno
(FIORESE et al., 2009); e dicloroetano (VANLAUTEM; GILAIN,
1982); digestdo enzimatica (SUZUKI et al., 2008); métodos mecanicos
(TAMER; MOO-YOUNG; CHIST, 1998a) e o uso de solugdes aquosas
de surfactantes e quelantes (CHEN et al., 2001). Dentre estes, 0s que
fazem uso de solventes sdo extensivamente utilizados. No entanto, 0 uso
de solventes toxicos e altamente volateis para a extracdo de P(3HB) (por
exemplo, cloroférmio) é contraditorio ao fato de que estes polimeros
vém sendo amplamente estudados para minimizar as agressdes
ambientais causadas pelos polimeros de origem petroquimica
(McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009).

Segundo McChalicher, Srienc e Rouse (2009), o solvente ideal
para a extracdo de biopolimeros de microrganismos a pressdes
atmosféricas, deve ser capaz de dissolver os PHAs abaixo da
temperatura de degradacéo do polimero, minimizando a degradacdo da
cadeia polimérica, ser reutilizavel e apresentar baixos riscos ambientais.
Neste contexto, a extracdo de P(3HB) com carbonato de propileno,
solvente de baixa toxicidade, foi primeiramente proposta por Lafferty e
Heinzle (1979), como alternativa aos solventes clorados. O carbonato de
propileno (CP) é um éster de &cido carbdnico ciclico e apresenta
propriedades interessantes como nado persistir no meio ambiente porque
¢ degradado e ndo é genotoxico, ou seja, ndo causa danos aos genes de
uma célula ou de um organismo (CIR, 1987; EPA, 1998).

Embora haja preocupacdo sobre a presenca de residuais
provenientes dos solventes nos biopolimeros, o carbonato de propileno
ja foi aprovado para uso em aplicacfes sensiveis, tais como cosméticos
e medicamentos (McCHALICHER; SRIENC; ROUSE, 2009). Estudos
tém demonstrado que o carbonato de propileno ndo é facilmente
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absorvido através da pele, podendo ser utilizado em uma variedade de
cosmeéticos em concentracdes de até 5 % (CIR, 1987).

Na Tabela 5.1 estdo apresentados os valores de dose letal 50
(DLsg), definido como a quantidade de uma substancia quimica que,
guando administrada em uma Unica dose via oral expressa em massa de
substancia por massa de animal (rato), produz a morte de 50 % dos
mesmos, dentro de um periodo de observacdo. Esta tabela evidencia o
grau de toxicidade de alguns dos solventes reportados na literatura para
a extracdo de PHAs.

Tabela 5.1. DLsg aguda (ratos) para alguns solventes empregados no
processo de extracdo de PHAS a partir de microrganismos.

DLs (rato — via oral
Solvente 50 ( )

mg.kg™
Carbonato de propileno 20700
Cloroférmio 908
Hipoclorito de s6dio 8200
Dodecil sulfato de sddio
D) 1427
Acetona 5800
Hidréxido de sodio 1350
Metil isobutil cetona 2080
Alcool isoamilico 1300
Cloreto de metileno 1500
Metil isobutil cetona 2080

Dicloroetano 670
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Como pode ser observado, dentre os solventes apresentados na
Tabela 5.1, o carbonato de propileno é o que apresenta maior valor de
DLs, em ratos, evidenciando sua baixa toxicidade frente aos outros
solventes utilizados para extracdo de PHAs. O carbonato de propileno
apresenta a desvantagem de alto custo, no entanto, possui elevado ponto
de ebuli¢do, proximo a 240 °C, permitindo que o risco de perda por
evaporagdo seja baixo, podendo ainda ser reutilizado diversas vezes,
minimizando os custos de producdo de PHAs (McCHALICHER;
SRIENC; ROUSE, 2009).

Frente ao exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar a
eficiéncia da reutilizacdo do carbonato de propileno recuperado do
processo de extracdo de P(3HB), a partir de Cupriavidus necator, na
recuperacao e pureza do biopolimero extraido, além de avaliar as perdas
do solvente nas etapas do processo.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Extracdo de P(3HB) com carbonato de propileno

A biomassa de Cupriavidus necator DSM 545 com 69,0 %
P(3HB), produzida a partir de glicose, foi utilizada no presente estudo
sem tratamento. Ao término do cultivo, as células foram separadas por
centrifugacdo a 2.000 g, durante 15 min. O precipitado foi lavado duas
vezes com agua destilada e submetido a secagem em estufa a 65 °C por
24 h, a fim de evitar a interferéncia da umidade da biomassa na
recuperacao do biopolimero com carbonato de propileno.

Para a recuperagdo do biopolimero com carbonato de propileno
foi utilizado o método descrito no item 2.2.2.1, sob aquecimento a
150 °C por 45 min.
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5.2.2 Determinacao de P(3HB)

Conforme o método descrito no item 4.2.6.

5.2.3 Recuperagdo do carbonato de propileno

5.2.3.1 Recuperagédo do carbonato de propileno apds extracao
polimérica

Visando estudar a eficiéncia na extracdo de P(3HB) do solvente
carbonato de propileno recuperado, onze extracdes sequenciais (em
duplicata) foram realizadas a partir de biomassa de C. necator, sendo
gue, ao término de cada extragdo, o solvente foi recuperado e reutilizado
na extragdo seguinte. Foram efetuados onze ensaios sequenciais de
extracdo de P(3HB) com carbonato de propileno e, consequentemente,
onze testes de recuperacdo de solvente. Cumpre destacar que, para a
obtencdo do mesmo volume de solvente utilizado na primeira extracéo,
adicionou-se solvente ndo utilizado a fim de completar o volume de
86 mL.

Ao final do processo de extracdo de P(3HB), apds a segunda
filtracdo, obteve-se uma mistura de carbonato de propileno, agua e
outros componentes celulares sollveis (lipidios, proteinas e &cidos
nucleicos). Para que houvesse a separacdo da agua do solvente, a
mistura obtida foi aquecida em banho maria a 90 °C, acoplado a um
evaporador rotativo (IKA RV 10 basic) a vacuo, utilizando-se uma
bomba a vacuo (J. B. Industries — DV 200N 250) durante 60 min. Este
tratamento provocou a evaporacdo da agua, permanecendo no baldo
somente carbonato de propileno e impurezas sollveis residuais das
células (como lipidios).

Para a determinacdo do rendimento da recuperacdo do
carbonato de propileno, ap6s a extracdo polimérica, foi utilizada a
Equacéo 5.1.
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Rs = [VFJ =x100
Vi (5.1)

Onde:

Rs = Rendimento de recuperagdo de solvente apds extracdo (%);
Vi = Volume de carbonato de propileno utilizado na extragdo (mL);
V: =Volume de carbonato de propileno recuperado (mL).

A porcentagem de perda de solvente no processo de extragdo de
P(3HB) (Ppex (%)) pode ser obtida a partir da Equacéo 5.2.

Ppex =100—Rs (5.2)

Onde:
Ppex = Perda de solvente no processo de extracdo de P(3HB) (%)

A eficiéncia da reutilizagdo do solvente no processo de extragdo
de P(3HB) foi definida com a comparagdo dos resultados de pureza e
recuperacdo das extracOes realizadas com solvente recuperado, com 0s
resultados obtidos a partir da extragdo com solvente puro (utilizado pela
primeira vez).

Para a obtencdo do mesmo volume de solvente utilizado na
primeira extracdo, foi calculado o make-up do processo, que é o volume
equivalente ao volume de solvente perdido no processo de extracdo
(Equacéo 5.3).

V, =V, -V (5.3)

Onde:

Va= Volume de carbonato de propileno puro a ser adicionado a cada
nova extracdo com solvente recuperado (make-up) (mL);

Vi = Volume de carbonato de propileno utilizado na extragdo (mL);

V: = Volume de carbonato de propileno recuperado (mL).
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5.2.3.2 Recuperacao do carbonato de propileno puro (controle)

Para quantificar possiveis perdas de carbonato de propileno,
apenas durante o processo de recuperacao do solvente, foram realizados
testes de recuperagdo (controle) com volumes conhecidos de carbonato
de propileno puro e de agua destilada, no qual o0 mesmo volume de
solvente utilizado na extracdo foi misturado ao mesmo volume de agua
(utilizada para precipitacdo e lavagem do P(3HB)). Assim, para separar
a agua do solvente, a mistura foi aquecida em evaporador rotativo
conforme descrito no item 5.2.3.1. O rendimento de recuperagdo de
solvente (Rsp (%)) foi calculado a partir da Equacdo 5.1.

Para a obtencgdo da porcentagem de perda de solvente apenas na
etapa de recuperacdo do mesmo (Psp (%)) (separa¢do da agua do
solvente por evaporac¢do), foi utilizada a Equacéo 5.4.

Psp =100 — Rsp (5.4)

Onde:
Psp = Perda de solvente apenas na etapa de recuperagdo do mesmo (%);
Rsp = Rendimento de recuperagéo de solvente (controle) (%).

5.2.3.3 Recuperagéo do carbonato de propileno apés etapas de
filtracdo na extragédo de P(3HB)

Visando quantificar possiveis perdas de carbonato de propileno
durante as etapas de filtracdo do processo de extracdo de P(3HB) com
carbonato de propileno, e perdas de solvente retido nas células ap6s a 1°
filtracdo, foram realizados testes nos quais uma massa de P(3HB)
comercial, PHB industrial, de 2,76 g (massa baseada nos ensaios de
extracdo, pois foram utilizadas 4 g de biomassa com 69,0 % de P(3HB)),
foi misturada ao mesmo volume de solvente utilizado na etapa de
extracdo (26 mL) aquecido a 150 °C durante 45 min. Posteriormente, foi
realizada a primeira filtracdo, empregando-se o mesmo volume de
solvente utilizado para lavagem dos residuos celulares retidos (60 mL),
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em seguida realizou-se a adicdo de agua destilada (mesmo volume
utilizado na extracdo) para precipitacdo polimérica e, por fim, a segunda
filtracdo para a separacdo do polimero da solucdo formada por agua e
solvente. Para separar a agua do solvente, a mistura foi aquecida em
evaporador rotativo conforme descrito no item 5.2.3.1. O rendimento de
recuperacao de solvente (Rf (%)) foi calculado a partir da Equacédo 5.1.

A perda de solvente nas etapas de filtracdo do processo de
extracdo de P(3HB) (Pf (%)) foi determinada a partir da Equacgéo 5.5.

Pf =100 Psp — Rf (5.5)

Onde:

Pf = Perda de solvente nas etapas de filtracdo do processo (%);

Psp = Perda de solvente apenas na etapa de recupera¢do do mesmo (%);
Rf = Rendimento de recuperacdo de solvente ap6s as etapas de filtragao
(%).

Com os valores de perdas de solvente nas etapas de filtracdo do
processo, de recuperacdo de solvente (evaporacdo da agua) e no
processo de extracdo de P(3HB) de Cupriavidus necator, se pode obter a
perda de solvente que fica aderida nas células apos a primeira filtracdo
(Pcel (%)) (Equagéo 5.6).

Pcel = Ppex — Psp — Pf (5.6)

5.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

O procedimento foi realizado conforme o método de anélise
termogravimétrica descrito no item 4.2.7.2. Esta andlise foi realizada
para se obter as porcentagens de pureza dos polimeros extraidos com
carbonato de propileno puro, ndo recuperado, e com solvente recuperado
11 vezes, a partir da porcentagem da perda de massa, a fim de confirmar
a pureza obtida a partir da analise em HPLC descrita no item 4.2.6.
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5.3 Resultados e Discussédo

5.3.1 Recuperagdo do carbonato de propileno ap6s extracéo
polimérica

Na Figura 5.1 estdo apresentados os resultados de rendimentos
de recuperagdo do carbonato de propileno nos ensaios realizados com
solvente puro e com solvente reutilizado na extracdo de P(3HB) de C.
necator (ensaios realizados em duplicata).

Figura 5.1. Resultados de rendimento de recuperagdo de carbonato de
propileno (CP) em % (v/v), obtidos nos ensaios realizados com solvente
puro (m) e com CP recuperado no processo de extracdo (®). Os dados de
rendimento de recuperacdo de CP apds extracdo do polimero
correspondem a uma média de dois ensaios e 0s respectivos desvios
médios estdo representados pelas barras.
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Nota-se na Figura 5.1 que nos ensaios realizados com carbonato
de propileno ndo utilizado, a porcentagem de recuperacédo ficou entre 94
e 96 % (valor médio de 95 %), indicando que pode ter ocorrido em
média 5% de perdas de carbonato de propileno no processo de
recuperacdo. Estas perdas podem ter ocorrido devido ao arraste
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(evaporagdo) do solvente juntamente com a agua durante a etapa de
evaporagdo da agua do processo de recuperagdo do solvente
(confirmado nos ensaios com CP puro).

Os valores obtidos de rendimentos de recuperacdo de carbonato
de propileno apds a extracdo ficaram em torno de 80 %, com varia¢éo
entre 76,9 e 82,0 %. E importante destacar que estes valores (Figura 5.1)
se referem ao volume de solvente recuperado, apds a extracdo de
P(3HB) de biomassa, constituido de componentes celulares sollveis
remanescentes deste processo. De acordo com Aragéo et al. (1996), a
biomassa de C. necator é composta por 40 % de proteinas, 14 % de
fosfolipidios, 25,6 % de polissacarideos, 5,5 % de peptidioglicano, 11 %
de lipidios, entre outros constituintes em menores concentragoes.
Alguns destes constituintes celulares, como os lipidios, por exemplo,
durante o processo de extracdo do P(3HB) das células, permanecem
solubilizados no carbonato de propileno.

Na Figura 5.1 observa-se um decréscimo no rendimento de
recuperacdo do carbonato de propileno, a partir da oitava recuperagdo. A
diminuicdo desses valores apds oito recuperagdes de solvente pode ter
ocorrido em funcdo das impurezas remanescentes no solvente (residuos
celulares solGveis no solvente a cada extracdo) e formacdo de uma
solucdo (carbonato de propileno e impurezas) mais viscosa e,
consequentemente, com maior perda de solvente na etapa de extragdo
polimérica.

N&o ha na literatura estudos sobre o rendimento da recuperacédo
de carbonato de propileno apds o processo de extracdo e nem da sua
eficiéncia apds ser reciclado. Mcchalicher, Srienc e Rouse (2009)
recuperaram carbonato de propileno, apds a extracdo de P(3HB), a
90 °C sob vacuo, porém ndo apresentaram os resultados de rendimento
de recuperacgdo de solvente e nem se este foi reutilizado no processo de
extracdo. Lafferty e Heinzle (1979) também relataram a recuperagdo de
carbonato de propileno, ap6s extracdo de P(3HB), e sua eficiente
reutilizagdo por trés vezes. No entanto, ndo apresentaram resultados para
esta etapa do estudo.
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Os resultados dos experimentos de recuperacdo do solvente,
considerando-se todo o processo de extragdo de P(3HB) realizados,
mostraram que ocorreram perdas de cerca de 20 % de solvente durante o
processo, sendo necessario um make-up desta porcentagem de solvente a
cada extracdo (reposicdo de 17,2mL de solvente), e a partir dos
resultados de recuperacdo de solvente puro observa-se que 5 % destas
perdas sdo referentes a etapa de evaporacdo. Para quantificar as perdas
de solvente durante o processo de extracdo de P(3HB), foram
determinadas as porcentagens de perdas de solvente nas seguintes
etapas: filtragGes do processo de extracdo de P(3HB) (Pf (%) Eqg. 5.5) e
perda de solvente que fica aderido nas células apds a 1° filtracdo (Pcel
(%) Eq. 5.6), conforme apresentado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Resultados de perdas de solvente nas etapas de filtracdo do
processo de extracdo de P(3HB) (Pf (%) Eq. 5.5) e perdas de solvente
que permanece nas células apos a primeira filtracdo (Pcel (%) Eq. 5.6).

Etapas do processo Perda de solvente (v/v) (%)
Pf 11+£0,75
Pcel 4+0,75

De acordo com a Tabela 5.2 observa-se que as maiores
porcentagens de perdas de solvente (11 %) ocorrem durante as etapas de
filtragdo do processo de extracdo de P(3HB) e cerca de 4 % de solvente
é perdido nos residuos celulares na primeira filtragcdo deste processo.

5.3.2 Recuperacao e pureza de P(3HB) extraido com carbonato de
propileno reutilizado

Sabe-se que a cada recuperagdo do solvente, apds o processo de
extracdo com carbonato de propileno, tem-se um solvente com maior
concentracdo de componentes celulares soliveis remanescentes. Dessa



Capitulo 5 182

maneira, essas impurezas contidas no solvente recuperado poderiam
influenciar na pureza do P(3HB) extraido com o solvente reutilizado,
reduzindo a qualidade do produto final. A investigacdo do reuso de
carbonato de propileno, ap6s a extracdo de P(3HB) nos resultados de
recuperacdo e pureza, € de grande importancia para a avaliacdo da
eficiéncia deste solvente depois de repetidas reutilizacdes. Os resultados
das duplicatas da analise de recuperagdo de P(3HB), apds cada extracdo
com carbonato de propileno recuperado, estdo apresentadas na Tabela
5.3.

Tabela 5.3. Resultados de recuperacdo e pureza de P(3HB) nas
extracOes realizadas a cada recuperacdo do carbonato de propileno (11
vezes). Os dados correspondem a uma média de dois ensaios e 0s
respectivos desvios médios.

Namero de Recuperacdo de Pureza do P(3HB)
recuperacdes do CP P(3HB) (%)
(%)

0 743+0,8 97,9+1,0
1 75,8+0,2 92,6 +£3,0
2 77,1+0,2 92,0+0,4
3 76,5+0,7 98,8+0,2
4 749+0,9 913+14
5 75,1+13 948+21
6 742+0,9 951+29
7 75016 99,0+0

8 730+15 92,1 +0,3
9 73,7+1.2 91,3+0,1
10 736+1,0 91,2 +0,1
11 77,0113 99,00

Valor médio 750+1,0 946 +28
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Pode-se observar que o carbonato de propileno se mostrou
eficiente para o processo de extracdo de P(3HB), mesmo ap6s onze
recuperacdes sucessivas. Os percentuais de recuperacdo de P(3HB), com
carbonato de propileno recuperado a cada extragdo, mantiveram-se
praticamente constantes e ficaram entre 73,0 e 77,0 % (valor médio de
75,0 %).

Os valores de pureza para 0s polimeros extraidos com
carbonato de propileno, reciclado até 11 vezes, mantiveram-se entre
91,2 e 99,0 % (valor médio de 94,6 %). As diferencas observadas nas
porcentagens de pureza dos polimeros extraidos com solvente reciclado
se devem, provavelmente, a erros experimentais e ndo apresentam
relacdo direta com o0 nimero de vezes que o solvente utilizado para a
extracao foi recuperado.

Com o objetivo de confirmar a pureza do polimero extraido
(determinada em HPLC) com carbonato de propileno recuperado onze
vezes foi realizada analise termogravimétrica das amostras de polimero
extraidas com este solvente recuperado e com carbonato de propileno
puro (curvas termogravimétricas apresentadas no Anexo 1V). Os
resultados de pureza obtidos para o polimero extraido com solvente puro
e para o polimero extraido com solvente recuperado onze vezes foram
de 97,4 e 97,2 %, respectivamente.

Esses resultados mostram a importancia da utilizagcdo de
carbonato de propileno na extracdo de P(3HB), pois, além de ser um
solvente de baixa toxicidade, pode ser reutilizado no processo em até,
pelo menos, onze vezes sem perder a eficiéncia na recuperagdo
polimérica e sem influenciar na pureza dos polimeros extraidos. Os
resultados obtidos nesse estudo sdo importantes do ponto de vista
tecnoldgico, uma vez que foi explorada a reutilizacdo de um solvente de
baixa toxicidade para extracdo de um biopolimero a partir de fonte
renovavel de carbono, e ao final do processo foi possivel a obtencdo de
um produto com elevada pureza. Essa Ultima caracteristica é importante,
pois a pureza do bioproduto extraido é de grande relevancia para o
direcionamento e adequacéao deste polimero em futuras aplicacdes.
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5.4 Consideragdes finais

Quando o carbonato de propileno, apés a extragcdo do P(3HB),
foi submetido & recuperacéo obteve-se rendimento de 80 % de solvente,
evidenciando que ocorrem perdas de solvente nas etapas do processo de
extracdo com a necessidade de make-up de 20 % de solvente a cada
nova extracdo. Sendo que dos 20 % de carbonato de propileno nédo
recuperado, 5 % é referente a perda de solvente na evaporacdo da agua,
11 % proveniente de perdas nas etapas de filtracdo e 4 % de perdas por
aderéncia do solvente nos residuos celulares.

A reutilizacdo do carbonato de propileno no processo de
extracdo de P(3HB) de Cupriavidus necator mostrou-se eficiente, apés
onze recuperacdes, confirmando a possibilidade de reciclo do carbonato
de propileno na extracdo de P(3HB), sem reducdo na sua eficiéncia
como solvente para recuperacdo de biopolimero com elevada pureza.
Nesse sentido, os resultados obtidos nesse trabalho tém relevancia
tecnoldgica e podem contribuir para o avango da utilizagdo de carbonato
de propileno na extracdo de P(3HB), visto que este solvente, mesmo
apresentando elevado custo, pode facilmente ser recuperado ap6s o
processo de extracdo polimérica e reutilizado, neste mesmo processo,
varias vezes sem influenciar nos resultados de pureza e recuperagdo do
polimero extraido.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento de processos de extracdo de P(3HB)
eficientes, em que os objetivos principais sejam reduzir as perdas de
produto no processo, obter um produto de elevada pureza e com
caracteristicas fisicas e térmicas preservadas, obter um produto que se
enquadre no termo sustentavel utilizando produtos quimicos de baixa
toxicidade que ndo comprometam o meio ambiente, é muito importante
para que o P(3HB) possa competir comercialmente com os plasticos de
origem petroquimica. Baseado nas consideragdes de cada capitulo, as
conclusdes finais que podem ser destacadas desse trabalho sdo:

e Os resultados obtidos nesse estudo se mostram interessantes
para 0 processo de extracdo de P(3HB), pois o tratamento
mecanico de homogeneizagao a alta pressdo da biomassa pode
ser aplicado em escala industrial, o produto quimico aplicado
no processo € um solvente de baixa toxidade e que pode ser
reutilizado varias vezes. Ao final do processo de extracdo aqui
proposto, é possivel obter elevada porcentagem de produto
recuperado com elevada pureza, em um tempo de processo
reduzido, e com caracteristicas térmicas e de massa molar
préximas as dos polimeros comerciais, confirmando assim a
qualidade do P(3HB) extraido de C. necator. Essas
caracteristicas sdo de grande importancia, pois definem o
direcionamento e adequacdo deste polimero para futuras
aplicac0es.

e O carbonato de propileno é um solvente bastante viavel para a
extracdo de P(3HB) a partir de bactérias, principalmente quando
é associado a métodos mecanicos, para rompimento celular, que
facilitem a solubilizacdo do polimero pelo solvente.

e O método de extragdo de P(3HB), de Cupriavidus necator, que
combina homogeneizagdo a alta pressdo e carbonato de
propileno se mostra eficaz nos resultados de pureza e
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recuperacao polimérica, sendo definido como o melhor método
para a extracdo de P(3HB), quando comparado aos outros
métodos testados neste trabalho. A aplicagdo em conjunto do
tratamento sob alta pressdo e carbonato de propileno nos
resultados da extragcdo proporcionou a reducdo do tempo de
contato das células com solvente de 45 para 5 min. Essa
reducdo é de grande importancia no processo, pois proporciona
economia de energia e de tempo de extragéo.

Com as condi¢cBes de homogeneizacdo a alta pressdo da
biomassa, de 900 bar e 1 passagem, e recuperacdo de P(3HB)
com carbonato de propileno, a 150 °C durante 5 min, sem
tempo de repouso e com tempo de agitacdo de 30 min, obteve-
se as melhores condicdes de extracdo. Esta condigdo
proporciona valores de porcentagem de recuperacdo de P(3HB)
e pureza elevados em um menor tempo de contato
células/solvente, frente as demais condicdes estudadas.

A caracterizacdo mostrou que o polimero extraido de C. necator
com homogeneizador a alta pressdo e solvente apresenta
propriedades similares aos P(3HB) comerciais e aos reportados
na literatura.

A reutilizacdo do carbonato de propileno no processo de
extracdo de P(3HB) de Cupriavidus necator se mostrou
eficiente. Os resultados confirmam a possibilidade de reciclo do
carbonato de propileno na extracdo de P(3HB), sem reducdo na
sua eficiéncia como solvente para recuperacdo de biopolimero
com elevada pureza.
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ANEXOS

ANEXO |: CROMATOGRAMAS DAS DETERMINACOES DE
MASSA MOLAR DO CAPITULO 2.

ANEXO Il: CROMATOGRAMAS DAS DETERMINACOES DE
MASSA MOLAR DO CAPITULO 3.

ANEXO I1I: CROMATOGRAMAS DAS DETERMINACOES DE
MASSA MOLAR POR GPC DO CAPITULO 4.

ANEXO 1V: CURVAS OBTIDAS NA ANALISE DE TGA DO
CAPITULO 5.
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ANEXO |

Figura A.1. Cromatograma obtido pela andlise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 2 passagens, e carbonato de
propileno.
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Figura A.2. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 3 passagens, e carbonato de
propileno.
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Figura A.3. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1200 bar e 2 passagens, e carbonato de

propileno.
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ANEXO Il

Figura B.l. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com o método
controle (biomassa sem tratamento) a 150 °C por 5 min.
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Figura B.2. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com o método
controle (biomassa sem tratamento) a 150 °C por 15 min.
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Figura B.3. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com o método

controle (biomassa sem tratamento) a 150 °C por 30 min.
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Figura B.4. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com o método
controle (biomassa sem tratamento) a 150 °C por 45 min.
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Figura B.5. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 2 passagens, e carbonato de

propileno a 150 °C por 5 min.
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Figura B.6. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 2 passagens, e carbonato de
propileno a 150 °C por 15 min.
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Figura B.7. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com

homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 2 passagens, e carbonato de
propileno a 150 °C por 30 min.
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Figura B.8. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 1300 bar e 2 passagens, e carbonato de
propileno a 150 °C por 45 min.
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ANEXO I

Figura C.1. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com
homogeneizador a alta pressdo, 900 bar e 1 passagem, e carbonato de
propileno a 150 °C por 5 min.
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ANEXO Il

Figura C.2. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com carbonato de
propileno (controle) a 150 °C por 45 min e tempos de repouso (Tr) e

agitacdo de 12 h e 12 h, respectivamente.
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ANEXO 111
Figura C.3. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com carbonato de
propileno (controle) a 150 °C por 45 min e tempos de repouso (Tr) e

agitacdo de 0 h e 12 h, respectivamente.
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237

ANEXO 111

Figura C.4. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com carbonato de
propileno (controle) a 150 °C por 45 min e tempos de repouso (Tr) e

agitacdo de 0,5 h e 0,5 h, respectivamente.

Broad Unknown Relative Chromatogram

A
7,004 =
Ilwl‘n
[
6,004 | |
{ ]
! 1
5,004 | \
| \
1,00 |I \
| \
- 300 | \
= | \
| \
2,004 | \
[
f
1,04 / \ o /{\» S—
g;i_,__f—f——*‘g?\‘* — /
oo — . Vo
\
\
-1,004 Vo
i Vi
A
Ly oty o oy ey B B R oy B
2,00 4,00 6,00 800 10,00 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2500 2300 30,00
Minutes
Broad Unknown Relative Peak Table
Distribution Mn Mw MP Mz Mz+1
Name (Daltons ) | (Daltons) | (Daltons ) | (Daltons) | (Daltons) Polydispersity MziMw | M2 1Mw
44081 88820 74840 177814 315832 2,014822 | 2,001958 | 3,555864
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Figura C.5. Cromatograma obtido pela analise de GPC para
determinacdo da massa molar do polimero extraido com carbonato de
propileno (controle) a 150 °C por 45 min e tempos de repouso (Tr) e
agitacdo de 0 h e 0,5 h, respectivamente.
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Figura D.1. Curvas de TGA da amostra de P(3HB) extraida com

carbonato de propileno (ndo reutilizado) puro.
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Figura D.2. Curvas de TGA da amostra de P(3HB) extraida

carbonato de propileno reutilizado 11 vezes.
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