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Resumo

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo polimeros sintetizados por diferentes bactérias,
que tém despertado grande interesse industrial por suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade, fundamental para aplicacGes na area médica.
Dentre o grande grupo de PHA, o polihidroxibutirato P(3HB) é o mais estudado devido
suas propriedades térmicas e mecanicas semelhantes aos polimeros de fonte
petroquimica. O processo de recuperacdo de PHA é uma das etapas de maior impacto
no custo final desses materiais, sendo o método de recuperacdo por solventes 0 mais
promissor para o escalonamento desse processo. Os solventes clorados sdo os mais
utilizados atualmente. As principais bactérias estudas para producdo de P(3HB) sdo
Gram-negativas, o que implica em uma parede celular menos espessa, em relacdo a
bactérias Gram-positivas, facilitando, assim, a difusdo de massa através dessa barreira.
Porém, essas bactérias Gram-negativas contém lipopolissacarideos (LPS), na qual pode
estar presente o lipideo A, uma endotoxina, extraida na técnica de recuperacao de
P(3HB) por solventes. Por ser Gram-positiva, o Bacillus megaterium n&o apresenta LPS
na sua parede celular, além disso, € um microrganismo bastante versatil em relacdo ao
substrato de cultivo, podendo se desenvolver em fontes de carbono complexas e baixo
custo, como subprodutos agroindustriais. Dessa forma, esta pesquisa objetivou
encontrar solventes alternativos aos halogenados para extracdo do P(3HB) a partir da
biomassa de B. megaterium. Foram realizados ensaios de solubilidade com acetato de
etila (AcEt), metil etil cetona (MEK), dimetil carbonato (DC), propionato de isoamila
(Plso), dimetilsulfoxido (DMSQO), carbonato de propileno (CP), 2-heptanona (2-Hp) e
N,N-dimetilacetamida (NNDA). AcEt, MEK e DC atingiram baixa concentragdo de
polimero em solucdo, inferior a 0,08 g/L. Para os solventes que apresentaram maior
afinidade com o P(3HB), determinou-se a faixa de concentragdo na qual se encontra a
solubilidade do P(3HB) a 140 °C, O PIso, apresentou valor entre 1,3 ¢ 2,5 g/L, 0o DMSO
entre 65 e 70 g/L, e 0 CP, a 2-Hp e o NNDA superior a 100 g/L. Os quatro solventes de
melhor desempenho, foram aplicados na extracdo de P(3HB) a partir da biomassa de
B. megaterium. O DMSO néo se mostrou seletivo, pois causou a digestdo da parcela
ndo-polimérica. A recuperacdo do P(3HB) pelo cloroférmio (Chl) foi usada como valor
comparativo para os demais solventes, 6,52 + 0,59% para 30 min de contato a 60 °C. O
CP e 2-Hp apresentaram desempenho melhor que Chl, 17,6 £ 0,2% e 7,3 = 0,1%,
respectivamente, para 15 min e 140°C. O NNDA foi o solvente de maior
potencialidade, atingindo uma recuperacao igual a 98,5 + 1,06% em 30 min.



Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polymers synthesized by different bacteria,
that have been arousing industrial interest because of their biodegradability and
biocompatibility properties, fundamental for application in the medical area. Among the
large group of PHA the Polyhydroxybutyraten P(3HB) is the most studied due to its
physical properties like polymers from pretrochemical sources. The PHA recovery
process is one of the steps with greater impact in the final cost of these materials, being
the recovery method using solvents the most promising one for scheduling the process.
The chlorinated solvents are the most used currently. The main bacteria studied for the
P(3HB) production are the Gram-negative, which implies in a thinner cell wall
facilitating the mass transference through this barrier. However, these microorganisms
present liposaccharide (LPS), in which lipid A may be present, an endotoxin extracted
with the solvent recovery technique. It substantiates the importance of the research
using Gram-positive bacteria that does not contain LPS. Besides been more versatile in
relation to the growing substrate, able of developing in complex carbon sources as
agroindustrial by products, without genetic manipulation. Therefore, this research aimed
to find alternative solvents to the non-halogenated for the extraction of P (3HB) from
the biomass of B. megaterium. Were realized solubility tests with ethyl acetate
(EtOAC), ethylmethylketone (MEK), dimethyl carbonate (DC), isoamyl propionate
(PIso), dimethyl sulfoxide (DMSO), propylene carbonate (CP), 2-heptanone (2-Hp) and
N, N-dimethylacetamide (NNDA). EtOAc, MEK and DC reached a low concentration
of P(3HB) (Sigma-Aldrich®) in solution, lower than 0,08 g/L. For solvents that showed
higher affinity with the P3HB, was determined a solubility range, PlIso demonstrated a
value between 1,3 and 2,5 g/L, DMSO between 65 and 70 g/L and CP, 2-Hp and
NNDA greater to 100 g/L.  The four solvents with the best performance were applied
in the P(3HB) extraction from the biomass. The DMSO was not selective, since it
caused the digestion of the non-polymeric portion. The P (3HB) recovery by chloroform
(Chl) was used as comparative for the other solvents, 6,52 + 0, 59% with 30 min of
contact time and temperature of 60 °C. The CP and 2-Hp showed a better performance
than Chl, 17, 6 £ 0,2% and 7,3 + 0,1%, respectively, with 15 min of contact time and
temperature of 140 °C. The solvent NNDA demonstrated the greater potentiality,
reaching a recovery rate of 98,5+ 1, 1%.
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Capitulo 1

Introducao

Os polimeros de origem petroquimica sdo materiais bastante versateis, pois
reinem baixa massa especifica e alta resisténcia mecanica, por isso, sua producao tem
crescido nas ultimas décadas. Muitas técnicas de reciclagem sdo conhecidas, porém
baixos indices sdo catalogados em paises em desenvolvimento. Isso implica que grande
parcela desses artigos plasticos pds-consumo € disposta no meio ambiente e causa
grande impacto ambiental, pois sdo de dificil degradabilidade (Milanez et al., 2012;
Nkwachukwu et al., 2013).

Assim, os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo uma alternativa aos polimeros
sintéticos por serem biodegradaveis (Holmes, 1985). Dentre a familia de PHAs, pode-se
destacar o polihidroxibutirato [P(3HB)], cujas caracteristicas assemelham-se aos
polipropileno e polietileno. Ressalta-se, ainda a potencialidade desse polimero para
aplicacdes na area médica, pois estudos apontam compatibilidade ao organismo humano
(Zinn et al., 2001). Trata-se de um tipo de plastico sintetizado no meio intracelular por
algumas bactérias e plantas como uma reserva de energia (Cincinnati e Fairfield, 1999;
Kulpreecha et al., 2009). O custo de recuperacdo desse polimero representa boa parte do
custo final do produto. Por isso, € de fundamental importancia, para maior utilizacdo do
P(3HB), a otimizacdo dessa etapa do processo produtivo. O método de maior
potencialidade para escalonamento é a extracdo por solventes (Ramsay et al., 1994).
Porém, solventes clorados, tdxicos e agressivos ao meio ambiente, sd0 0s mais
estudados e os que apresentam melhor rendimento nessa técnica (Dalcaton, 2006;
Lopez-Abelairas et al., 2015). Dessa forma, é fundamental se identificar solventes ndo-
halogenados com menor impacto ambiental e toxicidade, que atinjam altos indices de
recuperacdo e pureza de PHA.

Industrialmente as bactérias Gram-negativas sdo 0s principais microrganismos
utilizados para sintese do P(3HB) (Reddy et al., 2003). No entanto, a estrutura da
parede celular apresenta lipopolissacarideos (LPS), na qual pode estar presente o
lipideo A, uma endotoxina, que em aplicacbes medicas, pode causar resposta
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imunolégica no organismo dos seres humanos (Reatz et al., 2017). Uma alternativa é o
uso de bactérias Gram-positivas, que ndo apresentam LPS em sua constituicdo (Valappil
et al., 2007a; Naranjo et al., 2013).

Pouco ainda é conhecido a respeito da técnica de recuperacdo por solventes do
P(3HB) a partir de bactérias Gram-positivas. A peculiaridade desses microrganismos é a
presenca de uma parede celular mais espessa, que aumenta a resisténcia a transferéncia
de massa por essa barreira (Hogg, 2005). O que justifica o desenvolvimento de estudos
acerca da otimizacéo dessa etapa para futura aplicacdo industrial.

Portanto, o0 objetivo principal desse trabalho foi avaliar o desempenho de
solventes ndo-halogenados na extracdo do poli(3-hidroxibutirato) a partir da biomassa
de bactérias Gram-positiva Bacillus megaterium.

A fim de atingir o objetivo principal, definiram-se os objetivos especificos
descritos a sequir:

1. avaliar a solubilidade do P(3HB) padrdo Sigma-Aldrich® nos solventes
acetato de etila (AcEt), metil etil cetona (MEK), dimetil carbonato (DC), propionato de
isoamila (Plso), dimetilsulféxido (DMSO), carbonato de propileno (CP), 2-heptanona
(2-Hp) e N,N-dimetilacetamida (NNDA), segundo uma mesma condicéo operacional.

2. aplicar os solventes mais promissores para extragdo do P(3HB) em ensaios de
extracdo com a biomassa de B. megaterium.

3. verificar o impacto do pré-tratamento da biomassa por ruptura mecéanica na
recuperacdo do P(3HB).

4. verificar a possibilidade de realizar a co-precipitacdo do P(3HB) ap0s a etapa
de extracao.

A estrutura dessa dissertagdo esta divida em 6 capitulos.

O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliografica acerca da composicdo do
polimero e microrganismo de interesse para esta pesquisa, bem como, breves
explicacBes a respeito das técnicas de recuperacdo de polimero mais estudadas
atualmente. O Capitulo 3 descreve as etapas dos experimentos executados durante a
presente pesquisa. O Capitulo 4 apresenta os resultados obtidos e feitas as devidas
discussdes. O Capitulo 5 traz as consideracdes finais e sugestdes para proximos
trabalhos na mesma linha de estudo. Finalmente, o Capitulo 6 lista as referéncias
consultadas ao longo de todo o trabalho.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

A popularizacdo de plésticos como matéria-prima de uma série de bens de consumo
pouco durdveis, como embalagens de alimentos e produtos de higiene pessoal, tem gerado
uma enorme quantidade de residuos de dificil disposi¢do ou processamento. Por outro lado,
apesar de serem conhecidos diversos processos de reciclagem, o descarte inadequado desse
material pds-consumo muitas vezes dificulta ou até mesmo inviabiliza esses processos. O
resultado sdo baixos indices de reciclagem, especialmente no Brasil, onde apenas cerca de
20% é aproveitado pela industria de reciclagem (Milanez et al., 2012), enquanto que na
Suécia esse valor chega a 67% (Hage e Soderholm, 2008). Em tal cenario, uma alternativa
seriam os polimeros biodegradaveis, como os polihidroxialcanoatos (PHAS), caracterizados
pelo seu baixo/reduzido tempo de degradacdo quando sujeito a acdo microbiana.

Os PHAs sdo polimeros sintetizados e acumulados em granulos intracelulares por
determinados microrganismos em cultivos, geralmente, com restricdo de oxigénio, fésforo ou
nitrogénio, rico em carbono e com 0s sais minerais necessarios para a manutencao celular. A
principal dificuldade da disseminagdo do uso dos PHAs é o seu custo final, ainda bastante
superior ao valor de comercializacdo de polimeros de origem petroquimica. As causas para
isto incluem baixos indices de rendimento e produtividade dos microrganismos utilizados,
custo da fonte de carbono e nitrogénio, além das caracteristicas, que serdo abordados nesse
capitulo, acerca dos métodos de recuperacao e purificagdo disponiveis (Sudesh et al., 2000).

2.1 Estrutura molecular e caracteristicas fisico-quimicas do PHA

A estrutura geral do PHA ¢ apresentada na Figura 2.1, na qual os radicais, R1 e R2,
podem ser um atomo de hidrogénio ou uma sequéncia de até 13 atomos de carbonos,
enquanto o valor de x pode ser uma sequéncia de até 4 atomos de carbono. O grau de
polimerizagéo (n) pode variar de 100 a 300.000 vezes.
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Figura 2.1: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos. Fonte: (Valappil et al., 2007a)

Dentre as diferentes estruturas moleculares possiveis para os PHA, destaca-se o
polihidroxibutirato (P(3HB) ou PHB), por apresentar propriedades similares a polimeros de
fonte petroguimica largamente utilizados atualmente (Kulpreecha et al., 2009). A estrutura
deste polimero é representada na Figura 2.2, enquanto algumas propriedades para fins
comparativos sdo apresentadas na Tabela 2.1.

oo
—EO—CH—CHZ—CJ;
Figura 2.2: Estrutura Molecular do P(3HB). Fonte: (Pefia et al., 2014).

Tabela 2.1: Comparacdo de propriedades de alguns polimeros da familia dos PHAs e
polimeros de fonte de origem petroguimica. Fonte: adaptada de Lee (1996) e Sudesh (2000).

Médulo Resisténcia Alongamento

Polimero T’ 7o de Youn a tracdo na ruptura Resisténcia ao
©C) ©C) 9 ¢ P impacto (J/m)
(GPa) (MPa) (%)
P(3HB) 179-180 4 35 40 5 50
P(3HB-co-3HV)
3 mol% 3HV 170 25 38 60
9 mol% 3HV 162 1,9 37 95
14 mol% 3HV 150 15 35 120
20 mol% 3HV 145 1,2 32 50 200
25 mol% 3HV 137 0,7 30 400
71 mol% 3HV 83 13 -
Polipropileno 170 -10 1,7 34,5 400 45
Polietileno-tereftalato 262 2,2 56 7300 3400
Poliestireno 110 3,1 50 - 21

Temperatura de fusdo ou temperatura de amolecimento.
2Temperatura de transicdo vitrea.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do P(3HB), sua baixa estabilidade
térmica € um grande desafio para sua aplicagdo industrial, pois reduz a sua processabilidade
através de operacOes unitarias convencionais da industria de polimeros, como extrusdo e
injecdo. Isso ocorre porque o ponto de fusdo do P(3HB), que varia entre 170 e 180 ° C, é
muito préximo da temperatura de degradacao, 190 °C. Nessa temperatura se inicia 0 processo
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de ruptura das cadeias poliméricas (Holmes, 1985). Por isso, o estudo do copolimero
polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV) é bastante relevante, visto que seu
ponto de fusdo (Tm) é reduzido a medida que o percentual de hidroxivalerato aumenta na
cadeira polimérica. Esse aspecto contribui para a processabilidade do material.

A principal aplicacdo do PHA estd na area médica, que ja utiliza e comercializa
artefatos fabricados com esse material apesar do seu alto custo (Akaraonye et al., 2010).
Pode-se destacar producdo de estruturas de apoio para engenharia de tecidos e administracao
de farmacos, conhecidos por scaffolds e stends. O baixo volume de PHA utilizado para
producédo desses artigos e seu alto valor agregado viabilizam sua produgéo. No organismo,
esse biopolimero apresenta baixos niveis de rejeicdo, pois, quando metabolizado, o principal
produto € o &cido 3-hidroxibutirico, composto quimico ja presente no sangue humano (Zinn et
al., 2001).

A produgdo do PHA vem sendo largamente estudada. Na maioria dos casos se utiliza
uma cultura contendo uma Unica espécie de bactéria. Porém, investiga-se a possibilidade de
utilizacdo de culturas microbianas mistas em residuos agroindustriais ou em efluentes de
determinadas indudstrias como fontes de carbono de baixo custo (Villano et al., 2014).

Espera-se que no futuro, através do desenvolvimento de plantas transgénicas, seja
ainda possivel a produgdo de P(3HB) no interior de células vegetais, que acumulariam o
polimero durante seu crescimento. Dessa forma, seriam associadas a producédo de alimentos e
polimero em uma mesma area de cultivo agricola (Lee, 1996; Cincinnati e Fairfield, 1999).
Apdbs a modificacdo genética, a planta Elaeis guineensis (palmeira de dend€é) passa a acumular
P(3HB) em suas folhas, sem deixar de produzir o 6leo de palma em seus frutos (Parveez et
al., 2015).

2.2 Microrganismos e meios de cultivo usados para producao de
P(3HB)

Desde o primeiro relato a respeito da sintese de PHAs em Bacillus megaterium,
diversas outras bactérias foram identificadas como microrganismos capazes de produzir esse
polimero (Lemoigne, 1926 apud Kulpreecha et al., 2009; Scheper, 2001). A sintese do
poliéster acontece quando ha limitagdo de um nutriente, como nitrogénio, fosforo, oxigénio,
mas ha disponibilidade de carbono no meio de cultivo. Nessas condi¢cbes O P(3HB) é
produzido e armazenado no meio intracelular na forma de granulos, que podem ser
observados por microscopia eletrénica de varredura, como mostra a Figura 2.3. Em caso do
nutriente faltante ser restabelecido, enzimas depolimerazes degradam e metabolizam o
polimero como fonte de energia (Merrick e Doudoroff, 1964; Du e Yu, 2002).
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Figura 2.3: Granulos de P(3HB) intracelular de Bacillus megaterium em 48 h de cultivo.
Microscopia Eletrénica (x 30.000). Fonte: (Gouda et al., 2001).

Uma das bactérias mais referenciadas na literatura para producdo de P(3HB) é a
Cupriavidus necator, devido a habilidade dessa bactéria em acumular grande quantidade de
polimero, chegando a representar até 80% da massa de células secas (Lee, 1996; Henderson e
Jones, 1997). Esse microrganismo é inclusive aplicado como produtor de P(3HB) em escala
industrial, sendo a glicose 0 meio de cultivo. Apesar desse substrato ser o mais utilizado (Kim
et al., 1994; Henderson e Jones, 1997) como fonte de carbono para C. necator selvagem, esta
pode sofrer modificacBes genéticas para sintetizar polimero a partir de substratos de menor
custo, como por exemplo o glicerol, subproduto da producdo de biodiesel. Cavalheiro
et al.(2009) atingiram um acumulo de 82,5 g de células de C. necator recombinante por litro
de meio de cultivo, com 62% de P(3HB). Povolo et al.(2010) ainda avaliou a viabilidade da
producéo de PHAS, a partir de subprodutos ricos em lactose gerados na producdo de queijos,
com utilizando também C. necator geneticamente modificada. Nesse estudo, foi evidenciado
maior rendimento de producdo de polimero se comparada a bactéria selvagem. Dessa forma,
apesar da C. necator ser uma das bactérias mais estudadas, ela s6 é capaz de metabolizar
PHAs a partir de subprodutos industriais de menor custo, quando sujeita a modificacdes em
seu DNA.

Outra bactéria que tem se destacado é a Azohydromonas lata (Alcaligenes latus), por
apresentar rapida multiplicacdo celular e acumular PHA durante sua fase de crescimento.
Yamane et al.(1995) identificaram que com um pequeno tempo de cultivo (18 h) seria
possivel atingir uma concentracdo de células igual a 142 g/L e de P(3HB) igual a 68,4 g/L
partindo-se de um in6culo de 13,7 g/L. Destaca-se o fato desse estudo ter usado como meio de
cultivo a sacarose, uma fonte de carbono de menor custo que a glicose. Wang e Lee (1997)
também identificaram alto percentual de polimero em relacdo a massa de células do cultivo
microbiano em sacarose, obtendo 87% de P(3HB) em relacdo a massa de células bacterianas
secas.

O género de bactérias Methylobacterium se destaca pela sua capacidade de crescer e
acumular P(3HB) utilizando como fonte de carbono o metanol, substrato de baixo custo
(Mokhtari-Hosseini et al., 2009). Bourque et al.(1995), aplicando diversas condigOes de
cultivo de Methylobacterium extorquens DSMZ 1340, obtiveram concentrages de células
variando entre 100 e 115 g/L e proporcdo de P(3HB) em relacdo & massa seca de células entre
40 e 46%.
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O acumulo de P(3HB) em Escherichia coli recombinante pode variar entre 30 até
95% em peso seco de celulas (Fidler e Dennis, 1992; Kusaka et al., 1997). Lee e
Chang (1993) avaliaram a densidade celular possivel para E. coli pSYL104 em sacarose, que
seria uma fonte de carbono de valor inferior a glicose. Apos cultivo de 48 h atingiram
concentracdo de células igual a 125¢/L, o que sugere grande potencial da E. coli
recombinante de apresentar alto produtividade de producéo de P(3HB). Visto que a producéo
de P(3HB) esta diretamente relacionada ao espaco intracelular, a densidade de células no
meio de cultivo é um fator determinante para se obter maior quantidade de polimero.

Duas bactérias do género Bacillus se destacam na literatura como produtoras de PHAs,
0 Bacillus cereus e o Bacillus megaterium. Trata-se de bactérias Gram-positivas,
caracteristica cujas implicacfes no processo de extracdo do polimero serdo abordadas na
Secéo 2.4.

A bactérias da espécie B. cereus apresenta a capacidade de quebrar o amido e utiliza-
lo como fonte de carbono por sintetizar a enzima amilase. Hamali (2008) verificou que a
bactéria chegou a acumular 48% de P(3HB) em peso seco durante o cultivo. Enquanto que
Valappil et al. (2007b) ainda salientam a potencialidade da B. cereus em futuras aplicacdes
em escala industrial.

A bactéria B. megaterium é capaz de se desenvolver e acumular P(3HB) utilizando
como fonte de carbono de residuos agroindustriais, considerados substratos de baixo valor
agregado (Sathiyanarayanan et al., 2013), sem necessidade de modificacdo genética. O
armazenamento do poliéster ocorre em granulos, como o modelo representado na Figura 2.4.
O B. megaterium recobre sua reserva de P(3HB) por uma monocamada de lipideos (0,5% em
base méssica) e proteinas (2%) (Zinn et al., 2001).

PHA

Proteinas
PHA polimerase

PHA despolimerase

Monocamada de fosfolipideos

Figura 2.4: Estrutura do granulo de PHA em B. megaterium (Zinn et al., 2001).

Diversos substratos vém sendo avaliados em cultivos bacterianos, tendo sido
evidenciada a viabilidade da utilizac&o de sacarideos, glicerol e 6leos vegetais como fontes de
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carbono. Dentre possiveis substratos, destaca-se o interesse especial no uso de subprodutos
industriais de baixo custo e pouca aplicabilidade em outros processos. Bagaco desengraxado
de dendé (Zhang et al., 2013), glicerol proveniente da producdo do biodiesel (Naranjo et al.,
2013), soro de leite (Hassemer et al., 2015), melaco de cana de aclcar (Kulpreecha et al.,
2009) e hidrolisado de casca de soja (Glanert et al., 2015) sdo exemplos de substratos ja
utilizados.

No aspecto de flexibilidade de substrato para cultivo, o B. megaterium se destaca com
relacdo a bactéria Gram-negativa mais utilizada, C. necator, que tém preferéncia por
monossacarideos, principalmente a glicose. Sendo necessarias manipulagdes genéticas para
que seja capaz de se desenvolver em fontes de carbono de composi¢do complexas como
subprodutos industriais.

A produgdo de P(3HB) com o B. megaterium utilizando glicerol, subproduto da
producdo do biodiesel, purificado previamente por métodos fisicos como fonte de carbono foi
avaliada por Naranjo et al. (2013). Em condi¢6es identificadas como ideais (pH 7, saturacédo
de oxigénio 80% e temperatura 33 °C) foi possivel obter indices de acimulo de P(3HB),
produtividade e massa seca superiores ao obtidos quando utilizada glicose como Unica fonte
de carbono. Desconsiderando-se o custo de recuperacdo do solvente utilizado na purificacdo
do P(3HB), os autores estimaram o custo de producdo do P(3HB) obtido a partir de glicerol
recuperado em comparacao ao produzido a partir de glicose, chegando a valores finais de
2,6 US$/kg de P(3HB) e 3,3 US$/kg de P(3HB), respectivamente. A utilizacdo de glicerol
purificado representou uma reducdo de 21% no custo total do processo.

Em outro estudo, o bagaco proveniente da extracdo de 6leo de dendé, rico em celulose
e hemicelulose e, quando sujeito a tratamento de quebra molecular prévio, decompdem-se em
um meio de cultura rico em glicose e xilose, monossacarideos, que podem ser convertidos em
P(3HB) sob acédo bacteriana. Em testes com este substrato, a cepa de B. megaterium R11 foi
capaz de produzir P(3HB), sendo que a maior producdo de P(3HB) ocorreu quando foi
utilizada triptona, concentracdo de 6 g/L, como fonte de nitrogénio. O percentual de P(3HB)
acumulado evidenciado foi 43 + 3,8%, o fator de converséo foi de 0,20 g/g e 0 peso seco de
células foi de 6,31 + 0,19 g/L (Zhang et al., 2013).

Resultados promissores foram obtidos para produgdo de P(3HB) através de
B. megaterium utilizando-se fonte de carbono e nitrogénios de baixo custo (Kulpreecha et al.,
2009). Foram comparados dois substratos ricos em carbono, sacarose e melago, um produto
intermediério do processo de fabricacdo de agucar, que é rico em sacarose e minerais tais
como manganés, magnésio, fésforo, potassio, zinco, sodio e célcio. A fonte de nitrogénio
também foi avaliada, comparou-se sulfato de aménia e ureia em quantidades equivalentes de
oferta de nitrogénio. Os maiores indices de produtividade, massa seca de biomassa e
percentual de P(3HB) em massa seca foram obtidos se fazendo uso de melaco e ureia,
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chegando a atingir valor 0,09 g/L/h de produtividade e 49,92% de biomassa seca,
considerando-se ureia como fonte de nitrogénio.

Alguns relatos na literatura ressaltam que fontes de carbono néo purificadas, ou seja,
que ndo sejam formados por um determinado carboidrato isolado, sdo melhores substratos
para crescimento bacteriano. Isso ocorre, provavelmente, porque estes meios contém outros
nutrientes necessarios para crescimento celular, além de carboidratos, tais como &cidos
organicos, minerais e vitaminas (Kulpreecha et al., 2009). Tais resultados sdo especialmente
animadores quando se avalia seu impacto no custo de producdo do P(3HB), devido ao menor
custo dos substratos ndo purificados que passaram pelo processo de obtengdo de um ou mais
sacarideos especificos.

Inclusive métodos de cultivo em estado sélido, como alternativa de otimizacdo do
processo produtivo, vém sendo estudados. Os substratos utilizados nesses cultivos podem ser
subprodutos agroindustriais, uma estratégia interessante para reducdo do custo de producdo
relativo & fonte de energia fornecida para o B. megaterium (Sathiyanarayanan et al., 2013).

Dessa forma, um dos motivos que sustenta a escolha pelo B. megaterium como
microrganismo produtor de PHA nessa pesquisa € a sua capacidade de crescimento e sintese
de P(3HB) a partir de diversos substratos de baixo custo.

2.3 Estrutura da parede celular bacteriana

As bactérias produtoras de P(3HB) podem ser classificas em Gram-positivas e Gram-
negativas de acordo com a composicdo de sua parede celular. Grande parte dos
microrganismos produtores de P(3HB) sdo Gram-negativas, sendo apenas as bactérias do
género Bacillus os exemplos de Gram-positivas, como mostra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Classificacdo da parede celular de bactérias produtoras de PHA.
Fonte: (Valappil et al., 2007a)

Microrganismo Parede Celular
Cupriviadus necator? selvagem Gram-negativa
Methylobacterium sp. Gram-negativa
Azohydromonas lata Gram-negativa
Pseudomonas olevorans Gram-negativa
Cupriviadus necator recombinante Gram-negativa
Escherichiacoli recombinante Gram-negativa
Bacillus megaterium Gram-positiva
Bacillus cereus Gram-positiva

2 A C. necator anteriormente era nomeada como Alcaligenes eutropus e Ralstonia eutropha
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Tanto paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sdo formadas
por uma estrutura macromolecular conhecida por peptideoglicano (Figura 2.5) um polimero
natural formado por dois monémeros ligados de maneira alternada, N-acetilglicosamina
(NAG) e N-acetilmuranico (NAM). A diferenca esta no fato de paredes de bactérias Gram-
positivas serem formadas por multiplas camadas de peptideoglicano, enquanto que em
paredes de bactérias Gram-negativas ha apenas uma Unica ou poucas camadas dessa estrutura.
Essa diferenciagdo estrutural resulta em paredes celulares muito mais robustas, no caso de
bactérias Gram-positivas, podendo representar de 30 a 70% da massa seca do microrganismo,
desconsiderando a massa do produto intracelular, como o P(3HB). Enquanto, no caso de
bactérias Gram-negativas, esse valor € inferior a 10% (Hogg, 2005).

N-acetilglicosamina Acido N-acetiimuramico
(NAG) (NAM)

CH,OH
| IS

Figura 2.5: N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM) unidos como na
peptideoglicana (Tortora et al., 2012)

Outro fator diferencial fundamental das bactérias Gram-positivas, € a presenca de
acidos teicoicos na sua estrutura (Figura 2.6). Essa molécula é formada pela unido de um
acido e fosfato, grupo que atribui carga global negativa a parede celular.
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Figura 2.6: Constituicdo da parede celular de bactérias Gram-positivas. Adaptada de

Hogg (2005).
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Como pode ser visualizado na Figura 2.7, os acidos teicoicos podem estar ligados aos
peptideoglicanos da parede celular (wall teichoic acids, WTA) ou aos lipideos da membrana
celular (lipoteichoic acids, LTA). Os WTAs podem representar de 30 a 60% em massa da
parede celular (Neuhaus e Baddiley, 2003). Ambas as estruturas estdo presentes
simultaneamente em varias espécies de bactérias Gram-posivitas (Steen, 2005).

peptideoglicano —>

acido lipoteicoico (LTA) ‘

membrana plasmatica -

fo'ole’e/ole’clecococlovecel
citoplasma —»

Figura 2.7: Distribuicéo dos acidos teicoicos na parede celular de bactérias Gram-positivas.
Adaptada de Brown et al. (2013).
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Os &cidos teicoicos tém sido relacionados a diversos processos celulares, tal como, o
controle da atividade da enzima auto lisina, responsavel pelos processos de quebra das
camadas de peptideoglicano, permitindo a multiplicacdo e autolise celular. Além de estarem
diretamente envolvidos nas propriedades eletroquimicas da parede celular, por formarem
ligacGes com cations, mono e bivalentes, a fim de reduzir a repulséo entre os grupos fosfatos,
de densidade negativa (Swoboda et al., 2010; Brown et al., 2013).

Bactérias Gram-negativas a fim de compensar a menor espessura da camada de
peptideoglicano apresentam na membrana externa lipopolissacarideos (LPS), estrutura
complexa representada na Figura 2.8, formada entre lipideos e carboidratos (Tortora et al.,
2012).

Meio extracelular
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é 5
u O O uu ug/ Fosfolipideo
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e
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Meio intracelular

Figura 2.8: Constituicdo da parede celular de bactérias Gram-negativas. Adaptada de
Hogg (2005).

O lipopolissacarideo (LPS), estrutura ausente em bactérias Gram-positivas, pode
conter lipideo A, que é uma endotoxina causadora de patogenicidade (Naranjo et al., 2013). O
lipideo A € um composto organico extraido juntamente com o P(3HB) na etapa de
recuperacdo do polimero com solventes de bactérias Gram-negativas, como € o caso, por
exemplo da C. necator (Lee et al., 1999). Esse fato € um complicador em aplicacdes
medicinais, pois esse lipideo pode promover a rejeicdo do componente no organismo do
paciente, sendo necessaria a implementagéo industrial de uma etapa de purificagdo do produto
final. Mesmo com essa dificuldade, os exemplos de produgdo em escala industrial atualmente
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se restringem a producdo de P(3HB) a partir de bactérias Gram-negativas (Valappil et al.,
2007a). Portanto, outro motivo para se utilizar bactérias do género Bacillus como
microrganismos produtores de P(3HB) é a auséncia de LPS em sua parede celular, o que
permite a exclusdo de uma posterior etapa de purificacdo do polimero apds sua extragéo.

O género Bacillus retune espécies patogénicas, que € 0 caso da B. cereus. Algumas
cepas desse microrganismo estdo relacionadas a infeccdes alimentares (Kotiranta et al., 2000).
Porém o B. megaterium, espécie utilizada na presente pesquisa é uma espécie ndo causadora
de doencas (Hanna e lIreland, 1999), o que a torna mais atrativa no caso de futuro
escalonamentos de processo.

A Tabela 2.3 apresenta um resumo das principais diferencas entre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Tabela 2.3: Comparacao das principais diferencas observadas entre a composicao da parede
celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Adaptada de Tortora et al. (2012).

Caracteristica Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas

Espessura da camada de Espessa (multiplas camadas) Fina (Unica ou poucas

peptideoglicano camadas)
Acidos teicoicos Presentes em muitas Ausentes
Membrana externa Ausente Presente
Contetido de lipopolissacarideo Nenhum Alto
(LPS)

Resisténcia a ruptura fisica Alta Baixa

2.4 Recuperacao do Polimero

A escolha do método de recuperacdo do polimero do meio intracelular é determinante
para o custo final do produto. Por isso, a fim de aumentar o rendimento dessa etapa, pode ser
associada uma técnica de pré-tratamento da biomassa, que tém como principal finalidade
fragilizar a parede celular e facilitar a separacdo da parcela polimérica da ndo-polimérica. As
principais técnicas de recuperacdo podem ser agrupadas em trés grupos, método de digestdo
celular, separagdo mecanica e extracdo por solventes. Sendo ainda possivel encontrar relatos
na literatura do uso de técnicas associadas em um mesmo processo de purificacdo dos PHAsS.

2.4.1 Técnicas de pré-tratamento da biomassa

A recuperagdo de produtos intracelulares j& é entendida ha bastante tempo como um
processo que exige uma etapa de pré-tratamento da biomassa com o propoésito de elevar os
indices de recuperacdo dos produtos de interesse (Chisti e Moo-Young, 1986). O tratamento
prévio visa romper ou aumentar a permeabilidade da parede celular do microrganismo. S&o
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conhecidos diversos meios de recuperacdo dos granulos intracelulares de P(3HB) (Jacquel et
al., 2008). A seguir séo discutidas as peculiaridades de cada um dos métodos, bem como a
influéncia de tratamentos preliminares da biomassa, a fim de aumentar o rendimento da
recuperacao polimérica com menor impacto na massa molar e maior pureza.

A ruptura mecénica de células compreende o rompimento da parede celular com
liberacdo dos produtos citoplasmaticos. Essa técnica € especialmente importante no caso de
bactérias Gram-positivas, por apresentarem maior resisténcia a recuperacdo do polimero
(Harrison, 1991).

Pulsos de pressdo com CO: supercritico (CO2-sc) sdo capazes de causar a ruptura
celular, reduzindo o tempo de exposicdo do polimero ao solvente. Hejazi et al. (2003)
afirmaram que seria possivel recuperar 89% do polimero em 15 min de contato
biomassa/cloroférmio a partir das células submetidas ao fluxo de COz-sc por 100 min,
200 atm, 40 °C e metanol. A aplicacdo de fluido supercritico ainda € uma técnica pouco
estudada quando se refere a ruptura celular para recuperacéo de P(3HB).

De acordo a Hampson e Ashby (1999), apesar de evidenciada baixa solubilidade do
P(3HB) em CO»-sc, ao se submeter a biomassa ao fluido supercritico, ocorre a remoc¢éo de
lipideos celulares. Isto permitiria atingir maior teor da pureza do P(3HB) recuperado pela
técnica de extracdo por solventes, visto que solventes halogenados solubilizam ndo apenas o
polimero intracelular, mas também os lipideos da biomassa (Hampson e Ashby, 1999).

Diferentes técnicas de pré-tratamento da biomassa foram avaliados por
Divyashree et al. (2009). A biomassa de Bacillus flexus foi submetida a trés tratamentos
prévios, a acdo de proteases produzidas por Microbispora sp., a ultrassom e a digestdo por
hipoclorito de sédio. Na etapa de recuperacdo de P(3HB) a biomassa foi adicionada a um
sistema aquoso de duas fases, polietileno glicol (PEG) (12%, m/v) e fosfato de potassio
(9,7%, pH 8,0). Nesse sistema, esperava-se que o polimero permaneca na fase superior de
PEG, enquanto que o residuo celular permaneca na fase inferior do sistema. A comparagdo
das técnicas de pré-tratamento permitiu identificar que a recuperacdo a partir das células
submetida ao ultrassom é bastante inferior, 19%, em relacdo a obtida por hipoclorito de sédio,
51%, e acdo de proteases, 45,3%.

Quines (2015) avaliou o impacto da aplicacdo de métodos mecanicos sobre C. necator
antes da etapa de extracdo de P(3HB) por carbonato de propileno. Foram avaliados ultrassom
e homogeneizador de alta pressdo, sendo o segundo, 0 método destacado como 0 mais
eficiente e promissor para aplicagdo em escala industrial. A aplicacdo em conjunto das
técnicas de rompimento celular e extracdo por solventes, permitiu trabalhar com menor tempo
de contato biomassa/solvente, 0 que impacta em menor agressdo a estrutura molecular do
polimero, além de economia de energia.
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2.4.2 Técnicas de recuperagéo do polimero

a) Recuperacdo por digestdo celular por via quimica ou enzimatica

A técnica de digestdo celular visa a solubilizagdo do material celular com liberagdo
dos granulos de polimero na forma solida no meio (Kunasundari e Sudesh, 2011). O processo
de digestdo celular pode ocorrer por acdo de agentes quimicos ou por acdo de enzimas
(Quines et al., 2015a).

No método que utiliza agentes quimicos, um dos grandes desafios € minimizar a
agressdo sofrida pelo polimero durante o tratamento. Recentemente, foram avaliados
separadamente o hidroxido sddio, hipoclorito de sodio, acido sulfurico, bem como a mistura
de hipoclorito de sodio e diclorometano (L6pez-Abelairas et al., 2015). Foi possivel
evidenciar a reducdo de massa molar do P(3HB), a qual diminuiu entre 3,8 a 11,8 vezes
quando comparada ao polimero extraido por extracdo com cloroférmio. Além disso,
observou-se 0 aumento do indice de polidispersdo entre 1,6 e 4,5 vezes.

Outra dificuldade é o répido decréscimo de eficiéncia de digestdo celular com o
aumento da propor¢do de biomassa seca e volume de solucdo utilizada. Foi observado que
para a propor¢do de 2,5% (massa de solidos/volume de solugdo de hipoclorito de sodio
comercial) a taxa de recuperacdo de P(3HB) foi de 82% com pureza de 97-98%, enquanto que
guando a proporcdo avaliada foi de 7,5% (massa de sélidos/ volume de solucéo) estes valores
decresceram para 70 e 80%, respectivamente (LOpez-Abelairas et al., 2015).

Uma das alternativas existentes conjuga a acdo de agentes surfactantes e quelantes.
Enquanto o agente quelante promove o rompimento celular, o agente surfactante promove a
solubilizacdo do material que ndo seja de P(3HB). Tal método, nas condicBes ideais
encontradas (proporc¢do de 12:1 de biomassa seca: surfactante, 8:1 de biomassa seca: quelante,
temperatura de 50 °C, pH igual a 13 por 10 min) foi capaz de permitir recuperacdo de 98,7%
com pureza de 93,3%. Porém, como consequéncia do ataque quimico, houve grande
diminuicdo da massa molar do P(3HB) no processo de recuperacéo (Chen et al., 1999).

O método de digestdo celular por agdo enzimatica pode ser classificado como método
bioldgico de recuperagdo do P(3HB). Algumas enzimas sdo capazes de solubilizar a parede
celular sem agredir significativamente a massa molar do polimero. No final do processo se
obtém duas fases, uma sélida constituida de P(3HB) e uma fase liquida com os demais
constituintes do microrganismo.

Kapritchkoff et al. (2006) verificaram a capacidade de digestdo de material celular de
C. necator (Ralstonia eutropha) por diversas enzimas. Entre elas se destacaram a bromelina e
a tripsina, ambas proteases, que sdo enzimas capazes de romper ligacbes peptidicas. Tais
enzimas foram testadas segundo diferentes formas de operagéo, isoladas, aplicadas em um



16 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

estagio e em dois estagios, com lavagem das células entre os periodos de contato com a
biomassa, e conjugadas. A maior solubilizacdo de matéria ndo-P(3HB), préximo de 90%,
ocorreu quando as células foram previamente liofiozadas e re-suspendidas em solugdo tampéo
de pH 4,75.

Recentemente foi testada a possibilidade de facilitar a lise celular pela adicdo de
agentes surfactantes e agentes quelantes de ions célcio e magnésio, a fim de aumentar a
eficiéncia da recuperacdo enzimatica. Através desse método de recuperacdo, foi possivel
atingir 94% de pureza final com redugdo de 6% na massa molar média, partindo-se de um
percentual de P(3HB) em massa de células secas de C. necator superior a 37% (Martino et al.,
2014).

Neves (2009) avaliou diferentes enzimas para digestdo da parcela ndo-P(3HB) a partir
de C. necator. A Celumax® BC foi identificada como a enzima de maior potencial para o
processo de recuperacdo de polimero, ndo tendo sido necessario o0 uso de outros produtos
quimicos no processo de rompimento celular.

A baixa degradag@o molecular deve-se a grande especificidade das enzimas, ou seja, a
capacidade desses biocatalisadores reagirem apenas com determinadas moléculas da
constituicdo da parede e membrana celular. Porém esse metodo ainda apresenta alto custo
quando comparado com métodos alternativos de recuperacdo de PHA, devido ao valor
elevado das enzimas empregadas no processo(Quines et al., 2015a), apesar disso
Neves (2009) sugere que o alto custo da enzima pode ser compensado pelo seu desempenho.

b) Recuperacdo por método mecéanico

A recuperacdo por método mecénico do P(3HB) ocorre em duas etapas. Inicialmente,
as células suspendidas em meio liquido sdo submetidas ao processo de rompimento celular e
em seguida centrifugadas para separacdo do P(3HB) do restante dos residuos celulares (Van
Hee et al.,, 2004; Quines et al., 2015a). Os equipamentos de ruptura celulares mais
referenciados na literatura sdo o moinho de esferas e o homogeneizador de alta pressdo
(Harrison, 1991).

Tamer et al.(1998) compararam esses dois equipamentos para ruptura mecanica com a
técnica de digestdo celular quimica para recuperacdo de P(3HB) de Azohydromonas lata. Os
resultados encontrados sugerem que a digestdo celular com dodecilsulfato de sodio e
hipoclorito ndo seria adequada para aplica¢fes industriais devido ao grande tempo necessario
para acao dos agentes quimicos. Enquanto que, entre as técnicas de recuperacdo por método
mecanico avaliadas, a aplicacdo do homogeneizador de alta pressdo € superior ao moinho de
esferas para suspensées com quantidade superior a 45 kg de massa seca de células por metro
cubico. No mesmo estudo, ainda se identificou que a eficiéncia da ruptura mecanica esta
associada a concentracdo de biomassa no meio liquido.
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Ghatnekar et al. (2002) defendem que o homogeneizador de alta presséo seria um
método com potencial para aplicacao industrial ao obter rendimento de 95% e pureza de 80%
para o P(3HB) recuperado a partir de Methylobacterium sp V49, processada em dois ciclos
com pressdo igual a 400 kgf/cm?. Os autores observaram ainda que quando a pressio é
aumentada, ocasiona 0 aumento da temperatura, e esta, quando atinge valores proximos ou
acima de 60 °C, provoca o fendmeno de precipitacdo de algumas proteinas presentes na
suspensdo, o que dificulta a separacdo do P(3HB) do sélido obtido.

Um dos desafios do método de recuperacdo mecéanica de P(3HB) é a baixa pureza do
polimero produzido. A associa¢do de tratamento fisico com agentes quimicos pode resultar
em aumento da pureza do polimero obtido. Ling et al. (1997) obtiveram a melhor recuperagao
e pureza de P(3HB), 81% e 96,5%, respectivamente, a partir de E. coli recombinante quando
realizaram, ap0s a primeira centrifugagdo, um tratamento com hipoclorito de sodio. Esse
tratamento facilitou a separacao dos granulos de P(3HB) dos detritos residuais de biomassa,
aumentando a pureza do produto obtido. Os mesmos autores sugerem que tal técnica de
recuperacdo seria competitiva para aplicacdo em escala industrial, pois ndo requer, tratamento
enzimatico ou adicdo de detergentes nem mesmo pos-tratamento com peroxido de hidrogénio.
O P(3HB) obtido apresentou baixo teor residual de proteinas e DNA bacteriano.

Garcia (2006) apud Quines et al. (2015a) afirmam que a moagem em moinho de
esferas provoca o rompimento da parede celular. Porém a otimizagdo e escalonamento dessa
técnica é bastante complexa, pois sua eficiéncia depende de muitos fatores, como, por
exemplo, tamanho e quantidade das esferas, geometria interna do equipamento, temperatura e
concentragéo celular.

Assim como ja referenciado na Secdo 2.4.1, é possivel associar a ruptura mecéanica a
outras técnicas de recuperacdo de P(3HB). Essa associacdo se torna especialmente favoravel
quando a etapa subsequente € a recuperacdo por solventes. O tratamento mecanico prévio da
biomassa pode facilitar a solubilizacdo do polimero por reduzir a resisténcia a transferéncia de
massa ao fragilizar ou romper completamente a parede celular.

¢) Recuperacdo por extracdo com solventes

O método de recuperacdo de P(3HB) mais adotado industrialmente € a extracdo por
solventes, que permite atingir altos niveis de pureza (Ramsay et al., 1994; Quines et al.,
2015a). A vantagem dessa metodologia é a facilidade de escalonamento e aplicacdo em
ambiente industrial, visto que faz uso de equipamentos de facil operacao.

Essa técnica de recuperacdo pode ser compreendida em dois estagios: inicialmente a
permeabilidade da membrana bacteriana é modificada permitindo a entrada do solvente no
meio intracelular, que entdo é capaz de solubilizar o granulo de polimero e carrega-lo para o
meio extracelular. Na sequéncia, o PHA ¢ separado por evaporacdo completa do solvente ou
por precipitacdo do polimero, que pode ser promovida pela adicdo de um ndo-solvente a
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solucdo polimero-solvente (Jacquel et al., 2008) ou ainda por reducdo da temperatura (Riedel
etal., 2013).

Os solventes clorados foram os primeiros a apresentarem resultados satisfatorios para
recuperacdo de PHA. Ramsay et al. (1994) avaliaram a solubilidade de P(3HB) em
cloroformio, diclorometano e 1,2-dicloroetano com e sem pre-tratamento com acetona e em
diferente condicbes de operacdo. Atingiu-se 70% de recuperacdo e 96% de pureza para
15 min de contato com C. necator (A. eutrophus), pré-tratada com acetona. Nesse estudo
utilizou-se a proporcao de 10 mL de solvente para cada grama de biomassa liofilizada. O pré-
tratamento com acetona contribuiu para o aumento do percentual de recuperacdo e pureza do
P(3HB) intracelular, o que foi apontado como um indicio de que, solventes polares facilitam a
extracdo possivelmente por removerem as moléculas de agua que permanecem ligadas a
parede celular, mesmo apds a liofilizacdo. Esse mesmo estudo ainda quantificou a degradacédo
do polimero quando posto em contato com o cloroférmio, verificando que ha réapida
degradacédo da estrutura molecular na primeira hora, com uma reducdo de aproximadamente
30% na massa molar média.

Valappil et al.(2007b) aplicaram a técnica de recuperacdo por solventes para uma
bactéria Gram-positiva, B. cereus. Os autores encontraram uma recuperacao de 82% e pureza
de 92% para um tempo de contato de 48 h a 37 °C, utilizando cloroférmio. Correa (2014),
aplicando a mesma condicdo de extracdo para B. megaterium, encontrou 100% e pureza de
100%. Esses foram os Unicos relatos encontrados na literatura sobre a aplicacdo dessa técnica
para bactérias Gram-positivas.

No entanto, apesar de capazes de extrair o PHA intracelular, solventes clorados
apresentam alto potencial poluidor. Dessa forma, é de interesse encontrar um solvente
alternativo, preferencialmente organico, produzido a partir de recursos renovaveis e de baixo
impacto ambiental. Em sua patente, Kudikar et al.(2000) afirmam que bons solventes para
PHA seriam compostos de cadeia aberta ou fechada de alcoois de 4 a 10 carbonos, ésteres de
1 a 13 carbonos, amidas de 2 a 18 carbonos e cetonas de 2 a 12 carbonos em sua estrutura
molecular.

Algumas patentes industriais que apontam a viabilidade de métodos de recuperagéo de
PHA do meio intracelular com solventes de baixa toxicidade ja foram publicadas.
Mantelatto (2004) descreveu um processo, capaz de recuperar o PHA em escala industrial
utilizando alcool isoamilico, que mais tarde, em sua tese, foi comparado em termos de
capacidade de extracdo com o propionato de isoamila. Este Ultimo mostrou-se muito
promissor, pois foi capaz de atingir concentracdo superior a 12 g de P(3HB) em 100 g de
solvente a temperaturas proximas a temperatura de ebulicdo, o que representa cerca de
17 vezes mais biopolimero dissolvido no extrato (Mantelatto, 2011).
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A solubilidade do P(3HB) em solventes alcéolicos (isopentanol, n-pentanol, n-butanol,
e isobutanol) foi avaliada por Corréa (2014), que relatou que nenhum dos alcoois anteriores
foi capaz de dissolver quantidades significativas do bioplastico.

Ibrahim e Steinblchel (2009) testaram tetracloreto de carbono e acetato de etila, ndo
tendo sido identificada consideravel solubilizacdo quando se utilizou a proporcdo de 100 mg
de células em 2 mL em solvente, em contato overnight a temperatura ambiente.

Fiorese et al. (2009) avaliaram o carbonato de propileno como potencial solvente de
P(3HB), obtendo rendimento de 95% e pureza de 84% de P(3HB) extraido a partir de
C. necator, com tempo de contato de 30 min e temperatura de 130 °C. Em compara¢do com a
extracao de referéncia com cloroférmio, o uso de carbonato de propileno levou a um polimero
com menor indice de polidispersao, apesar de ter gerado uma diminuicdo de 26% na massa
média do polimero extraido com rela¢do ao que foi verificado com o cloroférmio. Avaliando
0 mesmo solvente, Christopher (2010) encontrou solubilidade do P(3HB) puro superior a
350 g/L a 140 °C. O autor relatou que a massa total de P(3HB) dispersa no solvente foi
solubilizada em um tempo de contato inferior a 3 min.

Vizcaino-Caston et al. (2016), apesar de utilizarem em seu estudo uma bactéria Gram-
negativa, a C. necator, sugeriram que o dimetilsulféxido seria um solvente capaz de recuperar
PHAs inclusive de bactérias Gram-positivas. Esta hipotese foi justificada com base no fato
que eles observaram que esse solvente é capaz de causar a lise da parede celular, facilitando a
solubilizacdo do polimero.

Auad (2015) comparou o perfil de cargas aparentes induzidas na superficie da
molécula de P(3HB) com os respectivos perfis de diversos solventes com auxilio do modelo
termodinamico COSMO-SAC (Conductor-like Screening Model). Esse estudo indicou
possivel solubilidade do polimero em solventes citados por Kurdikar et al. (2000).
Destacaram-se entre 0s solventes o 2-heptanona e o N,N-dimetilacetamida.

Samori et al. (2015) afirmaram que o dimetil carbonato seria capaz de recuperar
88 + 6% de P(3HB) a partir de C. necator a 90 °C, com tempo de extracdo de 4 h. No mesmo
estudo, foi ainda avaliada a possibilidade da extracdo por solventes a partir da biomassa
umida, liofilizada e re-suspendida em agua, além da recuperacdo a partir da biomassa imida,
concentrada por centrifugacdo apos cultivo. Os autores ndo relataram diferenca significativa
entre os percentuais de recuperacao de P(3HB) nos dois casos, 0 que sugere que a liofilizacao
prévia da biomassa ndo teria impacto no aumento de rendimento da extragdo de polimero.

Jacquel et al. (2008) sugerem que propor¢cdes de polimero solvente superior a
5% (m/v) seriam um complicador do ponto de vista de aplicagdo industrial. A viscosidade da
solucéo formada € alta, o que dificulta a transferéncia de massa no sistema.
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Apos a extracdo do polimero e remocéo da biomassa residual do extrato € necessaria
uma etapa de separacdo do polimero que se encontra dissolvido. O solvente pode ser
simplesmente evaporado em uma etapa de secagem. Porém, em larga escala essa op¢do pode
se tornar bastante onerosa, devido ao alto consumo de energia. Por isso, a precipitacdo é uma
técnica interessante para escalonamento do processo. A precipitacdo do P(3HB) em solucgéo
pode ser realizada de duas maneiras, ou por resfriamento da solugdo ou por adicdo de nao-
solvente. Alguns ndo-solventes usados na literatura para precipitagdo de P(3HB) séo listados
na Tabela 2.4, juntamente com a propor¢do usada nao-solvente em relacéo a solucéo contendo
o polimero (Riedel et al., 2013; Fei et al., 2016).

Tabela 2.4: Comparacao entre ndo-solventes e proporc6es usadas para precipitar o P(3HB)

em solugéo.

Né&o-solvente Proporcdo utilizada de nao- Referéncia Bibliografica

solvente/ solugdo contendo o

polimero
Agua 4:1 (Quines et al., 2015b)
Etanol Né&o informado (Samori et al., 2015)
Hexano 3:1° (Riedel et al., 2013)
Metanol 3:1 (Kshirsagar et al., 2013)
Acetona: Etanol (1:1) Né&o informado (Fei et al., 2016)
Metanol: Agua (7:3) 1:1 (Yang et al., 2015)
Acetona 2:1 (Fiorese et al., 2009)

2 elegida a melhor proporc¢édo no estudo referido.

2.5 Consideracdes Finais

A literatura cientifica sugere a aplicabilidade de diversas técnicas de isolamento do
produto intracelular de bactérias produtoras de P(3HB), porém o método de extragdo por
solventes se destaca por sua maior aplicacdo em escala industrial (Quines et al., 2015b). A
Tabela 2.5 apresenta uma sintese dos principais dados experimentais divulgados a cerca dessa
técnica aplicada a PHAs.
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Tabela 2.5: Dados de recuperacao e pureza de PHA isolado pela técnica de extracdo de

solventes.
Bactéria Parametros Resultado
. utilizada na (temperatura, . A
Solvente Polimero producio de tempo de (rendimento, Referéncia
P(3HB) contato) pureza)
P(3HB) C. necator 60°C, 2 h 96%, 95% (Fiorese etal., 2009)
P(3HB) C-enuet(;i:)ohra)(R- 60°C, 2 h 94%, 98% (Dalcaton, 2006)
Cloroférmio P(3HB) B. megaterium 37°C, 48 h 82%, 92% (Corréa, 2014)
Valappil et al.,
P(3HB) B. cereus 37°C,48h  100%, 100% (Velapp
' ' 2007b)
P(3HB) B. megaterium 55°C,7h 78%, 65% (Corréa, 2014)
(Aramvash et al.,
Acetato de etila P(3HB) C. necator 25°C, 1h 87%, 86%
2015)
P(3HB-co-HV) C-eﬁfgt?]ggR- 60°C,15h  93,8%,91,4%  (Yangetal., 2015)
Metil etil cetona P ]
P(?_|HHB-)C0- C. nicat%f ;R- 100 °C, 4 h 95%, 100%  (Riedel et al., 2013)
X eutropha
CaDr'bn;ﬁgt'O P(3HB) C. necator 90°C, 4 h 88%, NI (Samori et al., 2015)
Propionato de 130°C,
igoamila P(3HB) C. necator 40 min 79,78%, NI (Mantelatto, 2011)
(Vizcaino-Caston et
Dimetilsulfoxido P(3HB) C. necator 85°C,8h NI, NI
al., 2016)
150 °C, .
P(3HB) C. necator 45 min 98%, 99% (Quines, 2015a)
120 °C (Mc Chalicher e
Carbonato de ' 75%, NI
propileno PHA C. necator 15 min Sriene, 2010)
130 °C, _
P(3HB) C. necator 30 min 95%, 84% (Fiorese et al., 2009)
(Kurdikar et al.,
2-heptanona PHA NI NI NI
2000)
N,N-dimetil ohA " NI NI (Kurdikar et al.,
acetamida 2000)

NI: Nao informado.

Muitos solventes ndo clorados tém sido testados para extracdo de P(3HB) para
bactérias Gram-negativas, com destaque para C. necator. Porém poucos deles foram aplicados
a bactérias Gram-positivas. Visto que tais bactérias apresentam camada de peptideoglicano de
espessura consideravelmente maior, é relevante que se realize ensaios em laboratério para

quantificar a capacidade de recuperagédo dos solventes listados na literatura.
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Os dados divulgados na literatura para o carbonato de propileno sugerem que 0s
parametros operacionais, tempo de contato biomassa/solvente e temperatura de extracdo
influenciam diretamente a recuperacéo e pureza do produto obtido.

Dentre os solventes comparados, 0 acetato de etila se destaca por ser apontado ora
como um produto adequado para recuperacao do P(3HB) (Yang et al., 2015) ora inadequado,
por apresentar baixa capacidade de recuperagédo (Samori et al., 2015).

Os dados experimentais divulgados por Vizcaino-Caston et al. (2016) ndo permitem o
calculo de percentual de recuperacdo e pureza do P(3HB) obtido pelo método com
dimetilsulféxido. Porém, o autor afirma que o rendimento obtido com esse solvente foi
bastante proximo ao obtido com a extracdo com cloroférmio utilizando Soxlet a 85 °C por 7 h.

O NN-dimetilacetamida e a 2-heptanona foram listados na patente industrial de
Kurdikar et al. (2000) como bons solventes para P(3HB), porém o estudo ndo apresenta
detalhamento dos dados quantitativos da etapa de extracéo.

Como discutido ao longo do presente capitulo, sabe-se que o custo final do P(3HB)
estd bastante relacionado com as etapas de purificacdo do produto executadas apos o cultivo.
Dessa forma, € fundamental o estudo de solventes ndo halogenados que permitam atingir altos
indices de recuperacdo do produto intracelular em menor tempo de contato solvente/biomassa.
E interessante que o custo dos solventes ndo-halogenados testados seja proximo ao
cloroférmio, que atualmente é o produto mais largamente estudado para essa aplicacdo.



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Microrganismo e condi¢cdes de cultivo

A massa de celulas utilizada nos ensaios de extracdo por solvente foi obtida pela
homogeneizagdo da biomassa previamente liofilizada de dez cultivos realizados durante a
elaboracdo da dissertacdo de mestrado de Guilherme de Souza Hassemer (Hassemer, 2016).
No referido trabalho, o autor verificou a viabilidade de producdo de P(3HB) pelo
B. megaterium a partir de soro de leite. Os cultivos foram realizados no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFRGS, em biorreatores de 5,0 L contendo 4,0 L de meio de
cultivo sob condicBes pre-estabelecidas dos seguintes pardmetros operacionais: agitacdo
(250 rpm, 300 rpm, 350 rpm); pH (7,0; 7,0 até 6,3; e sem controle de pH); e aeracdo
constante (4 L-min-1). Apds cada cultivo a biomassa foi liofilizada e mantida congelada a fim
de garantir a integridade do polimero.

Para a homogeneizi¢ao de toda a biomassa liofilizada recebida, utilizou-se peneira da
Série Tyler, garantindo-se assim uma mistura entre biomassa de diferentes cultivos e ainda
granulometria menor que 28 mesh.

3.2 Caracterizagcao da biomassa

O percentual de polimero na biomassa foi quantificado a partir metodologia proposta
por Riis e Mai (1988), na qual, o polimero é previamente rompido em seus mondmeros via
propandlise, é analisado por cromatografia gasosa.

Foram pesadas por¢des de 40 mg de biomassa, as quais foram adicionados 2 mL de
n-propanol acidificado com acido cloridrico (proporc¢éo 1:4), 2 mL de dicloroetano e 200 pL
de solucédo padréo &cido benzdico. Esta solucdo é preparada pela solubilizacdo de 2 g de acido
benzbico em 50 mL de n-propanol. Cada frasco hermeticamente fechado, contendo a mistura
de reagentes e biomassa, permaneceu em banho termostatizado por 2 h a 100 °C. A cada
intervalo de 20 min os tubos foram agitados manualmente por 20 s. Apds o periodo de
aquecimento, aguardou-se que o liquido resfriasse até a temperatura ambiente. Nesse
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momento, foram adicionados 4 mL de agua destilada e se manteve a agitagdo por 4 min.
Quando ocorreu a separacdo de fases, a mais densa, que contém o polimero, foi removida com
pipeta Pasteur e armazenada em frasco vial a fim de ser injetada no cromatografo gasoso da
marca Shimadzu, Japdo (CG-2010 Plus) com detector de ionizacdo de chama (FID). Foi
utilizada a coluna Rtx®-Wax com comprimento de 30 m. As amostras foram injetadas por
injetor automéatico (AOC-20i, Shidmadzu Corp., Japdo). Para cada conjunto de andlises de
amostras, foi construida uma curva de calibragdo com P(3HB) (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos), previamente preparadas seguindo 0s mesmos passos anteriormente descritos.

O percentual de P(3HB) existente na biomassa de B. megaterium homogeneizada foi
de 46,7 + 0,8%.

3.3 Testes preliminares de solubilidade com solventes né&o-
halogenados

Os testes de solubilidade preliminares com solventes ndo-halogenados tiveram como
objetivo avaliar os solventes ja citados na literatura segunda as mesmas condicGes
operacionais. O grupo | foi constituido por acetato de etila (AcEt), metil etil cetona (MEK) e
dimetil carbonato (DC). Enquanto o grupo Il foi composto por dimetilsulfoxido (DMSO),
N,N-dimetil-acetamida (NNDA), 2-heptanona (2-Hp), carbonato de propileno (CP) e
propionato de isoamila (P1so). A separacdo dos solventes em dois grupos distintos se deu pela
diferenca de solubidade observada do P(3HB) nos solventes avaliados.

Nos experimentos com os solventes do grupo I, foram misturados, em um frasco
hermético, P(3HB) Sigma-Aldrich®, Estados Unidos em excesso e de solvente. Esse
recipiente foi mantido sob agitacdo e imerso em banho de aquecimento na temperatura de
ebulicdo do solvente, 77 °C para AcEt, 80 °C para MEK e 90 °C para DC (Nacional Institute
of Standarts and Tecnology - NIST). Ap6s 6 h, duas amostras de 10 mL foram retiradas de
cada ensaio e em seguida centrifugadas por 8 min a 17 x g (60 s aceleracdo e 60 s frenagem)
em rotor aquecido previamente. O sobrenadante foi transferido para placa de Petri,
previamente pesada, afim de que, apds a completa secagem da amostra em estufa até peso
constante, fosse possivel quantificar a massa total solubilizada de biopolimero no solvente nas
condicdes da analise.

Nos experimentos com o grupo IlI, foram dosados 4 mL de solvente em tubos
herméticos de vidro com tampa de rosca de teflon (fabricante Goes). Esses frascos foram
mantidos sob agitacdo magnética a 140 °C. O valor da temperatura escolhida para analise se
deu pelas limitacOes experimentais das vidrarias utilizadas. Nos recipientes foram feitas
adicOes periddicas de P(3HB) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), em quantidades previamente
pesadas, até que se observasse turvacdo da mistura, como pode ser observado na Figura 3.1. A
cada nova adicdo de P(3HB) cada frasco era mantido a 100 °C, valor bastante inferior a
temperatura de ebulicdo dos solventes avaliados, DMSO 191 °C, NNDA 165°C, 2-Hp
151 °C, Plso 156 °C, CP 242 °C (Nacional Institute of Standarts and Tecnology - NIST).
Manteve-se cada tubo nessa temperatura por cerca de 2 min antes que fosse aberto, a fim de
reduzir o erro experimental relacionado a evaporacdo do solvente. Todos 0s experimentos
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foram realizados em duplicata. Essa metodologia permitiu a determinacdo da faixa de
concentracdo que contém a solubilidade maxima do polimero no solvente na temperatura
avaliada.

Figura 3.1: Teste de solubilidade preliminar. (a) solucdo solvente/polimero (b) solugédo
solvente/polimero com P(3HB) em excesso.

3.4 Teste de extracdo com biomassa

Para 0s ensaios de extracdo a partir de células de B. megaterium foram utilizados tubos
de vidro com tampa de rosca de teflon. Em cada frasco foram incubadas amostras de 0,2 g de
biomassa em 20 mL de solvente. Por ndo haver consenso na literatura a respeito da propor¢éo
biomassa/solvente utilizada, a proporcao escolhida foi de 1 g para 100 mL de solvente, com
base no proposto por Valappil et al. (2007b).

Apdbs o contato biomassa/solvente, sob temperatura controlada (140 °C) e agitacédo
magnética, as amostras foram filtradas a vécuo, utilizando um conjunto de kitassato e funil de
Buchner e papel filtro qualitativo, como meio filtrante. O filtrado, contendo o P(3HB)
extraido, foi seco em estufa com circulacdo forcada até peso constante, Figura 3.2. Os
solventes avaliados segundo essa metodologia foram o Cloroférmio, a 2-Hp, o NNDA, o CP e
0 DMSO. Os solventes ndo-halogenados submetidos a essa metodologia foram escolhidos
pelo seu desempenho ao solubilizar o P(3HB) (padrdo Sigma-Aldrich®) nos ensaios
preliminares. O cloroférmio por ser um solvente ja bastante utilizado para extracdo do
P(3HB), como abordado no Capitulo 2, foi avaliado para fins comparativos com os demais
solventes.
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SECAGEM

EXTRAGED FILTRACED

Figura 3.2: Etapas de extracdo do P(3HB) a partir da biomassa.

Os tempos testados, para cada um dos solventes escolhidos, estdo apresentados na
Tabela 3.1. Os intervalos de tempo definidos para Chl, 2-Hp, NNDA foram atribuidos
considerando-se o0 percentual de recuperacdo do P(3HB) a partir da biomassa de
B. megaterium observada para cada solvente. Visto que ndo foram encontrados relatos de
dados quantitativos para recuperacdo de polimero aplicando-se 2-Hp e NNDA, estes foram
avaliados em mais intervalos de tempo, afim de se encontrar a cinética de recuperacdo do
polimero na temperatura arbitrada. J& os solventes DMSO e CP foram avaliados apenas no
tempo de 15 min para que os resultados encontrados pudessem ser comparados com 0S
valores ja divulgados na literatura para bactéria Gram-negativa.

Tabela 3.1. Tempos de extracdo avaliados para cada solvente.

Solvente Temperatura de incubacéo (°C) Tempos de incubacdo (min)
Cloroformio 60 30, 60, 120, 180
2-heptanona (2-Hp) 140 15, 30, 60, 120, 180
N,N-dimetilacetamida (NNDA) 140 5, 10, 15, 30, 60
Dimetil-sulféxido (DMSO) 140 15

Carbonato de Propileno (CP) 140 15

O P(3HB) obtido em Placa de Petri apds secagem do solvente (Figura 3.3) foi mantido
armazenado em eppendorfs até ser avaliado, segundo sua pureza, por cromatografia gasosa
pela metodologia descrita na Secéo 3.2.
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-

Figura 3.3: Filme de P(3HB) obtido ap0s a etapa de secagem do solvente.

A recuperacdo do polimero foi calculada como apresentado na Equacao (1).

massasiimeXx 100%

Recuperagio (%) =
maSSap(:gHB) na biomassa

1)
onde a mrime € a massa do filme plastico obtido ap6s a extracdo por evaporacdo do
solvente e MpHg) na biomassa € & Massa de P(3HB) na biomassa de B. megaterium quantificada

por cromatografia gasosa (Sec¢éo 3.2).

A pureza do polimero foi calculada como apresentado na Equacéo (2).

massapizpgyX 100%

Pureza (%) =
massaﬁlme

)

onde a mpaHB) € a massa de P(3HB) no filme plastico quantificada por cromatografia
gasosa (Secdo 3.2) e mrime € a massa do filme plastico obtido ap6s a extragdo por evaporagdo
do solvente.

3.5 Teste de extracdo com 2-Hp e CP biomassa pré-tratada com
areia

A metodologia desenvolvida por Sahin (2016) foi aplicada como pré-tratamento da
biomassa de B. megaterium antes da extracdo com solventes. Trata-se de uma técnica capaz
de provocar o rompimento de paredes celulares de bactérias Gram-positivas pela abrasdo com
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grdos de areia. O objetivo foi avaliar um método de ruptura mecénica de baixo custo para
futuro escalamento do processo.

Foi utilizada areia de rio em duas faixas granulométricas diferentes. A primeira entre
1,00 e 0,295 mm, e a segunda entre 0,295 e 0,250 mm, faixa de tamanho similar as esferas de
vidro usadas como referéncia no estudo de Sahin et al.(2016).

A areia foi higienizada com uma solucdo aquosa de alcool 70% (v/v) e deixada imersa
em uma solucdo de hipoclorito de sédio por 15 min., sendo entdo, enxaguadas em agua
corrente por 1 min. Apds a etapa de limpeza da areia, se realizou a secagem em estufa.

Uma porcdo de 0,20 g de areia tratada foi adicionada a igual massa de biomassa em
um frasco de vidro com tampa de rosca (Figura 3.4 a). Ao tubo foi adicionado parte do
solvente (Tabela 3.2) e a mistura foi entdo mantida em vaértex por 15 min. (Figura 3.4 b). Ao
final desse tempo, foi adicionado o restante do solvente necessério para chegar a propor¢do
biomassa/solvente de 1% (m/v) durante a etapa de extracdo usada ao longo da pesquisa. O
tempo de contato biomassa tratada com o solvente foi de 15 min. a 140 °C, metodologia ja
descrita na Secdo 3.4. Nestes testes, somente foram utilizados o CP e a 2-Hp por serem 0s
solventes em que, apesar de o P(3HB) apresentar boa solubilidade, os indices de recuperagéo
de polimero a partir de B. megaterium foram baixos. A Tabela 3.2. apresenta as condicdes
avaliadas no experimento.

‘ i p

@ " (b)

Figura 3.4: Método de ruptura da parede celular avaliado. (a) tubo de vidro com areia
higienizada, solvente e biomassa. (b) mistura em vortex.

Nessa metodologia foram variados o tamanho do grédo de areia, seguindo as faixas
granulométricas sugeridas no estudo utilizado como referéncia, e a quantidade de solvente
adicionado para realizagdo do vortex. O volume do solvente foi variado, pois se objetivou
verificar como essa variavel interfere na efetividade da abrasdo dos gréos de areia na parede
celular na etapa de vortex. A melhor condicéo encontrada para o CP foi aplicada para a 2-Hp.
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Tabela 3.2: Condig6es avaliadas no ensaio de pré-tratamento da biomassa de B. megaterium.

Solvente Faixa de tamanho dos Volume de solvente
grdos de areia utilizados adicionado para
realizacdo do vortex

Carbonato de propileno (CP) 0,295 e 0,250 mm 5mL
1,00 e 0,295 mm 5mL
1,00 e 0,295 mm 1mL
2-heptanona (2-Hp) 1,00 e 0,295 mm 5mL

3.6 Testes de precipitacdo do P(3HB) do extrato

O ensaio de precipitacdo foi realizado com o0 NNDA. Essa técnica foi aplicada a esse
solvente por sua alta capacidade de recuperacdo do polimero intracelular, atingindo, assim,
grande quantidade de polimero dissolvido no extrato. O método de precipitagdo é um método
alterativo a evaporacgdo do solvente para separacdao do polimero contido no extrato. Visto que
0 ponto de ebulicdo de NNDA é alto, 165 °C (Nacional Institute of Standarts and Tecnology -
NIST), a completa evaporagdo do solvente pode se tornar uma etapa bastante onerosa na
recuperacao do P(3HB).

Foi preparada uma solucdo de P(3HB) Sigma-Aldrich® e NNDA com concentracdo
de polimero similar a atingida no extrato nos ensaios com biomassa ap6s 15 min de contato
biomassa/ solvente 1% (m/v) a 140 °C (Secdo 3.4). Um volume de 4 mL dessa solucédo foi
gotejado um determinado volume de ndo-solvente, agua, etanol e propanona. Durante o
gotejamento, a mistura foi homogeneizada por agitacdo magnética (Figura 3.5).

Figura 3.5: Gotejamento de solucéo de P(3HB) em ndo-solvente.
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Foram avaliadas qualitativamente as propor¢des de (ndo-solvente): (solugdo de
P(3HB)) de 1:1 e 3:1, de acordo ao descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: CondicGes avaliadas para precipitacdo com ndo-solvente de P(3HB) dissolvido
em NNDA a 140 °C.

Né&o-solvente Propor¢cdo Ndo-  Tempo de Repouso
solvente/Solvente

Agua 1:1 20h
11 Logo ap6s atingir 25 °C.
3:1 20 h

Propanona (Prop) 1:1 20 h
31 20 h

Etanol (EtOH) 1:1 20 h
1:1 Logo apds atingir 25 °C.
3:1 20 h

A propanona, diferentemente da &gua e etanol, ndo provocou a precipitacdo do
polimero logo apds a mistura (solugdo/ ndo solvente) atingir 25 °C (temperatura ambiente).
Por isso, essa condicao ndo foi avaliada nessa etapa.

De cada condicdo avaliada para agua e etanol, como ndo-solvente, na proporcdo de
1:1, foram retiradas trés aliquotas, que foram centrifugadas a 9 x g por 20 min (60 s de
aceleracdo e 60 s de frenagem) a 0°C. A centrifugacdo foi feita a baixa temperatura por
favorecer a precipitacdo do polimero. Apés essa etapa, o solvente sobrenadante foi vertido e
descartado, enquanto que o pellet residual de polimero foi seco até massa constante.



Capitulo 4

Resultados e Discussdes
4.1 Teste preliminares com solventes ndo-halogenados

A Tabela 4.1 apresenta a solubilidade do P(3HB) Sigma-Aldrich® apds 6 h de contato
polimero com o solvente na temperatura de ebulicéo.

Tabela 4.1: Concentracdo de P(3HB) em solugdo apds tempo de extracdo de 6 h.

Solvente Concentragdo (9/L)  Temperatura de Ebulicéo ( C)
Acetato de etila (AcEt) 0,073 £ 0,001 77
Metil etil cetona (MEK) 0,073 £ 0,002 80
Dimetil carbonato (DC) 0,058 + 0,006 90

O acetato de etila (AcEt), por ser um solvente de baixa toxicidade, bastante utilizado
na industria farmacéutica e alimenticia (Estevan e Vilanova, 2014), seria um composto
adequado para recuperacdo do P(3HB) intracelular. Porém, a concentracdo de polimero
solubilizado apds contato do AcEt com P(3HB) padrdo foi baixa. Corréa (2014) também
evidenciou a baixa solubilidade do P(3HB) em AcEt, estimando que seriam necessarios 2521
mL de solvente para extracdo de 1 g de P(3HB) para uma condicao de 7 h de extracdo a 55 °C,
0 que equivaleria a uma concentracdo maxima de 0,39 g/L para tal condicdo. Samori et al.
(2015) encontraram recuperacgdo de polimero de apenas 5% para extracdo com o AcEt por 4 h
a 80 °C, o que equivale a uma concentracdo de 0,93 g/L de P(3HB) em solucéo. Por isso, é
possivel que sua aplicacdo industrial ndo seja vidvel tecnicamente e economicamente, devido
ao grande volume de solvente utilizado e por consequéncia o custo de recuperacao de solvente
atrelado a isso. Apesar disso, ha referéncias que apontem que a utilizagdo desse solvente seria
possivel em escala industrial para recuperacao de P(3HB)-c0-20%HHXx (Riedel et al., 2013).

Da mesma forma que o primeiro solvente avaliado, o solvente metil etil cetona
(MEK), apresentou baixa capacidade de solubilizar o P(3HB). Essa solubilidade é bastante
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préxima da encontrada para AcEt, o que sugere a improvavel aplicacdo industrial desse
solvente. Yang et al. (2015) publicaram um estudo que aponta a baixa capacidade de
recuperacdo de P(3HB)-co-12%HHx, P4HB e P(3HB)-co-10 % HV utilizando-se MEK. A
recuperacdo, em comparacdo ao Chl, foi de 50%, 62 e 40% respectivamente. Porém, esse
autor defende a possibilidade de aplicacdo em grande escala devido as caracteristicas fisico-
quimicas desse composto, pois 0 extrato apresenta baixa viscosidade e sua densidade é
inferior a biomassa, o que permitiria 0 acimulo da mesma na base do extrator.

Da mesma maneira que 0 MEK e o AcEt, o solvente dimetil carbonato (DC) também
mostrou limitacGes com relacdo a capacidade de solubilizar o P(3HB), ndo alcancando
concentragOes aprecidveis para uma possivel aplicacdo em escala industrial desse solvente.
Tal valor contraria o estudo realizado por Samori et al. (2015), que evidenciou que, apds
tempo de contato polimero/solvente de 4 h a 90 °C, foi possivel atingir uma concentracao de
polimero solubilizado igual a 16,3 g/L. Além da grande diferenca numérica dos dados, no
presente trabalho ndo foi evidenciada a formacdo de fase gel, apds o resfriamento a
temperatura ambiente, na solucdo formada, separada anteriormente da biomassa por
centrifugacdo e filtracao.

A metodologia aplicada ao AcEt, MEK e DC nédo pode ser aplicada aos demais
solventes. Devido a maior capacidade de solubilizacdo de P(3HB) por propionato de isoamila
(Plso), dimetilsulfoxido (DMSQO), carbonato de propileno (CP), 2-heptanona (2-Hp) e N,N-
dimetilacetamida (NNDA) verificou-se a formacao de uma unica fase durante a centrifugacéo,
fase de aspecto gel.

A faixa de solubilidade para os solventes que foram capazes de atingir maiores
concentracdes de P(3HB) em solucdo esta apresentada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Comparacdo entre solventes de alta capacidade de solubilizagéo do P(3HB)
avaliados a 140 °C.

Intervalo de concentracdo na qual se encontra

Solvente o limite de solubilidade (g/L)

Propionato de Isoamila (Plso) 1,3 2,5
Dimetilsulfoxido (DMSO) 65 70
Carbonato de Propileno (CP) superior a 100 n.i.
2- heptanona (2-Hp) superior a 100 n.i.
N,N-dimetilacetamida (NNDA) superior a 100 n.i.

n.i.: ndo identificado

O propionato de isoamila (Plso) apresentou limite de solubilidade inferior a 2,5 g/L de
P(3HB). Este resultado contraria o encontrado por Mantelatto (2011), que apontou o Plso
como um solvente de alta capacidade de solubilizacdo de P(3HB), afirmando que, para cada
1 kg de solucéo, a 140 ° C, seria possivel atingir a proporc¢édo de 70 g de polimero, com grau
de cristalinidade igual a 48% e massa molar média de 600.000 kDa.
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A concentracdo maxima de P(3HB) em dimetilsulfoxido (DMSQO) na temperatura
avaliada encontra-se entre 65 e 70 g/L. Esse solvente € uma substancia polar aprética, ja
mapeado como um possivel substituinte para solventes halogenados no processo de
recuperacdo de PHAs produzidos por plantas transgénicas (Cincinnati e Fairfield, 1999).
Caston et al. (2016), apesar de utilizar em seus estudos uma bactéria Gram-negativa, a
C. necator, sugere que o DMSO seria um solvente capaz recuperar PHAs de bactérias Gram-
positivas, devido sua capacidade de permear paredes celulares espessas, tipicas desse grupo
de microrganismos.

Trés solventes avaliados, CP, 2-Hp e NNDA, foram capazes de atingir a concentracao
de 100 g/L de P(3HB) em solucdo. Néo foi testado se maiores concentragdes seriam possiveis,
pois solucdes de P(3HB) com percentual superior a 5% (m/v) de P(3HB) podem apresentar
alta viscosidade, o que tornaria o processo de dificil escalonamento e operacdo industrial
(Jacquel et al., 2008).

Os solventes 2-Hp e NNDA apresentaram grande afinidade ao P(3HB), fato previsto
pelo modelo termodinamico COSMO-SAC (Conductor-like Screening Model). Esse
algoritmo ndo utiliza dados empiricos, tratando-se, portanto, de um modelo preditivo, que faz
uso do perfil de cargas aparentes induzidas na superficie das moléculas (perfil 6), como
apresentado na Figura 4.1 (Auad, 2015). A comparacdo do perfil o da unidade repetitiva do
P(3HB) e de ambos os solventes se mostrou similar, o que foi confirmado pela alta
solubilidade encontrada nos ensaios de laboratério realizados no presente estudo. Além dessa
referéncia, a patente industrial publicada por Kurdikar et al. (2000) afirma que os solventes
2-Hp e NNDA, foram capazes de dissolver 10 g a cada 1 L de solvente a 138 °C e 121 °C
respectivamente.

— F3HE
= N.N-temetilacetamada

™

M

Figura 4.1: Perfis 6 do P(3HB) e NNDA (Auad, 2015).

4.2 Testes de extracdao com biomassa

4.2.1 Recuperagéo de P(3HB) a partir de B. megaterium utilizando cloroférmio (Chl)

Foi obtida a cinética de recuperacdo de P(3HB) a partir da bactéria Gram-positiva
B. megaterium para o intervalo de tempo de contato solvente/biomassa de 0 a 180 min. A
pureza do polimero extraido foi também avaliada para cada um dos tempos testados. Os dados
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de recuperacdo e pureza obtidos sdo apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Cinética de recuperacdo e pureza do P(3HB) extraido a partir da biomassa de B.
megaterium com cloroférmio (Chl) até o tempo de 180 min. Recuperagdo
percentual (o). Pureza percentual (m).

Os valores de recuperacdo de P(3HB) encontrados no presente trabalho foram
bastantes inferiores aos encontrados por Dalcaton (2006). No referido trabalho a recuperacéo
a partir de C. necator (R. eutropha) foi igual a 86 e 94% para o tempo de contato de 1 e 2 h,
na mesma temperatura com maior propor¢do de biomassa/solvente, igual a 2 % (m/v). Fiorese
et al. (2009) também publicaram resultados relacionados a extracdo com Chl de bactéria
Gram-negativas, C. necator. Para 2 h de contato, a 60 °C, biomassa/solvente na propor¢éo de
2% (m/v), estes autores obtiveram 96% de recuperacdo com pureza de 95%. A comparacdo
desses resultados obtidos para extragdo com C. necator com aqueles apresentados na Figura
4.2 refletem o fato de que a transferéncia de massa, solvente e polimero, pela parede celular é
bastante dificultada em bactérias Gram-positivas.

Essa maior resisténcia a permeabilidade em bactérias Gram-positivas, se deve a
estrutura da parede. A parede celular do B. megaterium é relativamente menos complexa se
comparada a C. necator (R. eutropha). No entanto, é formada por varias camadas de
peptideoglicanos unidos por ligacbes cruzadas, responsaveis por sua grande resisténcia
mecanica. Essa mesma estrutura também pode ser observada nas bactérias Gram-negativas,
como na R. eutropha, porém em um ndmero bastante inferior de camadas (Hogg, 2005). Essas
variagoes na constituicdo molecular, resultam em espessuras de paredes bastante diferentes.
Em bactérias Gram-positivas a parede celular representa de 30 a 70% do peso total da célula
em peso seco, desconsiderando o produto intracelular, como o P(3HB). Ja em bactérias Gram-
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negativas a parede é responsavel por apenas 10% desse valor.

Somado a isso, bactérias Gram-positivas contém acidos teicoicos, polissacarideos que
atribuem carga global negativa a parede celular. Isto pode gerar leve repulsdo das moléculas
de Chl da superficie celular, visto que a molécula desse solvente tem regido fortemente
negativa, pelo deslocamento da nuvem eletronica atribuido a presenca de trés atomos de cloro
na molécula (Hogg, 2005).

Assim, espera-se que um pré-tratamento, capaz de romper ou causar fissuras ao longo
da parede celular, melhore o percentual de recuperacdo do polimero pela técnica de extracdo
por solventes. As técnicas mecanicas de rompimento celular de bactérias Gram-positivas se
mostram promissoras, como exemplo, o método por abrasdo da superficie com areia fina
tratada proposto por Sahin (2016).

Na cinética obtida, percebe-se uma tendéncia de aumento da pureza a medida que o
tempo de contato biomassa/solvente é aumentado. O mesmo comportamento foi percebido no
trabalho de Corréa (2014), que avaliou a pureza do P(3HB) obtido a partir de B. megaterium
apés 1h e 48h de contato com cloroféormio a 37 °C, encontrando 87,6% e 100 %,
respectivamente. Em seu estudo, Valappil et al. (2007b) realizaram a extracdo de P(3HB) a
partir da bactéria Gram-positiva Bacillus cereus atingindo o valor de recuperacgéo igual a 31%
e pureza igual a 92% ap6s um periodo de 48 h a 37 °C, utilizando a mesma proporgao
biomassa/solvente adotada na presente pesquisa, 1% (m/v).

Ainda assim os valores de pureza observados nos experimentos foram inferiores aos
relatados para bactérias Gram-negativas. A pureza do P(3HB) obtido apds tempo de extracéo
de 2h, por exemplo, foi igual a 78,3 + 11,8%, enquanto os valores reportados por
Daltacon (2006) e Fiorese e colaboradores (2009) para 0 mesmo tempo de contato e
temperatura foram, respectivamente 98% e 95%. Isso, possivelmente esta relacionado também
a diferenca estrutural da parede celular de B. megaterium. Supde-se que a permeacdo do
extrato do meio intracelular para o exterior do microrganismo seja um processo mais vagaroso
nas Gram-positivas, o que facilita a solubilizacdo de outras moléculas organicas, resultando
na reducdo da pureza do polimero obtido.

4.2.2 Recuperagdo de P(3HB) a partir de B. megaterium utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO)

O DMSO néo se mostrou seletivo ao ser aplicado para extracdo de P(3HB) a partir da
biomassa de B megaterium. O valor de recuperacdo de polimero obtida para 15 min de
contato entre a biomassa e esse solvente, a 140 ° C, foi de 138,1 + 2,7% e pureza 51,3 + 1,6%.

O aspecto visual final da mistura extrato/biomassa apresentou coloragao intensa,
indicando provavel presenca de material celular ndo-P(3HB) no liquido, o qual foi confirmado
pela analise da pureza do solido residual apos evaporacdo do solvente. Visualmente foi
possivel perceber que ndo ocorreu a formacdo de uma pelicula com aspecto plastico, como
nas extracdes dos demais solventes avaliados (Figura 4.3). Isso provavelmente ocorreu, pela
digestdo de uma parcela da biomassa que apresentou afinidade com o solvente. Vizcaino-
Caston et al.(2016) evidenciaram que células bacterianas com P(3HB) sofrem lise celular em
contato com DMSO a 70 °C.
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Figura 4.3: Extracdo de P(3HB) a partir da biomassa de B. megaterium com DMSO.
(@) Aspecto da mistura extrato/biomassa ap6s 15 min de contato a 140 °C.
(b) aspecto do extrato apds a secagem do solvente.

4.2.3 Recuperagdo de P(3HB) a partir de B. megaterium utilizando carbonato de
propileno (CP)

Quando aplicado a recuperacdo de P(3HB) a partir da biomassa de B. megaterium o
CP apresentou recuperacdo igual a 17,6 = 0,2% com pureza de 96% para 15 min a 140 °C.

Samori et al. (2015) também obtiveram baixo rendimento na extracdo de PHA com
CP. Quando aplicado a cultura de bactérias Gram-negativas com tempo de contato de 4 h a
140 °C a recuperacdo observada foi em torno de 20%. Fei et al. (2016) encontraram uma
recuperagdo inferior a 10% para 30 min de contato de CP com C. necator e 42% de
recuperacdo com pureza igual a 92% para o tempo de 60 min.

Apesar disso, o CP ja havia sido identificado como um bom solvente para extragdo a
partir de bactérias Gram-negativas. Resultados de alto indices de recuperacdo do P(3HB)
foram encontrados por Fiorese et al. (2009), que ao avaliarem o CP, obtiveram rendimento de
95% e pureza de 84% a partir de C. necator, bactéria Gram-negativa, com tempo de contato
de 30 min e temperatura de 130 °C. Em comparagdo com a extracdo de referéncia com Chl, o
indice de polidispersdo do polimero foi menor e a massa molar média foi 26% inferior a
obtida no polimero extraido com Chl. Avaliando o mesmo solvente, Mc Chalicher
et al. (2010) encontraram solubilidade do P(3HB) puro superior a 350 g/L a 140 °C. Foi
relatado que a massa total de P(3HB) dispersa no solvente foi solubilizada em um tempo de
contato inferior a 3 min. Quines et al. (2015a) encontraram recuperacdo de P(3HB) a partir de
C. necator ao redor de 70% para tempo de contato de 15 min a 150 °C.
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4.2.4 Recuperagéo de P(3HB) a partir de B. megaterium utilizando 2-heptanona (2-Hp)

A Figura 4.4 apresenta a recuperacdo P(3HB) a partir da biomassa em diferentes
intervalos de tempo (15, 30, 60, 120 e 180 min). Foi possivel perceber que o desempenho do
2-Hp é superior ao desempenho do Chl ao longo de todo o intervalo de tempo avaliado,
atingido recuperagdo em 180 min de 23,1 + 0,3% contra 14,0 + 0,8% do Chl. Com base nos
resultados obtidos, supde-se que o 2-Hp tenha melhor afinidade com a parede celular do
B. megaterium que o Chl.
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Figura 4.4: Cinética de recuperacdo e pureza do P(3HB) extraido a partir da biomassa de B.
megaterium com 2-heptanona (2-Hp) até o tempo de 180 min. Recuperacdes
percentual (o). Pureza percentual (m).

N&o foram encontrados na literatura dados quantitativos de recuperacdo e pureza para
extracdo de PHA a partir de bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas. A 2-Hp é apenas
citada na patente industrial de Kurdikar et al. (2000) como um solvente de P(3HB), sendo
capaz de dissolver 10 g de P(3HB) puro em 1 L desse solvente a 138 °C.

Uma das vantagens do 2-Hp sobre o Chl para futuras aplicagdes industriais é o fato
desse solvente ser menos denso que a biomassa, facilitando a posterior separacéo das células
débris do extrato contendo o P(3HB) por decantacdo ou centrifugacdo. Além disso, o 2-Hp é
um solvente de baixa toxicidade e que pode ser sintetizado por microrganismos (Creuly et al.,
1990).
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No entanto, o percentual de recuperacdo obtido ainda € baixo, o que possivelmente
inviabiliza o escalonamento desse processo utilizando o 2-Hp sem que seja implementado
uma etapa prévia de tratamento da biomassa, como proposto na Secdo 4.2.1.

Deve-se ainda ressaltar que nesse estudo néo foi realizada a avaliacdo da variagdo da
massa molar do polimero ao longo do periodo de extracdo. Porém, € possivel que a massa
molar seja reduzida pela exposic¢do por longo periodo do P(3HB) a 140 °C. O que fortalece
ainda mais a necessidade de um pré-tratamento que reduza o tempo de contato e melhore o
percentual de recuperagdo do polimero.

A pureza do polimero manteve-se entre 73,3 e 84,4% e diferentemente do observado
com o Chl, ndo se percebeu uma relacdo clara entre a pureza e o tempo de contato da
biomassa/solvente.

4.2.5 Recuperagdo de P(3HB) a partir de B. megaterium utilizando N, N-
dimetilacetamida (NNDA)

O NNDA apresentou 0 melhor desempenho na recuperagdo do P(3HB) entre todos 0s
solventes testados, recuperando quase a totalidade do P(3HB) em apenas 30 min de contato a
140 °C, como apresentado na Figura 4.5. Portanto, dentre os solventes estudados nessa
pesquisa, pode ser apontado como o mais promissor para futuras aplicacbes em grandes
escalas produtivas.
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Figura 4.5: Cinética de recuperacdo e pureza do P(3HB) extraido da biomassa de B.
megaterium com N,N-dimetilacetamida (NNDA) até o tempo de 180 min.
Recuperacdo percentual (o). Pureza percentual (m).

Né&o foram encontrados na literatura dados quantitativos de recuperacdo e pureza para
extracdo de PHA a partir de bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas. O NNDA € apenas
citada na patente industrial de Kurdikar et al. (2000) como um solvente de P(3HB), sendo
capaz de dissolver 10 g de P(3HB) puro em 1 L desse solvente a 121 °C.

Uma caracteristica fisica do NNDA é ser menos denso do que a biomassa liofilizada,
permitindo a separacdo das fases apds a extracdo por centrifugacdo ou decantacédo, Figura 4.6.



40 4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Biomassa

Figura 4.6: Comportamento da biomassa de B. megaterium em contato com cloroformio
(Chl) (a) e N,N-dimetilacetamida (NNDA) (b).

Observou-se que a pureza atingida com 15 min de contato biomassa/ solvente para
NNDA foi superior a obtida para Chl, DMSO, 2-Hp e CP no mesmo intervalo de tempo. Fato
que sugere forte interacdo do polimero/solvente. Percebe-se ainda que ha solubilizacdo da
parcela ndo-polimérica com tempos de contato elevados. A pureza do filme foi
consideravelmente reduzida no tempo de contato de 60 min, o que comprova que outras
moléculas constituintes do microrganismo foram dissolvidas no extrato.

4.2.6 Anélise comparativa dos solventes testados

A Tabela 4.3 apresenta uma comparacao entre os solventes que atingiram um melhor
desempenho em relacdo ao solvente clorado, Chl para extracdo de P(3HB) a partir da
biomassa de B. megaterium.

Tabela 4.3: Comparacao entre os solventes avaliados.

Solvente Faixa de valor (R$) DLso oral em Recuperacéo e Pureza

(1 L de reagente padréo ratos (tempo de contato, temperatura)

analitico) (mg/kg de peso do
animal)
Cloroférmio (Chl) 25,00 — 40,007 36 — 1366 6,5% e 67,9% (30 min, 60 °C)
N,N-dimetilacetamida 40,00 — 110,00? 2604 — 5809 92,7% & 92,6% (15 min, 140 °C)
(NNDA)
> heptanons (410) 300,00 - 460,00° 730 - 1670 7.3% e 74% (15 min, 140 °C)
Carbonato de propileno 500,00b —1.160,00° 20700 17,6% € 96% (15 min, 140 °C)
prop

(CP)

2 Valores referentes a orcamentos realizados ao segundo semestre de 2016.
®\alor disponivel no site Sigma-Aldrich, consultado em janeiro de 2017.

¢ Valores referentes a orcamentos realizados ao primeiro semestre de 2017.
d Base de dados sobre toxicologia livre TOXNET.
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Visto que, o custo do solvente € um aspecto fundamental para viabilidade econémica
do processo, foram feitos orgcamentos dos solventes avaliados. Para fins comparativos,
considerou-se 1 L de reagente padrdo analitico (p.a.). Verificou-se que o NNDA é o solvente
com preco mais préoximo ao Chl, o que sugere que esse solvente seria uma alternativa a
solventes clorados. Essa troca de solventes torna-se mais atrativa, quando se considera a
toxicidade do NNDA é menor que a do Chl, como abordado no Anexo 1.

Além disso, a perda de solvente por evaporacdo tende a ser menor quando utilizado o
NNDA, pois a temperatura de extracdo estd mais distante da temperatura de ebuli¢do, 140 e
165 °C (Pubchem), do que no caso do Chl, 60 e 62 °C (Pubchem).

Em relacdo a toxicidade dos solventes, foi utilizada o parametro de dose letal oral para
50% da populacéo de ratos (DLso). Sendo, portanto, mais toxico a substancia que leva a morte
dessa parcela dos individuos com a menor dosagem. E possivel verificar que entre os
solventes comparados o Chl, seguido da 2-Hp se destacam como o0s solventes mais toxicos
por via oral. Enquanto que o CP e o NNDA se destacam respectivamente por suas baixa e
moderada toxicidades.

Nesse contexto, o solvente NNDA retne o melhor conjunto de caracteristicas entre 0s
solventes avaliados. Seu custo é proximo ao do Chl, apresenta toxicidade menor que esse
solvente clorado, além de atingir maior recuperacdo do polimero com alta pureza em pequeno
tempo de extracdo. Ainda, a miscibilidade do NNDA com a &gua (Pubchem) reforca sua
promissora aplicagdo em escala industrial, pois permite a implantacdo de uma etapa posterior
de lavagem do P(3HB), garantindo assim completa remocao do solvente.

4.3 Teste de pré-tratamento da biomassa antes da extracao

Foi observado aumento na recuperacdo do P(3HB) a partir da biomassa sujeita a
tratamento prévio com grdos de areia, seguindo o método proposto por Sahin (2016),
conforme pode ser visto na Figura 4.7.
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Figura 4.7: Recuperacdo de P(3HB) (I) com carbonato de propileno (CP) e 2-heptanona (2-
Hp) a partir da biomassa de B. megaterium com e sem tratamento prévio por
ruptura mecanica com graos de areia de duas faixas granulométricas. Extracao
realizada a 140 °C por 15 min. Pureza percentual (0).

Os graos de areia de maior granulometria, 1 a 0,295 mm, tiveram maior impacto no
indice de recuperacdo do P(3HB). Possivelmente, por terem causado maior dano a parede
celular do B. megaterium. Quando utilizada a areia de menor granulometria, 0,295 a 0,250
mm, a recuperacdo foi bastante proxima a encontrada ap6s a extracdo do P(3HB) a partir da
biomassa sem tratamento prévio, possivelmente pelo fato de essa faixa de granulometria ndo
ter ocasionado rompimento celular consideravel. Por isso, uma das sugestdes para trabalhos
futuros seria aplicacdo de esferas de vidro nessa etapa, como as particulas utilizadas em
analises de extracdo de carotenoides e lipideos em microalgas. A microscopia de varredura
também permitiria avaliar o quanto a superficie celular foi de fato impactada pelo método
abrasivo utilizado.

Percebeu-se que o volume de solvente utilizado na etapa do vortex néo interferiu
consideravelmente no indice de recuperacdo de P(3HB) para a situacdo avaliada para o
solvente CP. Apesar de se supor que menor volume poderia facilitar os choques entre as
particulas sélidas e, por consequéncia, aumentar a abrasao na parede celular, o menor volume
avaliado no experimento resultou em resultado inferior. Isso provavelmente ocorreu devido a
dificuldade observada na formacgdo do vortex, com o movimento tornando-se cadtico em
alguns momentos da agitagdo. Assim, estabeleceu-se como melhor condigdo entre as
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avaliadas de pré-tratamento para o CP, a formacdo de vortex com 5mL de solvente,
utilizando gréos de areia de tamanho entre 1,00 e 0,295 mm.

Na sequéncia, essa condicdo foi aplicada para o 2-Hp, porém resultou em um menor
aumento percentual no indice de recuperagdo do P(3HB) do que ocorrido no caso do CP. Esse
fato pode estar relacionado ao comportamento das particulas quando sujeitas ao vortex. Em
alguns momentos percebeu-se a permanéncia dos gréos de areia em uma determinada regido
do tubo, formando uma espécie de anel (Figura 4.8), o que possivelmente ocasionou menos
choques entre os solidos.

Figura 4.8: Diferenca entre o comportamento das particulas durante o vortex. (a) carbonato
de propileno (CP) (b) 2-heptanona (2-Hp).

O método de abrasdo por chogues mecanicos com graos de areia se mostrou promissor
e pode ser otimizado em futuras pesquisas. Poder-se-ia identificar a melhor relacdo solvente
biomassa, tempo de vortex e ainda a granulometria que resultaria em maior recuperacdo do
P(3HB) na etapa de extracdo por solventes.

4.4 Testes de precipitacao do P(3HB) com n&o-solvente

A separagdo do P(3HB) solubilizado no solvente apds a etapa de extragcdo pode se dar
pela evaporacéo do solvente ou pela precipitacdo do polimero com n&o-solvente.

A completa ebuli¢do do solvente tende a ser uma etapa muito onerosa, especialmente
guando promovida em escala industrial. 1sso se deve ao alto consumo de energia exigido no
aquecimento. Outra desvantagem ¢ a possibilidade de haver a reducdo da massa molar do
polimero em altas temperaturas.

Esses fatos sugerem que 0 processo de precipitagdo seja mais vantajoso para um futuro
escalonamento do processo, pois pode ser realizado a temperatura ambiente. Apesar de nédo
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extinguir a necessidade da etapa de secagem do polimero precipitado e da posterior separacdo
da mistura de ndo-solvente e solvente por destilagédo. Considerando que o solvente organico
de maior capacidade de extracdo do P(3HB) a partir da biomassa de B. megaterium
identificado nessa pesquisa, 0 NNDA, apresenta temperatura de ebulicdo alta, 165 °C, a
precipitacdo do polimero pode ser uma alternativa para escalonamento do processo.

A precipitacdo com ndo-solvente a partir das solugdes em NNDA foi avaliada
qualitativamente como técnica alternativa ja proposta previamente por outros autores (Riedel
et al., 2013; Samori et al., 2015; Yang et al., 2015), usando propanona, agua e etanol (EtOH)
como ndo-solventes.

A propanona nao provocou a precipitacéo instantanea do polimero como observado no
caso dos outros ndo-solventes avaliados. Ao final do gotejamento a mistura continuava
limpida. Apds 20 h, foi possivel verificar a ocorréncia de turvacdo na mistura, porém sem a
existéncia de solidos decantados (Figura 4.9). Como houve significativa reducdo de volume,
devido a alta volatilidade da propanona, ndo foi possivel quantificar o P(3HB) recuperado.

A lenta precipitacdo do P(3HB) na presenca de propanona torna esse nao-solvente néo
tdo atrativo para aplicaces industriais, visto o tempo de residéncia nessa etapa € bastante
grande. Além disso, exigiria uma estrutura maior em termos de opera¢des unitarias, que
deveriam reter mistura até que a precipitacdo esteja completa.

Figura 4.9: Aspecto final da precipitacdo com propanona como ndo-solvente. (a) Apds o
gotejamento na proporcdo ndo solvente/ solugdo 1:1 e 3:1. (b) Apds 20 h de
repouso a temperatura ambiente na proporcao ndo solvente/ solucdo 1:1 e 3:1.

A &gua e o etanol causaram inicio instantaneo da precipitacdo do P(3HB), tornando a
mistura turva a medida que o gotejamento ocorria. Apos 20 h de repouso, foi observado
diferente comportamento entre 0s ndo-solvente. No caso da agua, o P(3HB) solido encontra-
se, em sua maior parte, localizado no fundo do frasco. Ja no caso do EtOH, ndo ocorreu
decantagéo do P(3HB), como se observa na Figura 4.10.
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Figura 4.10: Aspecto final da precipitacdo com agua e etanol como nédo-solvente. (a) Apds o
gotejamento de agua na propor¢do nao solvente/ solucdo 1:1 e 3:1. (b) Apos de
agua 20 h de repouso a temperatura ambiente na proporcao ndo solvente/ solucdo
1:1 e 3:1. (c) Apds o gotejamento de etanol (EtOH) na proporcao ndo solvente/
solucdo 1:1 e 3:1. (d) Apos de etanol (EtOH) 20 h de repouso a temperatura
ambiente na proporcao ndo solvente/ solugédo 1:1 e 3:1.

Mesmo apos a centrifugacdo, houve sensivel diferenca entre o aspecto final dos dois
ndo-solventes. No caso do etanol, houve um acimulo de uma fase de aspecto gelatinosa,
enquanto que no caso da agua, observou-se 0 acumulo de sélido no fundo do eppendorf,
Figura 4.11.

Figura 4.11: Aspecto final da amostra de polimero precipitado com ndo-solvente apds
centrifugacéo. (a) Etanol (EtOH) (b) Agua.

Verifica-se na Figura 4.11, o inchamento do polimero na presenca do etanol, isso pode
indicar interagdo intermolecular entre 0 ndo-solvente e a cadeia polimérica. A ocorréncia
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desse fendbmeno restringe a aplicacdo industrial do etanol, pois dificulta o processo de
separacdo das fases presentes na mistura e retarda a secagem do solvente residual.

Quando se fez uso da agua, como ndo-solvente, foi possivel promover uma nitida
separagdo entre a fase solida e fase liquida. O que permitiu a retirada do sobrenadante em
quase sua totalidade, acelerando o processo de secagem.

O percentual de polimero precipitado a partir da solucdo original de P(3HB) Sigma-
Aldrich® sem repouso foi bastante similar para os ndo-solventes 4gua e EtOH, 78,5 + 6,3% e
79,0 £ 7,7% respectivamente (Figura 4.12). O tempo de repouso de 20 h adotado no
experimento ndo alterou significativamente esse valor no caso da agua.
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Figura 4.12: Percentual de polimero precipitado da solucdo original preparada com N,N-
dimetilacetamida (NNDA) e P(3HB) padrdo a partir de &gua () e etanol (.).

A maior proporcdo de ndo-solvente, dgua 3:1, resultou em menor recuperacdo do
P(3HB), igual a 60,0 + 7,5%.Por esses motivos, elegeu-se a dgua na proporcao 1:1 como
melhor opcdo para promover a precipitagdo do polimero na solugdo de NNDA e P(3HB).

4.5 Proposta de fluxograma para processo industrial para extracao
com NNDA

O fluxograma de processo proposto para extracdo sugere uma sequéncia de etapas
para a recuperagdo do P(3HB) a partir da biomassa de B. megaterium em escala industrial
extraido com NNDA, levando em consideracdo as caracteristicas fisicas e toxicologicas do
solvente adotado, Figura 4.13.
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Figura 4.13: Proposta de etapas de extracdo. (E) Extrator; (C) Centrifuga; (Co) Tanque de co-
precipitacdo; (TC) Trocador de calor; (F) Torres de fracionamento; (L) Tanque
de lavagem; (S) Secagem; (M) Moagem; (P) Peletizadora

Observou-se nos ensaios de bancada realizados que o NNDA foi capaz de recuperar
mais de 90% do polimero com tempo de contato inferior a 15 min. Por esse motivo, na
proposta de escalonamento ndo foi incluida uma etapa de pré-tratamento da biomassa. Logo, a
primeira etapa do processo é a extracao do polimero contido na biomassa seca, proveniente do
cultivo bacteriano. A separacdo da biomassa residual da solucdo de P(3HB) é realizada por
centrifugacdo.

A biomassa esgotada é descartada, enquanto o extrato é enviado para etapa de co-
precipitacdo. Nessa fase a solugdo polimérica recebe o ndo-solvente e é resfriada no trocador
de calor. A segunda etapa de centrifugacédo separa o P(3HB) solido da fase liquida, que segue
para o fracionamento em coluna de destilacéo.

O processo proposto inclui uma etapa de lavagem do polimero com &gua para garantir
total remogé&o do solvente, visto sua potencialidade de causar efeitos adversos no figado (Liu




48 4. RESULTADOS E DISCUSSOES

et al., 2010; Ghazali e Inayat-Hussain, 2014). A mistura segue para a terceira etapa de
centrifugacdo. A fase solida € entdo aquecida para reducdo da umidade residual. Sendo, em
seguida, encaminhada para moagem e peletizacao.



Capitulo 5

Conclusodes

5.1 Consideracdes Finais

Neste estudo, foi possivel verificar quantitativamente que os solventes acetato de etila
(AcEt), metil etil cetona (MEK), dimetil carbonato (DC), propionato de isoamila (Plso),
apesar de relatados na literatura previamente como bons solventes (Mantelatto, 2011; Riedel
et al., 2013; Aramvash et al., 2015; Samori et al., 2015; Yang et al., 2015), ndo foram capazes
de solubilizar quantidades representativas de P(3HB). Os demais solventes avaliados, DMSO,
CP, 2-Hp e NNDA, se mostraram, nos experimentos preliminares, promissores para futuras
aplicacdes industriais pois foram capazes de atingir altas concentracbes de P(3HB) em
solucdo sob aquecimento.

Os ensaios de extracdo com a biomassa comprovaram que a parede celular do B.
megaterium apresenta uma grande resisténcia no processo de extracdo, essa concluséo foi
possivel comparando-se o percentual de recuperacdo do P(3HB) obtidos neste trabalho com
os obtidos a partir de bactérias Gram-negativas, encontrados em trabalhos da literatura,

O DMSO ndo se mostrou um solvente seletivo para P(3HB), causando a digestdo da
parcela ndo-polimerica, produzindo um polimero de baixa pureza nas condi¢fes avaliadas. O
CP e 2-Hp apresentaram desempenho similar, mas superior ao Chl, possivelmente por
apresentarem maior interacdo com a estrutura molecular da parede celular bacteriana. O
NNDA foi o solvente mais promissor entre os avaliados, atingindo valores proximos a
recuperacdo total com apenas 30 min de contato a 140 °C. Apesar do CP, ja ter sido avaliado
quantitativamente para recuperacdo do P(3HB) de bactérias Gram-negativas (Fiorese et al.,
2009; Mc Chalicher e Sriene, 2010), nenhum dos quatro solventes ainda havia sido aplicado
em ensaios de extracdo em bactérias Gram-positivas. Estas por apresentarem parede celular
mais espessa, oferecem maior resisténcia a difusdo do solvente para o interior da célula e a
micela polimero/solvente para o meio extracelular.

A técnica de pré-tratamento da biomassa por ruptura mecanica pela abrasdo de graos
50
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de areia em vortéx com B. megaterium se mostrou promissora a aumentar a recuperacao de
P(3HB) para os solventes testados, CP e 2-Hp.

No ensaio de precipitacdo do P(3HB) o ndo-solvente que apresentou melhor
desempenho foi a 4gua. Ao ser adicionado ao extrato, provocou a instantanea precipitagdo do
polimero em granulos de facil decantabilidade.

5.2 Trabalhos Futuros

A fim de complementar a presente pesquisa, seria importante realizar analises
complementares sobre o impacto do processo de extracdo com os solventes de melhor
desempenho, 2-Hp, CP e NNDA, na massa molar do polimero.

Executar novos ensaios de extracdo a fim de encontrar o ponto 6timo de operacao, ou
seja, a temperatura e tempo de contato solvente/biomassa que geraria uma recuperacao
economicamente vidvel, com menor agressdo a massa molar do polimero possivel.

Aplicar o homogeneizador da alta pressdo como um metodo de pré-tratamento da
biomassa.

Comparar a abrasdo na parede celular de B. megaterium provocada pelos gréos de
areia em vortex com microesferas de vidro nas mesmas condicdes e verificar o rompimento
da parede celular por microscopia eletrdnica de varredura.

Aplicar a técnica de precipitacdo ao extrato da etapa de extragcdo por solventes a partir
de B. megaterium, avaliando quantitativamente as perdas dessa etapa.
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Anexol

Solventes Organicos avaliados

Como se pretende avaliar a técnica de extragdo por solventes para a bactéria Gram-
positiva, B. megaterium, sdo feitos breves relatos a respeito de toxicidade e obtencdo dos
solventes organicos avaliados na presente pesquisa. Essas informacdes irdo fundamentar a
discussdo de resultados realizada durante a comparacdo do rendimento de recuperacdo do
P(3HB) entre os solventes abaixo.

Cloroférmio

O tricloro etano, Figura A.1, comumente conhecido por cloroférmio, € um solvente
organico halogenado bastante volatil e aplicado na producdo de corantes e pesticidas, entre
outras substancias, além de utilizado em processos produtivos, por exemplo, da indUstria de
papel e celulose (Estévez e Vilanova, 2014).

Cl

o

Figura A.1: Estrutura molecular do cloroférmio.

O cloroférmio pode ser produzido industrialmente pela reagdo de cloracdo do gas
metano, sob aquecimento intenso, gerando como produto secundario acido cloridrico e
produtos intermediarios, Figura A.2. A purificacdo pode ser realizada por destilacdo
(Rossberg et al., 2006).

CH4 + Clo— CH3CI + HCI
CHjsCl + Cl;— CHCl; + HCI
CH.Cl, + Clo— CHCIl3 + HCI

Figura A.2: Reacdo de sintese do cloroférmio.
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O cloroférmio € facilmente absorvido pela pele causando vermelhiddo e, quando
inalado, provoca irritacdo em mucosas. No organismo pode atacar o figado, causando doencas
hepéticas (llett et al., 1973; Flanagan e Pounder, 2010). E ainda citado na literatura como um
possivel produto quimico cancerigeno (Cappelletti et al., 2012).

Acetato de etila

O acetato de etila (AcEt) é um composto quimico organico, pertencente ao grupo dos
ésteres, com aplicacdes bastante diversas, sendo largamente utilizado na industria de vernizes
e tintas, bem como, um solvente satisfatorio para diferentes principios ativos de farmacos e
alimentos (Kenig et al., 2001). Sua estrutura € constituida por 4 carbonos organizados em uma
cadeia linear heterogénea, como representado na Figura A.3.

o

Figura A.3: Estrutura molecular do acetato de etila (AcEt).

Industrialmente, esse produto é obtido pela reacdo de esterificacdo entre acido acético
(HAC) e etanol (EtOH)(Tian et al., 2015), podendo ser catalisada pela presenca de um &acido
(Kenig et al., 2001), Figura A.4. Ambos 0s reagentes podem ser obtidos a partir de fontes
renovaveis, o que torna o uso desse produto interessante do ponto de vista ambiental.

CH3COOH + CH3CH20H « H20 + CH3COOCH2CHj3
HAC EtOH H20 AcEt
Figura A.4: Reacdo quimica de obtencdo do acetato de etila (AcEt).

O AcEt apresenta carateristicas inflamaveis e, em caso uma exposi¢do continua, pode
causar irritacdo aos olhos e a pele. No entanto, ndo ha evidéncia de que seja uma substancia
cancerigena, mutagénica ou toxica ao organismo humano (Estevan e Vilanova, 2014).

Metil etil cetona

A metil etil cetona (MEK), cuja estrutura € representada na Figura A.5, € um
composto quimico organico, pertencente ao grupo das cetonas, com aplicacdes diversas. Uma
das suas aplicacGes mais importantes é na industria de producdo de tintas e resinas, na qual é
aplicado como solvente, devido & sua rapida evaporacdo. Do ponto de vista toxicologico, foi
verificado, pela analise da conversdo metabolica de MEK no organismo de cobaias, que
sugere que essa substancia é neurotoxica podendo ocasionar doencas neuroldgicas, no caso de
longos periodos de exposicao (Divincenzo et al., 1976).
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O

P

Figura A.5: Estrutura molecular do metil etil cetona (MEK).

Industrialmente, a principal rota de sintese de MEK ¢ via oxidacdo de 2-butanol
utilizando como catalisador cobre, zinco ou bronze, segundo reacdo quimica apresentada na
Figura A.6 (Hoell et al., 2009).

CH3CH(OH)CH2CH3 — CH3CHOCH,CH3 + H>
2-butanol MEK
Figura A.6: Reacdo de obtengédo de metil etil cetona (MEK).

Dimetil carbonato

O dimetil carbonato (DMC), Figura A.7, € um composto quimico organico,
pertencente ao grupo dos esteres, utilizado, como matéria-prima, principalmente na inddstria
de adesivos e tintas. A imuno toxicidade desse solvente foi avaliado por meio da exposicdo
cuténea de ratos durante 28 dias, sendo possivel se comprovar que a exposi¢cdo acarreta em
reducdo da imunidade das cobaias, tendo potencialidade para causar 0 mesmo efeito em seres
humanos. (Anderson et al., 2013).

0O

H3C“‘x )'I\ HCH3

O (@]
Figura A.7: Estrutura molecular do dimetil carbonato (DMC).

A producdo de DMC convencional é considerada um processo bastante agressivo ao
meio ambiente, pois faz uso de fosgénio, reagente extremamente corrosivo e toxico, sendo
mortal mesmo em pequenas quantidades, Figura A.8 (Conim, 2010).

COCl, + CH30OH — CICOOCHs + HCI

Fosgénio Metanol

CICOOCH3 + CH3OH — (CH30)2CO + HCI
Metanol DMC
Figura A.8: Reacdo quimica de obtencao de dimetil carbonato (DMC).
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Por isso, foram desenvolvidas outras duas rotas de sintese desse reagente, atualmente
ja aplicadas em escala industrial. Uma delas tem como base a oxi-carbonilagdo do metanol
promovido em fase liquida, catalisada por cloreto de cobre, Figura A.9. A outra rota
alternativa prevé a reacdo em fase gasosa via reagdo do metanol com metil nitrato (MN)
catalisada por paladio, conforme reacdo quimica mostrada na Figura A.10 (Delledonne et al.,
2001).

2CH30H + CO + % 02— (CH30)2CO + H20
DMC

Figura A.9: Reagdo quimica de obtencéo de dimetil carbonato (DMC) a partir de metanol.
2 NO + % O2— N203

2 CH30H + N203— 2 CH30NO + H»0
MN

2 CH3ONO + CO — (CH30).CO + 2 NO
DMC
Figura A.10: Reacdo quimica de obtencdo de dimetil carbonato (DMC) a partir de metanol e

metil nitrato (MN).

Propionato de isoamila

O 3-metil-butil propanoato, Figura A.11, também conhecido por propionato de
isoamila (Plso), € um ingrediente comumente utilizado na industria de alimentos, importante
especialmente em formulacdes de saborizantes de abacaxi ou damasco. Além de ser aplicado
com plastificante em alguns solventes industriais. Por isso, trata-se de um produto quimico de
alto valor comercial. (Leyva et al., 2015).

O /\/}\
\)J\O
Figura A.11: Férmula estrutural do propionato de isoamila (P1so).

Sua sintese pode ser promovida a partir da reacdo de esterificagdo entre o alcool
isoamilico e acido propanoico, na presenca de acido forte e sob aquecimento, Figura A.12.
Como forma de se utilizar um subproduto da industria alcooleira, tem sido estudada a
viabilidade de se utilizar o 6leo fusel, rico alcool amilico, propilico e butilico, como matéria-
prima desse processo.(Kugcuk e Ceylan, 1998; Patil et al., 2002).
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o HSO o
+ - )\/\ + H,0
OH o~ A oAt

Figura A.12: Reagéo de sintese de propionato de isoamila (PIso).

Outro mecanismo possivel de sintese do Plso é a catélise enzimatica por lipases que
apresenta vantagem no produto obtido, pois este pode ser classificado como natural ao do
obtido pela rota anterior, classificado como artificial. O apelo por produtos naturais tem sido
cada vez mais valorizado no mercado consumidor (Hari Krishna e Karanth, 2002).

Dimetilsulféoxido

Dimetilsulfoxido (DMSO), Figura A.13, é um solvente bastante polar e aprético, que
devido sua baixa toxicidade, alta taxa de absorcdo pela pele e efeitos anti-inflamatorios é
largamente utilizado na area da saude. Este solvente organico tem cheiro caracteristico de
alho, o que pode ser indesejado em algumas aplicac6es industriais (Kligman M., 1965). Trata-
se de um subproduto da industria de papel e celulose, observado pela primeira vez durante
pesquisas que culminaram na conversdo de sulfetos, compostos altamente tdxicos, em
sulféxidos em meados do século 19 (Capriotti e Capriotti, 2012).

O\\S/

Figura A.13: Foérmula estrutural do dimetilsulféxido (DMSO).

Destaca-se a alta permeabilidade do DMSO em tecidos animais, tendo sido estudada
sua aplicacdo nas areas veterinaria e médica. Em veterinaria foi estudado como crioprotetor
de foliculos ovinos isolados (Santos et al., 2005). Na area médica foi avaliado como agente
capaz de reduzir a necrose residual em retalhos de pele implantados em ratos, o que indica
provavel efeito anti-inflamato6rio dessa substancia (Duarte et al., 1998).Caracteriza-se por ser
um reagente quimico de baixa toxicidade a seres humanos, raramente causando efeitos
colaterais e irritacdo da pele, 0 que torna sua aplicacdo bastante promissora para aplicagdes
dermatoldgicas (Capriotti e Capriotti, 2012).

Carbonato de propileno

Carbonato de propileno (CP), cuja férmula é mostrada na Figura A.14, é uma
substancia polar, de baixa volatilidade, sem odor caracteristico, ndo corrosivo, ndo-téxico e
biodegradavel, usualmente aplicado na industria farmacéutica (Karunasekara e Poole, 2011;
Grizi¢ et al., 2016). Pesquisas j& publicadas fazem uso do CP, por exemplo, na producédo de
pomadas(Yoshida et al., 2004) e de capsulas de gelatina para remedios (Dahl e Burke, 1990).
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Figura A.14: Férmula estrutural do carbonato de propileno (CP).

A sintese de carbonatos ciclicos é possivel por trés metodologias distintas:(i) reacdo
catalitica de CO. e epodxidos; (ii) reacdo eletroquimica entre CO. e epoOxidos; e
(iii) carboxilacdo oxidativa de olefinas (Sun et al., 2005). O primeiro método foi estudado por
Comin (2010), sendo o mecanismo de formacédo de CP por emprego de catalisador a base de
zinco apresentado na Figura A.15. A zedlita utilizada nessa pesquisa foi produzida
empregando-se liquidos i0nicos, liquidos de baixo impacto ambiental, como agentes
direcionadores de crescimento da estrutura, dispensando o uso de solventes organicos no
processo.Atingiu-se conversdes superiores a 99% para geracdo de carbonatos ciclicos.

fmemamaee (I:HB (I:Hs
CQO; ! —-((3;;2 —O—Zn—OﬁOCHCHZO(I'_I‘OCHCHz—
| icHy cHy 0 0
—0—Zn—OCHCH,0COCHCH,— —— ~0
n-0
E 0 o
b ; T CSJ/CHC%
- \O_CHz
L(C)
/ L
s —O—Zn<—0—CHCHj
—0-Zn—0CHCH,— + O\H/O - 1o
\
—CH
O 0\ ,ﬁ C 3

2
Figura A.15: Mecanismo de formacédo do carbonato de propileno através do emprego de

catalisadores a base de zinco (Comin, 2010).

2-heptanona

A 2-heptanona (2-Hp), Figura A.16, também conhecida como metil amil cetona, € um
composto quimico encontrado naturalmente no leite pasteurizado, sendo inclusive, um dos
parametros de comparagdo de tratamentos térmicos do leite, pois deriva da modificagdo de
composto gerados na glandula maméria por acdo da temperatura (Avalli et al., 2004).
Industrialmente, a 2-Hp é bastante utilizada como solvente de lacas a base de nitrocelulose
(Cheremisinoff, 2003).
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0
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Figura A.16: Férmula Estrutural de 2-heptanona.

Em estudos toxicologicos executados com ratos e macacos, durante e apos 10 meses
de exposicao de cobaias sujeitas a inalacdo de até 1025 ppm de 2-Hp por 6 h diérias por 5 dias
por semana, ndo foi possivel identificar diferenca estatistica significativa na incidéncia de
doencas pulmonares, cardioldgicas ou hepaticas relativas entre o grupo de individuos sujeito a
exposicdo e ao grupo de individuos controle (Lynch et al., 1981). Assim como ndo €
catalogado na literatura efeito neuroldgico para inalacdo cronica desse solvente, exposicao de
ratos e macacos por 9 meses a 1000 ppm diérios, 5 dias por semana (Johnson et al., 1979).

Uma rota possivel de sintese de 2-Hpé feita pela quebra de alcenos, numa reacédo
conhecida por ozdlise. Esse método consiste no borbulhamento de ozénio em uma solugéo
resfriada contendo CH.Cl,, sulfeto de dimetila e alceno, conforme reagdo apresentada na
Figura A.17 (Solomons, T.W. Graham e Fryhle, Craig B., 2012).

R R” AN a
T (2) Me,S / Ny
R H R

Figura A.17: Reacdo de ozo6lise de alcenos para producédo de 2-heptanona (2-Hp) (Solomons,
T.W. Graham e Fryhle, Craig B., 2012).

Ainda é possivel a producédo de 2-Hp por esporos de Penicillium roguefortii utilizando
como substrato o &cido etanoico e operando o sistema em regime de semi-batelada (Creuly et
al., 1990).

N,N-dimetil acetamida

N,N-Dimetilacetamida (NNDA) é um solvente polar, miscivel com a agua, aplicado na
producdo de uma grande gama de produtos, como farmacos, agroquimicos, tintas, vernizes,
entre outros (Liu et al., 2010), Figura A.18. Sua ampla utilizacdo se relaciona a sua
capacidade de solubilizar diversas substancias, inclusive poliméricas (Verma et al., 2017).

O
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|

Figura A.18: Estrutura molecular do N,N-dimetilacetamida (NNDA).
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Trata-se de uma substancia facilmente absorvida pelo organismo humano, por
ingestdo, inalagdo ou contato com a pele, podendo causar doencas hepaticas. (Liu et al., 2010;
Ghazali e Inayat-Hussain, 2014).

A degradabilidade do NNDA, quando liberado no meio ambiente, é bastante lenta por
vias naturais, por isso, diversos estudos apresentam técnicas possiveis de tratamentos de
efluentes contendo essa substancia. A bactéria Rhodococcus sp. cepa B83 foi capaz de
metabolizar NNDA transformando-a em acetatos e nitratos, compostos de baixa toxicidade
(Chen et al., 2015). Destaca-se, ainda, 0 método de microeletrélise estudado por Liu et al.
(2010), que foi capaz de atingir remocéo de NNDA do efluente superior a 95%.

Anidridos de acido reagem com amonia e aminas primarias e secundarias dando
origem a amidas, como 0 NNDA, como mostrado na Figura A.19 (Solomons, T.W. Graham e
Fryhle, Craig B., 2012).

O 0

O O H
+ N - )J\ +
Figura A.19: Reacéo de obtencéo de N,N-dimetilacetamida (NNDA).

A NNDA pode ser obtida, em processo continuo, através da reacdo entre acetato de
metila e dimetilamina na presenca de um catalisador basico com continua remocdo, por
aquecimento, de produtos de baixo ponto de ebuli¢do. Utilizando a configura¢do proposta na
patente industrial, foi possivel obter NNDA com pureza superior a 99,7% (Grafmans et al.,
2012).



