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RESUMO

Uma possivel alternativa no combate ao acimulo de plastico e seus residuos é a producéo de biopolimeros como
os polihidroxicanoatos (PHASs). Entre os PHAs, poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) é um dos mais estudados,
devido a sua aplicabilidade em uma grande gama de processos variados. Assim, 0 objetivo do presente estudo
visou avaliar o potencial de extracdo do biopolimero do interior das células bacterianas empregando diéxido de
carbono (CO2) supercritico e como co-solventes, etanol e propanol. As condicdes de operagdo foram a presséo
de 150 bar e temperatura de 50° C. Os resultados obtidos na recuperagdo com etanol ao final do processo foram
de 55,51 %, enquanto o tratamento com propanol apresentou uma taxa de recuperacdo de 75,18 % do
biopolimero. Baseado nos dados encontrados, a recuperacdo do polimero por tecnologia supercritica pode ser
considerada como uma alternativa vidvel para a extracdo e recuperagcdo de polimeros produzidos por
microrganismos.

Palavras-chave: Polihidroxibutirato, P(3HB), Bacillus megaterium, Agroindustria, Recuperacdo, Tecnologia
supercritica.

ABSTRACT

A possible alternative to reduce the number of discarded plastics is the production of biopolymers such as
polyhydroxycanoates (PHAs). Among PHAS, poly(3-hydroxybutyrate) (P(3HB)) is one of the most studied, due
to its applicability in a wide range of varied processes. Thus, this study seeks to evaluate the potential for
extracting P(3HB) from the interior of bacterial cells using supercritical carbon dioxide (CO-) alongside ethanol
and propanol acting as co-solvents. Operation conditions were 150 bar and a temperature of 50° C. The results
obtained by using ethanol was 55.51 %, while the treatment with propanol displayed a recovery rate of 75.18 %.
Based on the results found, polymer recovery using supercritical technology can be considered as a viable
alternative for the extraction and recovery of biopolymers produced by microorganisms.

Keywords: Polyhydroxybutyrate, P(3HB), Bacillus megaterium, Agroindustry, Recovery, Supercritical
technology.

1. INTRODUCAO

O uso de produtos plasticos para substituir papel ou vidro, tornou-se algo corriqueiro na
sociedade moderna. Contudo, a durabilidade dos plasticos se torna um problema apés o descarte dos
mesmos (Khanna; Srivastava, 2005; Fernandes, 2013; Pakalapati et al., 2018). Uma possivel alternativa
é a producdo de biopolimeros, dentre os quais os polihidroxialcanoatos (PHAS) podem ser citados. Os
PHAs sdo poliésteres sintetizados por microrganismos como reserva energética. Estes compostos
permanecem armazenados no interior das células e podem ser consumidos quando o microrganismo é
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submetido a situacOes de estresse. Em razao disto, os PHAs sdo completamente biodegradaveis, sendo
consumidos por diversas bactérias presentes no solo e na &gua. Além disso, as propriedades mecénicas
dos PHASs se assemelham as de varios polimeros convencionais (Israni; Shivakumar, 2013; Lin; Chen,
2017; Mohapatra et al., 2017).

O uso da tecnologia supercritica tem se tornado atraente para a industria devido a sua
atoxicidade, e potencial de recuperagdo. Solvente mais comumente utilizado é o dioxido de carbono
(COy), sendo que ele apresenta uma grande eficiéncia na extracdo de lipideos e demais compostos
hidrofébicos. Existem diversas formas de conduzir o processo de recuperagdo supercritica. A extracao
de compostos naturais é o foco de maior interesse no que se refere a extracdo por fluido supercritico.
Esta técnica de extracdo apresenta diversas vantagens quando comparada aos métodos convencionais,
sendo que dentre elas podemos citar o fato de ser um processo flexivel, devido a possibilidade de
manipulacdo das propriedades do solvente. Além disso, o uso da tecnologia supercritica reduz a
quantidade de residuos gerados por solventes organicos durante 0 a etapa de extracdo, bem como
durante o pds-processamento dos extratos para a eliminacdo de solventes, sendo que a remocdo de
solventes das amostras como sendo a etapa mais dispendiosa do processo. Além disso, mais que uma
tecnologia promissora na extracdo de compostos, a aplicacdo de fluidos supercriticos tem se mostrado
eficiente na purificacdo de polimeros ja extraidos (Daly et al., 2018).

Outro ponto interessante em relagcdo a tecnologia supercritica é o potencial de aplicagdo nédo
apenas na extracdo dos PHAs, mas também na purificacdo de polimeros ja extraidos, uma vez que a
extracdo supercritica permite obter um produto com alto grau de pureza, obtendo em alguns casos
polimeros com de 86 a 99 % de pureza (Kessler et al., 2001; Hejazi; Vasheghani-Farahani; Yamini,
2003; Kunasundari; Sudesh, 2011; Riedel et al., 2013; Kosseva; Rusbandi, 2018). Assim, o objetivo do
presente estudo visou avaliar o potencial de extracdo de P(3HB) do interior de células de Bacillus
megaterium ATCC 14581 empregando dioxido de carbono (COz) supercritico e etanol e propanol como
co-solventes.

2. MATERIAL E METODOS

A recuperacdo de P(3HB), por CO2 supercritico com emprego de propanol e etanol como co-
solventes foi conduzida de acordo com a metodologia proposta por Daly et al. (2018). Para isto, 2 g de
biomassa seca foram adicionadas ao cilindro de extracdo, juntamente com 50 mL de co-solvente. Na
sequéncia, CO2 foi adicionado ao sistema até ele atingir a pressao de 150 bar. Apos a estabilizacdo da
pressao, iniciou-se o aquecimento do sistema até a temperatura de 50° C. Com pressao e temperatura
estabilizadas, ocorreu o processo de recuperacdo do polimero. O extrato obtido foi seco em estufa a
vacuo para a remocao de residuos de solvente. Por fim, o extrato bruto foi resuspendido em 2 mL de
1,2-dicloroetano contendo 200 pL de controle interno (50 mL de n-propanol com 2 g de &cido benzoico)
e quantificado via cromatografia gasosa.

Para a quantificacdo de P(3HB) foi utilizado um cromatografo gasoso com amostrador e injetor
automatico e detector de ionizagdo de chama (FID), utilizando N2 com vazdo de 2 mL-L-1 como gas de
arraste, seguindo metodologia proposta por Faccin et al. (2013) com modificagbes. A coluna utilizada
foi Rtx-Wax (30 m x 0,25 mm) com uma temperatura inicial de 120° C com aumento de 10° C por
minuto até 190° C. A temperatura do injetor e do detector permanecem em 250° C ao longo da corrida.
Para cada experimento foi utilizada uma curva de calibracéo (de 0,005 g a 0,040 g) com P(3HB) padrao
(Sigma-Aldrich) a fim de diminuir a margem de erro decorrente de possiveis variagcfes na temperatura
do processo de extragéo.

Os resultados de recuperagéo foram expressos em rendimento acumulativo (N = 3) de P(3HB)
em funcéo do tempo de extracdo (60 min).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta resultados da cinética de recuperacdo do biopolimero utilizando CO>
supercritico e etanol e propanol como co-solventes, nas condi¢bes de 150 bar e 50° C, respectivamente.
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Figura 1 — Recuperagdo cumulativa de P(3HB) durante o periodo de recuperagdo por CO2 supercritico utilizando etanol
(A) e propanol (B) como co-solventes

Observando a Figura 1, nota-se que ao se utilizar etanol (A), a recupera¢do maxima obtida apds
60 min foi de 55,51 %, enquanto o tratamento com propanol (B) apresentou uma taxa de recuperacao
de 75,18 %. Daly et al. (2018) avaliaram a recuperacao de P(3HB) previamente extraido via tecnologia
supercritica utilizando CO2 (150 bar e 50° C). Os autores foram capazes de obter uma taxa de
recuperacdo de 73 % sem utilizar nenhum co-solvente, sendo que ao se empregar etanol em conjunto
com COo, a eficiéncia do processo chegou a 93 %.

Os resultados obtidos Daly et al. (2018) se contrastam com os valores encontrados ao longo do
presente estudo, contudo, o principal motivo para esta diferenga significativa entre processos realizados
sob as mesmas condicdes estd na amostra analisada. Daly et al. (2018) utilizaram P(3HB) bruto,
previamente extraido como amostra, buscando apenas a purificacdo do produto. Isto corrobora a
hipdtese de que a baixa eficiéncia do processo se da devido a inabilidade do processo supercritico
romper completamente a membrana celular do B. megaterium, dificultando o arraste das moléculas de
polimero pelo CO>, ja que as mesmas apresentam um alto peso molecular, podendo chegar a pesar até
1500 KDa (Khosravi-Darani; Vasheghani-Farahani, 2004; Darani; Mozafari, 2010; Demirddgen et al.,
2018).

Khosravi-Darani & Vasheghani-Farahani (2004) avaliaram a recuperacdo de P(3HB) de células
de Ralstonia eutropha por CO2 supercritico utilizando condic¢des de 200 bar de presséo, 40° C e metanol
como co-solvente. O processo teve duragdo de 100 min e permitiu a recuperacdo de 59,2 % a 68,3 % da
concentracdo total de P(3HB) presente na amostra. Os autores, no entanto, também realizaram um pré-
tratamento da biomassa com hidroxido de s6dio em concentracdes variando de 0,2 % a 0,8 %, de modo
a auxiliar na ruptura da parede celular. Comparando estes valores com os dados obtidos no presente
estudo, nota-se que a taxa de recuperacdo ao se utilizar propanol (75,18 %) foi superior aos valores
encontrados por Khosravi-Darani & Vasheghani-Farahani (2004) (maximo de 68,3 %), mesmo sem 0
tratamento prévio das amostras.

4. CONCLUSAO

A recuperagdo de P(3HB) produzido por B. megaterium empregando CO: supercritico e
propanol como co-solvente apresentou maior rendimento de extracéo (75,18 %) em relacdo ao etanol
(55,51 %) como co-solvente.
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A tecnologia supercritica podera ser uma alternativa na extracdo e recuperacdo de polimeros
produzidos por microrganismos, em relacéo as técnicas convencionais, além disso é considerada uma
tecnologia limpa.
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