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RESUMO - Poli-hidroxialcanoatos (PHAS) sdo biopolimeros sintetizados como
reserva de energia por bactérias em forma de granulos intracelulares. O P(3HB) é o
mais visado no &mbito académico entre os PHAs. No entanto, seu uso comercial é
limitado devido as técnicas de producéo e extragdo serem bastante dispendiosas. Logo,
é imprescindivel a busca por novas técnicas de producdo e extracdo. Este trabalho
associou o pré-tratamento de rompimento celular com ultrassom a extracdo de
P(3HB), produzido por C. necator, utilizando carbonato de propileno. O objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo cinético da recuperacdo de P(3HB) a partir de duas
biomassas: sem pré-tratamento e pré-tratada com ultrassom, com carbonato de
propileno em diferentes temperaturas (130 e 150 °C) e verificar a influéncia do tempo
de contato nos resultados de pureza, recuperacdo e massa molar de P(3HB). Os
resultados mostraram influéncia do tempo de contato das células com o solvente e da
temperatura de aquecimento na recuperacdo e na massa molar do P(3HB). Com o
aumento da temperatura (130 para 150 °C) e do tempo de extracdo (5 para 45 min)
obteve-se maior recuperacdo de P(3HB) e maior reducdo da massa molar. A
recuperacdo de P(3HB) mais elevada foi obtida na extracdo de células pré-tratadas
com ultrassom, a 150 °C, com tempo de 45 min, sendo esta de 92 %, frente a 82 %,
sem o0 uso do pré-tratamento. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com
ultrassom é eficaz para obter alta porcentagem de pureza e recuperacédo de P(3HB).

1. INTRODUCAO

Dentre os principais plasticos biodegradaveis, encontram-se 0s poli-hidroxialcanoatos
(PHAS), que s@o polimeros acumulados como material de reserva de carbono e/ou energia,
intracelularmente por varios microrganismos. Os PHAs tém recebido muita aten¢do devido a sua
similaridade aos plasticos convencionais e sua completa biodegradabilidade (Lee, 1996). Entre 0s
PHAs, o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é o biopolimero mais visado em estudos académicos.
No entanto, seu uso comercial é limitado devido as técnicas de producéo e extragdo serem bastante
dispendiosas (lenczak et al., 2011).
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Por se tratar de um produto intracelular, o P(3HB) deve ser extraido da célula ao término do
cultivo. O tratamento da biomassa, ap6s o cultivo, para a extracdo do PHA acumulado, é uma
etapa de extrema importancia, pois pode acarretar alteracGes nas propriedades do produto. Como
0s PHAs sdo produtos acumulados intracelularmente, no citoplasma das células bacterianas, as
células precisam ser separadas do caldo cultivado (Anis et al., 2013). Para simplificar a ruptura
celular e aumentar a recuperacdo de P(3HB), uma etapa de pré-tratamento da biomassa cultivada
pode ser realizada, podendo empregar produtos quimicos como acidos e bases, tratamento térmico
e tratamento mecanico, como a utilizagéo de ultrassom e homogeneizador de alta presséo (Jacquel
et al., 2008).

Estima-se que o impacto do custo de recuperagdo de P(3HB) no custo total do processo de
producdo possa representar mais de 40 % do valor final do produto (Silva et al., 2007). A
utilizacdo de solventes tdxicos e altamente volateis para a extracdo de P(3HB) (por exemplo,
cloroférmio) € contraditoria ao fato de que estes polimeros vém sendo amplamente estudados para
minimizar as agressdes ambientais causadas pelos polimeros de origem petroquimica. Com isso, 0
uso do solvente carbonato de propileno foi proposto na literatura por Lafferty e Heinzle (1979).
Além de ser de baixa toxidade, este solvente é de féacil recuperacdo, podendo minimizar assim,
custos de producao.

Este trabalho teve como objetivo realizar cinéticas de recuperacdo de P(3HB), a partir de
biomassas sem pré-tratamento e pré-tratada com ultrassom, utilizando carbonato de propileno em
diferentes temperaturas de aquecimento e verificar a influéncia do pré-tratamento e do tempo de
extracao nos resultados de pureza, recuperacéo e massa molar de P(3HB).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Biomassa

A biomassa de Cupriavidus necator DSM 545 com P(3HB), produzido durante cultivo com
glicose como fonte de carbono, foi utilizada no presente estudo. As biomassas de C. necator
utilizadas nestes ensaios foram provenientes de cultivos diferentes e apresentavam 69 e 73 % de
P(3HB), em ensaios sem pré-tratamento da biomassa e ensaios com pré-tratamento da biomassa
com ultrassom, respectivamente.

2.2 Pré-tratamento da Biomassa

2.2.1 Procedimento padrdo — sem pré-tratamento: Ao término do cultivo, as células foram
separadas do meio de cultivo por centrifugacdo a 2.000 g durante 15 min. O precipitado, contendo
as células, foi lavado duas vezes com agua destilada e submetido a secagem em estufa a 65 °C por
24 h.

2.2.2 Pré-tratamento com ultrassom: No pré-tratamento da biomassa com rompimento
mecanico, o ultrassom utilizado foi o Ultrasonic Dismembrator 500 (400 W) fabricado pela
Fisher Scientific.

O volume de amostra ultrassonificado foi de 35 mL. O recipiente utilizado para o aplicacao
do ultrassom apresentava 3 cm de didametro e 5 cm de altura, a fim de assegurar maior
homogeneidade do sistema. Foram realizados trés ciclos de aplicagcdo do ultrassom no meio de
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cultivo (tempo de aplicacdo de 59 segundos e pausa de 30 segundos) na amplitude de 50 %. Para a
aplicacdo do ultrassom, os ensaios foram realizados em banho de gelo, com a finalidade de evitar
0 acréscimo de temperatura da biomassa. ApoOs este pré-tratamento, a suspensdo celular foi
centrifugado a 2.000g por 15 minutos, sendo as ceélulas lavadas com &gua destilada e
centrifugadas novamente, na mesma condicdo. Enfim, as células foram submetidas a secagem em
estufa a 65 °C durante 24 h.

2.3 Recuperacéo de P(3HB)

O solvente utilizado para a extracdo de P(3HB) foi o carbonato de propileno (Merck). Para a
extracdo do polimero, utilizou-se o método baseado em Quines (2010). O método se baseia no uso
de 0,15 g células/mL de solvente.

2.3.1 Cinetica da Recuperacao de P(3HB) Com Carbonato de Propileno a partir de biomassa
Sem Pré-Tratamento e Pré-Tratada Com Ultrassom e avaliacdo da Massa Molar: As biomassas de
C. necator utilizadas nestes ensaios foram provenientes de cultivos diferentes e apresentavam
69 e 73 % de P(3HB), em ensaios sem pré-tratamento da biomassa e ensaios com pré-tratamento
da biomassa com ultrassom, respectivamente.

Estudou-se a cinética de extracao de biopolimero, de biomassa pré-tratada com ultrassom, na
temperatura de aquecimento das células com o solvente de 130 e 150 °C, em tempos de contato de
5, 15, 30 e 45 min. Além disso, foi realizada cinética de extracdo de P(3HB) de biomassa sem pré-
tratamento com carbonato de propileno a 150 °C nos tempos de 5, 15, 30 e 45 min.

Para a avaliacdo da massa molar do P(3HB) extraido com carbonato de propileno a partir de
células pré-tratadas com ultrassom, foi realizada a analise de massa molar dos polimeros extraidos
a 130 e 150 °C nos tempos de 30 e 45 min. A analise da massa molar de polimeros extraidos de
células sem pré-tratamento, a 150 °C nos tempos de 5, 15, 30 e 45 min, também foi realizada.

2.4 Determinacéo de Pureza e Recuperacéo de P(3HB)

O P(3HB) foi determinado por cromatografia gasosa, conforme o método de metanolise
baseado em Brandl et al. (1988).

2.5 Determinacéo da Massa Molar de P(3HB) (Mm)

As determinagdes de massa molar e indice de polidispersdao do P(3HB) extraido
neste trabalho foram realizadas por Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)
(Laboratério de Caracterizagdo - PUC/RS). As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio P.A., concentracdo de 5,0mg/mL (agitagdo por 20 min) e analisadas em
cromatografo da Waters Instruments equipado com uma bomba isocratica, modelo 1515
(eluente: PhMe, fluxo: 1mL/min), detector por indice de refragdo, modelo 2414;
temperatura do detector: 35°C e coluna Styragel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o proposito de avaliar a influéncia do tempo de contato da biomassa com o solvente na
pureza, recuperacao e na massa molar do P(3HB), extraido de células sem pré-tratamento e pré-
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tratadas com ultrassom, foram realizadas cinéticas de recuperacdo de P(3HB) a partir das
biomassas de C. necator.

A Figura 1 apresenta os dados de recuperacgéo, pureza, massa molar e indice de polidispersao
dos polimeros extraidos a 130 e 150 °C para biomassa pré-tratada com ultrassom e a 150 °C para

biomassa sem pré-tratamento.
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Figura 1 - Resultados de recuperacgdo, pureza, massa molar e indice de polidispersao das extracdes
de P(3HB) com carbonato de propileno a partir de células de C. necator. Figura 1A - Cinética de
recuperacdo a 150 °C de células pré-tratadas com ultrassom; Figura 1B - Cinética de recuperacéo a
130 °C de células pre-tratadas com ultrassom, Figura 1C - Cinética de recuperacgdo a 150 °C de
celulas sem pré-tratamento.

Ao comparar os resultados obtidos no estudo da cinética de extracdo provenientes de células
sem pré-tratamento (Figura 1C) e pré-tratadas com ultrassom, Figura 1A (temperatura de extracéo
de 150°C) e Figura 1B (temperatura de extracdo de 130 °C), nota-se que ndo houve diferenca
entre as respostas de pureza obtidas, pois todas foram proximas a 99 %. Nem mesmo 0 menor
tempo de contato (células/solvente) e a temperatura de extragdo implicaram em uma mudanca
relevante na pureza do biopolimero. Estes resultados de alta pureza observados na Figura 1 se
devem a alta solubilidade do P(3HB) no carbonato de propileno e a facilidade de separagdo do
polimero do solvente, através da precipitacdo e lavagem do polimero com &agua destilada de
acordo com o método proposto por Quines (2010).

Através das cinéticas de extracdo, foi possivel observar a influéncia do tempo de contato das
células com o solvente nos resultados de recuperagdo de P(3HB). Os resultados mostraram que
guanto maior o tempo de extracdo maior a porcentagem de P(3HB) obtido (dentro da faixa
estudada). A maior porcentagem de recuperacdo de P(3HB) foi obtida na extragdo de células pré-
tratadas com ultrassom, realizada a 150 °C, com tempo de 45 min, sendo esta de 92 %. A extracao
realizada a mesma temperatura, a partir de células sem pré-tratamento e tempo de contato de 45
min, apresentou recuperacdo de 82 % (m/m).

Com a utilizacdo da temperatura de extracdo de 130 °C e pré-tratamento da biomassa com
ultrassom, observou-se que a maior porcentagem de recuperacdo de P(3HB) foi obtida na extracdo
realizada com tempo de 45 min (82 %). Este resultado, comparado a extracdo a 150 °C demonstra
a influéncia da temperatura de extracdo nos resultados de recuperacdo de biopolimero. Este fato
pode ser devido a menor solubilidade do polimero no solvente nessa temperatura.

Fiorese et al. (2009), utilizando carbonato de propileno como solvente para extracdo de
P(3HB), obtiveram os melhores resultados de percentual de pureza (84 %) e de recuperagéo
(95 %) para o polimero na condicdo de 130 °C por 30 min com pré-tratamento térmico da
biomassa. Quines (2010) realizou extracdo de P(3HB) com aquecimento de 150 °C por 45 min,
sem pré-tratamento da biomassa e obteve recuperacao de 40 % de polimero com pureza de 60 %.
Lafferty e Heinzle (1979) obtiveram recuperacdo, a partir de celulas secas de Azotobacter
chroococcum DSM 377, de 87 %, 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 pré-tratamento celular nos resultados de extracdo de P(3HB) para a
obtenc¢&o de rendimentos de processo mais elevados e um produto com elevada pureza.

A Figura 1C apresenta a cinética de avaliacdo da massa molar do P(3HB) extraido com
carbonato de propileno a 150 °C de células sem pré-tratamento. Pode-se observar que no intervalo
entre 5 e 45 min teve-se uma reducdo da massa molar de 42 %. Os resultados de massa molar
obtidos a partir dos estudos cineticos confirmaram as observacOes feitas por Mcchalicher et al.
(2009) e Fiorese et al. (2009), que observaram uma reducdo da massa molar de P(3HB) durante o
processo de extracdo com carbonato de propileno. Esta degradacdo da massa molar do P(3HB),
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neste método, deve-se a quebra das cadeias poliméricas, em funcdo do aquecimento da mistura da
suspensdo celular com o solvente a temperaturas superiores a 120 °C (Lafferty e Heinzle, 1979).

Segundo Khanna e Srivastava (2005), a massa molar de P(3HB) produzido por bactérias se
encontra normalmente entre 1,0 x 10* e 3,0 x 10° Da, com polidispersdo em torno de 2,0. Nos trés
estudos cinéticos realizados (Figura 1A, 1B e 1C), foi possivel obter polimeros com valores de
massa molar superiores a 9,6 x 10* Da e indices de polidispersdo entre 1,7 e 2, que sdo valores
inferiores ao obtido por Fiorese et al. (2009), que obtiveram 3,1 para o P(3HB) extraido com
carbonato de propileno, sob outras condi¢cGes de extracéo.

Na andlise dos valores de massa molar das cinéticas de recuperacdo de P(3HB) a partir de
biomassa pré-tratada com ultrassom (Figura 1A e 1B), pode-se observar que a temperatura de
extracdo influenciou na degradacdo da massa molar do polimero recuperado, uma vez que, na
extracdo a 130°C por 30 min, o polimero obtido apresentou massa molar de 1,38 x 10° Da,
enguanto um incremento na temperatura de extracdo (150 °C) causou uma reducao na massa molar
do polimero extraido para 1,03 x 10° Da.

Embora a extracdo de P(3HB) na temperatura de 130°C tenha apresentado menor
degradabilidade da massa molar, quando comparada a temperatura de 150 °C, esta apresentou uma
porcentagem de recuperacdo inferior. Desta forma, € de grande interesse o desenvolvimento de um
processo de extracdo deste polimero em que elevadas porcentagens de recuperacdo e pureza
possam ser obtidas com a preservacdo da massa molar, pois esta caracteristica € de extrema
importancia, uma vez que afeta diretamente a resisténcia mecénica do polimero, a velocidade de
biodegradacdo e, consequentemente, a sua futura aplicabilidade (Montoro et al., 2010).

Frente ao exposto, a extracdo de P(3HB) a 150 °C por 45 min, com carbonato de propileno a
partir de células tratadas com ultrassom, apresentou os resultados mais elevados de percentual de
recuperacdo e pureza e uma reducdo na massa molar de 27 %, em relacdo a massa molar do
polimero extraido a 130 °C por 45 min. Por outro lado, como o conhecimento da massa molar do
P(3HB), uma vez extraido, é de grande relevancia para o direcionamento e adequacdo deste
polimero para futuras aplicacdes.

Como mencionado anteriormente, as biomassas utilizadas nas cinéticas de recuperacdo sdo
provenientes de cultivos diferentes, deste modo ndo se deve comparar a massa molar dos
polimeros extraidos de células sem pré-tratamento com os obtidos de biomassa pré-tratada com
ultrassom.

4. CONCLUSAO

As extracdes de P(3HB) a partir de biomassa pré-tratada com ultrassom utilizando carbonato
de propileno apresentaram os melhores resultados de recuperacdo na temperatura de 150 °C,
comparado a 130 °C. Porém, nesta temperatura, a degradacdo da massa molar do polimero foi
inferior ao valor obtido para o polimero extraido a 150 °C. O tempo de contato das células com o
solvente influenciou nos resultados de recuperagédo e de degradacdo da massa molar de P(3HB).
Os resultados mostraram que quanto maior o tempo de extragcdo, maior a porcentagem de P(3HB)
obtido (dentro da faixa estudada). A porcentagem de pureza do polimero ndo foi influenciada
pelos diferentes tempos e temperaturas de extracdo realizadas, tanto com o pré-tratamento com
ultrassom da biomassa, como sem preé-tratamento.
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O pré-tratamento com ultrassom da biomassa mostrou-se eficaz nos resultados de pureza e
recuperacdo de P(3HB) no processo de extragdo, pois com a combinacdo de ultrassom e solvente
de baixa toxicidade, carbonato de propileno, obteve-se uma elevada recuperacdo (92%) de
polimero com elevada pureza (99 %).
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