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Resumo

No cenario mundial — e também nacional, com iniciativas de implementacdo da Politica
Nacional de Residuos Solidos — a industria de materiais poliméricos tem buscado solugdes para
processos industriais mais sustentaveis, melhorias de infraestrutura-logistica e destinos
adequados para embalagens plasticas pos-consumo; promovendo um melhor aproveitamento do
ciclo de vida desses materiais. Neste sentido, os biopolimeros tém sido alvo de atengdo por
serem polimeros biodegradaveis, ou produzidos a partir de matéria-prima renovavel, ou ambos.
Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres sintetizados por inumeras bactérias e armazenados
em corpos de inclusdo nas células como reserva de energia, sendo produzidos a partir de fontes
renovaveis e apresentando como principal caracteristica a biodegradabilidade. Um dos grandes
entraves a utilizacdo mais difundida dos PHAS é o seu custo elevado, sendo que um dos fatores
que contribui para este custo € a dificuldade de extracdo do biopolimero da célula. O principal
método utilizado é a extracdo com cloroférmio, que além de cara, em funcdo da alta quantidade
de solvente requerida, apresenta também problemas do ponto de vista ambiental. O objetivo do
presente trabalho é encontrar um solvente renovavel, ou seja, que seja oriundo de matéria-prima
renovavel (de preferéncia cana de agucar) e que apresente bom desempenho no processo de
extracdo de P(3HB) do interior da B.megaterium, bactéria Gram-positiva. Os isbmeros n e iso de
butanol e pentanol e acetato de etila — que no Brasil é fabricado a partir de etanol de cana de
acucar — foram os solventes renovaveis testados. Também foram realizados experimentos com
cloroférmio e hipoclorito, como base de comparacdo. Os resultados obtidos na extracdo com
cloroférmio, hipoclorito e combinacdo de ambos apresentaram-se semelhantes a literatura,
porém, ndo sdo recomendados para uso pois vdo de encontro aos cuidados ambientais e
tecnologias sustentdveis. J& o0s solventes alcoolicos testados, apesar de sustentaveis,
apresentaram baixissima solubilidade do P(3HB), ndo configurando solventes indicados para
esse sistema. Na etapa inicial do estudo da extracdo com acetato de etila, obteve-se resultados de
extragdo da mesma ordem daqueles obtidos com cloroférmio. Sendo assim, foi feito um conjunto
de experimentos adicionais com base em um planejamento composto central rotacional dividido
em blocos, visando-se estabelecer as condicGes de tempo, temperatura e razdo volume de
solvente: massa de biopolimero que maximizam o rendimento e a pureza do produto na extracéo
do P(3HB) com acetato de etila, obtendo-se, na condic¢do 6tima, rendimento de extracdo de 78 %

e grau de pureza de 65 %. Adicionalmente, considerando origem renovavel e menor preco —



frente a outros ésteres - 0 acetato de etila se destaca como solvente potencial para uso em escala

industrial na extracdo do P(3HB).
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Abstract

Based on the world scenario — and also on Brazilian context as initiatives to implement
the Solid Waste National Policy - the industry of polymeric materials has sought solutions in
order to achieve more sustainable industrial processes, infrastructure improvements, logistics and
suitable destinations for post-consumer plastic packaging; promoting better life cycle use of
these materials. In view of sustainable demand, biopolymers have gained attention once they are
biodegradable, or produced from renewable raw materials, or both. Polyhydroxyalkanoates
(PHAS) are polyesters synthesized by diverse bacteria and stored in cells inclusion as an energy
reserve. PHAs are produced from renewable sources and their main feature is their
biodegradability. One key barrier against the widespread use of PHAs is their high production
costs, aside from the extraction step challenge to recover biopolymer from the cell. The ordinary
extraction method is the chloroform extraction, which besides being costly, due to high volume
of solvent required, it also presents problems from an environmental perspective. The objective
of this study is to find a solvent made from renewable raw materials (preferably sugar cane) and
which shows good extraction performance of P(3HB) from inside the B.megaterium, Gram-
positive bacteria. Isomers n and iso butanol and pentanol and ethyl acetate - which in Brazil is
produced from sugar cane ethanol — are the renewable solvents tested in this Project. In addition,
chloroform and sodium hypochlorite were tested as a comparison base line. The results obtained
in the extraction with chloroform, hypochlorite and combination of both were similar to the
literature, however, their application is not recommended because that goes against
environmental care and sustainable technologies. On the other hand, alcoholic solvents tested,
although sustainable, showed very low solubility of P(3HB), and do not reach result targets for
this system. During the initial study of extraction with ethyl acetate, results showed the same
order of magnitude from those obtained with chloroform. Thus, an additional set of experiments
based on a rotational central design divided into blocks was developed - it aims to establish the
conditions of time, temperature and ratio solvent volume:biomass that maximize yield and purity
of the product in the ethyl acetate extraction. Therefore, the optimum condition was reached 78
% P(3HB) extraction yield and 65 % purity. In addition, considering its renewable nature and
lower price, with relation to the other esters, it can be stated that ethyl acetate has potential to be
used as solvent for P(3HB) extraction in industrial processes.
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Capitulo 1. Introducéo

Capitulo 1 — Introducéo

Os materiais poliméricos apresentam como vatagens as caracteristicas e as propriedades
de baixa massa especifica, resisténcia, durabilidade e flexibilidade de processamento desses
materiais. Por outro lado, a maioria dos polimeros comercialmente utilizados € sintetizada a
partir de uma fonte fdssil, como o petrdleo, e apresenta baixas taxas de degradacdo na natureza.
Sendo assim, 0s polimeros sdo acumulados quase que permanentemente no meio ambiente,
levando a um efeito econdmico-ambiental dentro de um fluxo quase unidirecional: a producao
em grande quantidade para atender a alta demanda de materiais poliméricos e a subsequente
geracdo de uma grande quantidade de residuos que em sua maioria ainda ndo séo descartados de
forma correta. A Politica Nacional de Residuos Sélidos, instituida em agosto de 2010, estabelece
normas que devem levar a melhoria nas condic¢des de gerenciamento de residuos.

Nesse panorama, o0s biopolimeros tém sido alvo de atencdo por serem materiais
poliméricos sustentaveis. Segundo a instituicdo European Bioplastics, um biopolimero pode ser
definido como um polimero biodegradavel, ou um polimero produzido a partir de matéria-prima
renovavel, ou ambos. Os biopolimeros biodegradaveis sdo polimeros que podem ser degradados
por microrganismos de modo aerobio, resultando em gas carbbnico, agua e biomassa. Na
categoria de polimeros produzidos a partir de matérias-primas renovaveis se enquadram aqueles
que podem ser produzidos totalmente ou parcialmente por essas matérias-primas (etanol e
acucares de cana de acgucar, 6leos vegetais, entre outros).

Uma das familias de biopolimeros mais estudada € a dos polihidroxialcanoatos (PHAS),
que sdo poliésteres produzidos por microrganismos a partir de matérias-primas de fontes
renovaveis. As propriedades dos PHAs dependem de diversos fatores como: tipo de
microrganismo utilizado para sua producdo, tipo de substrato, condi¢fes operacionais e
reacionais do processo, obtencdo de homo ou copolimero, bem como de etapas posteriores a
sintese, como extracdo, purificacdo ou producdo de blendas, ou seja, misturas com outros
polimeros.

O PHA mais abordado na literatura € o poli(3-hidroxibutirato) (P3HB), material de

interesse do presente trabalho. O P(3HB) ¢é sintetizado por microrganismos e acumulado sob a
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forma de grénulos intracelulares como reserva de carbono e energia. Por ser um produto
intracelular, a extracdo do polimero é um fator importante para a viabilidade econdmica em
escala comercial e também na obtencdo de um material com qualidade e propriedades fisicas,
mecanicas e quimicas adequadas. Com isso, a avaliacdo de métodos de extracdo do P(3HB) é de
fundamental importancia para um aumento efetivo do potencial de utilizacdo deste material.
Cabe ressaltar que um processo adequado de extracdo para este material deve ter como
caracteristicas sustentabilidade, capacidade para aumentar o grau de pureza do P(3HB) e alto
rendimento da extragdo com uso de solvene oriundo de matéria-prima renovavel.

Assim, inserido neste contexto, esse trabalho tem como objetivo principal encontrar um
solvente que seja oriundo de matéria-prima renovavel (de preferéncia cana de agucar) e que
apresente bom desempenho no processo de extracdo do P(3HB) do interior de células da bactéria
Bacillus megaterium. Com base a este objetivo principal foram definidos os seguintes objetivos
especificos:

e analisar os métodos de extracdo de biopolimeros intracelulares existentes na literatura;

e selecionar e testar solventes mais usados na literatura como informagéo de referéncia
comparativa;

e selecionar e testar asolubilizacdo de P(3HB) comercial em solventes oriundos de
matérias-primas renovaveis;

e estabelecer, através de experimentos, a condicdo mais adequada de extracdo com o
solvente renovavel mais promissor dentre os testados. Experimentos para P(3HB)
comercial e biomassa.

Essa dissertacdo esta dividida em 5 capitulos, sendo que o contetdo dos outros quatro
capitulos é descrito sucintamente a seguir. O Capitulo 2 apresenta uma revisao bibliogréfica e
conceitos fundamentais, envolvendo definicdes e normas técnicas para biopolimeros,
caracteristicas, aplicacOes e propriedades dos PHAS; microrganismos produtores; producéo de
PHAs e métodos extrativos. O Capitulo 3 aborda os materiais e métodos utilizados, englobando o
microrganismo, cultivos em biorreator, preparo da biomassa, extragdo e méetodos analiticos. Os
resultados e sua discussdo sdo apresentados no Capitulo 4. E, por fim, as conclusdes e sugestdes

para trabalhos futuros no Capitulo 5.
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Capitulo 2 - Conceitos Fundamentais e Revisdo Bibliogréafica
2.1Biopolimeros: definicdo e exemplos comerciais

Segundo a instituicdo European Bioplastics, um biopolimero pode ser definido como um
polimero biodegradavel, ou um polimero produzido a partir de matéria-prima renovavel, ou
ambos. Os biopolimeros biodegradaveis sdo materiais que podem ser degradados por
microrganismos na presenca de oxigénio (processo aerébio) e umidade, resultando na
transformacéo do biopolimero em gas carb6nico, agua e himus (matéria orgénica estabilizada).
Os biopolimeros a partir de matérias-primas renovaveis sao aqueles que podem ser produzidos
totalmente ou parcialmente por essas matérias-primas (por exemplo: etanol e aclcares de cana de
acucar, oleos vegetais, dentre outros) (SHEN et al., 2009). A Figura 2.1 mostra a classificacao de
alguns biopolimeros e polimeros convencionais dentro desse conceito.

Cabe ressaltar que um biopolimero pode ser obtido de matéria-prima renovavel e ndo ser
biodegradavel, como por exemplo, o bio-polietileno (bioPE) oriundo da polimerizacdo do eteno
de etanol. Nesse caso, 0 mondmero eteno produzido a partir da desidratacdo do etanol apresenta
a mesma especificacdo do eteno resultante do cragueamento de uma fonte fossil (nafta ou gas),
sendo ambos reciclaveis, porém ndo biodegradaveis. A diferenciacdo entre os produtos de
matéria-prima renovavel e de matéria-prima fossil é possivel através da analise dos radioisotopos
de carbono, conforme ASTM D6866. Essa norma define o principio de determinacdo do
conteudo renovavel de certo material através da contagem da quantidade de radiois6topos de
carbono **C (indicativo de base renovavel) e **C (indicativo de base féssil) presentes na amostra.

Ha também biopolimeros de fontes fosseis que podem ser biodegradaveis, como é o caso
de copoliésteres alifaticos-aromaticos produzidos com 1,4-butanodiol, &cido adipico e acido
tereftalico (PTA) BASF (2006). A Tabela 2.1 resume as classes de biopolimeros bem como
exemplos comerciais.

Para fins de determinacdo da biodegradabilidade e compostagem de polimeros a norma

de referencia é a ASTM D6400-04 (Standard Specification for Compostable Plastics), cujo
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proposito é de estabelecer padrdes para identificar plasticos e produtos plasticos destinados a

compostagem em instalacGes de compostagem aerdbia municipais e industriais.

I [
_PBRS - Blendas de amido {com
‘-gu- PBSL I 1 copelimere biodegraddvel renovawvel |
8 - DRSA I - Blendas de amido | - Acetato de amido
'g I {com copolimero biodegradavel fassil ) | -TPS
S -PCL I I “PLA
< - PAST [ - Blendas de PLA I - PHA
o 2 - PBSAT I {eom copolimer o biodegradavel fossil ) I - Celulose regenerada
© @ - PBMAT I I - Acetato de celulose
5 “Pees -PO36G
1 .
E I -Blendas de amido {com policlefinas) |
) -PE I -PAG1O [
E g -PP I - PTT {de 1.3 PDO renovavel) ]
bo :g - PET | - PBT (de acido auceinico renovaval ) 1 - PE (renovaval}
% E - PBT I - PET (de eteno renavival) | PA 11
(=] _QE‘ - pAG’ 66 | - PEIT {de sorbitol e eteno renovavel| | i
':E o - PVC I - PVC (de eteno renovavel) I PB o
'g -PUR I - PUR [de policl renovavel) I (renovavel)
] ) ABS . - Resina epdxi [dz glicerol renovavel)
< - Resina !':‘-pl:l;lﬂl- I - ABS (de dcida suecinies renaviuvel) |
- Borracha sintetica | - SBR {de acido succinice renovaval) 1
I - Resina alguidica I
Fassil ! ' Renovavel

Origem da matéria-prima

Figura 2.1: Classificacdo dos polimeros quanto a origem da matéria-prima e quanto a
biodegradabilidade (SHEN et al., 2009)
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Tabela 2.1: Classificacdo de biopolimero comerciais

Classes

Exemplos Comerciais

De fonte renovavel e biodegradavel

Acido polilatico (PLA), Ingeo, da
NatureWorks; polihidroxialcanoato (PHA),
como o Biocycle

De fonte renovavel e ndo
biodegradavel

Polietileno de etanol, como o bioPE da
Braskem

Parcialmente de fonte renovavel e
biodegradavel

Blendas de PLA ou amido com copolimeros de
base fdssil, como o Ecobras, da Basf

Parcialmente de fonte renovavel e
nédo biodegradavel

PET com 30 % de bioMEG oriundo de etanol e
70 % de PTA (como o PlantBottle da Coca-
Cola)

Fonte féssil e biodegradavel

Copoliésteres alifaticos-aromaticos como o
Ecoflex, da Basf

Fonte: Revista Embalagem Marca, outubro 2010

2.2 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

2.1.1 Caracteristicas e aplicacoes

Uma das familias de biopolimeros mais estudada é a dos polihidroxialcanoatos (PHAS),
que sdo poliésteres sintetizados por microrganismos a partir de matérias-primas renovaveis. Os
PHAs sdo acumulados sob a forma de granulos intracelulares como reserva de carbono e energia,
Ou seja, 0 microrganismo ndo excreta o biopolimero para 0 meio. Uma caracteristica interessante
desse polimero é a biodegradabilidade. Dentro dessa familia, pode-se encontrar em torno de 125
monomeros diferentes constituintes de PHAs. A maioria destes mondmeros possui 0 grupo
hidroxila na posicdo 3, embora em alguns PHAS o grupo hidroxila encontre-se nas posicoes 4, 5
ou 6. Dentre a grande variedade de &cidos hidroxialcanoatos ja detectados como constituintes dos
PHAs, incluem-se monémeros de cadeias carbonicas saturadas ou insaturadas, halogenadas,
ramificadas com grupos substituintes lineares, ciclicos ou aromaticos, entre outros (MADISON
and HUISMAN, 1999; REHM, 2003). Os PHAs possuem a formula estrutural mostrada na

Figura 2.2.
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100-30000

n=1 R=hidrogénio  Poli(3-hidroxipropianato)
R=metila Poli(3-hidroxibutirato)
R=etila Poli(3-hidroxivalerato)
R=propila Poli(3-hidroxihexanoato)
R=pentila Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonila Poli(3-hidroxidodecanoato)

n=2 R=hidrogénio  Poli(4-hidroxibutirato)
R=metila Poli(4-hidroxivalerato)

n=3 R=hidrogénio  Poli(5-hidroxivalerato)
R=metila Poli(5-hidroxihexanoato)

n=4 R=hexila Poli(6-hidroxidodecanoato)

Figura 2.2: Formula estrutural geral dos PHAs (LEE, 1996)

A diversidade de polimeros da familia dos PHAS e seu vasto potencial de aplicacdo estdo
associados as amplas possibilidades de variagdo do comprimento e da composi¢éo das cadeias. O
poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é o principal representante dessa familia e juntamente com o
copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-valerato) P(3HB-co-3HV) sdo os mais estudados. A

unidade repetitiva (UR) do polimero P(3HB) esta representada na Figura 2.3.

Caodeio linear do polimero do acido 3-hidroxibutirico (PHB)

CH3 0
| 1
— CH —CH2-C -0 —

Figura 2.3. Unidade repetitiva do P(3HB) (Adaptado LEE, 1996)

Devido ao grande numero de PHAs que podem ser obtidos e as similaridades encontradas
entre suas propriedades e as dos plasticos petroquimicos, os PHAs podem ser usados
substituindo polimeros convencionais em um grande numero de aplicagdes, tais como, utilizacdo
em sacolas, aparelhos de barbear descartaveis, fraldas, produtos higiénicos femininos,
embalagens de cosméticos, entre outras (LEE, 1996; MADISONe HUISMAN, 1999; REDDY et
al., 2003). Verifica-se que o copolimero P(3HB-co-3HV) apresenta alto potencial de substitui¢éo
de polietilenos e polipropileno conforme apresentado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Potencial de substituicdo dos polimeros convencionais por biopolimeros.

PVC PEAD PEBD PP ) PMMA PA PET PC

PA _ + + + + _ _ _ _

PLA _ + _ + + _ + + _

PHA (PHB/HH) ar arr ++ ++ + _ _ + _
++ alto potencial de substituicho ~ + potencial de substitui¢do parcial - ndo substitui¢do

Fonte: Adaptada de PRADELLA, 2006

Na area medica, os PHAs encontram aplicacdo devido a sua biocompatibilidade, podendo
ser utilizados em tratamento de ferimentos (suturas, malhas cirargicas e grampos), sistema
vascular (valvulas cardiacas), ortopedia (estrutura para engenharia de cartilagens, regeneracéo de
meniscos), urologia (tubo uroldgico) e na liberacdo controlada de medicamentos (LEE e
CHANG, 1995; ZINN et al., 2001;MARTIN e WILIAMS, 2003). A Tabela 2.3 e a Figura 2.4
apresentam informacGes relativas a esse biopolimero em termos de tipo de processo, setor

industrial e tipo de produto em que pode ser utilizado, segundo a PHB Industrial (2012).

Tabela 2.3: Aplicacdes do P(3HB) por processo, industria e produto
APLICACOES DO P(3HB)

PROCESSOS INDUSTRIA PRODUTOS
Telefones/Crédito/Débito
Extrusdo de Chapas Cartdes/Informagao Bandejas Termoformadas

Chapas separadoras
DLH (dispositivo de liberacdo

Veterinaria hormonal)
Marcadores (brincos de boi/local)
Agricola Tubetes para reflorestamento
Barbeadores

Higiene pessoal Escovas de dentes

Injecéo Embalagens Tampas de frascos

Potes em geral
Brinquedos Diversos

Canetas
Escolar/Escritorio Léapis

Réguas
Automobilistica Componentes injetados

Coating Paper Embalagens Cartonados

Fonte: PHB Industrial (2012)
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Figura 2.4: Produtos que podem utilizar PHAs(a) chapas para cartdes, (b) canetas, (c)
tubetes para reflorestamento, (d) marcadores para uso agricola, (€) componentes injetados para
automaveis, (f) utensilios domésticos. Fonte: PHB Industrial (2012)

2.1.2 Propriedades

O P(3HB) apresenta uma faixa de massa molar variando de 1 x 10* a 3 x 10° g.mol™ e
um indice de polidispersdo em torno de 2 (DOI, 1990). Analisando as propriedades, a Tabela 2.4
mostra a comparagdo entre as temperaturas de fusdo (Ty) e de transicéo vitrea (T4) de alguns
PHAs e polimeros petroquimicos. Pode-se observar que o P(3HB) possui uma temperatura de
transicdo vitrea maior que a do polipropileno, porém, a adi¢do de 3HV no P(3HB), na forma de
copolimero P(3HB-co-71%3HV), diminui o valor da T4, ficando mais proximo a do

polipropileno.
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Tabela 2.4: Temperaturas de fuséo (Tm) e transi¢ao vitrea (Ty) (SUDESH et al., 2000)

Polimero Tm (°C) T4 (°C)
P(3HB)* 180 4
P(3HB-co-71%3HV)? 83 -13
P(4HB)? 53 -48
PHAwmcL* 45-54 -25a-40
Poliacrilato - -106
Polipropileno 176 -10
Poliestireno 240 100

! poli(3-hidroxibutirato; ? Poli(3-hidroxibutirato-co-71%-3-hidroxivaleralto):?
Poli(4-hidroxibutirato); * Polihidroxialcanoato de cadeia media

A Tabela 2.5 mostra propriedades mecanicas dos PHAs, onde se observa que o P(3HB)
tem propriedades préximas as do polipropileno. O P(3HB) possui menor resisténcia a solventes,
porém, maior resisténcia quando exposto a radiagdo ultravioleta. Filmes de P(3HB) possuem
excelente propriedade de barreira a gas e sdo tdo eficientes quanto os filmes de polipropileno,

porém, nédo tao eficientes como os filmes de polietilenotereftalato (PET) (HOLMES, 1985).
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Tabela 2.5: Propriedades de PHASs e polimeros petroquimicos (LEE, 1996)

Temperatura Modulode Tensdode  Resisténcia Resisténcia

Polimero de Fusao Young Cisalhamento a Ruptura ao Impacto
(°C) (GPa) (MPa) (%) (1zod) (J/m)
P(3HB) ! 179 3,5 40 5 50
P(3HB-co-3HV)?
3 mol% 3HV 170 2,9 38 - 60
9 mol% 3HV 162 19 37 - 95
14 mol% 3HV 150 15 35 - 120
20 mol% 3HV 145 1,2 32 - 200
25 mol% 3HV 137 0,7 30 - 400
P(4HB)? 53 149 104 1000 -
P(3HB-co-4HB) *
3 mol% 4HB 166 - 28 45 -
10 mol% 4HB 159 - 24 242 -
16 mol% 4HB - - 26 444 -
64 mol% 4HB 50 30 17 591 -
90 mol% 4HB 50 100 65 1080 -
P(3HHx-co-3HO) ° 61 - 10 300 -
\ Polipropileno 170 1,7 34,5 400 45 \
Polietilenotereftalato 262 2,2 56 7300 3400
Poliestireno 110 3,1 50 - 21

! poli(3-hidroxibutirato; 2 Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato;  Poli(4-hidroxivalerato);  Poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato); ® Poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato)

A resisténcia a ruptura do P(3HB) é muito inferior a do polipropileno, porém, esta
propriedade pode ser melhorada pela adicdo de 4-hidroxibutirato (4HB) ao poli(3-
hidroxibutirato) na forma de copolimero, como observado na Tabela 2.5 (LEE, 1996).

Um ponto desfavoravel ao P(3HB) é o fato da sua temperatura de degradacdo térmica,
proxima a 200 °C, ser muito proxima da temperatura de fusdo. O decréscimo da temperatura de
fusdo com o aumento da fracdo de 3HV, sem afetar a temperatura de degradacédo, permite melhor
processamento térmico do copolimero. Além disso, o aumento da fracdo de 3HV torna o

polimero mais flexivel (pelo decréscimo do Modulo de Young) e aumenta sua resisténcia ao

10
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impacto. Assim, as propriedades do P(3HB-co-3HV) podem ser controladas pelo ajuste da fracao
de 3HV durante o cultivo em biorreator (LEE, 1996).

A biodegradabilidade é uma caracteristica que destaca os PHAs como materiais de
interesse industrial uma vez que é possivel fechar o ciclo de carbono do material. A Figura 2.5
mostra a degradacdo de frascos de P(3HB-co-3HV) em lodo de tratamento de efluentes. O
progresso da degradacdo é demonstrado com os frascos apos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas (da
esquerda para a direita) (MADISON e HUISMAN, 1999).

Figura 2.5: Degradacao de embalagem de P(3HB-co-3HV) em lodo de tratamento de efluentes
(MADISON e HUISMAN, 1999).

2.2 Microrganismos produtores de PHAS

Os PHAs sdo sintetizados naturalmente por pelo menos 75 géneros diferentes de
bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas (REDDY et al., 2003). Além disso, com
o0 desenvolvimento da genética, outras bactérias que ndo acumulam PHAs naturalmente podem
ser modificadas geneticamente passando, assim, a acumular biopolimeros. Algumas leveduras
recombinantes também ja foram utilizadas experimentalmente para a producdo de biopolimeros
(REDDY et al., 2003; STEINBUCHEL et al., 2001; SUDESH et al., 2000).

Os custos de producdo dos PHAs estdo diretamente ligados a selecdo do tipo de

microrganismo, do substrato (fonte de nutrientes para o microrganismo). E desejavel que as

11



Capitulo 2. Revisdo Bibliografica e Conceitos Fundamentais

cepas tenham velocidade especifica de crescimento e de producdo de PHA elevadas, que possam

utilizar substratos de baixo custo, que apresentem uma alta porcentagem de PHA em relacédo a

massa total seca e, finalmente, é importante que haja um fator de conversédo de substrato em PHA

elevado (RAMSAY et al., 1994; MARANGONI, 2000).

Dependendo da fonte de carbono e da espécie da bactéria, podem-se obter tipos diferentes

de PHAs, como ¢ ilustrado na Tabela 2.6, onde se observa a producdo de PHASs por tipos

diferentes de bactérias isoladas naturalmente e também modificadas geneticamente, para

diferentes fontes de carbono.

Tabela 2.6: Producdo de PHAs por diferentes bactérias (REDDY et al., 2003)

Microrganismo Fonte de Carbono PHA (fVPol;lv’/A\\/)
Alcaligenes eutrophus Gliconato P(3HB) ! 46-85
Propionato P(3HB) 26-36
Octanoato P(3HB) 38-45
B. megaterium QMB 1551 Glicose P(3HB) 20
Klebsiella aerogenes recombinante Melaco P(3HB) 65
Methylobacterium rhodesianum MB 127 Frutose/Metanol P(3HB) 30
Methylobacterium extorquens (ATCC55366)  Metanol P(3HB) 40-46
Pseudomonas aeruginosa Euphorbia e Oleo de ricino  PHA 2 20-30
Pseudomonas denitrificans Pentanol P(3HV)? 55
Pseudomonas olevorans Gliconato P(3HB) 1,1-5
Octanoato P(3HB) 50-68
Pseudomona. Putida GPp104 Octanoato P(3HB) 14-22
P. putida Oleo de semente de palma  PHA 37
Acido laurico PHA 25
Acido miristico PHA 28
Acido Oléico PHA 19
P. putida BM01 Acido fenoxi-decanoico 5POHV * 15-35
Sphaeraotilos natans Glicose P(3HB) 40

! poli(3-hidroxibutirato); ? Polihidroxialcanoato; * Poli(3-hidroxivalerato); * Poli(3-hidroxi-5-fenilvalerato)

12
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Os PHASs sdo obtidos por microrganismos em cultivos onde haja, geralmente, excesso de
fonte de carbono e limitacdo de algum nutriente essencial como, por exemplo, nitrogénio,
fésforo, oxigénio ou magnésio (DAWES e SENIOR, 1973; STEINBUCHEL et al., 2001).
Porém, existem algumas bactérias capazes de acumular biopolimeros sem restri¢cGes a nutrientes.
(FACCIN et al., 2009; FACCIN et al., 2011; McCOOL and CANNON, 2001; McCOOL et al.,
1996).

2.3Producdo de PHAs e fabricantes mundiais

As etapas de um processo industrial da producdo de PHAs envolvem, em linhas gerais:

e Preparo do meio de cultivo: entende-se meio de cultivo como um conjunto de
substancias quimicas consumidas pelo microrganismo. O preparo deste meio tem como
finalidade preparar o substrato para duas finalidades — o crescimento do microrganismo e a
producdo propriamente dita, obtencao do produto desejado;

e Esterilizacdo do meio de cultivo e equipamentos: no sentido de evitar a proliferacao
de contaminantes e perda de rendimento do processo;

e Preparo do indculo: entende-se indculo como um conjunto de células de
microrganismos. O preparo do inoculo se da pela multiplicagdo do microrganismo até uma
concentragdo adequada para obter o produto em condi¢cbes econdmicas e competitivas,
minimizando a fase lag;

e Cultivo em biorreator: obtencdo ou transformacao de produtos orgéanicos (substratos)
pela agdo microbiana;

e Separacao dos produtos e subprodutos: consiste na utilizacdo de operagdes unitarias
(por exemplo, centrifugacdo) para a purificagdo do produto desejado;

e Tratamento de residuos: esta etapa visa a evitar agressdo a0 meio ambiente e/ou

permitir a reutilizacdo do microrganismo, que as vezes é caro.

A Figura 2.6 apresenta o fluxograma do processo produtivo em escala industrial para
producédo de biopolimero, conforme divulgado pela empresa PHB Industrial (2012). A producéo
é feita pelo cultivo do microrganismo da espécie Alcaligenes s.p. utilizando o agucar de cana de

acucar que inicialmente € invertido por um processo enzimatico transformando-se em um xarope

13
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de glicose e frutose. No processo de extracdo do biopolimero utiliza-se um alcool superior
(&lcool que apresenta mais de dois carbonos em sua estrutura quimica, como por exemplo,
butanol e pentanol) como solvente. No seu processo de producdo, o bagaco de cana é usado
como fonte para a producgdo de energia elétrica e vapor. Os efluentes sdo basicamente agua e
matéria organica da bactéria que por sua vez € lancada na lavoura de cana de aglUcar, como
fertilizante organico (MANTELATTO, 2011)

dauk.

Laboratory Propagation
Laboratdrio Propagacio

Microomganism Setting
Estabalecimenta Mcroorganisma

Sol Agua
vent
Solventa PHE Extraction
Land Fiald
Adubo Orgdnico

Cristallization
Cristalizacio

Purification

Purficacao

Drying -
Secagom

Figura 2.6: Fluxograma simplificado da producdo de PHB em escala industrial.
(Fonte: PHB Industrial, 2012)

Solverto
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O Brasil possui uma planta piloto de P(3HB), desde 1995, no municipio de Serrana

interior de S8o Paulo. Essa unidade é pertencente a PHB Industrial, proprietaria da marca

BIOCYCLE ®, e controlada pelas empresas Pedra Agroindustrial e Grupo Balbo. A producéo do

biopolimero € integrada a producdo de agucar da usina. No total sdo sete usinas que produzem

cerca de 520 mil toneladas de aglcar e 840 milhdes de litros de etanol por ano. (NONATO et al.,

2001).

Atualmente, outras empresas de diversas partes do mundo ja estdo operando e produzindo

P(3HB) e seus co-polimeros em diferentes escalas. Os principais fabricantes séo:

Telles: uma joint venture entre as americanas Metabolix e Archer Daniels Midland, € a
principal produtora de PHAs no mundo. A unidade produtiva, integrada em matéria-
prima com a planta de processamento de milho da ADM em Clinton (lowa, EUA), tem
capacidade instalada de 50 mil toneladas anuais de PHB. O biopolimero, comercializado
sob o nome MirelTM, é direcionado para aplicagdes aquaticas, em agricultura e na
producdo de embalagens.

Green Bio: empresa chinesa produtora de copolimero de 3-hidroxibutirato e 4-
hidroxibutirato, denominado P(3/4HB). A companhia tem unidade industrial com
capacidade instalada de cerca de 10 mil toneladas anuais do biopolimero.

Kaneka: empresa japonesa fabricante de biopolimero polihidroxibutirato a base de 6leos
vegetais. A capacidade instalada da unidade € de 1000 toneladas anuais para produ¢do do
biopolimero AONILEX ®.

Tianan Biologic: empresa chinesa lider mundial na producdo de P(HBV), co-polimero de
3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato. Em 2009, a empresa, localizada em Ningbo
(China), possuia capacidade instalada de 2 mil toneladas do biopolimero. O P(HBV) ¢
comercializado sob a denominagdo Enmat®.

Tepha: empresa americana em Lexington (Massachusetts, EUA) especializada na
producdo de P(4HB) para aplicagdes médicas. O biopolimero é comercializado sob o
nome TephaFLEXT.

Bio-On: empresa italiana que comercializa tecnologias de producédo de PHAS sob a
denominacdo MINERV®. A companhia dispbe de tecnologias produtoras com

capacidade de producdo de até 10 mil toneladas anuais do biopolimero, que pode ser

15
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obtido tanto a partir de aclcares de beterraba (MINERV-SBTM) quanto de cana de
acucar (MINERV-SCTM). (Relatério MaxiQuim Market Outlook Biopolimeros, 2011)

A Tabela 2.7 resume os principais fabricantes de biopolimeros, localizacdo, tipo de

matéria-prima renovavel utilizada, nome comercial e capacidades atual e futura.
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Tabela 2.7: Produtores mundiais de PHAS

Capacidade Instalada de Produtores Mundiais de PHAs

Capacidade Capac. anunciada (A) ou esperada (E)

Empresa Localizagdo Matéria-prima Nome Comercial PHAs - toneladas/ano -
2007 2010 2020
Tianan China Agucar de milho Enmat P(3HB-co-3HV) 2,000 10.000 (A) 50.000 (A)
Telles Estados Unidos [AgUcar de milho Mirel PHB copolimeros 250 50.000 (A) 500.000 (E)
Kaneka Japdo Oleo vegetal AONILEX P(3HB-co-3HHX) 100 1.000 (A) 50.000 (E)
Green Bio / DSM China Aglcares em geral Green Bio P(3HB-co-4HB) nd 10.000 (A) nd
. . \ , . P(3HB)
PHB Industrial Brasil Agucar de cana-de-aglicar |Biocycle 50 10.000 (E) 10.000 (E)
P(3HB-co-3HV)

Biomer Alemanha AgUcares em geral Biomer P(3HB) nd nd nd
Mitubishi Gas Chemical Japdo Metanol (de gas natural) [Biogreen P(3HB) 10 nd nd
Meredian Estados Unidos |AgUcar de milho Meredian PHA nd - nd 272.000 (A)
Tepha Estados Unidos |nd TephaFlex, TephElast |P(4HB), nd nd nd nd
Beijing Tianzhu China nd PHBH Tianzhu P(3HB-co-3HHXx) Piloto nd nd

Fonte: Relatério MaxiQuim Market Outlook Biopolimeros, 2011. Nota: nd = ndo disponivel
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2.4 Parede Celular de Gram-Positivas e Gram-Negativas

A Figura 2.7 mostra a microscopia de células de Bacillus megaterium, microrganismo
utilizado no presente estudo, em diferentes tempos de cultivos. Nota-se que, com o0 aumento do
acumulo, as células que tém forma de bastonetes véao ficando mais arredondadas para acomodar

melhor o polimero.

Figura 2.7: Microscopia de transmissao de elétrons (x 30.000) de células de B. megaterium em
diferentes tempos de cultivo (GOUDA et al., 2001)

Os microrganismos sdo capazes de se adaptar as mudancas de condi¢fes do meio em que
estdo inseridos. As propriedades celulares, tais como o tamanho e estrutura de parede alteram
durante o processo de adaptacdo, e isso pode afetar o rompimento da parede celular
(MIDDELBERG, 1995).

As bactérias Gram-positivas apresentam — do interior para o exterior da célula — a
membrana citoplasmatica; o periplasma e o pepitideoglicano. J& as Gram-negativas, apresentam
ainda uma quarta camada, chamada de membrana externa rica em lipopolissacarideos (LPS). A
producdo de PHAs por Gram-negativas pode apresentar uma desvantagem em aplicagOes
médicas devido a presenca de LPS na membrana externa que pode ser extraido junto com o
biopolimero. O LPS é uma endoxina que causa reac6es imunoldgicas (PHILIP et al., 2009;
VALAPPIL et al.,, 2007). A Figura 2.8 ilustra ambos tipos. Nota-se que a camada de
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peptideoglicano nas Gram-positivas apresentam espessura bem maior que as de Gram-negativas,
sendo a primeira cerca de 10 a 20 vezes mais espessa. Esse fato pode ser um dos motivos pelo
qual o uso de métodos extrativos aplicados em bactérias Gram-negativas nem sempre apresentam
similaridade de resultados e performance quando aplicados em Gram-positivas (BOS et al. 2007;
ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001; SCHEFFERS e PINHO, 2005).

Peptideoaglicano
Membrana
citoplasmatica

Memirana

citoplasmatica Peptideoglicana

Memorana
exterra
Gram (+)

Gram (-)

Membrana citoplasmatica
Periplasma
Peptideoglicano

Membrana citoplasmatica

Periplasma
Peptideoglicano
Membrana extema

Figura 2.8: Comparativo das paredes celulares entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(BENYS, 2013)

2.5Meétodos de Extracéo

Por ser um produto intracelular, a extracdo do polimero é um fator importante para a
viabilidade econbmica em escala comercial e também na obtencdo de um material com qualidade
e propriedades fisicas, mecanicas e quimicas adequadas (RAMSAY et al., 1994). Com isso, a
avaliacdo de métodos de extracdo do P(3HB) é de fundamental importancia para um aumento

efetivo do potencial de utilizacdo deste material.
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Os métodos de extracdo envolvem processos quimicos, mecanicos ou bioldgicos. Dentre
0S quimicos se destacam o uso de solventes organicos (RAMSAY et al., 1994) (HAHN et al.,
1995;) e surfactantes (CHEN et al., 2001; KIM et al., 2003); dentre 0s mecanicos o ultrasom,
moinhos com pellets de vidro e homogeneizador a alta pressao (TAMER et al., 1998)
GHATNEKAR et al., 2002); dentre os bioldgicos esta o uso de enzimas (KAPRITCHKOFF et
al., 2006; YASOTHA et al., 2006). H& também outros métodos de extracdo como o0 uso de
fluidos supercriticos (HEJAZI et al., 2003, apud, JACQUEL et al., 2008) e 0 método espontaneo
no qual o rompimento da parede celular de microrganismos geneticamente modificados ocorre
de modo espontaneo quando a concentracdo de substrato glicose tende a zero, liberando P(3HB)

para 0 meio (HORI et al., 2002). A Figura 2.9 mostra um esquema geral dos métodos extrativos.

Métodos de Extracao

l \ \ |

Mecanicos Quimicos Bioldgicos Outros
L Digestao Fluido
— Ultrasom —  Solventes - ) — O
Enzimatica Supercritico
Moinho com Esponténeo
N i L~ (Modificacio
pellets de vidro i
genética)
Digestdo Quimica
. Hipoclorito
Homogenizador —
T ~ Surfactantes
a alta pressao
Quelantes

Nota: o termo digestdo é empregado quando ha o “ataque” a parede celular, ou seja, material ndo PHAs

Figura 2.9: Resumo esquematico dos métodos de extracdo

2.5.1 Meétodos mecanicos de extracao

O uso de processos mecanicos para extracdo de biopolimeros produzidos por
microrganismos é mais dificil do que processos de extragdo convencionais, como por exemplo na
obtencdo de Oleos vegetais. Isto se deve ao fato que o esmagamento de microrganismos para
obtencdo de plasticos apresenta baixa eficiéncia, pois devido ao seu tamanho molecular o

polimero praticamente ndo escoa para fora da célula via compressdo mecanica (NODA et al.,
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1999). Assim, os métodos mecanicos de extracdo de biopolimeros devem geralmente prover acao
mecanica suficiente para promover a ruptura da parede celular.

Os métodos de rompimento da parede celular por procedimentos mecanicos sao
largamente utilizados na recuperagdo de proteinas intracelulares (TAMER e MOO-YOUNG,
1998; TAMER et al., 1998). Em Tamer et al.,, e Tamer and Moo-Young (1998), pode-se
verificar estudos para o rompimento celular e recuperacdo de P(3HB) produzido pela bactéria A.
latus. Para isso, foi utilizado um moinho com esferas de vidro conforme Figura 2.10, onde as
celulas entram no equipamento e preenchem o espago anular entre o rotor e o estator ja
previamente carregado com as esferas de vidro. O principio de acdo dessa extracdo envolve a
agitacdo, o impacto e o atrito da parede celular com as esferas. Foi quantificado o teor de
proteinas recuperadas e verificou-se correlacdo linear entre proteinas e biopolimero, sendo

estimado o teor de P(3HB) recuperado pela equagéo Equacdo 1 (TAMER et al., 1998):

Rp=a+ B *Rs (Equagéo 1)

onde Rs: massa de proteina por biomassa seca (9/kg); Rp: massa de P(3HB) por biomassa seca
(9/kg); aep: coeficientes. O teor maximo de proteina recuperada foi de 90 g/kg,

correspondendo a cerca de 1,3 g/kg de P(3HB) .

Selo mecanico /— Entrada do leito

L

Saida do meio (células) =—

—~ Saida de agua

lagqueta |

Estator

Rotor

Entrada agua de

y I
resfriamento %\\L \\é@l

Entrada das células

Figura 2.10: Esquema de um moinho com pellets de vidro
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Outro método usado em Tamer et al., (1998) foi 0 homogeneizador a alta pressao, no qual
0 principio de acdo consiste na passagem forcada das células por um pequeno orificio onde a
pressdo de entrada é muito maior que a da saida (atmosférica) provocando o rompimento da
parede celular. Porém, esse procedimento é fortemente dependente da concentracdo de biomassa
e foram observados problemas operacionais devido aos frequentes entupimentos do orificio. Em
Tamer et al., (1998) recomenda-se o0 uso de moinhos com pellets de vidro.

Ghatnekar et al. (2002) avaliaram a extracdo do P(3HB) da Methylobacterium sp V49
pelo homogeneizador a alta pressdo com e sem a presenca de solugdo com dodecil sulfato de
s6dio (SDS) 5 %. O melhor resultado apresentado foi com pressédo de 400 kgf/cm? em dois

ciclos, gerando 98 % de rendimento de extracdo e 95 % de pureza em P(3HB).

2.5.2 Métodos quimicos de extracao

Os métodos quimicos podem ser divididos em dois grandes grupos:
a) Agentes solventes: substancias quimicas que solubilizam preferencialmente o P(3HB);
b) Agentes digestores: substancias quimicas que solubilizam material ndo P(3HB) -

biomassa residual — ou apresentam maior afinidade com a parede celular da bactéria.

O principio basico de acdo dos solventes é primeiro modificar a permeabilidade da
membrana celular e depois solubilizar o P(3HB). Na literatura foram encontrados diversos tipos
de solventes, sendo os mais empregados: os clorados, como o cloforérmio 1,2-dicloeroetano,
cloreto de metila; as cetonas ciclicas e aciclicas; além de 1,2 propileno carbonato, carbonatos
ciclicos, os alcoois superiores como o butanol, pentanol e o 6leo fusel — coproduto das usinas
sucroalcooleiras brasileiras, rico em &lcool iso-amilico e iso-butilico; e alguns ésteres como
acetato isoamilico, acetato de butila e propionato de propila. No Brasil, somente o acetato
isoamilico é obtido majoritariamente por matéria-prima renovavel, ao passo que o acetato de
butila e o propionato de propila sdo obtidos majoritariamente por fonte féssil. (JACQUEL et al.
2008; MANTELATTO et al., 2005; MANTELATTO et at, 2009; KURDIKAR, 2000; MDIC,
2014).
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O uso de solventes foi inicialmente descrito por Lemoigne (LEMOIGNE, 1926) e Baptist
(BAPTIST, 1962), utilizando, respectivamente, Bacillus megaterium e Rhodospirillum rubrum.
Segundo Byrom (1987) a solugdo extraida do polimero que contém mais de 5 % em
massa/volume € muito viscosa e a remocgao dos debris celulares fica bastante trabalhosa. Logo, é
indicado o uso de cerca de 20 partes do solvente para extrair uma parte de polimero. A
separacdo do PHB é realizada por evaporacdo do solvente ou por precipitagdo com um néo
solvente. Em maior escala, recomenda-se o reciclo desse solvente para reduzir os custos de
producdo e o impacto ambiental.

Os agentes digestores envolvem: o hipoclorito de sodio, os surfactantes e os quelantes. O
hipoclorito de sodio solubiliza material residual de biomassa, ou seja, material ndo PHAs. O
principio de acdo dos surfactantes na parede celular de baterias € descrito por Chen et al., 1999.
O surfactante é incorporado na dupla camada de fosfolipidios da parede celular, e, quando
saturado, causa o rompimento da camada seguida pela formacao de miscelas. Atua como agente
de solubilizacdo de proteinas e material ndo PHB. Os surfactantes mais utilizados sdo: SDS,
Triton X-100 e betaina, sendo o SDS o de melhor desempenho. J& 0 mecanismo de acdo dos
agentes quelantes envolve a formacdo de complexos com céations divalentes Mg** e Ca®*, o que
resulta em uma desestabilizacdo da membrana externa liberando os lipopolissacarideos. O acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) é o agente mais utilizado. Essa desestabilizacdo da membrana
externa causa também um enfraquecimento da membrana interna, facilitando o processo de
extracdo. Observa-se que 0 uso de agentes quelantes apresenta validade somente para as
bactérias Gram-negativas (MIDDELBERG 1995 e CHEN, 1999).

A metodologia mais antiga para o uso de hipoclorito de sodio na extracdo de PHAs foi
desenvolvida por Williamson e Wilkinson (1958). Berger et al. (1989) obtiveram uma pureza de
95 % de polimero, mas houve degradacdo e a massa molar do polimero foi reduzida em 50 %.
Em 1990, Ramsay et al. (1990) utilizaram hipoclorito e tratamento prévio com surfactante,
contudo também ocorreu degradacdo do material resultando em reducéo de até 39 % de massa
molar.

Hahn et. al (1995) utilizaram hipoclorito de sédio (concentragdo 3 %, 5 %, 10 % e 20 %)
e cloroférmio na proporgédo 1:1 a 30 °C com 1 h de tempo de extracdo. Na sequéncia o material
foi centrifugado e foram formadas 3 fases, sendo a superior composta majoritariamente por

hipoclorito de sédio, a fase intermediaria por material ndo P(3HB) e a fase inferior por
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cloroférmio e P(3HB). Com a mistura cloroférmio - hipoclorito 12 %, a massa molar média em
nimero (M,,) foi de 770 kDa ao passo que somente com hipoclorito 12 % foi de 350 kDa, logo,
a mistura apresentou menor degradacdo do material. Conforme Hanh et al., (1994) o
cloroférmio protege as moléculas do P(3HB) da degradacdo causada pelo hipoclorito. Contrério
ao raciocinio de “protecdo” do cloroférmio, Ramsay et al. (1994) reportam degradagdo do
polimero e extracdo parcial com o uso de solventes clorados (cloroformio e 1,2-dicloroetano),
atingindo de 12,5 % a 22,5 % de degradacdo da cadeia polimérica. Adicionalmente, conforme
as curvas de distribuicdo de massa molar apresentadas por Gambetta (2006), existe indicacgdo de
que o cloroférmio solubilize preferencialmente as fraces de baixa massa molar.

Valappil et al (2007) realizaram um dos poucos trabalhos encontrados na literatura sobre
extracdo com cloroformio e com a mistura cloroférmio:hipoclorito de sédio para bactérias
Gram-positivas, nesse caso Bacillus cereus. Foram utilizadas as mesmas condi¢fes de Hanh et
al., 1995. A etapa de fermentacdo resultou em concentracdo de P(3HB) acumulado no interior
da bactéria de 38 % base seca.

Os resultados da extracdo podem ser verificados na Tabela 2.8. Valappil et al.
observaram que o PHB sofreu menos degradacdo em B. cereus que nas bactérias Gram-
negativas da literatura. E ainda comentam que as diferencas entre as paredes celulares Gram-

positivas e negativas devem ser investigadas para um melhor entendimento.

Tabela 2.8: Resultados das extra¢cdes com cloroférmio puro e combinado com hipoclorito

de sddio
Extracéo Rendimento (%) Pureza (%) M, IPD
Cloroformio 82 92 882000 2,6
Hipoclorito e Cloroférmio 79 95 885000 3,1

Mw: massa molar média em peso
Fonte: VALAPPIL et al., (2007)

A Tabela 2.9 apresenta um os principais métodos de extracdo e pardmetros fundamentais

para tomada de decisdes, como tempo, custo, escala produtiva, rendimento, pureza e impacto na

massa molar do biopolimero.
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Tabela 2.9: Métodos extrativos com solvente

Tempo Custo do produto Impacto na
Método Interagdo| Extracéo para extracéo Escala Industrial | Rendimento Pureza Massa Molar
Cloroformio | médio alto ndo alto alto baixo
Carbonatos
Ciclicos | médio médio ndo médio alto alto
Alcoois (disponivel na unidade
Superiores | alto como co-produto) sim médio baxio-médio médio-alto
Hipoclorito 1l médio médio ndo médio médio-alto médio-alto
Cloroformio e
Hipoclorito lell médio médio-alto ndo médio-alto alto baixo
Esteres | médio baixo (integrado) ndo médio-alto médio-alto n.d.
Enzimas I baixo alto sim alto baixo (antes de refineo) nao

Fonte: KOLLER, 2010 ; POSADA et al., 2011 , MANTELATTO et at, 2005; MANTELATTO et at,, 2009.

Nota: interacdo I: solubiliza P(3HB); interacéo Il: solubiliza material ndo-P(3HB); n.d. ndo disponivel

Considerando o principio de que “semelhante dissolve semelhante”, ésteres como
solvente sdo uma interessante op¢do na extracdo. Mantelatto et al., 2009, reportam teores de
recuperacdo de 62%; 88% e 86% utilizando acetato isoamilico, acetato butilico e propianato de
propila, respectivamente, na extracdo de PHB de bactérias Gram-negativas. Em relagdo aos
indicadores de preco, 0 acetato isoamilico apresenta um valor de US$ 1380 / tonelada (t), o
acetato de butila cerca de US$ 1240 / t, propionato de propila US$ 1410 / t e o acetato de etila
US$ 1035 / t; sendo esse Ultimo obtido totalmente por fonte de cana-de-agucar no Brasil
(Abiquim 2012; MDIC 2014).

2.5.3 Métodos bioldgicos de extracao

Os métodos bioldgicos de extracdo compreendem o uso de enzimas como digestores da
parede celular da bactéria. O mecanismo de acdo das enzimas envolve o sistema chave-
fechadura, onde cada enzima apresenta um centro ativo para “encaixe” de um substrato
especifico, conforme Figura 2.11. Essa especificidade das enzimas é a principal vantagem de se

trabalhar com esse método. Apesar dos altos niveis de recuperacdo, 0 uso de enzimas ainda
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apresenta altos custos, sendo a principal desvantagem dessa tecnologia (KAPRITCHKOFF et al.,
2006).

A enzima altera ligeiramente a sua
Substrato forma & medida que o substrato se liga

' Produtos.
[ C}ntro activo r

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzimalsubstrato enzima/produto centro activo da enzima

Figura 2.11: Esquema simplificado do sistema chave-fechadura do complexo enzima-substrato

A extragdo com enzimas foi desenvolvida pela Zeneca (subsidiaria da ICl) (HOLMES,
1990) como uma alternativa para extracdo com solventes. Algumas variedades de enzimas como
a lisozima, fosfolipase, lecitinase, proteinase e alcanase possuem Otima atividade no ataque de
material ndo PHB e minimos efeitos de degradacéo do biopolimero.

Kapritchkoff et al. (2006) investigaram a extracdo enzimatica da biomassa de R.
eutropha. O melhor resultado foi de 88,8 % de pureza com 2 % de bromelina (massa de enzima
por biomassa), cujo custo foi de 160 R$/kg, a 50 °C e pH 9,0.

H4 estudos envolvendo métodos combinados. Utilizando protease e hipoclorito de sodio
com biomassa de Burkhoderia sp. PTU9 obteve-se rendimento de 78 % e pureza de 89 % (LU,
2006). De Koning et al. (1997) propuseram um método envolvendo tratamento por aquecimento,
seguido pela enzima alcalase e SDS com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) a partir de
biomassa de Pseudomonas. Os autores obtiveram pureza superior a 95 % de PHB. Yasotha et al.
(2006) utilizaram biomassa da bactéria P. putida com alcalase para digerir proteinas, SDS como
agente para solubilizar o meio, EDTA para formacdo de complexos catiénicos e lisozima para
digerir o peptidoglicano da parede que envolve a célula. O melhor resultado obtido apresentou

90 % de recuperacdo e 92,6 % de pureza em PHB.

2.5.4 Outros métodos de extracéo

Além dos métodos discutidos nas sec¢Oes prévias, outros tipos de extracdo ja& foram
analisados na literatura, como o uso de fluidos em estado supercritico — por exemplo 0 CO;, — e
métodos espontaneos de liberacdo do biopolimero para o meio de cultivo oriundos de

modificacdes nos genes de microrganismos.
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Fluidos supercriticos apresentam propriedades fisico-quimicas Unicas, como alta
densidade e baixa viscosidade, o que os torna muito apropriados para extracdes. O gas carbonico
supercritico (SC-CO;) é o mais utilizado devido a sua baixa toxicidade e reatividade,
temperatura e pressao criticas moderadas (31 °C e 73 atm), grande disponibilidade, baixo custo e
ndo inflamavel (HEJAZI et al., 2003, apud, JACQUEL et al., 2008). Hejazi et al. (2003)
utilizaram biomassa de Ralstonia eutropha com CO, supercritico para extracdo e obtiveram 89
% de rendimento de PHB.

O método espontaneo consiste no rompimento espontaneo da parede celular de
microrganismos geneticamente modificados quando a concentracdo de substrato glicose tende a
zero, liberando P(3HB) para 0 meio. Nesse caso, foi possivel atingir 2 g/L de P(3HB) acumulado
no interior da bactéria modificada sendo dois tercos do biopolimero liberados para 0 meio de
cultivo, ou seja, atingiu-se um rendimento de 66 % de material extraido relativo ao produzido.
(HORI et al., 2002).

2.5.5 Escolha do método extrativo de trabalho

O foco desse trabalho foi buscar experimentalmente um solvente oriundo de matéria-
prima renovavel (preferencialmente de cana-de-aglcar). A escolha pelo método de extracéo
quimica com solventes frente aos métodos mecanicos e bioldgicos foi em fun¢do de um maior
potencial em aplicacdo em larga escala, como na indudstria. Além disso, a extracdo por métodos
enzimaticos requer altos investimentos e sdo processos complexos sendo a com solventes mais
competitiva do ponto de vista econdmico, principalmente quando considerada a recuperacdo do
solvente. A extragdo mecanica por moinho de pellets de vidro, apesar da vantagem de néo
necessitar da adicdo de produtos quimicos, apresenta como desantagem a necessidade de varios
estagios de extracdo, o longo tempo de processo e os diversos parametros de controle e ajuste
fino; e a mecanica por homogeneizador a alta pressdo apresenta desafios como a dependéncia de
parametros ndo somente de processo mas também de fisiologia do microrganismo e possibilidade
de degradacdo térmica de produtos desejaveis (Kunasundari e Sudesh, 2011). Do ponto de vista
técnico, a pureza e rendimento da extracdo variam de 60 % a 98 % para todos os métodos
extrativos, sendo nesse caso o tipo de microrganismo um critério importante (JACQUEL et al.,
2008). Com isso, 0 estudo visou também avaliar o comportamento da bactéria Gram-positiva

Bacillus megaterium em tais métodos.
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biomassa pronta para avaliagdo da extracao é primeiro necessario realizar a fermentacéao (cultivo)

para producdo do biopolimero seguida do preparo dessa biomassa. A Figura 3.1 apresenta o

Capitulo 3 - Materiais e Métodos

O foco deste trabalho est4 na etapa de extracdo do biopolimero, porém, para obter-se

fluxograma geral do procedimento experimental para tal finalidade.
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Figura 3.1: Fluxograma Geral das etapas desenvolvidas experimentalmente

P(3HB)
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Os materiais e métodos utilizados em cada uma das etapas descritas na Figura 3.1 sdo

apresentados nas se¢des seguintes.

3.1 Materiais Utilizados

Os solventes e reagentes utilizados foram o cloroformio P.A. (ACS Vetec), alcool
butilico normal P.A. (ACS Vetec), éalcool isobutilico P.A. (ACS Vetec), alcool amilico normal
P.A. (Vetec), alcool iso-amilico P.A. (Vetec), hipoclorito de sédio em solucdo 10-12% (Neon). O
P(3HB) comercial poli(acido-3-hidroxibutirico) de origem natural € do fabricante Sigma-
Aldrich.

3.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente estudo foi a bactéria Gram-positiva Bacillus
megaterium DSMZ 32" cedida pelo Laboratério de Bioprocessos da COPPE/UFRJ pelo Prof.
D.Sc Tito Livio Moitinho Alves. A bactéria utilizada foi previamente identificada por analise de
DNAr 16s. Esta bactéria é estocada em micro tubos tipo Eppendorf em solugdo contendo 20 %
de glicerol que é utilizado como agente crio protetor e sdo mantidas congeladas a -18 °C. Este

estoque é renovado a cada 6 meses.

3.3 Cultivo em biorreator para producéo do P(3HB)

Para a etapa de produgdo do biopolimero foi utilizada a bactéria B. megaterium, DSM
327, em cultivo submerso em biorreator. Foi utilizado meio mineral com adicéo de sacarose (16
g/L) e sulfato de amodnio (2 g/L) como fontes de carbono e nitrogénio para a bactéria,
respectivamente. Adicionou-se a esse meio, 1 mL/L de solucdo de micronutrientes (FACCIN et

al., 2012; FACCIN, 2007). A Tabela 3.1 mostra a composi¢éo do meio de cultivo empregado.
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Tabela 3.1. Composic¢do do meio mineral e da solu¢do de micronutrientes utilizados no cultivo

Meio Mineral
Componente Composicédo (g/L)
MgSO,.7H,0 0,008

Na,HPO, 3,6
KH,PO, 15
FeS0O,.7TH,0 0,05
CaCl,.2H,0 0,01
Acido Citrico 0,1
Solucdo de Micronutrientes
Componente Composicéo (g/L)
H3BO3 300
CoCl,.6H,0 200
ZnS0,4.7H,0 30
MnCl,.4H,0 30
(NH4)sM07024.4H,0 30
NiSO,.7H,0 30
CuS0,4.5H,0 10

Os cultivos foram realizados em biorreator de 5 L sendo 4 L de volume atil com duracéo
de 22 h em cada batelada. A condi¢do de operagdo da etapa de fermentacdo foi escolhida com
base nos resultados de Faccin et al. (2013) temperatura de 30 °C, pH inicial igual a 7,0, rotacéo
de 200 rpm e vazdo de ar de 4 L/min, apresentados na Tabela 3.2. A Figura 3.2 ilustra o

biorreator utilizado acoplado ao sistema de monitoramento e controle do processo.

Tabela 3.2: Condig0es dos cultivos em biorreator

Condigdes de Cultivo em Biorreator

Parametro Valor
Temperatura ( °C) 30
pH inicial 7,0
Rotacdo (rpm) 200
Aeracdo (vvm ; L/min) 1,0;4,0
Tempo de cultivo (h) 22
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Figura 3.2. Producéo de P(3HB) e

m biorreator
3.4 Preparo da Biomassa

Apos as 22 h de cultivo todo o contetdo do biorreator foi centrifugado (centrifuga Himac
CR 21E Hitachi) a 3500 x g na temperatura de 4 °C durante 15 min, com o objetivo de se obter
um precipitado composto por biomassa total, ou seja, células com biopolimeros intracelulares, e
um sobrenadante composto pelo meio de cultura restante.

A biomassa foi armazenada por 48 h em ultra-freezer e logo depois liofilizada. Foi
utilizado equipamento liofilizador Terroni LS6000 no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
(LATEPA) do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS (DEQUI), mostrado na Figura
3.3.
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Figura 3.3: Liofilizacdo da Biomassa

Apos a liofilizagdo a biomassa foi homogeneizada em cadinho de cerdmica e armazenada
em novos tubos falcon a -18 °C para os demais testes. A Figura 3.4 ilustra o estado da biomassa

apos cada um dos passos do preparo.

Figura 3.4: (a) biomassa liofilizada retirada dos tubos falcons. (b) biomassa em cadinho de
ceramica homogeneizada
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3.5 Extracdo do P(3HB)
3.5.1 Testes com solventes mais comuns da literatura para referéncia comparativa

Para fins comparativos, utilizou-se extracdo com cloroférmio, hipoclorito de sodio e a
combinacéo dos dois solventes conforme trabalho de Valappil et at. (2007) com bactéria Gram-
positiva. As condi¢bes dos ensaios e 0s principais parametros utilizados para temperatura (T),
volume de solvente (V), massa inicial de biomassa (My) e tempo de extracdo (t) séo apresentados
na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Condi¢6es dos ensaios de solventes da literatura para referéncia

Condigéo dos Ensaios

Solventes Parametros
Cloroformio
Hipoclorito de Sodio T=37°C;t=1h;V=20mL; My=0,2¢g

1:1 Cloroférmio: Hipoclorito de Sédio
Cloroformio T=37°C;t=48h;V=20mL; My=0,2¢

A mesma metodologia experimental foi aplicada para cada solvente, conforme
Figura 3.1. Esta consiste em pesagem da biomassa realizada em balanga analitica seguida pela
adicdo do volume de solvente definido em cada caso. O tubo utilizado foi de vidro borosilicato
com tampa de rosca interna de teflon (fabricante Goes), para evitar ataque de solvente e para
garantir boa vedacdo nas etapas de aquecimento, solubilizagdo e centrifugagédo. Utilizou-se
banho termostatico Quimis nas temperaturas indicadas na Tabela 3.3. Os tubos foram agitados
em vortex a cada 20 minutos. Apoés totalizado o tempo de extracéo, o contetdo dos frascos foi
centrifugado (centrifuga Cientec CT-5000R) a 3500 x g durante 15 min. O sobrenadante (fase
solavel) foi retirado com pipeta Pasteur e ambas as fases colocadas em estufa a vacuo Tecnall
TE-395 até atingir peso constante. Tendo-se medido previamente o valor dos tubos vazios, as

massas em cada fase foram obtidas por diferenca.
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3.5.2 Testes preliminares com solventes alcodlicos renovaveis
Para solventes base renovavel como isopentanol, pentanol, isobutanol e butanol foram
utilizadas condicdes de ensaios conforme trabalho de Mantelatto et al.( 2009). As condig¢des dos

ensaios e 0s parametros utilizados sdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Condi¢6es dos ensaios de solventes renovaveis

Condigao dos Ensaios

Solventes Parametros

Isopentanol
n-Pentanol

T=98°C;t=1h;V=15mL; Mo=05¢g
Isobutanol

n-Butanol

Isopentanol
T=110°C;t=1h;V=15mL; My=0,5¢
n-Pentanol

Isobutanol
T=105°C;t=1h;V=15mL;My=0,5¢
n-Butanol

A metodologia foi a mesma descrita na Se¢éo 3.5.1, salvo acima de 100 °C quando se
utilizou um banho termostatico Quimis - Modelo Q241M, com mistura 50:50 de glicerina e agua

destilada como fluido de aquecimento.

3.5.3 Testes de solubilidade via indice de refracao

Os ensaios para analise da solubilidade do P(3HB) comercial nos solventes renovaveis
alcodlicos testados consistiram em colocar o biopolimero em contato com o solvente e posterior
andlise da fracdo soluvel obtida por indice de refracdo (Refratbmetro de Abbe, Carl Zeiss/Jena).
Primeiramente colocou-se 0,25 g do biopolimero comercial em contato com o solvente,
mergulhados em banho com uma temperatura fixada de 25 °C e 110 °C, conforme Tabela 3.5,

por um tempo de 2 h e com agitacéo periddica.
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Tabela 3.5: Condicg6es utilizadas nos ensaios de solubilidade

Descritivo
Com P(3HB) comercial e T =110°C
Com P(3HB) comercial e T = 25°C
Solvente puroe T =110°C
Solvente puroe T = 25°C

3.5.4 Testes preliminares com acetato de etila

Para avaliar o grau de solubilizacdo do P(3HB) em acetato de etila, éster escolhido para o
estudo, foi utilizado o planejamento de experimentos descrito na Tabela 3.6. A massa de
polimero comercial utilizado em todos os experimentos foi de 0,1 g.

Tabela 3.6. Experimentos Preliminares de Pontos de Saturacao

NGmero do 1 o x3 X1 X2 \;;'C\%/I Ndmero

Experimento t(h) T (°C) (mL /g) Repeticoes
EXP1 -168 -168 0 2 40 200 2
EXP 2 -1,68 -1 0 2 46 200 2
EXP 3 -1,68 0 0o 2 55 200 2
EXP 4 -1,68 1 0 2 64 200 2
EXP5 -168 168 0 2 70 200 2
EXP 6 168 -168 0 12 40 200 2
EXP 7 1,68 -1 0 12 46 200 2
EXP 8 1,68 0 0 12 55 200 2
EXP9 1,68 1 0 12 64 200 2
EXP 10 1,68 168 0 12 70 200 2

Estes testes preliminares foram utilizados para determinar as concentracdes de saturacao
das solucdes de P(3HB) em acetato de etila nas diferentes temperaturas a serem utilizadas na
etapa seguinte (planejamento fatorial completo). Assim, o célculo da concentragdo méxima de
biomassa a ser utilizada nos testes a serem realizados de acordo ao planejamento experimental

completo foi feito com base na condicdo mais desfavoravel (EXP1), de modo a garantir que ndo
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ocorresse precipitacdo do polimero e que todos 0s experimentos estivessem em condicdes

equivalentes de comparacdo. A equacdo Equacao 2 expressa a massa maxima de biomassa:

1 Vini
% —min

Rmpup 1000 (Equacdo2)

Mg = Mgxpq *

onde:

M,,, . € teor limite de massa de biomassa (g)

Mg ypq € amassa de PHB comercial solubilizada no ponto EXP1 (g)

R,.pyp € 0 rendimento médio do biopolimero na biomassa homogeneizada produzida (%)
Vinin € 0 volume minimo de solvente utilizado no planejamento completo, igual a 10 mL

3.5.5 Planejamento de Experimentos com solvente escolhido

Com a finalidade de determinar o tempo, a temperatura e a razdo volume de solvente:
massa de biopolimero 6timos foi realizado um planejamento composto central ortogonal dividido
em blocos. Os valores codificados e ndo codificados das variaveis para tal planejamento sdo
mostrados na Tabela 3.7. Os pontos laterais e axiais foram feitos em duplicata sendo o ponto
central realizado em 4 réplicas, sendo uma para cada um dos 4 blocos delas em que foi divido o

experimento, conforme representado na Tabela 3.8.

Tabela 3.7: Pontos do Planejamento fatorial 2°

o Niveis
Variaveis
-1,76 -1 0 1 1,76
tempo (h) (X,) 2 4,1 7 9,9 12
temperatura (°C) (X3) 40 46,3 55 63,7 70

Razdo: volume de solvente por massa de

biopolimero (mL-g™) (X3) 840 1193 1681 2168 2521
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Tabela 3.8: Planejamento fatorial 2° dividido em blocos

Ensaio Dia X; X, X3 t(h) T(C°C) V/IM
(bloco) (mL/qg)

1 1 -1,0 -1,0 -1,0 4 46 1193
2 1 -1,0 -1,0 1,0 4 46 2168
3 1 -1,0 1,0 -1,0 4 64 1193
4 1 -1,0 1,0 1,0 4 64 2168
5 1 1,0 -1,0 -1,0 10 46 1193
6 1 1,0 -1,0 1,0 10 46 2168
7 1 1,0 1,0 -1,0 10 64 1193
8 1 1,0 1,0 1,0 10 64 2168
9 1 0,0 0,0 0,0 7 55 1681
10 2 -1,76 0,0 0,0 2 55 1681
11 2 1,76 0,0 0,0 12 55 1681
12 2 0,0 -1,76 0,0 7 40 1681
13 2 0,0 1,76 0,0 7 70 1681
14 2 0,0 0,0 -1,76 7 55 840
15 2 0,0 0,0 1,76 7 55 2521
16 2 0,0 0,0 0,0 7 55 1681
17 3 -1,0 -1,0 -1,0 4 46 1193
18 3 -1,0 -1,0 1,0 4 46 2168
19 3 -1,0 1,0 -1,0 4 64 1193
20 3 -1,0 1,0 1,0 4 64 2168
21 3 1,0 -1,0 -1,0 10 46 1193
22 3 1,0 -1,0 1,0 10 46 2168
23 3 1,0 1,0 -1,0 10 64 1193
24 3 1,0 1,0 1,0 10 64 2168
25 3 0,0 0,0 0,0 7 55 1681
26 4 -1,76 0,0 0,0 2 55 1681
27 4 1,76 0,0 0,0 12 55 1681
28 4 0,0 -1,76 0,0 7 40 1681
29 4 0,0 1,76 0,0 7 70 1681
30 4 0,0 0,0 -1,76 7 55 840
31 4 0,0 0,0 1,76 7 55 2521
32 4 0,0 0,0 0,0 7 55 1681

O planejamento experimental descrito na Tabela 3.8 foi aplicado para biomassa e para
P(3HB) comercial, para fins comparativos e avaliacdo da influéncia da parede celular da
bactéria, que representa uma resisténcia adicional no processo de extracdo. No planejamento com

biomassa, as variaveis de resposta foram o rendimento em P(3HB) extraido e a pureza obtida no
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processo. Ja& para o planejamento com biopolimero comercial a varidvel de resposta é a
quantidade de P(3HB) solubilizada na fase extrato.

Em todos os casos, a analise estatistica dos resultados foi feita utilizando o software
Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, USA).

3.6 Métodos Analiticos

3.6.1 Determinacéo de biomassa resultante da fermentacéo

Para quantificagdo de biomassa total produzida nos cultivos foi utilizada medida
gravimétrica (massa seca). Foram coletadas amostras em duplicata (10 mL) dos cultivos,
centrifugadas a 3500xg, lavadas e colocadas em estufa a 80 °C até atingirem peso constante.
Tendo-se medido previamente a massa de cada frasco vazio, o valor de biomassa total foi

determinado como a diferenca entre o valor pesado e o do frasco vazio.

3.6.2 Determinacao do teor biopolimero P(3HB) e do rendimento de biopolimero P(3HB)
na extracao

A quantificacdo do P(3HB) € obtida através do método de propandlise seguida por
cromatografia gasosa. O procedimento consiste em colocar cerca de 40 mg de células secas em
um frasco, adicionar 2 mL de 1,2-dicloroetano, 2 mL de n-propanol e 2 uL de solugéo padrdo
interno, composto por 2 g de &cido benzdico em 50 mL de n-propanol. O frasco, hermeticamente
fechado, é deixado em banho a 100 °C por 2 h com agitacdo intermitente e, entdo, resfriado até
atingir temperatura ambiente, quando se adiciona 4 mL de &gua destilada. A fase orgéanica
resultante € analisada por cromatografia gasosa. Foi construida uma curva de calibracdo,
correlacionando-se as areas de massas conhecidas de P(3HB) padrdo com a area de padrdo
interno (RIIS e MAY, 1988). Foi utilizado o cromatdgrafo gasoso da marca Perkin EIkmer com
detector de ionizagdo de chama utilizando coluna capilar Pe-WAX 30 m x 0,25 mm da central
analitica do DEQUI. Com essa metodologia determinou-se a quantidade (teor) de P(3HB)

contido na biomassa homogeneizada resultante do cultivo bem como o teor de P(3HB) em cada
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fase (soltvel e precipitada) resultante de extracdo, sendo que para a fase solGvel o teor de
P(3HB) ¢é denominado pureza da extracdo, calculada em relacdo a massa de biopolimero inicial.
O rendimento da extragdo do biopolimero é calculado como a razdo entre a massa de

P(3HB) da fase soluvel dividida pela massa de P(3HB) da biomassa inicial.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

A partir de 9 cultivos realizados, tendo sido dois deles descartados devido a
contaminag@o do meio, um total de 65,15 g de biomassa foi produzida. Esse total de biomassa foi
homogeneizado e preparado conforme descrito na Secdo 3.4. Por meio de analise por
cromatografia gasosa, determinou-se que a biomassa obtida continha uma fragdo maéssica de
P(3HB) de 42,5 %, em base seca.

Nas secOes seguintes sdo descritos os resultados obtidos nos diferentes testes de
solubilizacdo e extracdo utilizando a biomassa obtida e, em alguns casos especificos, P(3HB)

comercial.

4.1 Extracao com solventes mais comums citados na literatura

Em todas as extracdes realizadas (inclusive naquelas discutidas nas proximas segoes),
apos a etapa de evaporacao do solvente realizada em estufa, o P(3HB) extraido apresentava-se na
forma de um filme depositado sobre a parede do tubo de centrifugacéo. Este filme pode em todos

0s casos ser removido facilmente com a utilizacdo de uma ping¢a, como mostra a Figura 4.1.

Figura 4.1: llustracdo de filme de P(3HB) resultante da extracdo com combinacdo cloroférmio e
hipoclorito de sédio
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A Tabela 4.1 apresenta os resultados de rendimento e pureza obtidos na extracdo com
cloroférmio, hipoclorito de sodio e uma mistura 1:1 de cloroférmio com hipoclorito de sodio. Os
resultados obtidos na extracdo com cloroférmio em 48 h foram maiores que aqueles reportados
por Valappil et. al (2007) nas mesmas condicOes (rendimento de 82,0 % e pureza de 92 %). No
caso da extragdo com a mistura de cloroformio e hipoclorito de sddio, a pureza obtida pelos
referidos autores (95 %) foi da mesma ordem de grandeza que a apresentada na Tabela 4.1,
porém o rendimento obtido foi superior (79 %). Sendo a mesma propor¢do de biomassa e
solvente utilizadas, uma possivel origem para tal diferenca de rendimento poderia estar associada
a saturacdo da solucdo obtida na extracdo, visto que a biomassa utilizada no presente trabalho
apresenta maior percentual de P(3HB) acumulado, 42,5 %, que aquela utilizada por Valappil et.
al (2007), 38 %.

Tabela 4.1: Resultados com cloroformio e hipoclorito de sodio

Solvente z;le)mpo Rendimento Pureza
Presente Valappil et. al Presente Valappil et. al
Trabalho (2007) Trabalho (2007)
Cloroformio 1 23,7 % -- 87,6 % --
Hipoclorito de sédio 1 86,1 % - 56,9 % --
1:1 C;Iqroformlo: Hipoclorito 1 64.3 % 79.0 % 94.6 % 95.0 %
de Sodio
Cloroformio 48 ~100 % 82,0 % ~100 % 92,0 %

4.2 Testes com solventes alcodlicos renovaveis

Em todos os ensaios realizados com isopentanol, n-pentanol, n-butanol e isobutanol
(Tabela 4.4) observou-se que estes solventes promoveram apenas inchamento da biomassa,
conforme ilustrado na Figura 4.2.
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-

Figura 4.2: Ensaios com solventes alcodlicos — inchamento da biomassa , (A) fracéo de
inchamento ap6s 1 h.

O fato de que os solventes alcoodlicos ndo promoveram extracdo satisfatdria pode ser
observado na Figura 4.3, que mostra as quantidades de fase rafinado (precipitado) e de material
solido contido na fase extrato (soltvel) para o caso da extracdo com butanol. Observa-se que a
quantidade de material extraido foi extremamente pequena. O mesmo comportamento foi

observado com os outros trés alcoois testados.

(b)
Figura 4.3: Produtos da extracdo com butanol: (a) fase rafinado (Tubo 15) e material sélido
obtido ap6s evaporacdo do solvente da fase extrato (Tubo 03) e (b) ampliacéo do pellet do Tubo
03.

Esses resultados indicam baixa solubilidade dos solventes considerados ou tempo
insuficiente de extracdo. Sendo assim, tentou-se primeiramente aumentar o tempo de extracao
para 24 h. Mesmo assim ndo ocorreu solubilizacdo quantificAvel. Com isso, decidiu-se investigar

mais detalhamente a solubilidade do P(3HB) nos solventes em estudo.
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A Tabela 4.2 mostra os valores de indice de refracdo e de concentracdo (° Brix) obtidos
no refratbmetro para as solucBes preparadas n-pentanol e isopentanol. Observa-se que na
comparacdo entre solvente e solucdo, as variag@es registradas nas duas variaveis consideradas
foram extremamente baixas, indicando que o P(3HB) ndo solubiliza nos solventes testados

nessas condi¢cdes. Resultados similares foram obtidos com n-butanol e isobutanol.

Tabela 4.2: Resultados de IR (indice de refracdo) e concentracdo (° Brix)

Isopentanol IR " Brix
1 2 1 2
Solvente puroe T=25°C 1,4010 1,4010 40,6 40,6
Solvente puroe T =110 °C 1,4005 1,4008 40,4 40,5
Com P(3HB) comercial e T=25 °C 1,4000 1,4009 40,1 40,6
Com P(3HB) comercial e T=110 °C 1,4001 1,4005 40,2 40,4
Pentanol IR " Brix
1 2 1 2
Solvente puroe T=25°C 1,4031 1,4030 41,7 41,6
Solvente puroe T =110 °C 1,4029 1,4030 41,5 41,6
Com P(3HB) comercial e T =110 °C 1,4025 1,4021 41,4 41,2
Com P(3HB) comercial e T= 25 °C 1,4021 1,4022 41,2 41,3

Nota: onde 1 e 2 indicam o nimero de repeticoes

A literatura apresenta indicacGes de estudos com os solventes alcoolicos, como 6leo fusel
e alcool isoamilico avaliados pela empresa PHB Industrial — no qual ndo foi discriminado o tipo
de PHA. Os trabalhos de Mantelatto et al. (2009), indicaram rendimento proximo a 95 % de
extracdo em trés estagios do PHB contido na concentracdo de 60-75 % no interior de A.
eutrophus empregando alcool isomamilico — ndo foi reportada a pureza e nem o monémero
produzido. De qualquer maneira, a solubilidade do P(3HB) em alcool isomamilico é muito baixa,

conforme demonstrado por Mantelato, (2011).

Considerando os resultados apresentados, decidiu-se buscar outro solvente oriundo de
mateira-prima renovavel, optando-se por testar o desempenho do acetato de etila, devido a sua
similaridade de natureza quimica com relacdo ao P(3HB) e menor custo frente aos demais

ésteres.

43



Capitulo 4: Resultados e Discussdo

4.3 Testes preliminares com acetato de etila

Em nenhum dos testes preliminares de solubilizacdo do P(3HB) comercial no acetato de
etila, realizados conforme o planejamento de experimentos da Tabela 3.6, ocorreu solubilizagédo
completa da massa de polimero utilizada, observando-se a formacao de precipitado. A massa
solubilizada em cada uma das condicdes testadas é apresentada graficamente na Figura 4.4. Para
todas as temperaturas, a quantidade de polimero varia como uma fungdo do tempo, indicando
que mesmo em 12 h de processo a solubilizacdo total ndo foi atingida — com isso, os valores
apresentados ndo podem ser utilizados como solubilidade do P(3HB) comerical em acetato de
etila. Neste caso, os valores indicam o teor maximo de polimero solubilizado nos tempos de
processamento e nas dadas temperaturas. Nota-se, por exemplo, que para a temperatura de 55 °C
e 2 h de extracdo, o limite de biopolimero extraido no solvente € de 1,3 g/L. Na Figura 4.4,
observa-se ainda que o aumento de 10 h no tempo de contato gerou, ao longo da faixa de

temperaturas analisadas, um incremento médio de apenas 13 %.

2
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Figura 4.4: Massa de P(3HB) comercial solubilizada em funcéo da temperatura para tempos de
contatode2he12h
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Estes resultados foram tomados como referéncia para estabelecer a massa de biomassa a
ser utilizada nos testes de extracdo do biopolimero com acetato de etila, aplicando-se a
Equacdo?2. Para tal fim, utilizou-se como base de célculo o pior cenério, ou seja, o valor de 1,2 g
de P(3HB) solubilizado por litro de acetato de etila, obtido a 40 °C e 2 h de contato.

4.4 Resultados do planejamento de experimentos com o solvente escolhido

Buscando-se identificar a importancia de cada variavel independente nas varidveis de
resposta rendimento e pureza da extracdo do P(3HB) de biomassa, bem como solubilizacdo de
P(3HB) comercial realizou-se o planejamento de experimentos descrito na Se¢édo 3.5.5. Obteve-

se para cada variavel dependente o modelo descrito pela Equacéo 3:

Z=Bo+Pr X1+ P11 XF+PoXo+ oz X5+ B3 X3+ Paz X5 +f12- Xy - Xy +
P13 X1 X3+ B3 Xy X3 Equacéo (3)

onde Z representa a variavel de resposta (rendimento da extracdo de P(3HB) ou pureza do
P(3HB) extraido ou solubilizacdo de P(3HB) comercial) e X;, X, e X5 sdo as variaveis
codificadas normalizadas correspondentes a tempo (t), temperatura (T) e razdo volume de
solvente : massa de biopolimero (V/M), respectivamente.

Os coeficientes do modelo para cada variavel de resposta sdo apresentados na Tabela 4.3,
juntamente com o valor correspondente de probabilidade p. Os coeficientes que néo
apresentaram significancia estatistica (p > 0,05) foram descartados do modelo. Além disso, sdo
apresentados os parametros para avaliar o ajuste do modelo. E importante ressaltar que os
coeficientes de regressdo na Tabela 4.3 foram apresentados considerando o modelo expresso em
termos de varidveis codificadas, 0 que permite uma comparacdo mais direta da importancia

relativa de cada efeito.
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Tabela 4.3: Coeficientes de regressdo das variaveis codificadas para rendimento, pureza de

P(3HB) de biomassa de B. megaterium e solubilizac&o de P(3HB) comercial

Rendimento P(3HB) PurezaP(3HB) Solubilizacéo P(3HB)
de biomassa de biomassa comercial
Coeficiente p-value Coeficiente p-value Coeficiente p-value
Bo 7,423 x10"#1.3x 10 0,0x 10 6,450 x 10£3,8x 10°® 0,0 x10%° 8,589 x 10%+1,6x 10 0,0x 10
B1 6,538 x 10%+1.4 x 10 9,9x 10* - - - 5,409 x 10%+1,7x 10% 3,3x 10%
Bu - - - 6,216 x 10%+1,8 x 10°®  2,0x 10* - - -
B, 4,686 x 10%+1.4 x 10 2,8 x 10" 4,308 x 10%+15x 10%® 7,2x10% - - -
B2 - - - 6,384 x 10%+1,8x 10 1,6 x 107 - - -
Bs 1,751 x 10%%£1.4 x 10 36 x 10" 1,089 x 10%+1,5x10%® 1,4x10% 1,892 x 10%+1,7x10% 1,5 x 10™
Bss - - - -8,663 x10%+1,8 x10%® 6,6 x10™® - - -
512 - - - - - - - - -
B13 - - - - - - - - -
BZS - - - - - - - - -
Blocks - - 1,23 x 10" - - 4,44 x 10%® - - 3,476x10%
Regressdo
p-value 5,119 x 10" 9,497 x 10 9,354 x 10
F 43,303 16,150 35,041
R? 0,9122 0,849 0,871
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Verifica-se que para o rendimento de P(3HB) os termos significativos do modelo foram
os termos lineares relativos a tempo de extracdo, temperatura do processo e volume de solvente
por grama de biomassa. Para facilitar a visualizacdo dos efeitos, a Figura 4.5 apresenta as
superficies de resposta para o rendimento de P(3HB) obtidas com os coeficientes significativos
do modelo de regressédo (Equacdo 3) reportados na primeira coluna de coeficientes da Tabela 4.3.
E importante salientar que o aumento maximo no rendimento com a variacio do tempo de
extracdo de 2 h para 12 h foi de aproximadamente 4 % (de 72 % para 76 %).

Todos os trés termos influenciam na resposta de modo positivo, ou seja, aumentando as
variaveis t, T, e V/M, aumenta-se o rendimento da extracdo. Adicionalmente, observa-se que a
variavel de maior influéncia é o volume. Os valores obtidos para valor-p da regresséo (5,119 x 10°
?) e para o coeficiente de determinacdo (R* = 0,91) indicam que o modelo permitiu um ajuste
adequado dos dados, sendo capaz de explicar 91 % da variabilidade dos resultados
experimentais.

Com relacdo a pureza do P(3HB), as trés varidveis consideradas apresentaram efeito
significativo. Para temperatura e razdo volume de solvente : massa de biopolimero, tanto o termo
linear como o quadratico foram significativos, enquanto que para o tempo o Unico efeito
significativo foi o quadratico. Nota-se que todos os coeficientes dos termos quadraticos foram
negativos, indicando que as curvas possuem um ponto de maximo, enquanto os lineares foram
positivos. O modelo de regressé@o resultante apresentou 84,8 % de capacidade de descrever a
varialibidade do sistema. As superficies de resposta obtidas com o modelo de regressdo séo
apresentadas na Figura 4.6. Diferentemente do que ocorreu para o rendimento (Figura 4.5), no
caso da pureza do produto da extracdo observa-se a ocorréncia de um ponto de maximo, em
torno de 64 % de pureza, nas condi¢cbes de 60 °C e 900 mL/g de solvente, com pequena
influéncia do tempo total de extragéo.
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Figura 4.5: Superficies de resposta para o rendimento de extracdo de P(3HB): a) efeito de
temperatura e tempo; b) efeito de V/M e tempo, c) efeito deVV/M e temperatura
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Deve-se ainda ressaltar que enquanto 0 modelo estatistico para o rendimento indica
aumento linear desta variavel de resposta com o aumento das variaveis de entrada, o modelo
estatistico para a pureza indica a existéncia de um valor 6timo de temperatura para 0 processo, a
partir do qual o solvente passa a solubilizar outros materiais diferentes do de interesse, reduzindo
a pureza do P(3HB), o que é indesejavel. Portanto, sugere-se uma avaliacdo econdmica para
auxiliar tomadas de decisdo com base no ponto étimo de produtividade do sistema e no custo
operacional. Essa avaliacdo deve levar em consideracdo uma anélise combinada do rendimento e
da pureza de extracdo, uma vez que a variavel temperatura € relacionada com energia consumida,
0 volume com consumo de solvente e 0 tempo com a produtividade do processo.

No caso da solubilizagédo do P(3HB) comercial, somente os termos lineares de tempo e
volume foram significativos no modelo, sendo os dois efeitos positivos. O modelo de regressédo
apresenta R? de 0,87. A Figura 4.7 ilustra a superficie de resposta da solubilizacdo, onde,
semelhante a andlise para rendimento, nota-se correlacdo linear, sendo que para essa a

temperatura ndo apresenta influencia significativa.

(%) oedezignjog

Figura 4.7: Efeito das variaveis V/M e tempo na solubilizacéo de P(3HB) comercial

Na comparacao dos modelos finais obtidos para as trés variaveis de resposta, um aspecto
importante que se destaca é o fato de que, apesar de tanto o rendimento da extracdo como a
solubilizacdo do P(3HB) comercial terem apresentado somente efeitos lineares, a temperatura foi

identificada como variavel de efeito significativo somente para o rendimento da extragdo. A
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influéncia ndo significativa desta variavel na solubilizacdo do P(3HB) comercial indica que a
quantidade de polimero solubilizada esta limitada pela solubilidade do solvente, e que a variagédo
do grau de solubilizagdo com a temperatura ndo € suficiente para sobrepor esta limitacdo. Esta
hipotese é suportada pelo grande efeito do volume de solvente sobre a solubilizag&o.

Adicionalmente, deve-se lembrar que a propor¢édo (massa inicial de polimero)/(massa de
solvente disponivel) utilizada, em um dado nivel de solvente do planejamento, foi a mesma nos
testes de extragdo e de solubilizagdo. Sendo assim, o fato de que os valores de rendimento de
extracdo foram, em todos os casos, inferiores aos de solubilizagdo para condi¢Ges equivalentes
de teste e de que a diferenca entre esses valores diminuiu com o aumento da temperatura
sugerem que: (i) a parede celular representa uma resisténcia adicional significativa no processo
de extracdo; (ii) o aumento da temperatura melhora o rendimento pelo aumento da taxa de
transferéncia de massa através da parede celular ou mesmo a algum nivel de ruptura celular
provocado pelo aumento da temperatura.

A Tabela 4.4 foi obtida a partir dos resultados dos experimentos para 0s casos onde as
varidveis tempo e razdo volume de solvente:massa de biopolimero eram constantes e a
temperatura variava; com isso, calculou-se a a fragao entre resultado de rendimento de extracdo e

de solubilizacéo, R/S.

51



Capitulo 4: Resultados e Discussdo

Tabela 4.4: Coeficientes de regresséo das varidveis codificadas para a fracdo entre R/S

Variavel de Resposta Fracdo R/S

Coeficiente valor-p
Bo 8,63x10°  +  9,30x10™ 0,00 x 10
224x10% = 1,44x10° 4,93 x 10
1
Bu - - -
250x10%  +  1,44x10° 2,06 x 10%
2
B2 - - -
1,33x10% £ 1,44x10° 7,83 x 10"
3
Bas 1,69x10% £  1,54x10% 3,756 x 10"
B - - -
Bis 295x10%® £  188x10% 4,56 x 10%
Bas - - -
Blocks - 2,5x 10
Regressao
valor-p 1,60 x 10
F 8,99
R? 0,76

Verifica-se que para a fracdo R/D que os termos significativos do modelo foram os
lineares relativos as trés variaveis analisadas, o quadréatico relativo a razdo volume de solvente :
massa de biopolimero e o termo combinado de tempo e razdo; sendo esse Gltimo negativo. O
modelo de regressao resultante apresentou 75,8 % de capacidade de descrever a varialibidade do
sistema. A Figura 4.8 ilustra as superficies de resposta para esse sistema. Nota-se que R/D
aumenta com o0 tempo e com a temperatura, ou seja, quanto maior o tempo e a temperatura mais
parecidos sdo os resultados entre extracdo do biopolimero da biomassa e solubilizacdo do
P(3HB) comercial, indicando que a resisténcia a extracdo do polimero da parede celular diminui
com 0 aumento da temperatura. Cabe ressaltar a influéncia da razdo volume: biopolimero para
pequenos volumes de solvente onde o tempo possui grande influéncia, sendo que a medida que o
tempo aumenta, a R/D aumenta também, ou seja, diminui a diferenca entre a extragdo e a

solubilizacdo. Para grandes volumes de solvente, o tempo influencia pouco na relagédo R/D.
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Figura 4.8: Superficies de resposta para fracdo R/S. a) efeito de temperatura e tempo; b) efeito de
V/M e tempo, c) efeito de V/M e temperatura
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E ainda, o estudo tedrico sobre parametros de solubilidade apresentado em Terada
Marchessault, (1999) , pode auxiliar como apoio teodrico para o presente trabalho experimental. O
parametro de solubilidade R/ para o P(3HB) é igual a 8,5; sendo o parametro solvente-polimero
RY para o cloroférmio, butanol e acetato de etila iguais a 7,8; 8,0 e 3,8; respectivamente. Com
isso, nota-se que RY para o butanol é proximo do R’ do biopolimero, indicando baixa
solubilidade, o que foi observado experimentalmente nesse trabalho. Ja o cloroformio,
apresentou RY igual a 0,7 unidade menor que o do biopolimero indicando certo poder de
solvencia, também observado experimentalmente. E por fim, o acetato de etila é o solvente de
maior poder de solvencia, apresentando 4,7 unidades menores que o R’/ do P(3HB). E
importante ressaltar que o grau de cristalinidade do polimero bem como a massa molar afetam a
solubilidade do mesmo.

Por fim, em relacdo aos demais ésteres apresentados na literatura, é importante ressaltar
que foram utilizados na extracdo de P(3HB) de bactérias Gram —negativas. Mantelatto et al.
(2009) nédo reportam valores de pureza, mas para o rendimento — descrito no capitulo 2—

apresenta similaridade de ordem de magnitude do presente trabalho (78%).
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Capitulo 5 — Conclusdes

Os resultados obtidos para extracbes com cloroférmio, hipoclorito de sodio e a
combinacdo de ambos foram proximos aos da literatura, indicando a adequacdo da metodologia
de extragdo utilizada. J& os solventes alcodlicos, apesar de sustentaveis, apresentaram baixissima
solubilidade do P(3HB), ndo sendo solventes indicados para esse sistema (bactérias, biopolimero,
condicdes de extracao).

O acetato de etila possibilitou rendimentos de extracdo menores que o maior valor
reportado para solventes tradicionais ndo renovaveis, como cloroférmio e hipoclorito de sédio. E
rendimento similar ao obtido com os outros solventes base éster, apresentando-se como um
solvente a base de matéria-prima renovavel e de menor preco e que tem potencial real para
utilizacdo em escala comercial.

Foi possivel avaliar a influéncia das variaveis tempo de extracdo, temperatura de
processo e razdo volume de solvente por grama de biopoimero sobre o rendimento de extracdo e
a pureza do P(3HB) extraido. Verificou-se influéncia linear destas variaveis sobre o rendimento
da extracao e a existéncia de uma temperatura 6tima para a pureza. Atingiu-se um rendimento de
extracdo do biopolimero de 78 % e um grau de pureza de 65 % - para uma condi¢do de 7 h de
extracdo, 55 °C e 2521 mL / g.

Os resultados apresentados no presente estudo justificam a continuidade da pesquisa
visando a utilizacdo de acetato de etila como solvente potencial de extracdo do poli-3-

hidroxibutirato de B. megaterium.

5.1 Sugestdes para Trabalhos Futuros

Para a continuidade deste trabalho de pesquisa podem ser apontadas os seguintes estudos
prioritarios:

(i) avaliacdo do efeito do acetato de etila sobre a distribuicdo da massa molar (DMM) do
P(3HB) extraido, devido a influéncia da DMM nas propriedades finais e de processamento do

polimero;
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(i) avaliacdo de extragdes com mais de um estagio e analise econdmica para avaliar a

viabilidade de utilizacao deste solvente em processos industriais.
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Anexos

ANEXO 1.

Resultados do planejamento experimental - duplicatas
RESULTADQOS DAS DUPLICATAS

Biomassa Biomassa PHB Comercial
L X, VIM
EXP BLOCOS t(h) T(°C) (mL/qg) Pureza (%) Rend P(3HB) (%)  Solubilizacéo (%)
12 2 0,00 -1,76 0,00 7 40 1681 59,8 72,2 84,3
12 4 0,00 -1,76 0,00 7 40 1681 64,0 74,2 86,4
6 1 1,00 -1,00 1,00 10 46 2168 62,2 74,8 87,1
6 3 1,00 -1,00 1,00 10 46 2168 64,2 77,4 89,3
7 1 1,00 1,00 -1,00 10 64 1193 61,9 72,0 82,7
7 3 1,00 1,00 -1,00 10 64 1193 62,3 75,1 86,1
5 1 1,00 -1,00 -1,00 10 46 1193 61,0 72,4 84,2
5 3 1,00 -1,00 -1,00 10 46 1193 61,3 72,8 83,5
14 2 0,00 0,00 -1,76 7 55 840 58,8 69,0 80,3
14 4 0,00 0,00 -1,76 7 55 840 60,8 73,1 84,2
10 2 -1,76 0,00 0,00 2 55 1681 62,0 71,9 83,9
10 4 -1,76 0,00 0,00 2 55 1681 62,2 74,2 85,8
9 1 0,00 0,00 0,00 7 55 1681 64,1 74,0 86,2
13 2 0,00 1,76 0,00 7 70 1681 62,6 73,1 85,1
13 4 0,00 1,76 0,00 7 70 1681 63,9 76,7 88,2
9 2 0,00 0,00 0,00 7 55 1681 64,1 74,0 85,8
2 1 -1,00 -1,00 1,00 4 46 2168 62,1 73,9 85,9
2 3 -1,00 -1,00 1,00 4 46 2168 63,9 75,7 87,3
11 2 1,76 0,00 0,00 12 55 1681 61,8 74,1 85,9
11 4 1,76 0,00 0,00 12 55 1681 64,5 75,3 87,0
15 2 0,00 0,00 1,76 7 55 2521 63,5 77,1 88,7
15 4 0,00 0,00 1,76 7 55 2521 64,5 78,1 89,5
8 1 1,00 1,00 1,00 10 64 2168 62,1 76,0 87,7
8 3 1,00 1,00 1,00 10 64 2168 65,7 78,2 90,1
1 1 -1,00 -1,00 -1,00 4 46 1193 60,8 70,1 83,3
1 3 -1,00 -1,00 -1,00 4 46 1193 61,0 72,0 83,6
4 1 -1,00 1,00 1,00 4 64 2168 62,5 73,2 85,2
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4 3 -1,00 1,00 1,00 4 64 2168 65,1 76,7 87,9
3 1 -1,00 1,00 -1,00 4 64 1193 60,7 71,3 82,9
3 3 -1,00 1,00 -1,00 4 64 1193 63,3 74,1 85,4
9 3 0,00 0,00 0,00 7 55 1681 64,9 76,0 87,5
9 4 0,00 0,00 0,00 7 55 1681 64,9 75,9 87,3
ANEXO 2
Resultados do planejamento experimental - médias
RESULTADOS DA MEDIA
Biomassa Biomassa PHB Comercial
X; Xz X3 VIM .
EXP t(h) T(°C) (mL/g) Pureza (%) Rend P(3HB) (%) Solubilizagéo (%)
12 0,00 -1,76 0,00 7 40 1681 61,9 73,2 85,4
6 1,00 -1,00 1,00 10 46 2168 63,2 76,1 88,2
7 1,00 1,00 -1,00 10 64 1193 62,1 73,6 84.4
5 1,00 -1,00 -1,00 10 46 1193 61,2 72.6 839
14 0,00 0,00 -1,76 7 55 840 59,8 71,0 82,3
10 -1,76 0,00 0,00 2 55 1681 62.1 73.0 848
9 0,00 0,00 0,00 7 55 1681 64.4 747 86.5
13 0,00 1,76 0,00 7 70 1681 63,2 74.9 86,7
2 -1,00 -1,00 1,00 4 46 2168 63,0 74,8 86,6
11 1,76 0,00 0,00 12 55 1681 63,1 74,7 86,5
15 0,00 0,00 1,76 7 55 2521 64,0 77,6 89,1
8 1,00 1,00 1,00 10 64 2168 63,9 77,1 88,9
1 -1,00 -1,00 -1,00 4 46 1193 60,9 71,1 83,5
4 -1,00 1,00 1,00 4 64 2168 63,8 75,0 86,6
3 -1,00 1,00 -1,00 4 64 1193 62,0 72,7 84,1
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