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RESUMO

Polihidroxibutirato (PHB) é um biopolimero produzido intracelularmente e acumulado como reserva de
energia por muitos microrganismos, sendo o principal, a bactéria Cupriavidus necator. Logo, é necessario
realizar a extracdo dos granulos intracelulares do interior das células. A extragdo quimica do PHB com
cloroférmio e hipoclorito de sodio é eficiente, porém, utilizam-se elevadas quantidades de cloroférmio,
solvente toxico e voldtil. Assim, faz-se necessario o estudo de novas tecnologias para a extragdo do PHB,
buscando tornar o processo viadvel tecnologicamente, visto que este biopolimero é um importante candidato
para substituicdo de polipropileno (PP). Diante desse contexto, este trabalho objetivou avaliar o processo de
extracdo do PHB por meio das larvas de Zophobas morio Fabricius, comparado ao processo quimico
tradicional. O PHB foi sintetizado pela bactéria Cupriavidus necator em frascos de Erlenmeyer com 300 mL
de meio mineral contendo glicose e frutose como fontes de carbono. O cultivo foi conduzido por 24 ha 30 °C
e 150 rpm. A biomassa obtida do cultivo foi submetida a extragdo quimica (dispersdo de
cloroférmio/hipoclorito de sddio) e bioldgica, sendo, para isto, utilizada em uma mistura 2:1 (m/m) de farelo
de trigo para biomassa Umida contendo PHB como fonte de alimentacdo das larvas de Zophobas morio
Fabricius. O PHB obtido pelos dois processos foi caracterizado por termogravimetria (TG), calorimetria
diferencial exploratéria (DSC), espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier -
reflexdo total atenuada (FTIR/ATR), difratometria de raios-X (DRX) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Verificou-se que a amostra extraida pelo método bioldgico (PHB_EB), quando comparada com a
amostra extraida pelo método quimico (PHB_EQ), apresentou a mesma estrutura quimica e que a
metodologia bioldgica usando larvas apresentou-se mais rapida e eficiente, garantindo a extracdo do PHB
com elevada pureza e estabilidade térmica, com reduzida quantidade de solvente, tornando este processo
mais ambientalmente amigavel.
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ABSTRACT

Polyhydroxybutyrate (PHB) is an intracellularly produced biopolymer accumulated as an energy reserve by
many microorganisms, being the main producer the bacterium Cupriavidus necator. Therefore, it is necessary
to extract intracellular granules from the inside of cells. PHB chemical extraction with chloroform and
sodium hypochlorite is efficient, but high amounts of chloroform, toxic and volatile solvent are used. Thus, it
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is necessary to study new technologies for the extraction of PHB, seeking to make the process
technologically, since this biopolymer is an important candidate for polypropylene replacement (PP). In this
context, this study aimed to evaluate the PHB extraction process from larvae Zophobas morio Fabricius. PHB
was synthesized by the bacterium Cupriavidus necator in Erlenmeyer flascks with 300 mL of mineral
medium containing glucose and fructose as carbon sources. The culture was conducted for 24 h at 30 °C and
150 rpm. Biomass obtained from cultive was submitted to chemical extraction (dispersion
chloroform/sodium hypochlorite) and biological, and for this, used in a mixture 2:1 (m/m) of the wheat meal
with cells containing PHB as a feeding source of the larvae of Zophobas morio Fabricius. PHB obtained by
the two recovery processes were characterized by thermogravimetry (TG), exploratory differential
calorimetry (DSC), infrared spectroscopy with Fourier transform - total attenuated reflection (FTIR/ATR), X-
ray diffractometry (XRD) and scanning electron microscopy (SEM). It was found that the sample extracted
by the biological method (PHB_EB) , when compared with the sample extracted by the chemical method
(PHB_EQ), presented the same chemical structure, and that the biological methodology using larvae was
faster and more efficient, guaranteeing the extraction PHB with high purity and thermal stability, with
reduced amount of solvent, making this process more environmentally friendly.
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1. INTRODUCAO

A produgdo e consumo de polimeros aumenta continuamente, atualmente é impossivel imaginar nosso dia a
dia sem estes materiais [1]. Os plésticos sdo consumidos globalmente a um ritmo de cerca de 311 milhGes de
toneladas por ano, sendo a grande maioria de polimeros petroquimicos [2]. Uma alternativa é a reciclagem,
porém apenas uma pequena parcela é reciclada. A maioria dos polimeros petroquimicos acaba sendo
destinados a aterros sanitarios e industriais ou incinerados, ao fim da sua vida Util, alternativas que ocasionam
grandes impactos ambientais devido ao longo tempo de degradagédo desses materiais no meio ambiente [3].

Alternativamente, surgem os polimeros biodegradaveis como os polihidroxialcanoatos (PHAS), que sdo
poliésteres alifaticos naturais biodegradaveis, sintetizados naturalmente por vérias espécies bacterianas como
reserva de energia [4, 5]. As propriedades desses polimeros podem variar de termoplasticos rigidos a
elastdmeros elasticos, sendo diretamente influenciadas pela escolha do substrato, bactérias e condi¢des de
cultivo [6]. Dentre toda a variedade de PHAs existentes, ha o polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato
(PHV) e poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), sendo que o PHB é o mais simples e extensamente
estudado [7, 8].

O PHB é um biopolimero cristalino e linear com propriedades estruturais semelhantes ao polipropileno
isotatico (PP) e apresenta a vantagem de ser biodegradavel e biocompativel, sendo um candidato para a
substituicdo do uso do polimero proveniente de fontes fdsseis [9, 10]. De acordo com SILVA et al. [11], as
aplicacfes do PHB sdo destinadas, na sua grande maioria, a produtos elaborados por termoformagem e
injecdo. Além disso, devido a sua natureza biodegradavel e elevadas propriedades mecénicas, o PHB pode
ser utilizado na produgdo de embalagens e itens descartaveis [12]. Também é amplamente estudado para
aplicacOes na area médica, como em fios de suturas, malhas cirdrgicas, curativos e tecidos para regeneragao
0Ossea e nervosa, por exemplo [13-15].

A sintese do PHB pode ser realizada por vérias bactérias, sendo a espécie mais utilizada a Cupriavidus
necator, devido a sua capacidade de acumular o polimero em até 90% da massa seca de sua célula [16].
Segundo ARAMVASH et al. [17], o acumulo dos granulos intracelulares de PHB depende de fatores como
pH, aeracdo, fontes de carbono e nitrogénio e meio de cultura. A sintese do polimero é dividida em duas
etapas, na primeira 0s micro-organismos sao induzidos ao crescimento em meio sem limitagdo de nutrientes
e, na segunda etapa, faz-se a limitagdo dos nutrientes essenciais e excesso de fonte de carbono, promovendo o
acumulo do polimero na forma de granulos intracelulares como reserva de energia e alimento [11].

Como o polimero ¢ intracelular, apds o processo de polimerizagdo, é necessario realizar a extracdo do
mesmo. Segundo JACQUEL et al. [18], os métodos de extracdo podem ser realizados de diferentes maneiras,
como, por exemplo, com o uso de solventes, por perturbagdo mecéanica e métodos bioldgicos. Conforme o
método utilizado, se obtém diferentes rendimentos e purezas, que podem variar de 60 a 98%.
Convencionalmente, a extracdo é realizada quimicamente utilizando elevadas quantidades de cloroférmio,
apresentando elevado custo e problemas do ponto de vista ambiental, visto que esse solvente é altamente
toxico e volatil [19]. Sendo assim, TELLES et al. [20] indicaram a necessidade do desenvolvimento de
métodos que sejam vidveis econdmica e ambientalmente e que garantam o desenvolvimento de materiais com
0 maximo possivel de pureza e propriedades fisicas, mecanicas e quimicas adequadas.

Atualmente, ha poucos estudos sobre 0 uso de novas tecnologias biolégicas em escala industrial visando
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a reducdo de custos e troca do emprego de produtos quimicos de elevada toxicidade para realizar a extracéo
do polimero do interior das células. Estudos realizados por MURUGAN et al. [1] e ONG et al. [21],
verificaram a possibilidade de substituicdo do uso de solventes para extracdo dos granulos intracelulares de
PHB pela utilizacdo de larvas do besouro Tenebrio molitor Linnaeus, sendo que esta espécie foi capaz de
digerir o material ndo poliéster, liberando o PHB intacto no residuo fecal.

Dentre as espécies de besouro pertencentes a familia Tenebrionidae da ordem Coleoptera tem-se o
Zophobas morio e Tenebrio molitor, conhecidos popularmente como “Tenebrio gigante” e “bicho da
farinha”, respectivamente [22, 23]. De acordo com YANG et al. [24], essas espécies sdo capazes de
biodegradar polimeros sintéticos em gas carboénico (CO,) e agua (H,O) e os carbonos dos produtos sao
transformados em biomassa.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar o processo de extracdo do PHB, sintetizado pela
bactéria Cupriavidus necator, por meio das larvas de Zophobas morio Fabricius, comparando as alteracdes
no biopolimero ocasionadas pela extracdo biolégica com a extracdo quimica como amostra de referéncia.

2. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, os experimentos foram realizados em etapas, onde primeiramente foi feita a sintese do PHB,
e posteriormente a extragdo quimica obtendo um filme polimérico e a extracdo bioldgica pelas fezes das
larvas, sendo as amostras obtidas encaminhadas para as analises de TG, DSC, FTIR/ATR, DRX e MEV. A
Figura 1 apresenta o fluxograma experimental detalhado das etapas desenvolvidas neste trabalho, sendo que
0 tempo do processo de extracdo pelo método quimico levou cerca de 126 h, quando comparado ao método
bioldgico que durou em torno de 111 h.
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Figura 1: Fluxograma experimental demonstrando as etapas dos processos de extracdo pelos métodos quimico e
biolégico.

2.1 Biossintese do PHB

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Cupriavidus necator — DSM 545. Para a ativagao
das células foi utilizado um frasco de Erlenmeyer aletado contendo 100 mL de caldo nutriente (NB)
composto por 5,0 g.L ™ de peptona de carne e 3,0 g.L " de extrato de carne. As células de Cupriavidus
necator, mantidas em placa de Petri sob refrigeracdo, foram transferidas para o frasco. Posteriormente, o
frasco foi incubado em um agitador (B. Braun CERTOMAT HK) em movimento rotatério de 150 rpm a
30 °C, overnight (18 h).

Para a producéo de PHB foi 0 Meio Mineral (MM), descrito por Ramsay et al., (1990) com alteracGes
propostas por ARAGAO [25]. Resumidamente, o meio foi composto: glicose (15 g - L™), frutose (15 g - L),
4cido nitriloacético (0,19 g - L™), citrato férrico de aménia (0,06 g - L™), MgSO, - 7H,0 (0,5¢ - L™), CaCl,
2H,0 (0,01 g - L™, NH,80, (5 g - L"), Na,HPO, - 12H,0 (8,95 g - L™), KH,PO, (1,5g- L-1) e
oligoelementos (1 mL-L™). A solucdo de oligoelementos foi composta: H;BO; (0,3 g - L™), CoCl, - 6H,0
(0,2g-L", ZnSO, - 7TH,0 (0,1 g - L™, MnCl, - 4H,0 (0,03 g - L™), Na,MoO, - 2H,0 (0,03 g - L™), NiCl, -
6H,0 (0,02 g - L), CuSO, - 5H,0 (0,01 g - LY.
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Este processo foi dividido em duas etapas, uma etapa denominada pré-inoculo, conduzida de forma a
estimular o crescimento das células sem nenhuma limitagdo de nutrientes, enquanto a segunda etapa,
denominada cultivo, foi conduzida, com limitac4o da fonte de nitrogénio (NH,SO, (2,3 g - L™)), mantendo-se
os demais nutrientes e concentracgdes, para estimular a producdo do polimero.

As células foram transferidas a uma taxa de 10% (V / V) e novamente incubadas em um agitador orbital
a 150 rpm, 30°C por 24 h. Ao final do cultivo o meio contendo as células foi congelado para a posterior
extracao.

2.2 Extracédo do PHB
2.2.1 Extracdo quimica

Para efeito de comparacéo utilizou-se também o método de extracdo de HAHN et al. [26], o qual utiliza uma
dispersdo de hipoclorito de sédio e cloroférmio. O meio de cultivo foi centrifugado a 6.000 rpm. As células
foram ressuspensas em uma dispersao contendo 100 mL de hipoclorito de sodio e 100 mL de cloroférmio
(30% m/V). Esta suspenséo foi agitada durante 150 min a 30 °C. Apds este tratamento uma nova etapa de
centrifugacdo foi realizada na qual sdo obtidas trés fases: a fase superior € composta pelo hipoclorito de
sodio, na fase intermediaria ficam os debris celulares (também chamados de NPCM, ou materiais celulares
n&o-PHB) e no fundo a solugdo de cloroférmio e P(3HB). Removendo-se as fases superior e intermediaria e,
vertendo-se a Ultima fase em uma placa de Petri, posteriormente submetida a evaporacdo (24 h) obtém-se
uma massa polimérica

Para a purificacdo do polimero, foi utilizada a metodologia proposta por GARCIA [27], assim, 0
polimero foi solubilizado em cloroférmio sob agitacéo constante a 60 °C. Em seguida, adicionou-se n-hexano
na proporcdo 1:1 (V/V), como agente ndo-solvente, promovendo a precipitacdo do PHB e, entdo, foi
realizada a filtragdo a vacuo dos cristais poliméricos formados. Apds o processo de filtracdo, os cristais foram
vertidos em uma placa de Petri para a evaporacdo do solvente (24 h).

Os filmes poliméricos foram preparados apds o processo de evaporacdo do solvente. Os biopolimeros
foram solubilizados utilizando-se cloroférmio (1% m/V) com agitagdo por 2 h em shaker (B. Braun
CERTOMAT HK) em movimento rotatério a 150 rpm. Em seguida, as amostras foram vertidas em placas de
Petri e alocadas em uma cuba de vidro saturada em cloroférmio. Os filmes poliméricos foram removidos
apos o periodo de evaporagdo completa do solvente (48 h) e entdo secos em estufa 40 °C por 24 h, levando
ao todo um tempo de cerca de 126 h de processo. Os filmes obtidos foram encaminhados para posterior
caracterizacdo.

2.2.2 Extragao bioldgica

Adaptando a metodologia de MURUGAN et al. [1] e ONG et al. [21], o meio de cultivo foi centrifugado (SP
Labor) durante 10 min a 6.000 rpm, para separacgdo das células de C. necator contendo PHB. A alimentacao
das larvas do Zophobas morio (50 g) foi realizada, durante um periodo de 16 dias, com uma mistura de farelo
de trigo com a biomassa centrifugada numa razdo de 2:1 (m/m), sendo a mistura seca em estufa (Quimis) a
60 °C por 24 h. As larvas foram mantidas em recipientes pléasticos em condi¢fes ambientais. De acordo com
MURUGAN et al. [1], a quantidade de alimento necessario para as larvas deve corresponder a 5% da massa
corporal por dia das mesmas. Posteriormente, as fezes obtidas das larvas foram secas por 8 h em uma estufa
(Quimis) a 60 °C.

As fezes secas foram adicionadas em 100 mL de agua destilada e submetidas a sonicagdo por 30 min
utilizando-se 40 kHz em um banho ultrassdnico (Thornton) a temperatura ambiente [21]. Posteriormente, a
mistura foi agitada por 24 h e centrifugada (SP Labor) a 6.000 rpm por 5 min a 4 °C.

O PHB recuperado foi seco em estufa (Quimis) a 105 °C até atingir massa constante (cerca de 24 h). O
processo anterior foi repetido e o PHB recuperado foi agitado constantemente por 1 h com hidroxido de sédio
0,05 M. Apos, a mistura foi centrifugada (SP Labor) a 6.000 rpm por 5 min a 4 °C. O PHB recuperado
passou pelo processo de agitacdo com agua por 1 h e, novamente, centrifugou-se nas mesmas condicGes
anteriores e entdo foi seco a 105 °C até atingir massa constante (cerca de 24 h), levando ao todo um tempo de
cerca de 111 h de processo. Esse material foi utilizado para caracterizar a amostra.
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2.3 Identificagdo das amostras

As amostras obtidas pelos diferentes processos de extracdo foram identificadas conforme apresentado no
Quadro 1.

Quadro 1: Identificacdo das amostras.

Amostra Procedimento
PHB_EQ PHB extraido pelo método quimico
PHB _EB PHB extraido pelo método bioldgico

2.4 Caracterizagcdo das amostras de PHB obtidas pelos diferentes método de extragcéo

2.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier com Acessoério de
Reflexdo Total Atenuada (FTIR/ATR)

Os espectros das amostras foram obtidos em um equipamento da marca Perkin ElImer modelo 65 FTIR, no
intervalo de 4.000 a 600 cm™, com 32 varreduras e resolugdo de 4cm™.

2.4.2 Difratometria de raios-X (DRX)

A difracdo de raios X foi medida com um difratdmetro de raios X (Modelo XRD 6000, Shimadzu). Os
difratogramas foram registrados usando radiacdo CuKa com angulo 26 variando de 5 a 70° , velocidade de
varredura de 1° / min e 40 kV. O software X Pert HighScore Plus foi utilizado para analisar os difratogramas
e determinar o grau de cristalinidade (ac) das membranas. O oc foi determinado em funcéo das areas
correspondentes aos picos cristalinos e ao halo amorfo (pico estendido sob os picos cristalinos) 28 pela
equacdo 1:

Ac
a, = Tt A * 100 (1)

2.4.3 Termogravimetria (TG)

Esta analise foi realizada com o objetivo de analisar a estabilidade térmica e pureza das amostras apds os
processos de extracdo. Em torno de 3,5 mg de amostra foram inseridos em cadinhos de platina e as analises
foram conduzidas em equipamento da marca Shimadzu modelo TGA-50, com aquecimento de 25 a 900 °C a
uma taxa de 10 °C/min em atmosfera inerte, com fluxo de N2 de 50 mL/min.

2.4.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Foi utilizada com o objetivo de determinar a temperatura de fusdo (T,), entalpia de fusdo (AHy,), grau de
cristalinidade (o), entalpia de cristalinidade (AHc) e temperatura de transicdo vitrea (T,4). Em torno de 3,5
mg de amostra foram dispostas em cadinhos de aluminio hermeticamente fechados e as analises foram
conduzidas em equipamento da marca TA Instruments modelo Q20, com taxa de aquecimento de 10 °C/min
em atmosfera inerte, com fluxo de N, de 50 mL/min, com faixa de temperatura de 25 a 200 °C, resfriamento
rapido de 200 até -70 °C do tipo jumping e 2° aquecimento até 200 °C a 10 °C/min. A T, foi determinada a
partir das curvas do 1° aguecimento, enquanto a Ty, foi detectada no 2° aquecimento. O oc; do material foi
calculado por meio da razdo entre 0 AHy,; da amostra e a entalpia de fusdo do polimero supondo 100%

cristalino (AH,,"), de 142 J/g [29], conforme observado na equagio 2:

AHpy,— AH,

a. = (100 L]
AHmo

O]

2.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG)

A analise foi efetuada em um equipamento MEV XL30 FEG, para avaliar a morfologia da superficie do
polimero. As amostras foram fixadas em um suporte metalico e recobertas com uma fina camada de ouro
para torna-las condutoras, utilizando-se um metalalizador de amostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier com Acessoério de
Reflexdo Total Atenuada (FTIR/ATR)

Na Figura 2 sdo apresentados os espectros obtidos por FTIR/ATR referente as amostras de PHB extraidas
pelo método quimico e biolégico. Verificou-se no espectro obtido para as amostras (Figura 2) bandas em
2977 e 2935 cm™ (PHB_EQ) e 2976 e 2933 cm™ (PHB_EB) relacionadas ao grupo assimétrico metil (CH,) e
ao grupo simétrico metileno (CH,), respectivamente, correspondentes as cadeias laterais do monémero do
PHB, o que esta de acordo com a literatura [30].

Observou-se uma banda de absorcdo em 1720 cm™ (Figura 2) correspondente & carbonila (C=0)
associada aos agrupamentos cristalinos, valor idéntico ao descrito por BHUWAL et al. [31] referente a esta
ligacdo.

De acordo com TANASE et al. [32], a presenca de uma banda em 1379 cm™ é atribuida ao alongamento
simétrico do grupo metil (CH3;), banda também observada no espectro, Figura 2, obtido da amostra PHB_EQ
e também, muito proxima & observada no espectro da amostra PHB_EB em 1380 cm™.

— PHB_EQ
_ — PHB_EB
i AYi'al
/N
1 2977 2935
P
| 1379
_ ~
= P ~ 1055
= |
s ] 1720 1276
e ~ v "
7N \H ‘ -
. 2976 2933 ||| fl r"' "“l
_ 1380 |||
- n rd 1055
1720~ 1276
T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1

cm’

Figura 2: Espectros obtidos por FTIR/ATR das amostras de PHB_EQ e PHB_EB.

Na Figura 2 foi possivel observar a presenca de bandas em 1276 e 1055 cm™ e, segundo LOPEZ-
CUELLAR et al. [30], bandas de absorcdo entre 1300 e 1000 cm™ séo relacionados a vibragdes de
alongamento C-O-C. Em um estudo realizado por BHUWAL et al. [31], também foi observada banda em
1273 cm™ e foi atribuida a esse estiramento, valor semelhante ao encontrado no presente trabalho para ambas
as amostras, de 1276 cm™. Portanto, as bandas observadas no espectro correspondem as ligaces quimicas
dos grupamentos presentes no polimero, garantindo que o PHB foi de fato sintetizado e extraido por ambos
dos métodos.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as bandas observadas no espectro de infravermelho para as amostras
PHB_EQ e PHB_EB.
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Tabela 1: Bandas caracteristicas no espectro para PHB_EQ e PHB_EB.

Componente PHB_EQ PHB_EB Literatura
Grupo assimétrico metil (CHs) 2977 cm’* 2976 cm™® 2978 cm™ [30]
Grupo simétrico metileno (CH,) 2935 cm’* 2933 cm™® 2935 cm™ [30]
Carbonila (C=0) 1720 cm* 1720 cm! 1720 cm™ [31]
Alongamento simétrico do metil 1379 cmt 1380cm™ 1379 cm* [32]
(CHy)
Alongamento C-O-C 1276 € 1055 cm™ | 1276 e 1055 cm™ 1273 cm* [31]

3.2 Difratometria de raios-X (DRX)

Na Figura 3 sdo apresentados os difratogramas de raios—X para as amostras extraidas pelo método quimico e
bioldgico.

8000 -

——PHB_EQ

7000 4 ——PHB_EB

6000 4
5000 4

4000 A
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3000 -+

2000

1000 -

26

Figura 3: Perfis de difracdo de raios-X para PHB_EQ e PHB_EB.

Conforme observado na Figura 3, ndo houve deslocamento dos picos de difragdo das amostras PHB_EQ
e PHB_EB, apresentando picos de difragdo em 26 bem definidos, correspondentes as reflexdes (020) e (110),
em 13,5° para PHB_EQ e 13,3° para PHB_EB e 16,9° em ambas as amostras, respectivamente, valores
similares ao descrito por GARCIA [27]. Observou-se também, para PHB_EQ e PHB_EB, reflexdes em 19,9°
e, segundo WANG et al. [33], esse pico de refracdo é atribuido & forma B dos cristais do polimero. Outras
reflexdes também foram observadas na amostra PHB_EQ em 21,5° (101), 22,4 (111), 25,5° (130), 27° (040)
e na amostra PHB_EB picos de difracdo em 21,6 (101) 22,5° (111), 25,5° (130) e 27° (040), conforme
relatado também na literatura [27, 33].

Dos difratogramas de raios-X, Figura 3, determinou-se o grau de cristalinidade do PHB_EQ e PHB_EB,
sendo, 56,7 e 58,4%, respectivamente, valores similares ao descrito por GARCIA [27], pelo mesmo método,
para o PHB, de 61,66% e inferior ao calculado por meio da entalpia de fusdo obtida por DSC, de 63 e 64%.
Porém, os valores obtidos ainda encontram-se dentro da faixa de cristalinidade, de 55 a 80% [34].

3.3 Termogravimetria (TG)

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas (curvas TG) obtidas
para as amostras de PHB extraida pelo método quimico (PHB_EQ) e biologico (PHB_EB).

Observa-se que o perfil de degradacéo térmica ocorreu em um Unico estagio para ambas as amostras, 0
que também foi observado no estudo realizado por GARCIA [27]. Os filmes poliméricos extraidos pelos
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métodos quimico e bioldgico apresentaram temperaturas de inicio de degradacdo (T, de 285 e 290 °C,
respectivamente, valores ligeiramente superiores ao encontrado por GARCIA [27], de 282 °C. MURUGAN
et al. [1] também compararam a extracdo de P(3HB-co-3HHXx) usando cloroférmio com um método
bioldgico usando Tenebrio molitor e também observaram um incremento na estabilidade térmica de 5 °C na
amostra extraida pelo método bioldgico.

Conforme descrito por GARCIA [27], a analise de TG pode ser utilizada como indicativo do grau de
pureza do polimero, representado pela perda de massa. Logo, as porcentagens de perda de massa obtidas para
PHB_EQ e PHB_EB foram de 98,4 e 98,7%, respectivamente, valores semelhantes ao descrito por HAHN et
al. [35], de 98% para o PHB. As impurezas presentes no biopolimero podem ser resultado da ligagdo de
hidrogénio do mesmo com proteinas e cations do meio de cultivo [35].

Tabela 2: Dados de T, perda de massa e teor de residuos obtidos a partir das curvas termogravimétricas (curvas TG)
para as amostras PHB_EQ e PHB_EB.

Tonset (°C) Perda de massa (%) Resfduo (%)
PHB_EQ 285 98,4 1,6
PHB_EB 290 98,7 1,3

3.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Na Figura 4 sdo apresentadas as curvas de DSC das amostras de polimeros extraidos pelos métodos quimico
e biol6gico. A T, € o ac; foram determinados a partir do 1° aquecimento (Figura 4a) considerando a
caracteristica térmica intrinseca das amostras, enquanto a T, foi obtida a partir das curvas do 2° aquecimento
(Figura 4c). Considerando que o PHB possui alto grau de cristalinidade, sua T4 geralmente ndo é muito
nitida, pois a T esta relacionada com a parte amorfa das cadeias poliméricas. Outro fator, é que a T, do PHB
se situa entre -5 e 5 °C [36] ndo sendo possivel detecta-la no 1° aquecimento, pois 0 ensaio se iniciou a partir
da temperatura ambiente. Além disso, na primeira corrida ha a historia térmica do corpo de prova. Desta
forma, com o objetivo de detectar os dados de Tg, AHpp, € oc, UM 2° aquecimento foi realizado com as
amostras, apos a técnica de resfriamento rapido tipo jumping (Figura 4b), o que pode ter tornado a amostra
menos cristalina.

Verificou-se que as T,;»s do PHB extraido pelos métodos quimico e biolégico (Figura 4a), foram de 174
e 172 °C, respectivamente, valores semelhantes ao descrito por HAHN et al. [35] (173 °C) e por
MACHADO et al. [34] (176 °C). As entalpias de fusdo determinadas foram de 89,6 J/g para PHB_EQ e 90,9
J/g para PHB_EB, valores semelhantes ao reportado na literatura por MACHADO et al., [34], de 93 J/g.

Considerando o 1° aguecimento, os graus de cristalinidade das amostras PHB_EQ e PHB_EB, foram de
63 e 64%, respectivamente, valores dentro da faixa de cristalinidade para o PHB, que se situa entre 55 e 80%,
conforme descrito por MACHADO et al. [34]. Verifica-se que os valores de oc; do 1° aquecimento por DSC
mostram 0 mesmo comportamento que os determinados por DRX, que é considerada uma técnica mais
confiavel para a determinagdo da cristalinidade. Ja no 2° aquecimento (Figura 4c), os valores foram menores,
visto que houve uma alteracdo na organizacdo das cadeias. Isto pode ter ocorrido em decorréncia do
resfriamento jumping. Nesse processo, houve um resfriamento rapido de modo a ndo haver tempo para que a
cristalizacdo ocorra plenamente. Nestas condi¢cBes, hd a formagdo de um grande ndmero de nucleos
cristalinos na amostra, porém a propagagdo do crescimento dos cristais ndo foi significativa [37]. Assim, 0s
valores de oc, do 2° aquecimento foram 54 e 40 %, para PHB_EQ e PHB_EB, respectivamente.

Nas curvas de resfriamento mostradas na Figura 4b observou-se um pico de cristalizagdo mais intenso
para a amostra PHB_EQ (AHcg 44,7 J/g) quando comparado ao PHB_EB (AHcg 19,5 J/g). Desta forma,
conclui-se que o resfriamento jumping alterou de forma mais pronunciada a cristalinidade da amostra
extraida pelo método bioldgico (40%) do que pelo método quimico (54%), explicando o fato da Ty, do
PHB_EB ter se apresentado mais nitida, pois essa amostra apresenta um maior contelido de fase amorfa, o
que pode ser justificado pelo fato da amostra biol6gica possuir uma menor variagdo dos tamanhos das
cadeias. Uma das evidéncias desse fato é que durante o 1° aquecimento a amostra PHB_EQ apresentou um
pico com um ombro, enquanto a amostra PHB_EB apresentou um pico de fusdo Unico. A extracdo bioldgica
acaba envolvendo aspectos enzimaticos que apresentam maior seletividade fazendo com que haja uma
uniformidade do tamanho das cadeias. N&o foi possivel determinar o AH,r no resfriamento e
consequentemente 0 ocg, devido ao fato da linha base ndo ter se estabilizado durante a fusdo no resfriamento.
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Por meio das curvas do 2° aquecimento (Figura 4c), observou-se que as T, para ambas as amostras
PHB_EQ e PHB_EB que foram de - 3,3 e - 4,4 °C, respectivamente. Esses valores foram semelhantes ao
encontrado por MOUSAVIOUN et al. [38]. Ainda no 2° aquecimento, a amostra extraida pelo método
biologico apresentou uma Tg, mais nitida quando comparada com a amostra extraida pelo método quimico,
conforme ja explicado. Além disso, nota-se que houve a formacdo de um pico de cristalizagdo bem maior na
amostra PHB_EB e, ainda, que a fusdo do material ocorreu em um Unico pico, indicando uma maior
homogeneidade no tamanho dos cristais, caracteristicas observadas também em uma analise de DSC

realizado por WELLEN et al. [39].
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Figura 4: Curvas obtidas por DSC das amostras extraidas pelo método quimico e biolégico: a) 1° aquecimento; b)
resfriamento tipo jumping e c) 2° aquecimento.
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Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados obtidos a partir do aquecimento das curvas de DSC.

Tabela 3: Dados de temperatura de fuséo (T,,), entalpia de fusdo (AH,,), grau de cristalinidade (ac) e temperatura de
transigéo vitrea (T,) para PHB_EQ e PHB_EB.

Tt AHqy, ocy AHir | AHpg OcR AH, AHy, oco Ty
(°C) (I9) (%0) (I/9) (I9) (%0) (I/9) (Jl9) (%) (°C)
PHB_EQ 174 89,6 63 447 nd nd 1,2 78,4 54 -3,3
PHB_EB 172 90,9 64 19,5 nd nd 15,8 72,2 40 -4,4

* Os indices 1, R e 2 referem-se ao 1° aquecimento, resfriamento e 2° aquecimento, respectivamente.
nd = ndo determinado

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG)

Na Figura 5 estdo apresentadas as micrografias de MEV-FEG da superficie das amostras PHB_EQ €
PHB_EB. Observou-se uma similaridade entre as morfologias, ambas as amostras apresentaram superficie
porosa em quase toda a extensdo. Logo, a extra¢do bioldgica ndo ocasionou a formacdo de outras impurezas
na superficie do polimero quando comparada com a amostra de referéncia (PHB_EQ), mostrando que a
extracdo bioldgica, além de promover propriedades térmicas e estruturais semelhantes ao PHB extraido pelo
método quimico, proporciona também uma morfologia equivalente.

AccY Spot Magn  Det WD F——— 20pm Acc. p gn
B.00KkY 30 1000x SE 10.0 UFSCar- DEMa- LCE - FEG ; 00KV 3.0 1000x _SE

/ R

10.0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

"

Figura 5: MEV da superficie das amostras PHB_EQ e PHB_EB.

4. CONCLUSAO

Os diferentes métodos de extragdo possibilitaram a obtencdo do polimero desejado, como evidenciado pelas
andlises de FTIR. A partir da anélise de DRX, verificaram-se picos de difragdo caracteristicos do PHB em
ambas as amostras, o grau de cristalinidade apresentado foi de 56,7 para 0 PHB_EQ e 58,4% para PHB_EB,
demonstrando que esta propriedade foi pouco alterada pelo processo de extragao biologico.

As andlises de DSC, também apresentaram similaridade quanto a T,,; de 174 e 173 °C, o, de 63 e 64%
e Tg de -3,3 e -4,4 °C e para as amostras PHB_EQ e PHB_EB, respectivamente. Bem como, a analise de
TG, apontou uma pureza de 98,4 e 98,7% € Tqnset de 285 € 290 °C para os dois polimeros, demonstrando uma
estabilidade térmica e pureza ligeiramente superior para a amostra extraida pelo método biol6gico

Sendo assim, a extragdo biologica por larvas de Zophobas morio foi eficiente para extrair o PHB, que
apresentou propriedades ligeiramente superiores ao polimero extraido quimicamente, como maior
estabilidade térmica e maior pureza, reduzindo a quantidade de solvente exigida no processo bem como o
tempo de extracdo de 126 h para 111 h, tornando o processo de extragdo mais ambientalmente amigavel,
sugerindo que o processo de extragdo quimica pode ser substituido pela metodologia de extragdo bioldgica.
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