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EXTRACTION OF POLY (3-HYDROXYBUTYRATE), PRODUCED BY Cupriavidus necator, WITH PROPYLENE CARBONATE.
The environmental impact of plastic waste has attracted worldwide attention. Amid the current context of increasing concern for

the environment, biodegradable plastics have been widely studied as a replacement for synthetic plastics. Poly(3-hydroxybutyrate)

(P(3HB)) is a biopolymer stored as an intracellular energy and reserve source in many microorganisms. Because it is an intracellular
product, P(3HB) must be extracted from the cells at the end of the culture. The purpose of this study was to investigate the effect
of extraction time, heating temperature, first standing time (after filtration and extraction), second standing time (after P(3HB)
precipitation) and solvent amount, during the process of extracting P(3HB) from Cupriavidus necator DSM 545, using propylene

carbonate as solvent. The extraction kinetic of P(3HB) with propylene carbonate from thermally treated biomass was evaluated at
different temperatures. The physical properties of the P(3HB) obtained were also evaluated. In this case, P(3HB) obtained at optimal

conditions of recovery (98%) and purity (99%) was used. Results showed that temperature was the most important factor in these

responses for the range of values studied (110-150 °C).

Keywords: poly(3-hydroxybutyrate); propylene carbonate; Cupriavidus necator.

INTRODUCAO

Inseridos no contexto de preocupacio crescente com o ambiente,
plasticos biodegraddveis t€ém sido amplamente estudados, a fim de
substituir os plasticos sintéticos.! O P(3HB), um material de reserva
energética acumulado intracelularmente pelas bactérias produtoras,
possui caracteristicas mecanicas e termopldsticas préximas as do
polipropileno e tem atraido cada vez mais aten¢do para aplicacio
como biopldstico devido a sua biodegradabilidade, biocompatibi-
lidade e capacidade de ser produzido a partir de matérias-primas
renovaveis.>?

Apesar das atraentes caracteristicas do P(3HB), sua aplicabilidade
¢ limitada devido ao seu elevado custo de produgdo. Por se tratar de
um produto intracelular, o P(3HB) deve ser extraido das c€lulas ao
término do cultivo. Estima-se que o impacto do custo de recuperacio
de P(3HB) no custo total do processo de producio possa representar
mais de 50% do valor final do produto.* Segundo Chen et al.,’ para
potencializar a producio de P(3HB), € necessario que se desenvolvam
novos processos de sintese e extragdo deste polimero, que possuam
baixo custo e impacto ambiental reduzido, com a finalidade de tor-
na-lo economicamente competitivo e, desta forma, potencializar sua
aplicabilidade. Uma etapa de pré-tratamento da biomassa celular pode
ser inserida no processo de extrac@o e tem por finalidade desestabi-
lizar e/ou romper a parede celular da bactéria e facilitar a acdo do
solvente no processo de extracdo, melhorando assim a recuperagao
do polimero extraido.®

Dentre os métodos utilizados nos processos de extragdo de
P(3HB) pode-se mencionar: adig¢do de solventes organicos, digestdo
quimica, digestdo enzimdtica, métodos mecanicos, métodos combi-
nados, como mecanico e quimico, entre outros.”!

*e-mail: glaucia@enq.ufsc.br

A técnica de extragdo de P(3HB) com solventes organicos € a
mais utilizada devido a sua simplicidade, baixa degrada¢do do po-
limero extraido e elevada pureza do produto.? Porém, virios desses
solventes organicos sdo toxicos e altamente voldteis (por exemplo,
cloroférmio), o que torna a sua utilizagdo contraditdria, uma vez que
estes polimeros vém sendo amplamente estudados para minimizar as
agressoes ambientais causadas pelos polimeros de origem petroquimi-
ca. Assim, a utilizacio de carbonato de propileno, como um solvente
pouco agressivo, foi proposta na literatura por Lafferty e Heinzle.!!

O carbonato de propileno apresenta baixa toxidade e possui
alto ponto de ebuli¢do, préximo a 240 °C, permitindo que, durante
o processo de extragdo, ocorra baixo risco de perda por evaporagao,
podendo ainda ser reutilizado diversas vezes, minimizando assim os
custos de producéo de P(3HB)."?

O objetivo deste trabalho foi selecionar as variaveis que influen-
ciam no processo de extracdo de P(3HB) produzido por Cupriavidus
necator DSM 545, utilizando carbonato de propileno como solvente.
Os resultados avaliados foram a porcentagem de recuperagdo de
P(3HB) e sua pureza. Também se estudou a cinética de extragio de
P(3HB) com carbonato de propileno, a partir de biomassa tratada
a diferentes temperaturas de aquecimento, assim como o efeito do
processo de extragdo nas caracteristicas térmicas e de massa molar
do biopolimero recuperado.

PARTE EXPERIMENTAL
Biomassa

A biomassa de Cupriavidus necator DSM 545 com P(3HB),
utilizada neste estudo, foi produzida utilizando glicose/frutose como
substrato. A estratégia utilizada no cultivo foi batelada alimentada,
tendo como nutriente limitante o nitrogénio adicionado na forma de
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uréia. As fontes de nitrogénio e de carbono foram adicionadas de
forma a se evitar a limitacéio destes nutrientes na fase de crescimento
celular. O cultivo foi iniciado com 40 g L' de glicose/frutose (S) e
2 g L' de nitrogénio em um volume inicial de 3 L no biorreator.
A fase de crescimento se caracterizou pela producdo de cerca de
20 g L' de células. Na fase de producao, ocorreu limitagdo da fonte
de nitrogénio e realizaram-se pulsos de glicose/frutose para manter
a concentracdo desses substratos acima de 15 g L.

Tratamento térmico da biomassa

Ap6s o término do cultivo de C. necator, elevou-se a temperatura
da suspensio de biomassa para 95 °C durante 45 min, para inativar a
enzima PHA depolimerase, responsavel pela degradagio do biopoli-
mero, e desnaturar as proteinas e, consequentemente, desestabilizar
a parede celular e facilitar a acdo do solvente na solubilizagdo do
P(3HB)."? Posteriormente, a biomassa foi centrifugada a 2000 g por
15 min e lavada com dgua destilada, sendo o sobrenadante descar-
tado. O precipitado (células com P(3HB)) foi submetido a secagem
a 65 °C por 24 h.

Extracao de P(3HB)

Para a extracdo do polimero, foi utilizado o método baseado nos
estudos de Lafferty e Heinsle!!' e Fiorese et al.,'* com modificacdes.
A massade células (11,5 g) foi suspensa em um volume de carbonato
de propileno (Merck Schuchardt OHG’- pureza 99,7%) aquecido
a determinada temperatura. Considerou-se como instante inicial
de extracdo o momento em que se atingiu a temperatura desejada.
Os experimentos foram realizados em rotaevaporador sob agitacdo
constante de 120 rpm.

A suspensao (carbonato de propileno, debris celulares e P(3HB))
obtida ap6s diferentes tempos de extragdo foi submetida a filtragcio
a quente sob vdcuo em aparato composto por kitassato, funil de por-
celana, filtro de papel qualitativo com poro de 14 um e didmetro de
12,5 cm (Qualy,) e bomba a vacuo (J. B. Industries — DV 200N 250).
Os solidos retidos no filtro foram lavados com 30 mL de carbonato
de propileno aquecido na mesma temperatura da extrag@o. A solucio
permeada composta de P(3HB) dissolvido em solvente permaneceu
em repouso por um determinado periodo de tempo (indicado como
Tempol), a temperatura ambiente.

Apds o tempo de repouso, agua destilada foi adicionada em
uma relacdo 4:1 (dgua:solvente) a solucdio para a precipitagdo do
polimero, a fim de obter uma suspensio de P(3HB) precipitado
em uma mistura de dgua e carbonato de propileno. Esta suspensio
permaneceu sob agitacdo constante por um dado intervalo de tempo
(indicado como Tempo 2), em agitador magnético. Posteriormente,
a suspensdo foi submetida a uma segunda filtragdo (mesmo aparato
utilizado na primeira filtragdo) a temperatura ambiente, em filtro
qualitativo de 14 pym e didmetro de 12,5 cm (Qualy®). O material
polimérico retido no filtro foi lavado com 100 mL de dgua destilada,
sendo posteriormente o filtro contendo a massa polimérica disposto
em estufa a 65 °C por 24 h para secagem.

Selecdo das variaveis que influenciam a extracio de P(3HB)
por carbonato de propileno

Com o objetivo de definir as varidveis que influenciam no méto-
do de extracgao proposto, utilizou-se um delineamento experimental
Plackett & Burman (PB)'® de 12 ensaios acrescidos de 3 pontos cen-
trais. As varidveis de processo avaliadas neste trabalho foram: Tempo
de repouso 1 e 2, temperatura de extra¢do, volume de solvente da
extracdo e tempo de extrac@io. Os valores destas varidveis estudadas
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nas condig¢des de nivel inferior (-1), nivel superior (1) e ponto central
(0) podem ser visualizadas na Tabela 1. Nos ensaios do delineamento
PB foram utilizadas células com 34,5% de P(3HB). As variaveis
respostas analisadas foram porcentagem de pureza e porcentagem
de recuperacgio do polimero.

Tabela 1. Valores das varidveis tempo de extracdo, temperatura de aquecimen-
to, tempo de repouso 1 (tempo apds filtracdo e extrac@o), tempo de repouso
2 (tempo ap0s a precipitagdo do P(3HB)) e volume de solvente utilizadas no
delineamento experimental Plackett & Burman de 12 ensaios (PB12), com
triplicata do ponto central e seus respectivos niveis codificados para o estudo
da extra¢do do P(3HB)

Varidvel -1 0 +1
Tempo de extra¢do (min) 15 30 45
Temperatura de aquecimento (°C) 110 130 150
Tempo de repouso 1 (h) 12 18 24
Tempo de repouso 2 (h) 12 18 24
‘Volume de solvente (mL) 25 50 75

Cinética de extraciio com carbonato de propileno

Estudou-se a cinética de extra¢do de P(3HB) com o solvente na
temperatura de aquecimento de 130 e 150 °C. Para cada uma das
temperaturas 4 ensaios foram realizados, com tempos de contato
das células com o solvente de 5, 15, 30 e 45 min, empregando-se
11,5 g de células para 75 mL de solvente (relagdo células/solvente
de 0,15 g mL"). A metodologia de extrac@o utilizada foi de acordo
com a descrita anteriormente, com os tempos de repouso 1 e 2, de
12 h cada, e volume de 200 mL de dgua destilada para lavagem do
P(3HB) na segunda filtragao.

Determinacido de P(3HB)

A concentra¢do de P(3HB) nas amostras de polimero extraido
foi determinada por cromatografia gasosa (CG-90 equipado com
uma coluna de silica fundida, Supercowax-10 - 0,53 mm x 30 m, e
detector de ionizagdo de chama), conforme o método de metandlise.'®

Para a determinacio da porcentagem de pureza do P(3HB) ex-
traido, utilizou-se a Equagdo 1.

Mp3pp)

pureza = T (1)
t

na qual: m,;,, = massa de biopolimero detectada por cromatografia
(g); m, = massa total do polimero utilizada para a andlise cromato-
gréfica (g).

A partir da porcentagem de pureza do P(3HB) extraido, foi possi-
vel determinar a porcentagem de recuperagio por meio da Equagio 2.

my
recuperacdo = (2)
m

i

na qual: m, = massa de P(3HB) puro (g) = m,. pureza; m; = massa de
P(3HB) obtido apds a recuperacio (g); m, = massa total de P(3HB)
nas c€lulas antes da extrag@o.

Caracterizaciao do P(3HB) extraido com carbonato de
propileno

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR)
A identificagdo do P(3HB) foi realizada pela caracterizac¢io
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dos grupamentos funcionais do biopolimero extraido, por meio da
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), em equipamento
Perkin Elmer Spectrum 100 IR, no intervalo de 4000 a 400 cm™, pela
técnica de refletancia difusa.

Andlise termogravimétrica (TGA)

Andlise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a degradagio
térmica do biopolimero extraido, sendo possivel obter a temperatura
de inicio de degradacdo (T,), a temperatura maxima de degradagdo
(T, € a porcentagem de perda de massa do P(3HB) extraido.

A andlise foi realizada em TGA-50 Shimadzu. As amostras foram
aquecidas de 25 a 500 °C a uma velocidade de aquecimento de 10 °C
min’!, sob atmosfera de nitrogénio.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas utilizando-se equipamento
DSC-50 Shimadzu para caracterizar o biopolimero quanto a tem-
peratura de fusdo (T,), temperatura de transi¢do vitrea (T,) e grau
de cristalinidade (X). A amostra foi aquecida sob atmosfera inerte
(nitrogénio) de -30°C a200 °C a 10 °C min™! no primeiro aquecimento
e o segundo aquecimento foi realizado de -50 °C a 200 °C a 10 °C
min’'. 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!.""

Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A andlise de GPC foi realizada para a determinac¢do da massa
molar do P(3HB) extraido. O equipamento utilizado para a andlise
foi um HPLC Waters Instruments equipado com bomba isocrdtica,
modelo 1515, detector por indice de refracdo, modelo 2414; tem-
peratura do detector de 35 °C, quatro colunas de permeagdo em gel
Waters Styragel (7,8 x 300 mm) em THF ligadas em série com faixa
de exclusdo de 100 a 5000 (HR1), 500 a 20000 (HR2), 500 a 30000
(HR3), e 5000 a 500000 (HR4), temperatura da coluna de 40 °C.
Cloroférmio foi utilizado como solvente na fase mével e o eluente
da coluna foi o Tetraidrofurano (THF). Para a calibracéo do sistema,
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foram utilizados padrdes de poliestireno (PS) com massas molares
de 400, 950, 2800, 6400, 17000, 43000, 110000 e 430000 Da. As
amostras de P(3HB) foram diluidas na razio de 5 mg mL"' de cloro-
férmio e mantidas em repouso durante 24 h para a total dissolucio
do polimero no solvente. O volume de inje¢do foi de 200 uL, sob
fluxo de solvente constante de 1 mL min™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecio das variaveis que influenciam a extracio de P(3HB)
com carbonato de propileno

O principal objetivo do emprego da metodologia de Plackett
& Burman (PB)" foi avaliar o efeito das cinco varidveis dentro das
faixas estudadas em relacdo as porcentagens de pureza e recupera-
¢do de P(3HB), de modo a maximizar a eficiéncia da extracdo deste
polimero. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 2.

Observa-se que a pureza do P(3HB) variou de 60 a 82%, e a
recuperagdo de 25 a 99%. Ainda de acordo com esses resultados,
duas condigdes testadas para extragcdo do P(3HB) se destacaram: os
experimentos 5 e 6, nos quais foram utilizadas as combinacdes de 45
min de tempo de extra¢do, 150 °C de temperatura de aquecimento,
tempos de repouso (1) e (2) entre 12 e 24 h e volume de solvente
de 75 mL. Os experimentos 5 e 6 apresentaram 82% de pureza e
recuperagdo de 99 e 98%, respectivamente. Os ensaios com tempe-
ratura de extragdo de 110 °C apresentaram pureza entre 61 e 75% e
recuperagdo em torno de 25 e 33%. Segundo Lafferty e Heinzle,"
valores de temperatura variando entre 100 e 120 °C em curtos tempos
de extracdo promovem recuperacio incompleta de P(3HB), o que foi
confirmado com os resultados obtidos neste estudo.

A Tabela 3 apresenta os efeitos das varidveis sobre as respostas
de pureza (%) e recuperagdo de P(3HB) (%) extraido utilizando
carbonato de propileno como solvente, respectivamente.

Na Tabela 3, observa-se que, das cinco varidveis avaliadas, so-
mente a varidvel temperatura de aquecimento apresentou influéncia
significativa (p < 0,05) na pureza de P(3HB), no processo de extragao.

Tabela 2. Condicoes dos ensaios da matriz de Plackett & Burman para o estudo das varidveis tempo de extra¢do (textracdo) das células com o solvente, tempe-
ratura de aquecimento na extragio (Taquec.) da mistura das células com o solvente, tempo de repouso 1 (Trep. 1) da mistura de P(3HB) com o solvente, tempo

de repouso 2 (Trep. 2) da suspensdo de polimero precipitado com dgua no solvente, volume de solvente (Vol solvente) e respostas porcentagem de pureza e

porcentagem de recuperagdo de P(3HB) (Recup.), consideradas como varidvel resposta, no delineamento experimental (PB)

Ensaio textrggﬁo Taquec. Trep. 1 Trep. 2 Vol solvente Pureza Recup.

(min) O () (h) (mL) (%) (%)
1 +1 -1 +1 -1 -1 75 40
2 +1 +1 -1 +1 -1 81 74
3 -1 +1 +1 -1 +1 79 85
4 +1 -1 +1 +1 -1 62 33
5 +1 +1 -1 +1 +1 82 99
6 +1 +1 +1 -1 +1 82 98
7 -1 +1 +1 +1 -1 81 79
8 -1 -1 +1 +1 +1 69 26
9 -1 -1 -1 +1 +1 64 25
10 +1 -1 -1 -1 +1 65 27
11 -1 +1 -1 -1 -1 80 73
12 -1 -1 -1 -1 -1 61 26
13 0 0 0 0 77 81
14 0 0 0 0 80 86
15 0 0 0 0 0 81 87
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Tabela 3. Anilise dos efeitos das varidveis: tempo de extracdo, temperatura
de aquecimento da mistura das células com o solvente, tempo de repouso 1
da mistura de P(3HB) com o solvente, tempo de repouso 2 da suspensio de
polimero precipitado com dgua no solvente, volume de solvente, do processo
de extracdo na porcentagem de pureza e recuperagdo do P(3HB)

Pureza (%) Recuperagao (%)

Efeito p-valor Efeito p-valor
Média 73,42 <0,0001 57,11 <0,0001
Curvatura 11,83 0,0440 55,02 0,0002
t extragao 2,17 0,3568 9,82 0,0345
T aquec. 14,83 0,0002 54,97 <0,0001
Tempo repouso 1 2,50 0,2919 6,10 0,1532
Tempo repouso 2 -0,50 0,8271 -2,26 0,5752
Volume solvente 0,17 0,9419 5,96 0,1613

*p-valores < 0,05 sdo estatisticamente sifnificativos a 95 % de confianca.

O aumento da temperatura de 110 para 150 °C aumenta significati-
vamente a pureza do P(3HB). As outras varidveis ndo apresentaram
nenhum impacto nesta resposta. Esta informag¢ao € muito importante,
indicando que dentro das faixas estudadas estas podem ser fixadas nas
condigdes de maior produtividade do processo (tempo de extracio e
de repouso 1 e 2 nas condi¢des minimas estudadas), resultando em
economia devido a redu¢do do tempo de processo.

Ao avaliar a influéncia das varidveis na porcentagem de recupera-
¢do de P(3HB), observa-se que, das cinco varidveis estudadas, apenas
duas apresentaram valores de p menores que o nivel de significancia
(0,05), mostrando influéncia significativa o tempo de extracéo e a
temperatura de aquecimento sobre esta resposta.

Os tempos de repouso (1) e (2) da solucdo polimérica ndo
apresentaram influéncia significativa, dentro da faixa estudada, nos
resultados de extracdo de P(3HB).

A varidvel volume de solvente nio apresentou influéncia neste
estudo, entretanto, outros experimentos de extragdo realizados (dados
ndo apresentados), utilizando o mesmo solvente, indicaram que quan-
do as células contiverem elevada porcentagem de P(3HB) acumulado
(superior a 60%), a relagdo solvente/P(3HB) podera influenciar no
processo de extragao, logo o volume de solvente deverd ser fixado no
nivel superior, 75 mL, resultando em uma relag@o células/solvente
de 0,15 g mL"".

O uso da metodologia estatistica de DOE (Design of Experiments)
por meio da matriz de Plackett & Burman € extremamente util, per-
mitindo que com apenas 12 ensaios de extracdo acrescidos de trés
pontos centrais seja possivel promover condi¢des de ensaio nas quais
arecuperacdo de P(3HB) aumente de 25% para 98-99%. Além disso,
é possivel calcular o efeito individual de cada varidvel nas respostas
desejadas e avaliar a repetibilidade do processo a partir dos ensaios
13, 14 e 15 (condicdes dos pontos centrais) pelo calculo do erro puro.
Ambas as respostas (Tabela 2) apresentam uma pequena variacio nas
condicdes dos pontos centrais.

Cinética de extraciio para validacao dos resultados obtidos no
Plackett & Burman

De acordo com a andlise dos efeitos das varidveis avaliadas no
processo de extragdo com carbonato de propileno, pode-se analisar
que a curvatura apresentou o maior efeito estatisticamente significati-
vo no processo, indicando que as respostas dos pontos centrais estao
muito préximas dos valores maximos obtidos para recuperagdo de
P(3HB) com carbonato de propileno. A temperatura de aquecimento
também apresentou elevado efeito estatisticamente significativo
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(54,97) no processo de extracdo, mostrando a importancia de se checar
ainfluéncia desta varidvel neste processo. Desta forma, um novo DOE
poderia ter sido realizado, porém as respostas obtidas no Plackett &
Burman j4 atingiram o objetivo desejado de elevadas pureza e recu-
peracdo de P(3HB) na extracdo com carbonato de propileno a partir
de biomassa tratada termicamente, nio sendo necessaria a realizacio
de um outro planejamento experimental.

Para a validagdo do Plackett & Burman, cinéticas de extrag@o de
P(3HB) a partir de C. necator foram realizadas nas temperaturas do
ponto central (130 °C) e da condig¢@o superior (150 °C), com o prop6-
sito de avaliar a influéncia da temperatura de aquecimento e do tempo
de extragdo nas respostas de pureza e recuperagio do biopolimero.

Os tempos de repouso (1) e (2) da solucdo polimérica ndo apre-
sentaram influéncia significativa no processo de extragdo dentro
da faixa estudada, sendo fixados na condi¢@o inferior: 12 h, com o
objetivo de reduzir o tempo total do processo de extracdo. O volume
de solvente utilizado, para cada extracdo, nos ensaios cinéticos foi
de 75 mL, relacdo células/solvente de 0,15 g mL™".

A Figura 1 mostra os resultados de porcentagem de pureza e
recuperagdo do P(3HB) nos testes cinéticos, a partir de biomassa de
C. necator tratada termicamente, obtidos por extra¢ao com carbonato
de propileno a 130 e 150 °C.
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Figura 1. Porcentagens de recuperagdo e pureza de P(3HB), produzido por
C. necator, obtidas nas cinéticas de recuperagdo com carbonato de propileno
a 130 °C (A) e 150 °C (B) nos tempos de 5, 15, 30 e 45 min

Ao se comparar os resultados obtidos no estudo da cinética de
extragio em temperaturas diferentes, nota-se que nao houve diferenca
entre as respostas de pureza obtidas, todas foram préximas a 99%.
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Nem mesmo o menor tempo de extragdo (contato células/solvente)
e a temperatura de extracdo 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 separag¢do do polimero do solvente, por
meio da precipitagdo e lavagem do polimero com dgua destilada, de
acordo com o0 método proposto.

A partir das cinéticas de extracio, foi possivel observar a influén-
cia do tempo de extracio nos resultados de recuperag¢do de P(3HB).
Os resultados mostraram que, quanto maior o tempo de extragao,
maior a porcentagem de P(3HB) obtido. A maior porcentagem de
recuperagdo de P(3HB) foi obtida na extragdo realizada a 150 °C,
com tempo de extracdo de 45 min, sendo esta de 98%.

Com a utilizagdo da temperatura de extragio de 130 °C, observou-
-se que a maior porcentagem de recuperagdo de P(3HB) foi obtida
também na extragdo realizada com tempo de extracdo de 45 min
(90%). Estes resultados demonstram também a influéncia da tempe-
ratura de extrac@o nos resultados de recuperagao do biopolimero pois,
na extragdo a 130 °C, a recuperacio de P(3HB) foi menor quando
comparada a extragdo a 150 °C. Este fato pode ser devido a menor
solubilidade do polimero no solvente nessa temperatura.

A maior porcentagem de recuperacdo de P(3HB) com carbonato
de propileno encontrado por Lafferty e Heinzle,'' a partir de células
secas de Azotobacter chroococcum DSM 377, foi de 87%, com
aquecimento a 140 °C e tempo de extracéo de 30 min. Fiorese et al.,'*
utilizando carbonato de propileno como solvente para extragdo de
P(3HB) produzido por C. necator na temperatura e tempo de extraciao
de 130 °C e 30 min, obtiveram uma recuperacdo de 95% e pureza de
84%. Os resultados de pureza sdo inferiores aos obtidos no presente
estudo. Além de se obter uma maior recuperagdo de P(3HB), com
pureza superior, 0 método aqui proposto ainda apresenta vantagens
em relacdo ao método desenvolvido por Fiorese et al.,' pois utiliza a
metade do volume de solvente para a mesma quantidade de biomassa
e, nas etapas de precipita¢do e lavagem do P(3HB), a acetona utilizada
por aqueles autores foi substituida por d4gua no presente trabalho.

Caracterizacio do P(3HB) extraido com carbonato de
propileno

A amostra de P(3HB) utilizada para caracterizacdo foi extraida
com carbonato de propileno nas condi¢des de processo em que as
maiores porcentagens de pureza e recuperagdo foram obtidas, ou
seja, extracdo a 150 °C por 45 min, obtendo-se um biopolimero com
99% de pureza.

A andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR) foi realizada para verificar a estrutura quimica
do polimero, produzido por C. necator e extraido com carbonato de
propileno, e para avaliar a influéncia do processo de extracao proposto
neste trabalho nas propriedades como cristalinidade e mobilidade da
cadeia polimérica. A Figura 2 apresenta o espectro de FT-IR para o
biopolimero extraido, onde picos caracteristicos do P(3HB) podem
ser observados.

Segundo Xu et al.'® e Pachekoski ef al.,'” bandas em torno de
2928 e 2988 cm’! correspondem a deformagdes axiais simétrica e
assimétrica da ligacdo C-H na cadeia de P(3HB). Na amostra anali-
sada, estes valores foram de 2934 ¢ 2976 cm™'. Bandas em 1724 cm’!
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Figura 2. Espectro de FT-IR para o P(3HB) extraido de Cupriavidus neca-
tor utilizando carbonato de propileno, nas condicoes de extragdo a 150 °C
durante 45 min

foram observadas e s@o atribuidas a deformacdes axiais da carbonila
C=0 e o alongamento simétrico e assimétrico do grupo C-O-C pode
ser representado em bandas de absor¢do entre 1228-1278 cm™. 22!

De acordo com Pachekoski et al.,'” a técnica FT-IR pode ser
utilizada para determinar o grau de cristalizagdo do P(3HB), por
meio do monitoramento da deformacéo da carbonila C = O, regido
vibracional entre 1780 e 1700 cm™. Liao et al.”? afirmam que as al-
teracdes espectrais durante a cristalizacdo do P(3HB) representam a
banda da carbonila em 1740-1720 cm’!, sendo que a fase amorfa estd
préxima a 1738 cm™! enquanto que a banda da fase cristalina estd em
torno de 1722 cm'. No presente estudo, um pico em 1724 cm™! foi
observado, evidenciando a cristalinidade do P(3HB) extraido com a
metodologia proposta.

O pico de deformagdo angular simétrica dos grupos CH, em
1381 cm! foi observado e esta de acordo com os picos descritos por
Vogelsanger et al.** e Garcia®* para o P(3HB). Uma banda em 3439
cm’! também foi obsevada, e pode ser devido a presenca de umidade na
amostra. Camargo et al.,” analisando biopolimero da PHB industrial
(Serrana, SP), observaram um pico em 3443 cm!, o qual foi atribuido
ao estiramento OH, indicando presencga de umidade no material.

Com a andlise de FT-IR foi possivel confirmar o polimero extraido
como sendo o P(3HB) e concluir que o processo de extracio deste
a partir de cultivo de C. necator, com carbonato de propileno, nio
causou alteragdes quimicas drdsticas em sua cadeia polimérica, pois
os picos de absor¢do obtidos estdo de acordo com os reportados na
literatura para o espectro de P(3HB) puro.

Na Tabela 4 estdao apresentados os dados de caracterizagio,
obtidos a partir das andlises de calorimetria diferencial de varredura
(DSC), termogravimétrica (TGA) e cromatografia de pemeacio em
gel (GPC) para o P(3HB) extraido com carbonato de propileno.

A temperatura de fusdo do P(3HB) extraido foi de 162 °C. De
acordo com Gomes e Bueno Neto,? a temperatura de fusdo do P(3HB)
estd entre o intervalo de 174 — 180 °C. Esta caracteristica de T, do
polimero extraido com carbonato de propileno inferior ao reportado
na literatura confere ao biopolimero a vantagem de ser processado

Tabela 4. Caracteristicas fisicas do P(3HB), extraido de Cupriavidus necator com carbonato de propileno. Valores de temperatura de transicao vitrea (T,),

temperatura de fusdo (T ), entalpia de fusdo (AH,) porcentagem de cristalinidade (X ), Temperatura de inicio de degradacdo (T,), temperatura maxima de

degradagdo (T,,,), porcentagem de perda de massa (PM), massa molar (M,,) e indice de polidisperséo (IP)
T,(°C) T, (°C) AH, (J g") X, (%) T, (°C) Ty (°C) PM (%) M, (kDa) 1P
1,03 162 86,2 60,7 312 97,8 155 1,87
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a temperaturas mais baixas, reduzindo de forma substancial a sua
degradagdo térmica.”’ A temperatura de transi¢do vitrea (T,), 1,03 °C,
também foi inferior aos valores reportados na literatura para P(3HB)
extraido de C. necator com carbonato de propileno, ou seja, de
4,9 °C." De acordo com Anderson e Dawes,” valores de T, entre -5
e 5 °C caracterizam P(3HB). Segundo Lucas et al.,”® quanto menor a
temperatura de transicdo vitrea, mais flexivel € o material.

Os granulos de P(3HB) acumulados por bactérias apresentam
caracteristica amorfa, porém, quando extraidos formam estruturas cris-
talinas devido a liofilizac@o ou secagem das células e por tratamentos
utilizados para recuperac@o do biopolimero.*® O grau de cristalinidade
do biopolimero extraido de C. necator neste estudo foi de 60,7 %, valor
dentro do intervalo reportado na literatura para P(3HB), 55-80%.3 O
grau de cristalinidade tem influéncia significativa sobre as propriedades
mecanicas do biopolimero, pois 0 mesmo afeta a extensao das ligacdes
secunddrias intermoleculares, existentes nas regides cristalinas.’>*

A andlise de TGA, além de determinar a temperatura de degra-
dacdo polimérica, também ¢é importante para caracterizar o grau
de pureza de um polimero, pois a porcentagem de perda de massa
representa a degradacio total do material polimérico, sendo que a
parte ndo degradada € referente a impurezas. Os valores da andlise
termogravimétrica demonstraram inicio de degradacdo em 287 °C e
temperatura maxima de degradacdo de 312 °C com perda de massa
de 98%, comprovando a elevada pureza do P(3HB) extraido com
carbonato de propileno. Machado et al.*> obtiveram P(3HB) com T, e
Tio de 225 € 300 °C, respectivamente, valores inferiores aos obtidos
para o biopolimero extraido com carbonato de propileno neste estudo,
o que indica que o biopolimero extraido apresenta maior estabilidade
térmica do que o obtido pelos autores citados.

O biopolimero extraido com carbonato de propileno apresentou
massa molar de 1,55 x 10° Da. Segundo Khanna e Srivastava,™ a
massa molar de P(3HB) produzido por bactérias € normalmente na
faixa de 1,0 x 10* e 3,0 x 10°Da, com polidispersdo em torno de 2,0.
O valor de massa molar (M, ) obtido neste estudo € inferior a outros
citados na literatura (7,4 x10° Fiorese et al.,'"* 6,3 x 10° Figueiredo et
al..» 2 x 10° Verlinden et al.*®) para P(3HB) produzido por C. necator.
No entanto, ¢ importante salientar que a massa molar de P(3HB) ¢
definida durante sua produgdo e depende das varidveis de cultivo,
isto &, estratégias de adicdio de nutrientes, modo de operacdo, pH,
temperatura, concentragdo de oxigénio dissolvido, nutriente limitante
e fonte de carbono.*>*” Q processo de extra¢do de P(3HB) do interior
das células apresenta elevado impacto nas propriedades moleculares
do polimero, devido a possibilidade de degrada¢do da massa molar.**
Como no presente trabalho a biomassa de C. necator com P(3HB) foi
submetida a tratamento térmico a 95 °C durante 45 min e posterior
extra¢do polimérica com solvente sob aquecimento a 150 °C durante
45 min, pode ter ocorrido degradacio térmica das cadeias poliméricas
do P(3HB). Segundo Canevarolo,* as cadeias de um polimero podem
ser rompidas, com aquecimento a altas temperaturas, formando outras
de tamanho menor, com consequente mudanca na estrutura quimica
e reducdo da massa molar.

O indice de polidispersdo foi de 1,87, valor inferior ao obtido
por Fiorese et al.,'* que obtiveram 3,1 para o P(3HB) extraido com
carbonato de propileno, sob outras condi¢des de extragdo. A po-
lidispersividade de um polimero caracteriza a homogeneidade da
distribuicéo do tamanho médio das cadeias poliméricas, quanto mais
proximo de 1, mais homogénea € a cadeia. Polimeros lineares como
o P(3HB) geralmente apresentam uma polidispersdo estreita, e se o
valor for préximo a dois € chamado de distribuigdo “mais provavel”.*

A caracterizagdo térmica e o conhecimento da massa molar do
P(3HB), uma vez extraido, determina a adequagdo deste polimero
para futuras aplicacdes, pois estas caracteristicas conferem a ele grau
de elasticidade, resisténcia e degradagao.
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CONCLUSAO

Com os estudos realizados € possivel concluir que a varidvel
temperatura de aquecimento influencia a pureza e recuperagdo
do polimero, sendo que a varidvel tempo de extracdo influencia
a recuperaciio do P(3HB) de Cupriavidus necator com carbonato
de propileno.

As andlises cinéticas de extragdo de P(3HB) a partir de biomassa
tratada termicamente mostram que quanto maior o tempo de extragao
maior a porcentagem de P(3HB) obtida. A porcentagem de pureza do
polimero ndo € influenciada pelos diferentes tempos e temperaturas
de extragdo dentro das faixas estudadas.

A recuperagio (98%) e pureza (99%) mais elevadas foram obtidas
com a temperatura de extragdo de 150 °C, tempo de extragdo de 45
min e relacdo células/solvente de 0,15 g mL". Sob estas condigdes
o P(3HB) recuperado apresentou massa molar de 155 kDa, com in-
dice de polidispersao de 1,87. As propriedades térmicas do P(3HB)
extraido com carbonato de propileno foram: temperatura de transicao
vitrea de 1,03 °C, temperatura de fuséo de 162 °C, entalpia de fusio
de 86,2 J g, cristalinidade de 60,7%, temperatura de inicio de de-
gradacdo 287 °C e perda de massa de 97,8%.

Com o método de extragdo aqui proposto foi possivel obter
uma elevada recuperagdo de P(3HB), a partir de C. necator, com
elevada pureza e propriedades fisicas semelhantes as reportadas na
literatura para P(3HB), utilizando-se um solvente ambientalmente
mais indicado.
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