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“Quando algo vai mal, e isso acontece na vida,
guando a estrada a percorrer parece enorme subida,
quando o dinheiro é pouco e a divida aumenta,

e vocé quer sorrir, mas ndo pode, e se lamenta
guando a ansiedade o faz um autista,

descanse um pouco, mas ndo desista.

A vida corre estranha, ora embaixo, ora no alto,
como todos, aprendemos a cada sobressalto,

e muitos daqueles que se deixam derrotar

seriam vencedores se aprendessem a lutar.

N4o desista, mesmo andando sem nenhuma rapidez,

talvez obtenha sucesso se apenas tentar outra vez.

O objetivo pode estar perto, mas distante

do homem sem coragem e hesitante;

ha lutadores que desistem antes da luta

e nunca sabem se venceriam a disputa;

e s0 quando é tarde e nada mais podem fazer,

descobrem o quanto estavam perto de vencer.

O sucesso € o fracasso as avessas,

a cor escura de incertezas pregressas,

a certeza de estar proximo é algo incerto,

pode parecer longe e, entretanto, estar perto.

Entdo, nunca desanime, nem com a dor mais imprevista,

e nos piores momentos, diga a si mesmo: "N&o desistal””

(Paul Hannah, 2004)






RESUMO

O glicerol, principal subproduto da producédo do biodiesel, € amplamente produzido, sendo
necessario encontrar utilizagbes comerciais para essa producdo. Uma delas € sua utilizacdo
como substrato para cultivos de microrganismos. O poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) € um
poliéster natural e biodegradavel, produzido e armazenado como reserva energética por
diversos microrganismos. Como é um produto intracelular, o P(3HB) deve ser recuperado das
células no final do cultivo, podendo ter uma composicdo diferente dependendo do
microrganismo, a fonte de carbono e as condices de cultura empregadas. O objetivo deste
estudo foi extrair e caracterizar o P(3HB) produzido por Cupriavidus necator_glpFK, a partir
de glicerol e de glicerol e glicose associados e comparar 0s resultados aos obtidos a partir de
glicose, bem como com o biopolimero comercial. As seguintes anélises foram realizadas na
caracterizacdo: espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), viscosidade, analise termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial de
varredura ou calorimetria exploratéria diferencial (DSC). O solvente carbonato de propileno,
recuperado de outras extracOes, foi utilizado. Os melhores resultados obtidos para pureza e
recuperacdo do P(3HB) foram de 95 e 86%, respectivamente, para o polimero produzido a partir
de glicerol. A andlise de FTIR comprovou ser o P(3HB) os polimeros extraidos dos dois
substratos. N&o houve diferenca significativa na massa molar média, de 5,8 e 5,9 x10* g.mol ™,
utilizando glicerol ou glicerol e glicose como substratos, respetivamente, porém seus valores
foram inferiores aqueles relatados para biopolimeros comerciais. A analise de TGA e DSC
avaliaram as propriedades térmicas dos polimeros, as quais foram semelhantes para os dois
substratos estudados, com valores de Tonset € Tpeak iguais (266,43 e 291,26 °C, respectivamente)
e Tm e Xc aproximados (170,27 e 169,00 °C (Tm) e 61,93 € 59,29% (Xc)). Foi possivel constatar
que o uso do glicerol ndo afetou a estabilidade dos polimeros quanto as propriedades térmicas,
e que o carbonato de propileno pode ser reutilizado no processo de extragdo. A producao deste
biopolimero com um subproduto, como o glicerol, e a sua extragdo com o solvente
reaproveitado pode contribuir para a redugdo dos custos totais de producdo do P(3HB).

Palavras-chave: Carbonato de propileno; Cupriavidus necator; extragdo; glicerol; Poli(3-

hidroxibutirato).
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Caracterizacao de Poli(3-hidroxibutirato) produzido por Cupriavidus necator a partir

de glicerol e glicerol e glicose associados.

Por qué?

« Ha poucos relatos na literatura quanto a caracterizacdo de P(3HB) produzido por cultura
bacteriana, a partir do glicerol. O presente trabalho pretende contribuir com informagdes
sobre as propriedades fisico-quimicas e térmicas do P(3HB) produzido pela bactéria C.

necator_glpFK a partir do glicerol e glicerol e glicose associados.

« O glicerol € um substrato de baixo custo. Além disso, h& controvérsias na literatura quanto
a massa molar de P(3HB) produzido a partir glicerol como substrato. Portanto, o presente
trabalho pretende obter dados sobre recuperacdo, pureza e caracteristicas fisico-quimicas

do polimero produzido por glicerol e comparar com a literatura.

« Ainda nao ha estudos sobre a caracterizacdo do P(3HB) produzido pelo uso de glicerol e

glicose como substratos associados pela bactéria C. necator_glpKF.

Meétodo experimental

» Tratamento da biomassa com método térmico.
* Recuperagéo de P(3HB) utilizando o solvente carbonato de propileno.
» Determinacdo dos percentuais de recuperacao e pureza do P(3HB).

« Caracterizacdo do P(3HB) através das seguintes analises: GPC, FTIR, viscosidade, TGA e
DSC.
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1 INTRODUCAO

Por muito tempo, a descoberta de materiais durdveis para utilizacdo diaria, como 0s
materiais plasticos, por exemplo, foi de extrema importancia. Os materiais plasticos tornaram-
se parte integrante da vida contemporanea em funcéo de propriedades desejaveis, incluindo a
durabilidade e versatilidade. Os plasticos a base de petroleo tornaram-se materiais valiosos,
visto sua vasta gama de aplicagdes. No entanto, devido a sua baixa biodegradabilidade e
acumulo no ambiente, sdo considerados um dos principais poluentes ambientais. Os plasticos
mais utilizados na vida diaria sdo polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS),
politereftalato de etileno (PET) e policloreto de vinila (PVC) que, apesar do avanco no
processamento e fabricacdo, geram dois grandes problemas: o uso de fonte ndo renovavel, como
matéria-prima e a grande quantidade de residuos gerada para descarte (FRANCHETTI,
MARCONATO, 2006; LEE, 1996; URTUVIA et al., 2014).

H& uma crescente preocupacao sobre os efeitos nocivos dos materiais plasticos de origem
petroquimica no ambiente. Isso levou muitos paises a dar inicio ao desenvolvimento de
plasticos biodegradaveis (REDDY et al., 2003). Os plasticos biodegradaveis sdo polimeros que
podem ser completamente degradados, sob condic¢des apropriadas do meio ambiente (SQUIO,
ARAGAO, 2004). Entre os varios polimeros biodegradaveis ja descobertos, destaca-se o grupo
dos biopolimeros conhecidos como Poli-hidroxialcanoatos (PHAS), que sdo os poliésteres de
varios monoémeros hidroxialcanoato (SHRIVASTAYV et al., 2013) sintetizados a partir de uma
variedade de substratos, sendo armazenados como granulos intracelulares de reserva de energia
(URTUVIA et al., 2014).

O Poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é um polimero linear semicristalino que pertence a
familia dos PHAs (WELLEN et al., 2013) que possui propriedades estruturais semelhantes as
do polipropileno, com a vantagem de ser biodegradavel, biocompativel e poder ser produzido
a partir de fontes de carbono renovaveis (RAVEENDRAN et al., 2013). Porém, apesar da ampla
faixa de aplicacdes e das caracteristicas relevantes do P(3HB), seu elevado custo de produgéo
em relacéo aos plasticos petroquimicos limita sua utilizagdo. Sendo assim, ha a necessidade de
reducdo dos custos de producdo dos PHAS e que suas caracteristicas sejam semelhantes e/ou
superiores as apresentadas pelos plasticos convencionais. Pode-se também considerar que suas

aplicacbes possam estar vinculadas a produtos de alto valor agregado, como 0 uso em
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aplicacbes médicas, por exemplo, para se tornarem comercialmente competitivos com 0s
plasticos petroquimicos (PENLOGLOU et al., 2010).

Ha pesquisas em andamento em todo o mundo para o desenvolvimento de uma tecnologia
eficaz para a producdo de P(3HB), do ponto de vista econdmico. Entre elas esta a utilizacédo de
subprodutos agroindustriais como fonte de carbono, com o potencial de reduzir o custo de
producdo (PRABISHA et al., 2015), pois cerca de 25 — 45% do custo total de produgdo pode
ser atribuido a fonte de carbono (NARANJO et al., 2013). Nesse contexto, o glicerol, um
subproduto da producédo de biocombustiveis que representa aproximadamente 10 e 6% (w/w)
das producdes de diéster e alcool, respectivamente é uma fonte de carbono de baixo custo
(BARBIRATO et al., 1998).

O tipo da fonte de carbono ndo somente afeta o rendimento e composicdo monomérica
do polimero, como suas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas (APATI, 2012). Dependendo
da aplicacéo, o biopolimero requer diferentes propriedades do material. (SHINDU et al., 2013).
Para identificacdo e caracterizacdo de polimeros de origem bioldgica e sintética, sao utilizadas
técnicas de andlise térmica como termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), além de analises de cristalinidade, polarimetria, temperatura de fusdo e
dados cinéticos (WELLEN et al., 2013; SHARMA, BAJAJ, 2015).

Uma ampla variedade de bactérias tem sido identificadas como produtoras de PHA ao
longo das duas ultimas décadas, incluindo Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida,
Aeromonas hydrophila, Cupriavidus necator, e muitos outros (WONG et al., 2012). Porém,
para a producdo de P(3HB), C. necator é predominantemente investigada, podendo armazenar
PHA até 96 % da sua massa seca de células sob condic6es de limitacdo de nitrogénio ou fosfato
e excesso de fonte de carbono (RODRIGUEZ-CONTRERAS et al., 2015).

Entretanto, quando se utiliza glicerol como substrato, a produtividade e o rendimento de
P(3HB) sdo significativamente menores em comparacdo a glicose (CAVALHEIRO et al.,
2009), sendo reportadas limitacbes no consumo de glicerol por C. necator DSM 545
(TANADCHANGSAENG, YU, 2012). Tendo isso em vista, Zanfonato (2016) realizou a
construgdo de uma cepa recombinante de C. necator DSM 545, através da inser¢do dos genes
responsaveis pelo consumo de glicerol de Escherichia coli (glpKF), para obter uma cepa com

capacidade de assimilar de forma mais eficiente o glicerol.
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No presente trabalho, o P(3HB) produzido pela bactéria C. necator_glpFK, desenvolvida
por Zanfonato (2016), utilizando glicerol ou glicerol e glicose associados como substratos, foi

extraido e caracterizado quanto suas propriedades fisico-quimicas e térmicas.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o P(3HB) produzido por C.

necator_gIpFK, a partir de glicerol e glicerol e glicose associados como substrato.

Os objetivos especificos foram:

» Avaliar a influéncia da utilizacdo do glicerol como substrato para a bactéria C.

necator_glpFK na massa molar do P(3HB) produzido;

 Caracterizar o P(3HB) produzido quanto as propriedades quimicas, fisicas,

morfoldgicas e térmicas;

« Comparar o rendimento, porcentagem de recuperagdo, pureza, massa molar,
concentracdo e estabilidade térmica dos biopolimeros produzidos com o biopolimero

comercial;

« Analisar a influéncia de dois substratos (glicerol e glicose) nas caracteristicas dos

biopolimeros produzidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda caracteristicas do P(3HB) produzido por bactérias, suas aplicacfes
e metodos de extracdo. Os aspectos gerais da producdo de PHAs, com énfase na biossintese de
P(3HB) por C. necator com a utilizagdo de glicerol e de glicose como substratos, também séo

abordados.

2.1 POLI-HIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Os PHAs sdo um grupo de poliésteres bacterianos de varios mondémeros
hidroxialcanoatos, formados por carbono, oxigénio e hidrogénio, cuja formula estrutural esta
representada na Figura 1 (adaptado de LEE, 1996). A composi¢do da cadeia lateral (R) e o valor
de n determinam a identidade da unidade monomérica. Cerca de 150 diferentes unidades
monomeéricas ja foram identificadas como constituintes dos PHAs em varias bactérias.
(SHRIVASTAV et al., 2013; LEE, 1996).

Eles podem ser sintetizados por numerosos microrganismos, existindo pelo menos 75
géneros diferentes de bactérias. Esses polimeros sdo acumulados como compostos de
armazenamento de energia intracelular, o qual pode ocorrer de duas formas: a primeira € quando
estas requerem condicdo de limitacdo de um ou mais fatores ambientais ou nutricionais, tais
como nitrogénio, fosforo, potéssio, ou oxigénio, com fornecimento em excesso de fonte de
carbono; e a segunda forma é quando o acimulo de polimero ocorre durante crescimento
celular, sem limitacdo de nutrientes. O acimulo destes polimeros pode chegar a 90% do peso
seco da célula. Os PHAs podem ter composicdo diferente dependendo do microrganismo, a
fonte de carbono e as condi¢Bes de cultura empregadas (MADISON, HUISMAN, 1999;
KULKARNI et al., 2010; REDDY et al., 2003; URTUVIA et al., 2014).

Os PHAs sdo divididos em dois grupos, dependendo do nimero de atomos de carbono
nas unidades monoméricas. PHAs constituidos por unidades de &cidos hidroxialcandicos de
cadeia curta “short-chain length” (PHAscL), que apresentam de 3 a 5 atomos de carbono; e
PHASs constituidos por unidades de cadeia média “medium-chain length” (PHAmcL), que
consistem de 6 a 14 atomos de carbono na cadeia. PHAscL sdo termoplasticos rigidos,
quebradicos e com um elevado grau de cristalinidade, enquanto os PHAmcL sdo0 materiais
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Figura 1 — Estrutura geral dos PHAs.
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Fonte: Adaptado de LEE (1996).

elasticos, flexiveis, possuindo resisténcia a tracdo e baixo grau de cristalinidade. Sdo
exemplos de PHAscL: P(3HB), poli(4-hidroxibutirato) (P(4HB)) e poli(3-hidroxivalerato)
(P(3HV)), ou o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)),
sendo o P(3HB) o mais atrativo. Exemplos de PHAwmcL: homopolimeros de poli(3-hidroxi-
hexanoato) (P(3HHX)), poli(3-hidroxioctanoato) (P(3HO)) e copolimeros tais como poli(3-
hidroxi-hexanoato-co-3-hidroxioctanoato (P(3HHx-co-3HO)). (OSMAN, et al., 2016;
SHRIVASTAV et al., 2013; URTUVIA et al., 2014; ANJUM et al., 2016).

2.2 POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) (P(3HB))

O P(3HB) foi o primeiro PHA a ser identificado em 1926 por Maurice Lemoige na
bactéria Bacillus megaterium (LEMOIGNE, 1926 apud URTUVIA et al., 2014). E um
homopolimero que contém unidades de monémeros de 3-hidroxibutirato (KULKARNI et al.,
2010). E também um polimero semicristalino totalmente biodegradavel e biocompativel, além
de uma alternativa para substituir plasticos convencionais derivados do petréleo (PRABISHA

et al.,, 2015; WELLEN et al., 2013). Possui propriedades estruturais semelhantes as do
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polipropileno, como a temperatura de fusdo, massa molar, resisténcia a tragdo, com a vantagem
de ser biodegradavel, biocompativel e poder ser produzido a partir de fontes de carbono
renovaveis (RAVEENDRAN et al., 2013).

2.2.1 Producéo de P(3HB)

Apesar de ter propriedades promissoras, e da ampla faixa de aplicacdes, uma das
principais limitacdes para a producdo comercial de P(3HB) ¢é o custo elevado de producéo
quando comparado com pléasticos derivados do petréleo. Sendo assim, ha a necessidade de
reducdo desses custos e que as caracteristicas do polimero produzido sejam semelhantes e/ou
superiores as apresentadas pelos plasticos convencionais ou que suas aplicacdes possam estar
vinculadas a produtos de alto valor agregado, para se tornarem comercialmente competitivos
com os plasticos petroquimicos (WELLEN et al.,, 2013; PRABISHA et al., 2015;
PENLOGLOU et al., 2010).

Naranjo et al. (2013) reportaram que 25 — 45% do custo total de producdo pode ser
atribuido a matéria prima. Como a fonte de carbono € uma parte importante da matéria prima,
hé relatos sobre a utilizacdo de subprodutos agroindustriais como Unica fonte de carbono, o que
pode reduzir o custo total de producdo. Subprodutos, tais como o glicerol bruto, efluentes de
fabrica de azeite, efluentes de laticinios, residuos de 6leo de cozinha foram relatados para a
producdo do P(3HB) (PRABISHA et al., 2015). Nesse contexto, o glicerol, proveniente da
producdo de biodiesel, € uma possivel fonte de carbono de baixo custo para a sintese de P(3HB)
(HAND et al., 2016).

O glicerol, 1,2,3-propanotriol de acordo com a nomenclatura IUPAC, contém trés grupos
hidroxila, que sdo responsaveis pelo seu carater higroscopico e solubilidade em agua. Ele é um
liquido viscoso incolor, inodoro, solivel em diferentes liquidos polares e insoltvel em alcoois

superiores, hidrocarbonetos e solventes clorados (HEJNA et al., 2016).

O biodiesel € um biocombustivel que tem sido cada vez mais procurado como uma
alternativa aos combustiveis derivados do petréleo tradicionais, porque é renovavel e neutro em
carbono. Durante a producdo de biodiesel, glicerol bruto é produzido na proporcéao de 1 kg de
glicerol bruto por 10 kg de biodiesel, e representa aproximadamente 10 e 6% (w/w) das
producdes de diéster e alcool, respectivamente (HAND et al., 2016; BARBIRATO et al., 1998).
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Para reduzir os custos de producdo de biodiesel, hd um interesse significativo na
utilizacdo de glicerol bruto como matéria-prima para gerar produtos de valor agregado,
incluindo o P(3HB) (HAND et al., 2016). Apesar de ser uma fonte de carbono de baixo custo,
de acordo com a caracterizacdo de Cavalheiro et al. (2009), quando glicerol € usado como
substrato para sintese de P(3HB) por C. necator, uma baixa massa molecular é obtida, massa
molecular ponderal média (Mw) na ordem de 10° Da, enquanto que, segundo os autores, algo
em torno de 10° Da é obtido quando glicose, frutose ou sacarose s&o usados como fonte de

carbono no cultivo.

Vaérios fatores podem ser considerados na selecdo do microrganismo para a producao de
PHAs, tais como a capacidade da célula para utilizar uma fonte de carbono de baixo custo,
velocidade de crescimento, velocidade de sintese de polimero e o acimulo de polimero de uma
célula em particular. Dentre as bactérias utilizadas na sintese de PHAs, a maioria requer
condicéo de limitagdo de um ou mais nutrientes, sendo C. necator a mais estudada. E dentre as
bactérias que ndo necessitam de limitacdo estd a Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii e
Escherichia coli recombinante (OJUMU et al., 2004; QUINES, 2015; FARIAS, 2009).

Tian et al. (2005) realizaram estudos da formacao de grénulos de P(3HB) em C. necator
por microscopia de transmissao eletrénica. Na Figura 2 é possivel observar que, a medida que
o cultivo celular ocorreu, os granulos de P(3HB) apareceram e aumentaram gradualmente de

tamanho até que praticamente a célula inteira ficou preenchida com os granulos.

Figura 2 — Imagens de microscopia de transmissao eletronica de P(3HB) em C. necator selvagem nos
tempos de 2,5 h (A), 5h (B), 9 h (C), e 24 h (D). Tamanha da barra: 0,5 pum.

RS DR

Fonte: TIAN et al., 2005.
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2.3 PROPRIEDADES DO P(3HB)

Estudos sobre as propriedades térmicas e fisicas dos polimeros bacterianos tém sido
realizados, principalmente com o P(3HB) e seu copolimero Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)) (XAVIER et al., 2015; PHILIP et al., 2007; ALVES et al.,
2011; CHEN et al., 2017). Como o P(3HB) é um polimero semicristalino, as suas propriedades
sdo fortemente dependentes do tipo de substrato e das condigdes de producdo, sendo que
alteracdes no processo afetam tanto as propriedades fisico-quimicas e mecénicas do polimero
produzido, quanto seu rendimento e composi¢cdo monomeérica (WELLEN et al., 2013; GUMEL
et al., 2012 apud APATI, 2012).

O P(3HB) apresenta 100% de estereo especificidade, com todos os atomos de carbono
assimétricos na configuracdo D (-), sendo, portanto, altamente cristalino. Sua cristalinidade
varia de 55 a 80% e é relativamente rigido (LEE, 1996). Ele apresenta varias propriedades Uteis
para uso em embalagens, tais como resisténcia & umidade, insolubilidade em &gua e pureza
Optica, além de boa impermeabilidade ao oxigénio, isto o diferencia de outros plasticos
biodegradaveis disponiveis atualmente que sdo ou solGveis em agua ou sensiveis a umidade
(OJUMU et al., 2004).

O P(3HB) é um termoplastico, ou seja, € uma resina que se torna altamente viscosa e
moldavel em temperaturas perto ou acima da temperatura de fusdo. (CALVAO, 2009). Suas
propriedades fisicas e mecanicas sdo comparaveis as do PP, como pode ser observado na Tabela
1.

Tabela 1 — Comparacdo entre as propriedades do P(3HB) comercial e do PP.

Caracteristicas P(3HB) PP
Temperatura de fuséo 175a180 170a 176
Temperatura de transicao vitrea (Tg) (°C) -5a5 -17 a-10
Grau de cristalinidade (%) 70a80 60a70
Maodulo de elasticidade (Modulo de Young) (GPa) 35a4 1,7a28
Resisténcia a tracdo (MPa) 30a40 34,5a38
Resisténcia a ruptura (%) 5a45 60 a 400
Massa molar (g.mol™?) 5x10*a1x10°% | 2a7x10°
Permeabilidade de oxigénio (cm®/m?/atm/dia) 45 1700
Resisténcia a Ultra Violeta (UV) Boa Baixa
Resisténcia ao solvente Baixa Boa

Fonte: LEE, 1996; REDDY et al., 2003; BASTIOLI, 2005; QUINES, 2015.
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O ponto de fusdo (175 a 180 °C) € ligeiramente menor do que a temperatura de
degradacéo (185 °C) (OJUMU et al., 2004), o que torna o processamento de moldagem por
injecdo dificil. Apesar de tanto o P(3HB) quanto o PP apresentarem alto grau de cristalinidade
e fundirem a temperaturas proximas, os valores de temperatura de transicdo vitrea (Tg) sdo
diferentes, indicando que o PP é mais flexivel que o P(3HB). Tg é a temperatura na qual 0s
polimeros passam do estado vitreo para o estado borrachoso, adquirindo certo grau de
flexibilidade devido a maior movimentacao entre as cadeias macromoleculares, portanto quanto
menor a Tg, mais flexivel é o polimero. Essa diferenca de flexibilidade é confirmada pelo
maodulo de elasticidade, que estéa diretamente relacionado com a sua rigidez ou flexibilidade de
forma que, quanto mais alto o médulo, maior a rigidez do polimero, sendo os valores para o PP
menores que para o P(3HB). Além disso, a resisténcia a ruptura de P(3HB) (5 a 8 %) é
significativamente mais baixa do que a de PP (400 %) (FORMOLO et al., 2003; APATI, 2012;
OJUMU et al., 2004).

P(3HB) ¢é instavel durante o processamento a temperaturas elevadas (maiores do que o
ponto de fusdo) e / ou em periodos de tempo prolongados, causando a degradacdo térmica que
reduz o seu desempenho mecéanico (WELLEN et al., 2013). Por ser um produto de sintese
microbiana, o P(3HB) é um polimero biodegradavel, que lancado no ambiente sofre acdo de
microrganismos e € degradado em CO; e H.O. Durante a degradagdo, em temperaturas
préximas a sua temperatura de fusdo, ocorre a quebra das ligagdes ésteres entre as unidades
repetitivas e a rapida reducéo de sua massa molar média. Como ha a diminuicdo da massa molar
do P(3HB) durante a degradacdo térmica, todas as propriedades fisicas e mecanicas sao
alteradas também. Além da degradacdo se dar em temperaturas proximas a temperatura de
fusdo, a alta cristalinidade, rigidez e o fato de ser quebradigo reduz sua aplicacdo, porém a
adicéo de agentes nucleantes, plastificantes ou outros aditivos tem sido utilizados para conferir
novas aplicacbes ao P(3HB) (APATI, 2012; QUINES, 2015).

2.4 EXTRACAO DE P(3HB)

A Ultima fase da producdo de P(3HB) envolve a sua extracdo das células, pois se trata de
um produto acumulado intracelularmente. Esta etapa geralmente é de custo elevado, sendo um
entrave para a utilizacdo desses materiais (OJUMU et al., 2004; QUINES, 2015; CORREA,
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2014). Antes da extracdo, no fim do cultivo, as células contendo P(3HB) séo separadas do meio
de cultivo por métodos convencionais como centrifugacéo, filtracdo ou floculacdo (LEE, 1996).

O tratamento da biomassa ap6s o cultivo é opcional e tem a finalidade de aumentar a
recuperacao polimérica por desestabilizacio e/ou rompimento da parede celular microbiana. E
uma etapa de extrema importancia, pois pode acarretar em alteracdes nas propriedades do
produto final (QUINES et al., 2015). Os métodos de extracdo envolvem processos quimicos,
fisicos ou bioldgicos, ou combinacdo desses processos. Dentre os métodos quimicos, destaca-
se a utilizacdo isolada ou combinada de solventes organicos e digestores quimicos para a
extracdo do P(3HB) da biomassa sendo cloroférmio, cloreto de metileno, carbonato de
propileno e dicloroetano os solventes mais utilizados. Estes solventes rompem as células,
solubilizando seus componentes, inclusive os PHAs. Compostos organicos polares, como
acetonas e alcoois, também podem ser usados. Eles rompem o material celular ndo polimérico,
deixando os granulos de PHAs intactos (FIORESE, 2008; RAMSAY et al., 1994; HAHN et al.,
1995; LEE, 1996).

Corréa (2014) utilizou os seguintes solventes renovaveis: acetato de etila — que no Brasil
é fabricado a partir de etanol de cana de acucar — e isdbmeros n e iso de butanol e pentanol. Em
comparacdo com o cloroférmio e hipoclorito, também testados por Corréa, os solventes
alcodlicos apresentaram pouca solubilidade do P(3HB) e o acetato de etila apresentou
resultados da mesma ordem dos obtidos com cloroférmio, com a vantagem que é de origem

renovavel e tem menor custo.

2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE POLIMEROS

Dependendo de suas caracteristicas, os biopolimeros podem ser empregados em diversas
areas como, por exemplo, na industria farmacéutica e na de alimentos. Podem ser caracterizados
pelas suas propriedades mecanicas, grau de cristalinidade, temperatura de transigéo vitrea,
temperatura de degradacdo, distribuicdo da massa molar, entre outras. A determinagédo destas
caracteristicas é de grande importancia, pois influenciam diretamente nas aplicacdes dos
biopolimeros (DUARTE et al., 2004 apud DALCANTON, 2006).

As propriedades fisicas, mecanicas e termodinamicas dos polimeros sdo dependentes do
grau de cristalinidade e da morfologia das regides cristalinas. A analise térmica diferencial

(DTA) e a calorimetria diferencial de varredura, ou calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
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sdo técnicas normalmente empregadas para a analise térmica de materiais. Para a caracterizacdo
de propriedades mecénicas como resisténcia a tracdo e elasticidade existem vérios tipos de
ensaios, porém grande parte dos ensaios mecanicos pode ser registrada por meio de curvas de
tensdo por deformacdo. No que se refere aos aspectos estruturais de composicdo quimica,
estrutura configuracional e conformacional, a espectroscopia no infravermelho € uma das
ferramentas de caracterizacdo de materiais poliméricos mais utilizadas. Quanto as propriedades
do polimero tais como resisténcia na ruptura, deformacao na ruptura e resisténcia ao impacto,
serdo diretamente afetadas pela massa molar, que pode ser determinada pela cromatografia de
exclusdo por tamanho (SEC) ou pela medida da viscosidade de solugdes poliméricas
(CANEVAROLO, 2006).

2.6 APLICACOES DE P(3HB)

Inicialmente, PHAs foram usados para fazer artigos diarios tais como frascos de xampu
e materiais de embalagens (PHILIP et al., 2007). Bucci (2003), em seu estudo concluiu através
de testes fisicos, dimensionais, mecanicos e sensoriais que o P(3HB) pode substituir o PP ou
outros polimeros sintéticos em embalagens para acondicionamento de alimentos como

margarina, maionese e requeijéo, inclusive para uso em freezer e micro-ondas.

Quanto as aplicacGes médicas, de acordo com Lee (1996), o produto de degradacdo do
P(3HB), o mondmero D(-) 3-hidroxibutirato foi detectado em quantidade relativamente grande
de plasma de sangue humano. Sendo assim, é altamente plausivel que a implantacéo de P(3HB)
em tecidos de mamiferos ndo seja toxico. (OJUMU et al., 2004). Alves et al. (2011) estudaram
uma composicdo de 70% de PHB e 30% de hidroxiapatita (HA) para implante ortopédico em
gatos, sugerindo que essa combinagdo de compostos deve ser mais estudada antes de ser usado

como um implante ortopedico em animais.

O P(3HB) ou os seus copolimeros podem ser usados para fazer a cobertura de Tecido ndo
Tecido (TNT) e filme plastico com barreiras contra a umidade em fraldas e toalhas sanitarias,
juntamente com algumas aplicacdes de filmes paramédicos em hospitais (PHILIP et al., 2007).
Xavier et al. (2015) avaliaram filmes de P(3HB), produzido por Bacillus mycoides, contendo
vanilina quanto a atividade antimicrobiana contra patogenos transmitidos por alimentos e
bactérias de deterioracdo, sob a forma de invélucro biodegradavel, com o objetivo melhorar a

vida util dos alimentos. Foi concluido que os filmes antimicrobianos incorporados a vanilina
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sdo promissores e possuem potenciais aplicagdes alimentares, porém sdo necessarios mais
estudos para apoiar o encapsulamento da vanilina para liberagcéo controlada, e a aplicagédo de

filmes antimicrobianos em produtos alimentares.

Biomer, uma empresa alema, possui a tecnologia para produzir P(3HB) a partir de
Alcaligenes latus em larga escala. O polimero produzido € utilizado para fazer objetos como
pentes, canetas e marcadores. Os polimeros derretidos tém baixa viscosidade, permitindo a
moldagem por injecdo de objetos com paredes finas. O produto final € muito duro e pode ser
usado a temperaturas de -30 a 120 °C. Este produto degrada-se no prazo de dois meses, no
ambiente (PHILIP et al. 2007).

Outras empresas ja produzem PHB industrialmente, como a Sigma Aldrich, que produz
P(3HB) puro; PHB Industrial SA, que atua na fabricacdo de resinas termoplasticas, e é
proprietaria da marca BIOCYCLE®; NaturePlast, localizada na Franca, fundadora da
Biopolynov, centro dedicado a modificacdo e a melhoria das propriedades dos bioplasticos; A
Metabolix, empresa com sede nos EUA, comercializa agora, entre outros, 0 Metabolix PHA,
que é uma mistura de P(3HB) e poli(3-hidroxoctanoato), um elastbmero aprovado pela Food
and Drug Administration — FDA para a producdo de aditivos alimentares. Um resumo das

possiveis aplicaces industriais do biopolimero P(3HB) estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — AplicacGes possiveis do P(3HB) por processo, indUstria e produtos.
APLICACOES DO P(3HB)

PROCESSOS INDUSTRIA PRODUTOS
Cartbes/Informacéo Telefones/Crédito/Deébito
~ Bercos Termoformados
Extrusdo de Chapas Embalagens Bandejas Termoformadas

Chapas separadoras
DLH (dispositivo de liberagdo hormonal)
Marcadores (brincos de boi/local)
Agricola Tubetes para reflorestamento
Barbeadores
Escovas de dentes
Tampas de frascos

Veterinaria

Higiene pessoal

Injecdo Embalagens Potes em geral
Brinquedos Diversos
Canetas
Escolar/Escritorio Lapis
Réguas
Automobilistica Componentes injetados
Coating Paper Embalagens Cartonados

FONTE: PHB Industrial SA (2017).
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Para realizar a extracdo caracterizacdo dos biopolimeros, sdo necessarios algumas etapas

prévias: etapa de cultivo, para producdo dos mesmos e tratamento da biomassa, a qual é seguida

da extracdo e caracterizacdo. A Figura 3 mostra o fluxograma geral do processo de producéo,

extracdo e caracterizacdo do P(3HB) por Cupriavidus necator glpFK. A seguir, cada etapa

realizada experimentalmente esta descrita nos itens abaixo.

Figura 3 — Fluxograma geral das etapas de producdo, extracéo e caracterizagdo do P(3HB) por
Cupriavidus necator_glpFK.
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3.1 BIOMASSA

As biomassas de Cupriavidus necator_glpFK (ZANFONATO, 2016) contendo P(3HB)
utilizadas para a extracdo foram obtidas a partir de dois cultivos diferentes: uma utilizando-se
glicerol como substrato e outra utilizando glicerol e glicose associados como substrato, sendo

0 nitrogénio o nutriente limitante em ambos os cultivos.

O cultivo de Cupriavidus necator_glpFK a partir de glicerol foi em batelada alimentada,
na qual se iniciou com 20 g.L de glicerol e apds 27 h de cultivo, no qual havia 9 g.L™* de
glicerol, foi dado um pulso de glicerol alterando a concentragdo do meio em 20 g.L™ de glicerol.
ApGs 48 h de cultivo, obteve-se a concentragio de 21 g.L™? de células e aproximadamente

11 g.L™ de biopolimero.

O cultivo de Cupriavidus necator_glpFK a partir de glicerol e de glicose associados foi
em batelada na qual se iniciou com 10 g.L* de glicerol e 20 g.L™* de glicose. Apds 26 h de
cultivo, obteve-se a concentracdo de 15 g.L™? de células e aproximadamente 10 g.L! de

biopolimero.

Ap0s cada cultivo, foram realizados os processos de tratamento térmico, centrifugacao,

secagem e trituracédo, antes da extragcdo com solvente.

3.1.1 Tratamento da biomassa

A suspensdo de biomassa, obtida de ambos os cultivos, foi submetida a temperatura de
95 °C durante 45 min com agitacédo, para inativar a enzima PHA depolimerase, responsavel
pela degradacdo 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).

Ap0s o tratamento térmico, a suspenséo foi centrifugada a 2000 g por 15 min a 20 °C, na
centrifuga de modelo 5804 R (Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com &gua destilada, misturado em vértex e centrifugado novamente, nas mesmas condic¢Ges

anteriores.
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O segundo sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado contendo P(3HB) foi
disposto em placas de Petri e em estufa a 65 °C por 24 h, para secagem. As células contendo
P(3HB) foram raspadas das placas de Petri e trituradas utilizando um mixer de mao (NKS,

modelo TSK 560), e armazenadas a temperatura ambiente para posterior extracao.

3.3 EXTRACAO DE P(3HB) COM CARBONATO DE PROPILENO

Para a extracdo do biopolimero, 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), de acordo com a metodologia proposta por Quines (2015). A extragdo do
biopolimero, através do método seguido, utiliza 0,15 g células secas para cada 1 mL de
carbonato de propileno aquecido a 150 °C. Segundo o referido autor, o carbonato de propileno
pode ser recuperado e reutilizado até 11 vezes sem perder sua efetividade. O solvente
empregado no presente trabalho foi o carbonato de propileno ja utilizado uma vez em extracdo

anterior e recuperado em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 basic).

As extracBes foram realizadas em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 basic), sob
agitacdo constante de 120 rpm no qual 4,5 g de células secas contendo P(3HB), previamente
trituradas, foram suspensas em 30 mL de solvente e aquecido a 150 °C, por 45 min. Apds o
tempo de extracdo, a suspensao continha carbonato de propileno recuperado, debris celulares e
P(3HB), e foi filtrada a quente (100 °C) sob vacuo para separar 0s debris celulares, sélidos, da
solucdo de solvente com P(3HB). Os equipamentos utilizados foram compostos por kitassato,
funil de porcelana, filtro de papel qualitativo com poro de 14 um e diametro de 12,5 cm

(Qualy®) e bomba a vacuo J. B. Industries — DV 200N 250.

Os debris celulares, retidos no filtro, foram lavados com 60 mL de carbonato de propileno
recuperado aquecido a 150 °C, e depois descartados junto com o filtro. O permeado, solucdo
de solvente com o biopolimero, permaneceu em repouso por 30 min a temperatura ambiente.
Apbs o repouso, foi feita adicdo de adgua na propor¢do 4:1 (a4gua:solvente), considerando o
volume de solvente empregado na extragcdo e para lavagem apos a primeira filtragcdo, com a
finalidade de precipitar o P(3HB).

A suspensdo de agua, carbonato de propileno e P(3HB) foi submetida a agitagcdo constante
por 30 min, e submetida a outra filtracdo, no mesmo aparato que a filtracdo anterior, poréem a

temperatura ambiente. O biopolimero, retido no filtro, foi lavado com 200 mL de agua destilada
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e este filtro foi disposto em estufa a 65 °C por 24 h, para secagem do P(3HB) extraido. O
filtrado, que € uma solugdo de solvente e &gua, pode ser submetida a temperatura de 80 °C no
rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 basic), sob agitacdo constante de 120 rpm e utilizando

bomba de vacuo para evaporacao da agua e recuperacdo do carbonato de propileno.

3.4 DETERMINAGAO DE P(3HB)

A concentracdo de P(3HB) nas amostras de polimero extraido dos dois cultivos foi
determinada por cromatografia gasosa, conforme o método de metandlise descrito por Brandl
et al. (1988), no qual fez-se reagir cada amostra de biopolimero, aproximadamente 15 mg, em
tubo de ensaio com tampa de rosca contendo 2 ml de cloroférmio e 2 mL de metanol acidificado
(15% de &cido sulfarico), durante 140 min a 100 °C.

Os tubos de ensaio contendo as amostras e a solucdo descrita acima foram fechados,
agitados em vortex e colocados em banho a 100 °C, durante 1 h. Decorrido este tempo, 0s tubos
foram agitados em vartex, e recolocados no banho por mais 1 h e 20 min. Enfim, as amostras
foram retiradas do banho e submetidas a um banho de gelo para interromper a reacdo. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de agua destilada, sendo a mistura agitada em voértex por 30 s para
formacdo de duas fases. Com uma pipeta Pasteur, a fase orgéanica (inferior) (cloroférmio +
P(3HB)) foi retirada e armazenada em micro tubos de plastico para posterior analise em

cromatografia gasosa.

Para a elaboracéo da curva padrdo de P(3HB), o polimero puro P(3HB) da Sigma-Aldrich
foi pesado de forma a se obter dez valores de massa entre 0,002 e 0,0286 g, e submetido a

metanolise.

A determinacdo quantitativa de P(3HB) foi realizada por cromatografia gasosa em uma
coluna capilar com silica fundida Rtx®-Wax (Crossbond® polyethylene glycol — 30 m x 0,25
mm x 0,25 um). As amostras metanolizadas foram injetadas (1 pL) no cromatografo
SHIMADZU GC-14B equipado com detector de ionizagdo de chama (FID ar-hidrogénio),
utilizando nitrogénio como géas de arraste. As condigdes de operacao utilizadas foram: vazéo
do gas de arraste de 40 mL min, temperatura do injetor de 250 °C, temperatura da coluna de
60 a 141 °C e temperatura do detector de 300 °C.
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Para a determinacdo da pureza do P(3HB) extraido (%), utilizou-se a Equacdo 1
(QUINES, 2015):

Mp3HB)

pureza= x100 (1)

mr
Em que:

mp(3yp) = Massa de biopolimero detectada por cromatografia (g)

mr = massa do material extraido utilizado para a analise cromatogréfica (g).

A partir da pureza do P(3HB) extraido, foi possivel determinar a recuperacéo de polimero

extraido em % por meio das equacdes 2 e 3 (QUINES, 2015):

mp
recuperagao = —x100 (2)
m;
mp = mg X pureza 3)
Em que:

mp = massa de P(3HB) puro (g)
m; = massa de P(3HB) obtida ap6s a extracao (g).

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

3.5 CARACTERIZACAO DE P(3HB)

O biopolimero extraido no presente trabalho foi caracterizado quanto a massa molar,
temperatura de fusdo, temperatura de cristalizacdo, temperatura de transicdo vitrea,
cristalizacdo, oxidagdo, decomposicdo através das seguintes andlises: espectroscopia de
absorcéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), viscosidade, analise
termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial de varredura ou calorimetria exploratdria
diferencial (DSC).
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3.5.1 Espectroscopia de absor¢éo na regiéo do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada
de Fourrier (FTIR) foi um importante método para a identificacdo dos biopolimeros produzidos,
realizada pela caracterizacdo dos grupamentos funcionais dos biopolimeros extraidos. O
equipamento utilizado foi Cary 600 Series FTIR Spectrometer - AGILENT TECHNOLOGIES
(Central de Andlises do EQA — UFSC), no intervalo de 4000 a 400 cm™, pela técnica de
refletancia difusa.

3.5.2 Viscosidade

A andlise de viscosidade de solugdoes dos P(3HB)’s extraidos neste trabalho foram
realizadas para determinar a massa molar média de cada polimero, os quais foram solubilizados
utilizando cloroférmio como solvente. Os ensaios foram realizados tanto nos dois biopolimeros
extraidos neste trabalho quanto no polimero comercial da PHB Industrial SA, para haver a

comparacéo dos valores.

O preparo das amostras ocorreu da seguinte forma: cerca de 0,5 g de cada polimero foi
dissolvido em 100 mL de cloroférmio, utilizando baldo volumétrico. A partir desta solucao
concentrada, 5 diluicdes foram preparadas seguindo a Tabela 3, sendo Vsol.conc. 0 Volume de
solucdo concentrada do baldo volumétrico utilizada; Vsowvente 0 Volume de cloroférmio

adicionado em cada diluigdo; Viinal 0 volume final de cada diluig&o.

Tabela 3 — Preparo das solugfes poliméricas para medidas de viscosidade relativa.

SO|U(;<§O Vsol.conc. (mL) Vsolvente (m L) Vfinal (mL) Pé?ﬂé?r&;a(%a?nﬁel)

1 1 9 10 0,5x1073
2 2 8 10 1,0x107°
3 4 6 10 2,0x10°3
4 6 4 10 3,0x10°°
5 8 2 10 4,0x10°
6 9 1 10 4,5x10°
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Ap0s o preparo das dilui¢cbes, um viscosimetro capilar CANNON-FENSKE n° 150, foi
acoplado em um sistema de viscosimetro modular Viscosystem® AVS 470 equipado com
termostato SCHOTT CT 52. Esse equipamento foi utilizado para determinar o tempo requerido
para o escoamento do solvente puro (t,) e o0 tempo requerido para que cada solugdo polimérica
passe através do tubo capilar (t). Cada medida foi repetida 5 vezes, de modo a se obter um valor

meédio do tempo de 5 medidas bem proximas.

E possivel relacionar, para um determinado viscosimetro, a viscosidade como funcio
apenas da densidade da solucéo e do tempo de escoamento da mesma no capilar, sendo que os
demais fatores sdo constantes (REOLON, 2011). Como a viscosidade relativa é a relacdo entre
a viscosidade das solugdes poliméricas (n) e a viscosidade do solvente puro (n,), para solugdes
muito diluidas, a densidade especifica da solucdo (p) é aproximadamente o valor da densidade
especifica do solvente puro (p,). Assim, & possivel determinar as viscosidades listadas na
Tabela 4 (adaptado de CANEVAROLO, 2006), as quais serdo utilizadas no célculo da massa
molar média dos polimeros (M,).

Tabela 4 — Definic¢Ges de viscosidades utilizadas.

Nome e simbolo Definicdo mateméatica
. . . ~n_tp
Viscosidade relativa (n ) N ™ N op T
Viscosidade especifica (nsp) My =N~
. . Ny
Viscosidade reduzida (n ) M=
Viscosidade intrinseca (n,) M= limn,

FONTE: Adaptado de CANEVAROLO (2006).

A viscosidade intrinseca (n.) esta relacionada com a massa molar média (M,) pela

Equacdo 4 (equacéo de Mark-Howink-Sakurada) (CANEVAROLO, 2006):
n,=K(M,)* (4)
Em que:
K e a sdo constantes que dependem do polimero, solvente e temperatura.

Para P(3HB) em cloroférmio a 20 °C: K = 1,51x10? mL.g* e a = 0,756 (AKHTAR et
al., 1991).
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3.5.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

Analise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a degradacdo térmica dos
biopolimeros extraidos, sendo possivel obter a temperatura de inicio de degradacao (T,..), @
temperatura maxima de degradagéo (T .,) € a porcentagem de perda de massa dos P(3HB)’s
extraidos, ou pureza. A analise foi realizada em equipamento STA 449 F3 Jupiter — Netzsch
(Laboratorio de Controle de Processos — UFSC). As condicBes de processo para todas as
amostras foram: raz&o de aquecimento de 10 °C min em uma faixa de temperatura de 23 a 790

°C, em atmosfera de nitrogénio.

3.5.4 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas para caracterizar os biopolimeros quanto a
temperatura de fusdo (Tm), temperatura de transicdo vitrea (Tq) e grau de cristalinidade (Xc).
Amostras entre 1 e 3 £ 1 mg foram fechadas em cépsulas de aluminio e analisadas em
equipamento Jade-DSC — Perkin Elmer (Central de Analises do EQA — UFSC). Foram
realizadas duas corridas de aguecimento e uma de resfriamento. O primeiro aquecimento foi de
-30 a 200 °C, com velocidade de aquecimento de 40 °C.min"t. Em seguida resfriou-se o sistema
a -30 °C e foi novamente aquecido com velocidade de aquecimento de 10 °C.min", de -30 a

200 °C. As andlises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™.

O grau de cristalinidade (Xc) do polimero foi determinada a partir da relacdo entre a
entalpia de fusdo da amostra (AH,,,) e a entalpia de fusdo de P(3HB) 100 % cristalino, 142 J.g°
1 (TSUJI, IKADA, 1996), sendo calculado a partir da Equac&o 5.

_ AH,,-AH,

¢ AH,

x100 (%)

Em que:

AH,,= entalpia de fusdo da amostra (J.g?)

AH_= entalpia de cristalizacdo da amostra (J.g})

AH,,’= entalpia de fus&o considerando o polimero 100 % cristalino (J.g™%).

Para P(3HB) AH,,° = 142 J.g’1 (TSUJI, IKADA, 1996).
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINAGAO DE P(3HB)

Os valores obtidos por cromatografia de massa de P(3HB) e os resultados de pureza e
recuperacdo calculados pelas equacdes 1, 2 e 3, descritas no item 3.4, estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 — Dados utilizados para a determinagdo de P(3HB) e resultados de recuperacao e pureza de
P(3HB) obtidos para as amostras dos biopolimeros extraidos de C. necator_glpFK com os diferentes
substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.

Recuperagdo Pureza

Amostra my (Mmg) mpapp) (MG) me(g) mp (9) my (Q) (%) (%)
A1 14,10 13,40 2,15 2,05 2,39 86 95
A2 15,20 14,44 2,11 2,00 2,39 84 95
B1 15,70 14,92 2,44 2,31 3,15 73 95
B2 15,40 14,63 2,35 2,23 3,15 71 95

Os valores de pureza encontrados para 0s dois polimeros extraidos neste trabalho foram
em torno de 95%, um pouco abaixo do valor de 99%, encontrado por Quines (2015). O referido
autor atribuiu esse alto valor de pureza 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 agua destilada. Essa diferenca de 4% de pureza encontrado no presente trabalho, pode ser
em funcdo da utilizagcdo de carbonato de propileno reutilizado na extragédo do P(3HB) neste
estudo, embora Quines (2015) tenha afirmado que o solvente poderia ser reutilizado até 11

VEeZes.

Fiorese (2008) obteve pureza de 71,8 a 83,6% e recuperacdo de 63,2 a 95%, com
diferentes métodos de extracdo realizados, porém todos com carbonato de propileno como
solvente e acetona para lavagem do polimero. A biomassa utilizada pelo autor foi de C. necator
a partir glicose como substrato, enquanto Quines (2015) usou biomassa cultivada em frutose e
glicose como substratos. Portanto, como os valores encontrados no presente trabalho estdo de
acordo com a literatura para producéo de P(3HB) com C. necator e extragdo com carbonato de
propileno, o uso do glicerol como substrato tanto isolado quanto combinado com glicose néo

afetou os resultados de recuperacéo e pureza dos polimeros.
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4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O estudo com a técnica de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foi importante para identificacdo dos biopolimeros produzidos
por C. necator_glpFK através da caracteriza¢do dos grupamentos funcionais dos mesmos. A
Figura 4 apresenta os espectros de FTIR para os biopolimeros extraidos, em que os valores dos
picos caracteristicos das amostras estdo destacados, e a comparacao das principais bandas de
absorcdo das amostras deste trabalho com os dados da literatura estdo apresentadas na Tabela
6.

Figura 4 — Espectro de FTIR para as amostras de P(3HB) extraidas de C. necator_glpFK com os
diferentes substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.
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Tabela 6 — Bandas caracteristicas no espectro de FTIR para os dois P(3HB)’s extraidos.

Faixa de absorcdo (cm™)

Atribuicéo do

Amostras de P(3HB) grupo Referéncia
P(3HB) literatura funcional
1278 Maia, 2016
1120-1280 Saratale, Oh, 2015
1926 — 1277 1227 - 1287 C-0O-C a— Qungs, fOlS -
) odriguez-Contreras et al.,
1050 - 1230 2015
1053 - 1275 Sombrio, 2016
1382 - 1458 Maia, 2016
1379 - 1455 Saratale, Oh, 2015
1381 = cH3 Rodriqueuzlrgg}lfr(gss et al
1370 - 1390 2015
1379 Sombrio, 2016
1720 Maia, 2016
1721 Saratale, Oh, 2015
1723 1724 c=0 — Quings, fOlS —
odriguez-Contreras et al.,
1726 2015
1719 Sombrio, 2016
2931 - 2972 Maia, 2016
2910-3300 Saratale, Oh, 2015
2934 _ 2975 2937 - 2983 C-H — Quwgs, fOlS —
) odriguez-Contreras et al.,
2850 - 2960 2015
2934 - 2976 Sombrio, 2016
3437 Maia, 2016
3439 3444 OH Saratale, Oh, 2015
3940 Quines, 2015
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As duas amostras apresentaram 0s mesmos picos e bandas, caracteristicos do P(3HB):
bandas em 1226 — 1277 cm™ e 2934 — 2975 cm™ correspondentes aos grupos C-O-C e CH,
respectivamente; picos em 1381 e 1723 cm™ que equivalem aos grupos CHs e C=0,

respectivamente.

Em ambos os espectros, houve o aparecimento de um pico em 3439 cm™, também

encontrado por Maia (2016), Saratale, Oh, (2015) e Quines (2015), com valores semelhantes

(3437 — 3444), que foi atribuido ao estiramento OH, indicando a presenca de umidade no

material.
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Compilando os resultados de Maia (2016), Saratale, Oh, (2015), Quines (2015),
Rodriguez-Contreras et al. (2015), e Sombrio (2016), bandas em torno de 1050 e 1287 cm™
correspondem a vibracao da molécula com deformacéo axial ou estiramento do grupo C-O-C,
nos picos entre 1370 — 1458 cm™ ha uma deformagéo angular simétrica que corresponde ao
grupo CHs. Bandas entre 1719 — 1726 cm™ séo atribuidas a deformacdes axiais da carbonila
C=0, e as deformacgbes axiais simétrica e assimétrica da ligacdo C-H na cadeia de P(3HB)

foram encontradas nas bandas de 2850 — 3300 cm.

Em suma, com a analise de FTIR, foi possivel confirmar as amostras de polimero
extraidas, com os diferentes tipos de substratos, como sendo o P(3HB) e concluir que o processo
de extracdo deste a partir de cultivo de C. necator_glpFK, com carbonato de propileno
reutilizado, ndo causou alteracdes quimicas drasticas em sua cadeia polimérica, pois 0s picos
de absorcao observados nos espectros estdo de acordo com os reportados na literatura tanto para

0 espectro de P(3HB) puro quanto para o dos biopolimeros produzidos em cada referéncia.

4.3 VISCOSIDADE

Experimentos viscosimétricos mostram a existéncia de uma relagdo entre tamanho de
particula, ou tamanho molar, e a viscosidade de dispersdes coloidais inorganicas ou de solucdes
macromolares. Esta relacdo torna possivel determinar a massa molar a partir da viscosidade de
solugdes macromolares diluidas (CANEVAROLO, 2006).

A viscosidade intrinseca, utilizada no calculo da massa molar média (Equacéo 4), foi
obtida através da extrapolacdo grafica para a concentracdo tendendo a 0, do grafico de
viscosidade reduzida pela concentracdo de P(3HB) das solucgdes descritas na Tabela 3. A Figura
5 apresenta as retas para os trés polimeros analisados e a Tabela 7 apresenta os resultados de

viscosidade intrinseca e massa molar média de cada polimero analisado.

Tabela 7 — Resultados das viscosidades intrinsecas e da massa molar média para os trés polimeros
analisados: polimeros obtidos (A) utilizando glicerol como substrato, (B) glicerol e glicose como
substrato, e (C) polimero comercial da PHB Industrial.

Amostra 1, (mL.g?") ™, (g.mol?)
A 60,65 5,8 x 10*
B 60,92 5,9 x 10*
C 90,96 1,0x10°
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Para os dois biopolimeros extraido de C. necator_glpFK neste trabalho ndo houve
diferenca aparentemente significativa na massa molar média, de 5,8 e 5,9 x 10* g.mol?,
utilizando glicerol ou glicerol e glicose como substratos, respetivamente, cujos valores foram

inferiores ao obtido para o polimero comercial da PHB Industrial, de 1,0 x 10° g.mol ™.

Figura 5 — Curva de viscosidade reduzida como fungdo da concentracéo das solucfes das amostras de
P(3HB): extraidas de C. necator_glpFK com os diferentes substratos: (m) glicerol ¢ (®) glicerol e
glicose; e (#) do polimero comercial da PHB Industrial.
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Leite (2004) reportou valores para os polimeros comerciais da PHB Industrial de 6,4 x
10° e 8,87 x 10° g.mol* e da Sigma Aldrich de 3,7 x 10° g.mol™, enquanto 6,3 x 10° g.mol* foi
obtido por Figueiredo et al., (2014), valores superiores aos encontrados neste trabalho. Segundo
Bastioli (2005) e Canevarolo (2013), um polimero submetido a alta temperatura pode levar a
uma diminuic¢do da massa molar e causar fragilidade, pois pode ocorrer rompimento das cadeias
do polimero, formando outras de tamanho menor, com consequente mudanca na estrutura

quimica e reducdo da massa molar.

Pode-se dizer que os biopolimeros extraidos neste trabalho podem ter sofrido degradacgao
térmica das suas cadeias poliméricas, diminuindo sua massa molar, pois foram extraidos a
150 °C por 45 min.
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Por outro lado, Quines (2015) ao utilizar as mesmas condigdes de extracdo realizadas
neste trabalho, porém com biomassa produzida por C. necator utilizando glicose e frutose como
substratos, obteve massa molar de 8,8 x 10* g.mol* para o P(3HB). Apesar da ordem de
grandeza ser a mesma, o valor da massa molar foi ligeiramente superior ao encontrado neste
trabalho, indicando que o uso do glicerol como substrato pode diminuir a massa molar do
P(3HB) produzido.

4.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A Figura 6 apresenta as curvas de TGA das duas amostras de P(3HB) extraidos neste
trabalho. Os resultados obtidos de temperatura de inicio de degradacdo (T,,), temperatura
maxima de degradacao (T,.,) € porcentagem de perda de massa dos P(3HB)’s extraidos estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados de temperatura de inicio de degradacao (T,.), temperatura maxima de
degradacao (T eai) € porcentagem de perda de massa determinados a partir das curvas de TGA das
amostras de P(3HB) extraidas com os diferentes substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.

AmMOostra Typeet (°C) Tpeak (°C) Perda de massa (%)
A 266,43 291,26 95,30
B 266,43 291,26 95,18
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Figura 6 — Curvas de TGA, termogravimetria e termogravimetria derivada, das amostras de P(3HB)
extraidas de C. necator_glpFK com os diferentes substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.
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A porcentagem de perda de massa observada na Tabela 8 representa a degradacdo total
das amostras de P(3HB), sendo que a parte ndo degradada é referente as impurezas. Portanto,
os resultados de pureza observados pela analise termogravimétrica (95,30 e 95,18% para A e
B, respectivamente) confirmam o resultado de pureza encontrado pela cromatrografia gasosa

apresentada no item 4.1 (95% para ambas as amostras).
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Pelos termogramas da Figura 6 (curvas verdes), observou-se que os dois polimeros
extraidos de C. necator_glpFK sofreram apenas um estagio de perda de massa, apresentando
temperatura de inicio de degradacgao (T, = 266,43 °C) e temperatura maxima de degradacao
(Tpeak = 291,26 °C). O valor de T, foi determinado a partir da temperatura maxima do pico

observado na primeira derivada da curva de TGA (curva roxa).

Abdelwahab (2012) reportou intervalo menor de degradacéo para o polimero comercial
da PHB Industrial, de massa molar 4,25 x 10° g.mol™, sendo Topse = 260 °C €T = 279 °C,
enquanto Farias (2009) observou valores maiores das temperaturas de degradacdo (Typser =
282,4 °C € T,eqx = 310 °C) para 0 mesmo polimero comercial. A diferenca do estudo de Farias
(2009) é que este autor realizou os testes de TGA em filmes de polimero comercial,
solubilizados em cloroférmio seguido de evaporacédo do solvente, enquanto Abdelwahab (2012)

realizou os testes com polimero comercial em pé.

Os resultados encontrados no presente trabalho para as duas amostras analisadas foram
iguais, indicando que ndo houve alteragdo na propriedade de degradacdo térmica e de pureza
para as duas formas de obtencdo de P(3HB) estudadas (tanto com glicerol como com glicerol e
glicose associados). Além disso, os valores encontrados estdo dentro dos reportados na

literatura para o polimero comercial, com algumas variagdes.

4.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Os resultados da analise térmica por DSC dos biopolimeros extraidos neste trabalho estdo

apresentados na Figura 7.

E possivel perceber a presenca de dois picos de cristalizacéo e fusdo (Tc e Tm), para as
duas amostras, em 39,22 e 39,03 °C (T¢) e 170,27 e 169,00 °C (Tm), respectivamente para A e
B. Apesar dos valores de picos de fusdo serem semelhantes para os dois biopolimeros
produzidos, para a amostra B, na qual foi utilizado glicose e glicerol para producéo de P(3HB),
néo foi possivel se obter o valor da temperatura de transicéo vitrea (Tg), a qual foi -0,82 °C para
aamostra A. 1sso pode ser explicado pela quantidade de amostra utilizada em cada analise. Para
a amostra A foi utilizado 3 mg, enquanto que para a B foi utilizado somente 1 mg para a analise
de DSC, portanto o erro pode ser maior para a amostra B.
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Figura 7 — Curvas de DSC para as amostras de P(3HB) extraidas de C. necator_glpFK com os
diferentes substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.
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A porcentagem de cristalinidade dos dois biopolimeros extraidos foi calculada a partir da

equacdo 5. Os resultados de Tq, Tm e Xc para as duas amostras estdo expostas na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados de temperatura de fusdo (Tm), temperatura de transicao vitrea (Tg), grau de
cristalinidade (Xc), e entalpias de fusdo (AHm), de cristaliza¢do (AHc) e de fusdo considerando o
polimero 100 % cristalino (AHmO) obtidos por DSC, para os dois P(3HB) extraidos de C.
necator_gIpFK com os diferentes substratos: A = glicerol e B = glicerol e glicose.

Amostras / o o

Variéveis Tg(°C) Tm(°C) AHm (J/g) AHc (J/g) AHm (J/g) Xc (%)
A -0,82 170,27 108,0891 20,1494 142,00 61,93
B - 169,00 93,50 9,30 142,00 59,29

Tanadchangsaeng, Yu (2012), Rodriguez-Contreras et al. (2015) e Sombrio (2016)
produziram P(3HB) com C. necator utilizando glicerol como substrato, e obtiveram resultados

para Tm um pouco acima dos encontrados nesse trabalho, variando entre 172,7 — 173,9 °C,
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enquanto os resultados de X. foram semelhantes (59,9 — 65%). Quanto aos valores para o
polimero comercial da PHB Industrial, Farias (2009) obteve valor de Tm de 175,4 °C e X, de
64,4%, valores muito préximos dos encontrados nesse trabalho. Portanto, pode-se concluir que
0 processo de extracdo com carbonato de propileno reutilizado empregado neste trabalho nédo

afetou as propriedades térmicas dos polimeros, as quais estdo de acordo com a literatura.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo geral caracterizar o P(3HB) produzido por C.
necator_glpFK, a partir de glicerol e glicerol e glicose associados como substrato. Foi realizado
um processo de extracao dos biopolimeros, produzidos com os diferentes substratos, utilizando
carbonato de propileno reutilizado como solvente, seguidos de operacfes unitarias para o
isolamento do P(3HB), que, por fim, foi caracterizado quanto as propriedades quimicas, fisicas,

morfolodgicas e térmicas.

Com os estudos realizados € possivel concluir que o uso de glicerol como substrato ndo
influencia a pureza e recuperacédo do polimero, sendo que a utilizacdo do solvente carbonato de
propileno reutilizado influenciou tanto na recuperacdo quanto na pureza do P(3HB) de C.
necator_glpFK. A recuperacdo (86%) e pureza (95%) mais elevadas foram obtidas para o
polimero produzido utilizando glicerol como substrato.

Os biopolimeros extraidos neste trabalho foram confirmados como sendo P(3HB) através
da caracterizacdo dos grupamentos funcionais dos mesmos pela analise de FTIR, e foi possivel
concluir que o processo de extracdo a partir de cultivo de C. necator_glpFK com carbonato de

propileno reutilizado, ndo causou alteragfes quimicas drasticas em sua cadeia polimérica.

Sob as condicBes de extracdo aplicadas no presente estudo (temperatura de extracdo de
150 °C, tempo de extracdo de 45 min e relagdo células/solvente de 0,15 g mL™) foi observada
que a alta temperatura empregada pode ter provocado rompimento das cadeias do polimero,
formando outras de tamanho menor, com consequente mudanca na estrutura quimica e redugéo
da massa molar. Ainda que pode-se afirmar que a baixa massa molar média encontrada neste
estudo se deve ao uso do glicerol como substrato, ndo ha comprovacfes que o substrato
utilizado ou o tratamento de extracdo realizado causaram individualmente ou combinados a

diminuigdo da massa molar do P(3HB).

Em relagdo as propriedades térmicas, foi possivel constatar que o uso do glicerol ndo
afetou a estabilidade dos polimeros, que apresentaram temperatura de inicio de degradacao e
temperatura maxima de degradacgdo em 266,43 e 291,26 °C. Intervalo semelhante ao que se
encontra para polimeros comerciais. Quanto aos resultados de grau de cristalinidade e
temperatura de fusdo obtidos (170,27 e 169,00 °C (Tm) e 61,93 e 59,29% (Xc), foram
comparados com a literatura por autores que também produziram P(3HB) utilizando glicerol

como substrato, e também com valores para polimero comercial da PHB Industrial, sendo
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concluido que o processo de extracdo com carbonato de propileno reutilizado empregado neste
trabalho ndo afetou as essas propriedades térmicas dos polimeros, as quais estdo de acordo com

a literatura.

Com o método de extracdo realizado foi possivel obter alta recuperacdo de P(3HB), a
partir de C. necator_glpFK, com elevada pureza e propriedades fisicas semelhantes as
reportadas na literatura para P(3HB), com uma diminui¢do da massa molar, utilizando-se um
solvente ambientalmente mais indicado, e com a possibilidade de reutilizacdo. Foi confirmado
que o carbonato de propileno, solvente de baixa toxidade, pode ser reutilizado no processo de
extracdo, contribuindo para a reducdo dos custos de producao deste biopolimero, o que torna a
extracdo de P(3HB) com este solvente mais competitiva no que se refere a economicidade do

processo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A caracterizacéo térmica e o conhecimento da massa molar do P(3HB), uma vez extraido,
determina a adequacdo deste polimero para futuras aplicacBes, pois estas caracteristicas
conferem a ele grau de elasticidade, resisténcia e degradacdo. Por isso hé a sugestdo de que
mais estudos de caracterizacdo de polimeros produzidos utilizando glicerol como substrato

sejam feitas, a fim que comprovar as alteracdes aqui apresentadas.
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