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Abstract

Today’s society has reached a climate emergency situation due to the impacts of human activity. The
scientific community is working to improve our future and one of the main goals is to achieve a circular
economy, it’s in this landscape that this project was born.

Our part in this project was to purify, using an eco-friendly procedure, a polyhydroxyalkanoate (PHA)
from an enriched biomass grown using paper mill side streams as a substract.

The strategy applied was to dissolve the non-polymeric cell mass with some inexpensive, low-impact
reagents. The received biomass had a PHBV content of less than 30% and half of the polymer was
water soluble, thus lost in all extraction processes implemented.

Nevertheless it was possible to obtain an extraction product with a PHA content of 70,8+1,5% reco-
vering 33,7+1,8% of the polymer present in the initial biomass. This trial was made with some state of
the art techniques that didn’t allow an easy, ecological and low-cost scale-up, so the extraction process
was adapted. With this changes, the extraction was quite unsuccessful, achieving the most promising
result of 27,5+2,4% in PHA content and recovering 40,3+3,1% of the initial polymer.

All this tests allowed us to conclude that, for this biomass, an dual extraction with a first quick step of
acidification, followed by an basic digestion is needed to dissolve the impurities of different nature.

A lot of thought and work was put in the optimization of the producing and processing steps, prior
to the arrival of the biomass at NOVA ID, but no improvements were made in the PHA content nor the

quality of it. So, if the situation remains unchanged, no improvements are expected.

Keywords

Polyhydroxyalkanoates; Mixed Culture; Paper Industry Residues; Extraction; Alkaline Digestion; Scale

up; Drying






Resumo

A sociedade em que vivemos atingiu uma situacao de emergéncia climatica, devido aos impactos da
atividade humana. A comunidade cientifica tem trabalhado com afinco para solucionar estas questoes,
nomeadamente para viabilizar uma economia circular e € neste contexto que surge este projeto. O
papel da nossa equipa na NOVA ID foi purificar, de forma ecolédgica, o PHA contido numa biomassa
alimentada com um substrato proveniente de uma agua residual da industria do papel.

A estratégia extrativa preferida assenta na dissolugao do material celular ndo polimérico. Infe-
lizmente as biomassas disponiveis tinham um teor polimérico inferior a 30% sendo que metade do
polimero se encontrava numa forma sollvel em agua e, consequentemente, € perdido na extracao.

Ainda assim foi possivel recuperar 33,7+1,8% do polimero presente na biomassa inicial atingindo
uma pureza final de 70,8+1,5%. Neste ensaio as condigées foram optimizadas a partir da literatura
e nao viabilizavam um aumento de escala simples e rentavel, entdo, decidiu-se adaptar a extracao
obtendo-se, na condicdo mais favoravel, um produto com um contetido de PHA de 27,5+2,4% e uma
recuperacao de 40,3+3,1% do polimero inicial. Os testes efetuados permitiram concluir que, para esta
biomassa, € necessario aplicar uma extragdo com um pré-tratamento acidico seguido de uma digestao
basica de forma a dissolver as diferentes impurezas.

Foi também dispendido muito tempo e trabalho numa tentativa de optimizacdo da producéo e proces-
samento aplicados pelo parceiro a jusante na cadeia de valor, mas as tentativas de melhoria mostraram

ser infrutiferas. Assim sendo, nao sao expectaveis claras melhorias.

Palavras Chave

Polihidroxialcanoatos; Culturas Microbianas Mistas; Residuos da industria do papel; Extracdo; Digestao

Alcalina; Scale up; Secagem
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1.1 Contextualizacao da Dissertacao

Ha milénios que o homo sapiens recorre a materiais plasticos no seu dia a dia, desde o latex da
seringueira, as carapacas de tartarugas e chifres de rinoceronte !, todos de origem natural e biode-
gradaveis.

Plasticos sao polimeros que se dividem em duas grandes classes: Termoplasticos e termoendu-
reciveis. Os termoplasticos sdo moldaveis sempre que sao sujeitos a temperaturas elevadas. Ja os
plasticos termoendureciveis, depois de moldados criam ligagoes quimicas covalentes ou reticulam de
forma permanente tornando-se rigidos e quando sujeitos novamente a altas temperaturas nao voltam a
ficar num estado moldavel.

Em 1907, Baekeland cria o primeiro plastico sintético (termoendurecido), ao reagir fenol com acido
formico em condicdes de pressado e temperatura elevadas, a que chamou baquelite. Cada vez mais
tipos de plastico com diferentes caracteristicas foram produzidos, ganhando um lugar de relevo na
economia mundial, substituindo metais, vidro, cartao etc.; em 2019, a produgao mundial de plastico
situava-se em 368 milhdes de toneladas [°l. Este setor tornou-se assim num sucesso sem paralelo na
industria dos materiais, com uma presenca ubiqua na face do planeta azul, desde o computador em
que escrevo, a micro pipeta do laboratério ou os pacemakers que salvam a vida a mais de 600 000
pessoas por ano [l

Cerca de 99% do plastico produzido provém do petréleo 'l e uma das suas maiores qualidades é
também um dos maiores defeitos, a resisténcia tanto fisica como a degradacdo quimica ou bioldgica.
Estima-se que uma simples garrafa de plastico demore 450 anos para se decompor, logo, praticamente
todo o plastico que foi produzido desde Baekeland e que nao foi sujeito a combustao ainda existe na
face da terra [P,

Esta questao so6 foi apercebida pela humanidade na década de 1980 e, como solugao, implementou-
se a reciclagem do plastico, que altera conceptualmente a forma como lidamos com este material.
Produzir plastico reciclado requer em média 88% menos energia do que produzir plastico a partir do
petréleo, mas ainda assim nos dias de hoje apenas 20% do plastico descartado é efetivamente reciclado
levando a que esta problematica tenha vindo a avolumar-se. Por ano, 8 a 12 milhées de toneladas de
residuo plastico tem como destino o Oceano, levando a morte mais de 1 milhao de animais marinhos;
se nada se alterar, em 2050 havera mais plastico nos oceanos do que peixes L.

A contaminagao pelo plastico ja chegou também aos humanos, tendo sido identificados micro-
plasticos em fezes pela primeira vez em 2018 e, posteriormente, foram também detetados na placenta
de mulheres gravidas, o que tera consequéncias ainda indeterminadas na satde humana 71, Estima-
se gque em média um ser humano consuma por semana uma quantidade de plastico equivalente a um
cartao de crédito ©°l.

Hoje em dia o plano de agdo em Portugal para lidar com esta problematica esta alinhado com os



restantes estados membros da Unido Europeia (UE), sendo considerada uma das pecas chaves para
atingir a neutralidade carbdnica e para a transicdo rumo a uma economia circular, contribuindo para
cumprir os objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) com o quais se comprometeu no acordo de
Paris em 2015 [,

Em Outubro de 2018, Portugal assinou ainda outro acordo que visa acelerar os objetivos de Paris,
0 "The New Plastics Economy Global Commitment”. Este acordo prevé que até 2025 todas as emba-
lagens plasticas colocadas no mercado possam ser facilmente reutilizadas, recicladas ou compostadas
5.9 A consequéncia mais visivel destes compromissos, até a data, é claramente a lei que entrou em
vigor a 1 de Julho de 2021, que restringe o plastico de utilizagéo tnica ['%].

Perante esta pressao na diregao de abandonar totalmente o uso do plastico convencional, aliada a
dependéncia simbidtica entre 0 mundo moderno e este material, o investimento em pesquisas que
nos permitam ter alternativas renovaveis (biopolasticos) tem aumentado drasticamente nas ultimas
décadas.

E neste contexto e nesta demanda cientifica que surge o projeto Europeu no qual este trabalho se
inclui. Este projecto tem com objetivo produzir ingredientes funcionais e inovadores a partir de papel e

subprodutos agro-alimentares, através de processos biotecnoldgicos sustentaveis e eficientes.

1.2 Bioplasticos

1.2.1 Porque sao relevantes?

Bioplasticos séo alternativas aos polimeros tradicionais derivados do petréleo, com as vantagens de
serem de base bioldgica e/ou biodegradaveis. Sao produzidos a partir de fontes vivas e renovaveis e,
consoante a sua estrutura quimica, podem ser biodegradaveis, o que significa que ha seres vivos que
os podem utilizar como fonte de carbono, metabolizando-o até obter 4gua, diéxido de carbono, metano,
nitrato ou aménia [''l. O objetivo destes polimeros & mimetizar os plasticos tradicionais para que os
possam substituir eficazmente e nesse sentido conseguiu-se produzir de forma totalmente bioldgica,
entre outros, polietileno (PE), poliamida (PA) e politereftalato de etileno (PET). No entanto, apesar de
estes polimeros serem bioldgicos, a sua estrutura quimica é exatamente igual ao dos seus parentes
derivados do petrdleo logo, como supracitado, ndo sao biodegradaveis ['7l.

O investimento da comunidade cientifica esta focado noutro tipo de biopolimeros, os que sdo de
origem biol6gica e também biodegradaveis. Estas caracteristicas combinadas contribuem diretamente
para minimizar os problemas com que nos deparamos hoje em dia provenientes dos materiais plasticos,
i.e., a pegada de carbono e a acumulagao de residuos. Estes polimeros sao especialmente relevantes
para substituir o material tradicional em embalagens plasticas, que sdo praticamente na totalidade de

utilizac&o Unica e que correspondem a cerca de 40% de todo o plastico produzido ). No entanto, como



sdo quimica e estruturalmente diferentes dos polimeros convencionais, a sua aplicagdo precisa de ser

adaptada consoante o objetivo.

1.2.2 Mercado

De acordo com a ”European Bioplastics”!"-'°l, das 368 Mton de plastico produzidas em 2019, apenas
cerca de 2 correspondem a biopolimeros, pouco mais de 0,5%. Destes, a grande maioria (53%) é
utilizada como plastico de embalamento, o que faz sentido pois sao embalagens descartaveis e os bio-
polimeros mais utilizados para este efeito sdo biodegradaveis/compostaveis. Destacam-se também de-
terminados segmentos que comegaram nos Ultimos anos a utilizar estes polimeros, como a construgao
civil e a industria dos transportes.

A industria do bioplastico ainda é relativamente modesta, mas ainda assim garante 23 000 postos
de trabalho na Europa. Por ser um setor muito recente, ainda ndo ha um panorama legal e social que
suporte o crescimento que se espera para os proximos anos; caso uma conjuntura favoravel seja criada,
€ expetavel que na proxima década o nimero de trabalhadores desta area aumente acentuadamente,

prevendo-se a geragao de até 300 000 postos de trabalho qualificado.
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Figura 1.1: Capacidade de produgao global de biopolimeros (por material) em 2020. PE-polietileno, PET-
politereftalato de etileno, PA-poliamida, polipropileno (PP)-propileno, furanoato de polietileno (PEF)-
furanoato de polietileno, politereftalato de trimetileno (PTT)-politereftalato de trimetileno, tereftalato de
polibutileno adipato (PBAT)-tereftalato de polibutileno adipato, polibutileno succinato (PBS)-polibutileno
succinato, acido polilatico (PLA)-acido polilatico, polihidroxialcanoato (PHA)-polihidroxialcanoatos.
*PEF esta ainda em desenvolvimento, prevé-se que a sua comercializagdo comece em 2023.
Adaptado de European Bioplastics, 2020 !

Em primeiro lugar ex aequo, como polimeros mais produzidos de 2020 (Figura 1.1), estdo os

polimeros biodegradaveis a base de amido e o acido polilatico (PLA), confirmando a tendéncia para



a aposta neste tipo de polimeros ao contrario do que acontecia em anos anteriores, em que o PET, nao

sendo biodegradavel, era o bioplastico mais vendido do mercado ['l.
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Figura 1.2: Previsdo da capacidade de Produgao Global de biopolimeros (por material) em 2025.
Adaptado de European Bioplastics, 2020 !

Apesar do PHA ser ainda um dos biopolimeros menos relevantes, sera previsivelmente o que mais
crescera nos préximos cinco anos (1.2). A sua producao e extragao tem-se desenvolvido muito num
passado recente e esta pronto para dar um salto produtivo e ganhar relevancia comercial. Em termos
de capacidade de produgao de biopolimeros geral, espera-se que aumente em mais de 35% e ainda
assim, ser4 uma contribuicdo de menos de 1% de todo o plastico produzido. E o inicio de uma transicao
que infelizmente ainda ficara aquém para reverter o paradigma da acumulagao do plastico num futuro

préximo.

1.3 Polihidroxialcanoatos

1.3.1 Estrutura, classificacao e propriedades

Os polihidroxialcanoatos (PHASs) sao poliésteres que ocorrem naturalmente dentro de alguns microrga-
nismos na forma de inclusdes granulares de dimensao até 0,7 um, servindo como reserva de energia
[14.15] " Foram descobertos pela primeira vez em 1925, na forma de poli-3-hidroxibutirato (PHB) pelo
francés Lemoigne, que observava ao microscépio culturas de Bacillus megaterium ['°l. O acido hidro-
xibutirico (HB) € o mondmero de PHA mais comum, mas para além deste, ja foram identificados mais
de 150 mondémeros de hidroxialcanoatos, com massas moleculares entre 1x10* e 3x 108, produzidos

por mais de 300 espécies de bactérias ['/l. A estrutura basica geral do polimero esta representada na



Figura 1.3 sendo que no caso do PHB, o grupo R corresponde a um grupo metilo.
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Figura 1.3: Férmula geral de um PHA onde o grupo R é designado cadeia lateral e pode conter de 1 até mais de
15 carbonos. n representa o niumero de atomos de carbono na cadeia linear da unidade monomérica
evariaentre 1 e 4. F!

A diversidade monomérica, a distribuicao de massas moleculares e a microestrutura do polimero
contribuem para um largo espetro de propriedades térmicas e mecanicas no PHAs, conferindo-lhe
versatilidade consoante a finalidade desejada ['?l. Podem ser utilizados como termoplésticos classicos,
tendo como caracteristicas mais distintivas em relacdo aos outros bioplasticos, uma elevada resisténcia
a humidade (incluindo a sua potencial degradagao por hidrélise) bem como a radiagao (nomeadamente
na gama ultra violeta (UV)) e a sua utilizagao é viavel num grande intervalo de temperaturas (e.g., no
caso do PHB entre -30 e 120°C) [*'/]. Em termos de propriedades fisicas, os PHAs podem ter um
comportamento semelhante a alguns plasticos convencionais como o PP e o PE de baixa densidade, é
um polimero com muito potencial pela sua adequagéo a aplicagdes variadas e bem definidas 4.

Outra grande vantagem que tem garantido aos PHAs investimento, é a facilidade com que se asse-
gura a sua degradacgao, sendo compostavel a escala doméstica e industrial, biodegradavel em ambi-
entes de solo e marinhos e susceptivel de digestao anerdbia, pelo que se degrada com facilidade em
pantanos, sistemas sépticos ou unidades de tratamento de residuos sélidos urbanos %91,

Os monomeros de PHA sao classificados consoante o seu niumero de atomos de carbono na cadeia
lateral (R) da sua unidade monomérica (ver Figura 1.3). Quando tém menos de 6, sdo designados PHAs
de cadeia curta; de 6 a 14 inclusive, PHAs de cadeia média; com 15 ou mais, PHAs de cadeia longa. Em
termos de configuracao monomérica o polimero pode ser homopolimero, caso os mondémeros sejam
todos iguais entre si; ou heteropolimero, caso coexistam mondémeros diferentes. Os heteropolimeros
mais comuns sdo compostos por apenas dois monémeros diferentes e sao designados copolimeros.

As propriedades dos homopolimeros podem variar desde a rigidez termoplastica quando composto
por monomeros de cadeia curta até a ductilidade elastomérica quando os mondémeros tém cadeia
média/longa. Devido a este contraste tdo marcado entre as caracteristicas conferidas por monémeros
de cadeia curta e longa, os heteropolimeros podem ser virtualmente feitos a medida com as proprieda-
des desejadas >,

O homopolimero composto exclusivamente por HB é um termoplastico com propriedades mecanicas
semelhantes ao PP; no entanto, tem uma estrutura muito cristalina (até 85%) que o torna fragil e

quebradico por oposigao a grande flexibilidade do PP. No caso de um copolimero de PHB e poli-3-



hidroxivalerato (PHV) (cujo grupo R é maior), o designado poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), é
possivel manter a robustez conferida pelo PHB e reduzir a matriz cristalina do polimero, conferindo-lhe

uma maior ductibilidade e resisténcia ['7:21-241,

1.3.2 Aplicacoes

O PHA pela sua versatilidade, tem um extenso leque de aplicagdes, desde o embalamento, as industrias
téxtil, quimica e alimentar, e até o setor dos combustiveis. Pela sua supracitada resisténcia a humidade,
tem sido utilizado sobretudo como material plastico descartavel, principalmente para embalamento mas
também para outros tipos de objetos (e.g. recipientes, laminas de barbear descartaveis, fraldas) [*“.
Tem ainda potencial para substituir os sacos de plastico, tanto os utilizados nas compras, como os do
lixo, que se degradariam numa fase mais a jusante na cadeia de processamento %%,

Ao ser compostavel, este material pode ser utilizado para fins agricolas como encapsulador de se-
mentes ou de fertilizantes de libertagao lenta [°°l. Na industria quimica pode ser utilizado como matéria
prima para fabricar géis, latex ou tintas [*’). Os monémeros de PHA podem ainda ser transformados
em biocombustiveis através de uma esterificagdo com metanol [*¢l.

Outras aplicagoes interessantes deste tipo de polimero sdo ao nivel farmacéutico e médico. Os 3-
hidroxialcanoatos sdo mondémeros que estao naturalmente presentes no corpo de animais, incluindo o
homo sapiens, sendo portanto comprovadamente biocompativeis, i.e., ndo produzem qualquer resposta
imunitaria nem exercem toxicidade no corpo humano. Tal torna este material um 6ptimo candidato
como constituinte de fibras de sutura, pensos, implantes ou préteses %29, Tem sido muito estudado
também como suporte para engenharia e reparagédo de tecidos de variadissimas naturezas ['-%?1. Na
industria farmacéutica ja estao desenvolvidos métodos que utilizam microesferas de PHA como sistema
de transporte e entrega de drogas hidrofilicas, sendo que a medida que a cépsula é degradada, o

farmaco é libertado 1°°!.

1.3.3 Producao microbiana de PHAs
1.3.3.A Culturas puras vs. culturas mistas

A indUstria biotecnoldgica estudou extensivamente a produgéo de PHAs por culturas puras (CPs) tes-
tando um variado leque de substratos. Concluiu-se que as caracteristicas do polimero produzido variam
tanto consoante a bactéria que o produz, como com o substrato utilizado [*“l. Geralmente os melhores
resultados sao obtidos com producdes fed-batch, em que apos a cultura atingir elevada densidade celu-
lar, sdo impostas condigdes de stress, induzindo a acumulagao de PHA. Com este tipo de procedimento
foi possivel obter contetidos em polimero de até 90% (base seca) %I,

Ainda que as vantagens dos biopolimeros sejam claras em relacao aos plasticos convencionais,



ainda nao sdao dominantes no mercado devido ao seu custo elevado. Esta inviabilizacdo econdémica
provém de duas raizes distintas: a primeira relacionada com a fermentacgéo, pelo preco da fonte de car-
bono para as CPs utilizadas e pela necessidade de manter todo o equipamento estéril; a segunda de-
vido a extragao, usualmente feita com solventes organoclorados em grandes quantidades (que também
implicam um impacto ambiental consideravel) [>3°=*?1. Atualmente o valor de mercado do PHA varia
entre 1,18 e 6,12 € /kg, ainda bastante superior ao prego dos polimeros convencionais que se situam
tipicamente na ordem dos céntimos de euro/kg >4,

Ja ha mais de 20 anos que a comunidade cientifica tem procurado vérias alternativas que visam
atacar estas inconveniéncias e tornar o PHA um polimero competitivo. Entre as solugdes propostas, ha
culturas geneticamente modificadas de modo a conseguir maior produtividade, utilizagao de residuos/
produtos secundarios como substrato e utilizagdo de culturas mistas (CMs) ao invés de puras. Hoje
em dia a comunidade cientifica chegou ao consenso de de que a opgcao mais viave, do ponto de vista
economico, é recorrendo a CMs cuja fonte de carbono seja um residuo/produto secundario, que é

exatamente o tipo de produgao levada a cabo neste projeto ['71,

A producao de PHAs com CMs pressupde que no fermentador, em vez de haver apenas uma es-
tirpe controlada, exista um cocktail de microrganismos que se adaptam ao substrato que esta a ser
introduzido. As bactérias preferidas para integrar esta mistura tém que ter algumas caracteristicas dis-
tintivas: elevada velocidade de crescimento e de sintese polimérica, elevada eficiéncia na conversao de
substrato em PHA, grande capacidade de acumulagao de polimero, adaptabilidade a sistemas abertos
nao estéreis e, por Ultimo, apresentarem volume celular relativamente grande com parede celular fragil
(para facilitar o downstream) 1421,

Este método de producéo pode dividir-se em 3 fases distintas [*°! e est4 baseado em principios de
selecao natural, em que as condi¢des a que 0s microrganismos sao sujeitos, favorecem os que tenham

a capacidade de acumular PHA 6],

* 1: O substrato é fermentado para o enriquecer em acidos gordos volateis (AGVs);

 2: As estirpes bacterianas que constituirdo o cocktail sdo selecionadas em reatores descontinuos

(batch) sequénciais (RBSs);

+ 3: A biomassa enriquecida na fase 2 € alimentada com o substrato fermentado no passo 1, em

condigcdes 6ptimas para que se dé a acumulagao de PHA.

A selecao das culturas € um passo fulcral para uma produgao bem sucedida pois, se a CM obtida
nao apresentar boa capacidade de producao ou se a sua velocidade de crescimento néo for tao elevada
quanto o esperado, a produtividade volumétrica do sistema fica limitada a priori U'7-%71,

Usualmente esta selegao é feita sob condigoes aerdbias onde séo alternados periodos de abundancia

e de escassez de substrato. Nos curtos periodos onde existe substrato abundante, as bactérias com



capacidade de produzir PHA formam os granulos intracelulares de polimero; seguidamente, quando
o substrato disponivel é fortemente restringido, consomem-nos, ganhando assim uma vantagem com-
petitiva sobre as restantes estirpes que acabam por ser eliminadas a medida que este ciclo de fases
contrastantes é repetido [4%4°,

Estando a composicdo da cultura definida, segue-se a acumulacao de PHA. Nesta etapa, o ob-
jetivo é maximizar a acumulagédo de bioplastico, para que o alto teor polimérico da biomassa fique
assegurado. A cultura selecionada é alimentada com AGVs em condigoes de deficiéncia nutricional
(nomeadamente azoto e foésforo), para que a fonte de carbono seja maioritariamente utilizada para a
producdo de polimero, ao invés de estimular o crescimento da cultura; a limitagdo nutricional serve
também para prevenir que outros organismos que ndo tenham capacidade de produzir PHA se tornem
prevalentes [°0-?1. Esta restricdo potencia uma acumulacdo de polimero que pode ser até 3 vezes
superior quando contraposto com uma acumulacdo em condi¢des de abundancia de nutrientes 151,

Quando termina a acumulagao, a biomassa é separada do caldo e, usualmente, inativada (tipica-
mente através de uma acidificac@o). Assim, é inviabilizado o consumo do polimero na auséncia de

substrato externo por parte das bactérias %54,

Apesar de a produgao industrial de PHA ainda se basear em CPs, as CMs sao um método que
conta com variadissimos casos de sucessos, onde superou todas as expetativas com produtividades
e rendimentos (PHA/substrato) elevados, atingindo contetidos de PHA de quase 90% em base seca o
que mostra que consegue ser tao eficaz quanto a produgao com CPs 55,

Para além disso, oferece inUmeras vantagens que colocam a produgdo com CMs como provavel
método dominante na produgdo de PHAs num futuro préximo:

- O substrato utilizado é muito barato, podendo até tratar-se de um residuo, o que permite o tratamento
de residuos ao mesmo tempo que acrescenta valor & cadeia produtiva [““I;

- Os custos energéticos também sao relativamente baixos ja que nao sdo necessarias condigdes
assépticas, i.e., 0 material, o reator e o substrato nao necessitam de estar esterilizados [*%54 ¢,

- O processo tem maior versatilidade ao ter diferentes microrganismos, podendo produzir diferentes
tipos de polimero e adaptar-se a alteragdbes na composigao da corrente de alimentagao (inevitaveis

quando é proveniente de residuos ou materiais de natureza semelhante) 791,

No entanto este método também apresenta algumas desvantagens a ter em conta:
- Os valores de densidade celular atingidos com CMs sao habitualmente inferiores em uma ordem de
grandeza em relagéo as culturas puras o que se traduz numa inferior produtividade volumétrica % #°1;
- No downstream, a extracao do polimero de interesse encontra dificuldades acrescidas. As CMs
quando comparadas com CPs sdo mais resistentes a lise celular, apresentam uma matriz extracelular

complexa e contém muitas impurezas que entraram no sistema pela corrente de alimentagao (princi-
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palmente no caso de esta ser um residuo/produto secundério) *“I;

- Como ja foi referido, ao alterar-se a composicao do substrato, a constituicdo do polimero produzido
também varia, o que compromete a reprodutibilidade do processo. Esta variabilidade pode trazer con-
sequéncias nefastas em termos comerciais, dado que os parceiros a jusante na cadeia de valor podem
considerar o fornecedor em causa como pouco fidvel [©;

- Usualmente, a producao com CM é favorecida quando o substrato provém de um residuo. Caso seja
essa a situacao, o polimero obtido ndo deve ser utilizado para fins medicinais pois pode ter contami-
nantes toxicos [°-5?1, Esta inconveniéncia pode ser eliminada com lavagens posteriores do polimero

que garantam a sua qualidade final, implicando um custo acrescido 1.

1.3.3.B Producao com residuos da industria do papel

No projeto em que este trabalho se inclui, a biomassa é produzida recorrendo a aguas residuais da
industria papeleira. Este substrato é de facil acesso, abundante e com provas dadas na producao de
PHA. Segundo Jiang et al. [°°l, & possivel produzir biomassa com contetido de PHA maximo de 77%
do qual cerca de 14% (percentagem molar) corresponde a PHV e o restante a PHB.

Apesar destes indicadores positivos, € um método que acarreta algumas dificuldades a nivel in-
dustrial que necessitam de ser contornadas e ndo é ainda uma estratégia produtiva rentavel 4. O
enriquecimento em AGVs deve ser realizado em modo continuo para melhor se integrar no processo
produtivo geral, o que prejudica a eficiéncia da fermentagao [°*%°l. Para o passo seguinte de produgao
do polimero, a alimentacdo do substrato pode ser feita de duas formas: filtrando previamente o caldo de
fermentagao para retirar a biomassa produzida na etapa de producao de AGVs; ou alimentando o subs-
trato contendo esta biomassa. Caso se opte pela primeira alternativa, o custo desta etapa aumenta
consideravelmente; caso se opte pela ultima, simplifica-se o processo mas tera como consequéncia
uma eventual diluicao do contetido de PHA ap6s o término da fase de acumulagao. Esta inconveniéncia
poderia ser contornada ao utilizar um biorreator de membranas que permite uma fermentagcao em modo
continuo em que o produto da fermentacao esté livre de biomassa [°°1,

O substrato proveniente de um efluente da industria papeleira é, nao raras vezes, rico em carbonato
de caélcio, que precipita acumulando-se nos sensores (e.g. elétrodos de pH e de oxigénio dissolvido)
danificando-os, podendo levar a distirbios nas leituras e consequentemente no controlo da produgéao.
A presencga destes precipitados também dificulta o downstream.

Por Ultimo, a maior limitagao da utilizacdo deste tipo de substrato prende-se com a transferéncia
de oxigénio que &, frequentemente, fator limitante para a produtividade do processo [°°l. Durante a
fase de abundancia de fonte de carbono, o oxigénio é rapidamente consumido, chegando a um valor
basal determinado pela capacidade de oxigenagao do sistema que, em Ultima instancia, determina a

produtividade final.
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A Industria do papel é bastante relevante em Portugal sendo responsavel por mais de 5% de todas
as exportacdes de mercadorias e bens e garante mais de 3000 postos de trabalho diretos [©°1,

Em termos de consumo de agua, € uma industria com impactos expressivos, gastando até 230 m® de
agua por tonelada de papel produzida [°’! gerando correntes efluentes consideraveis cuja composi¢ao
varia consoante o processo e o tipo de madeira utilizados. Para produzir papel é necessario separar
as fibras constituintes da madeira, etapa esta designada polpacgao, sendo o processo Kraft utilizado em
quase todas as fabricas para atingir este fim [°?l. Para otimizar a extragdo de PHA no final do processo
alimentado com estes efluentes, é necessario prever que tipo de impurezas estarao presentes, sendo
que algumas, provenientes diretamente da agua residual, se mantém inalteradas ao longo das varias

etapas. Os efluentes provém de distintas fases do processo produtivo abordadas aqui brevemente
[67,69]

» Preparacao da madeira: Terra, cascas e outras sujidades sao removidas e a madeira é triturada.

 Polpacao quimica: As aparas sao cozidas numa solucao alcalina de hidroxido de sédio (NaOH) e
sulfureto de sédio (Na,S); o efluente gerado tem pH elevado e contém lenhina, celulose/hemicelulose,
resinas, acidos gordos, matéria organica, compostos halogenados e compostos organicos volateis

(CQVs) (e.g. alcodis, acetona, cloroférmio)

- Lavagem da polpa: A polpa é lavada mdltiplas vezes, a agua residual resultante tem ainda

caracteristicas alcalinas e alguma matéria organica.

« Lixiviagao da polpa: Quando a polpa chega a esta fase, contém ainda cerca de 5% de lenhina
que é entao removida. O efluente gerado apresenta lenhina, carbohidratos, matéria organica,

compostos clorados (organicos e inorganicos) e COVs.

Parte destes residuos podem ser recolhidos e fermentados com o intuito de enriquecer em AGVs
sendo que a chegada ao reator, os compostos organicos mais abundantes sao o lactato, acetato e
glucose que constituem cerca de 30% da caréncia quimica de oxigénio (CQO) total %, Apéds a
fermentagao, o efluente acidificado esta enriquecido principalmente em butirato, acetato, propionato
e etanol, verificando-se também a presenca de outros AGVs minoritarios como o succinato, formato e
valerato. Passam a representar 60% de toda a CQO soluvel 6],

E importante realcar que do efluente inicial, a lenhina ndo sofre qualquer alteragdo na etapa de
fermentagao e, na fase seguinte, também nao sera degradada pelos microrganismos produtores de
PHA. E entdo de esperar que seja uma impureza maioritaria que se mantém no sistema até a fase do

downstream.
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1.3.4 Recuperacao de PHA do caldo de producao
1.3.4.A Processos convencionais

Ao contrario da producgao que ja foi extensivamente estudada, a extracdo de PHA do caldo de produgéao
esta entre um dos aspetos menos investigados mas com maior impacto no custo final do polimero e
nas consequéncias ambientais do processo. Estudos de avaliagéao do ciclo de vida (ACV) comparando
a pegada de carbono do PHA e de plasticos tradicionais, concluiram que o bioplastico era menos
ecoldégico, mesmo sendo biodegradavel e de base bioldgica; tal deve-se principalmente ao elevado
consumo energético do processo, especialmente na fase de downstream 45279 Quando o método
de producao recorre a CMs ao invés de CPs, o peso da ineficiéncia da extragao é exacerbado pois,
para além de se ter reduzido marcadamente o custo de producgéo, o custo nominal da extragao também
aumenta, ja que a matriz que envolve o polimero é mais complexa e tanto a concentragao de polimero
como o contetido em PHA s&o substancialmente menores, fatores estes que dificultam a extragédo /'],

O downstream do PHA é um processo complexo (independentemente da estratégia produtiva) cons-
tituido por véarias operagdes unitarias: primeiro, separa-se a biomassa do caldo de fermentacao (e.g.
filtragao,centrifugagao); segue-se um pré-tratamento que visa facilitar a lise celular (e.g. tensioativos,
bases, &cidos); por fim procede-se a extracao e purificacao dos granulos poliméricos [,

Para esta ultima etapa, existem duas estratégias principais: efectuando uma extracgao direta com
um solvente que dissolve o polimero seletivamente; rompendo as células e solubilizando a camada
lipido-proteica que envolve os granulos, i.e. dissolucdo do material celular ndo-PHA (MCNP) [72,

A extracao direta com solventes é a metodologia mais usada no que toca ao downstream do PHA.
A viabilidade deste método depende de diversas variaveis, sendo as mais relevantes o rendimento na
recuperagao de PHA e a facilidade de recuperagao/reutilizacdo do solvente I, Outro aspeto a ter em
conta é a solubilidade do polimero. A maior parte dos PHAs de cadeia curta, como o PHB, cristalizam
com facilidade, adquirindo uma estrutura e propriedades que nao podem ser previstas com exatidao
pela sua composigao quimica, indices de solubilidade, constantes dielétricas, etc. [°':74. Esta situacdo
faz com que o comportamento de solubilizagcdo do polimero seja dificil de prever, ndo se podendo
aplicar diretamente a maxima de que solventes de natureza semelhante a do polimero sdo adequados
[75]_

Para aplicagao deste método de solubilizagao do biopalstico, advém a necessidade de uma seca-
gem prévia. Este passo pode ser concretizado através de liofilizagdo ou secagem térmica. A secagem
térmica pode causar degradacao polimérica, mas é muito mais barata que a liofilizacdo pelo que, para

aplicacéo a nivel industrial, é a estratégia preferida [°l.

A extracdo com solventes € um método que se pode dividir em dois passos: um primeiro onde

a permeabilidade do invélucro celular é alterada permitindo a solubilizagdo do polimero; um segundo

13



passo de precipitacao para recuperar o plastico do solvente, normalmente induzida pela adicao de um
alcool (e.g. metanol, etanol) 7€l

Os solventes que recolhem seletivamente o PHA, usualmente clorados (e.g. cloroférmio, diclo-
rometano), permitem atingir rendimentos de extragdo e pureza muito elevados, sem provocar danos
relevantes no polimero. Para polimeros cuja finalidade requer niveis de seguranca elevados tém ainda
a vantagem de retirar as endotoxinas bacterianas. No entanto sdo, na sua maioria, fluidos muito po-
luentes, volateis e téxicos, o que dificulta a sua utilizagdo em larga escala tanto mais que envolvem
riscos de incéndio e explosdo no seu manuseamento. Outra desvantagem prende-se com o facto de,
em solucdes poliméricas em que a concentracdo de PHB excede os 5% (m/v), a viscosidade aumenta
de tal maneira que interfere com a remogao das impurezas. Sao processos muito dispendiosos pois,
para além de os solventes serem muito caros e utilizados em grande quantidade (num racio de até
1:20 para com a biomassa), também exigem um gasto de energia elevado para a secagem prévia e
para a recuperacdo do solvente por destilagdo [©'-77-79=%. Por altimo lugar, devido & afinidade entre o
solvente e o PHA, o polimero final tem sempre vestigios do solvente, o que pode implicar limitagdes no

processamento subsequente do polimero ou mesmo na utilizag&o final, caso o solvente seja toxico .

Ja o método de extracdo cuja estratégia assenta na lise celular e dissolugao do MCNP, tem duas
variantes distintas, digestdo quimica e enzimatica sendo que a digestao quimica tem sido preferida ubi-
quidade e baixo custo dos reagentes "’ Estes processos sao constituidos por varias fases: comegam
com a adicao de um reagente a biomassa enriquecida que solubiliza o MCNP, segue-se a separacao

do polimero purificado sélido da solugéo e, por fim, é necessario tratar o efluente gerado [“1.

Para o método da digestao quimica, os reagentes mais utilizados sdo o hipoclorito de sédio e um
tensiativo em combinagao. Quando se usa apenas hipoclorito, o polimero é degradado atingindo mas-
sas moleculares até 50% inferiores as iniciais; quando se empregam apenas tensioativos, a pureza
reduz-se substancialmente mas a degradacao do polimero é insignificante ['8284-861_Q objetivo é en-
contrar um equilibrio no que toca aos reagentes aplicados optimizando o processo, para que o plastico
obtido tenha a resistenténcia e pureza adequadas a finalidade designada.

Este tipo de processo resultou numa reducao do custo em 50%, em comparacao a extracdo com

solventes; no entanto gera um efluente contaminado com tensioativos muito dificil de tratar 77>,

A recuperacao por digestao enzimatica acarreta tipicamente um pré-tratamento térmico e uma lava-
gem final com tensioativos ®/l. Vérios tipos de enzimas ja foram testados sendo as proteases as mais
promissoras %8l E um método exclusivamente de lise celular, sendo depois necessario aplicar um
tratamento complementar para purificar o PHA. E uma técnica de lise atrativa pois pode ser utilizada
em condigdes suaves que nao danificam o polimero, no entanto, o custo elevado das enzimas aliado as

complexidades complementares do processo fazem com que seja uma técnica preterida 9.
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Os métodos de solubilizagdo do MCNP tém também algumas desvantagens a ter em conta, prin-
cipalmente a nivel de pureza. Como a eficiéncia nunca chega a 100%, e é tipicamente mais baixa do
que a da extracdo com solventes, ha sempre constituintes sollveis da biomassa que se mantém no
produto final, facto especialmente relevante quando se tratam de endotoxinas que podem trazer ma-
leficios para o utilizador. Esta questao inviabiliza os produtos extraidos através destes métodos para
fins biomédicos.

Apesar de as necessidades energéticas destes processos serem bastante inferiores aos métodos
convencionais, o consumo de reagentes/solventes € igual ou superior, aspeto que pode ser revisto
ao aplicar técnicas de recuperacao de solvente mas que implicariam um acréscimo sobre os gastos

energéticos ],

Existem ainda novos métodos de extracao que podem ser adaptados aos PHAs, recorrendo a fluidos
supercriticos ou através de sistemas aquosos bifasicos (SABs) que tém tido resultados bastante positi-
vos tanto a nivel econémico como ambiental.

A extragdo com fluidos supercriticos tem ganho visibilidade na indlstria como método alternativo
para a extragdo de solutos apolares [°°-921. E um método barato, pouco poluente, rapido e simples
0 que o torna bastante apetecivel; para além disso envolve fluidos com propriedades Unicas como a
conjugacdo de uma elevada densidade com baixa viscosidade, toxicidade e reatividade >, Dadas
estas vantagens, é uma técnica que tem sido aplicada a muitos materiais apolares, e o PHA nao é
excepgao.

Khosravi-Darani et al. [l levaram a cabo vérios testes concluindo que a aplicagio do fluido su-
percritico (no caso CO,) combinada com um pré-tratameto que facilite a lise celular e/ou a purificagao
(tolueno e hidroxido de sédio), possibilitava a recuperacao de 81% do polimero.

A técnica de SABs funciona quando se colocam duas fases aquosas imisciveis em contacto e o
soluto que se quer extrair migra para a fase contraria as impurezas, sendo tipicamente utilizada como
operacao unitaria do processo de extracdo [°l. Quando aplicada ao PHA (produzido com CPs) recor-
rendo a uma fase salina de polietilenoglicol (PEG) 8000, alcangou uma notavel pureza de 97%. Apesar
de ser uma técnica rapida barata e com baixa toxicidade ambiental, acarreta problemas de reproductibi-
lidade e robustez pelo que ainda carece de estudo a nivel laboratorial para que possa ser considerada

como uma alternativa viavel 94961,

1.3.4.B Extracao com processos ecoldgicos/verdes

Dado o esforgo conjunto feito pela comunidade cientifica para minimizar os impactos ambientais de todo
0 processo produtivo do PHA, a extragdo tem vindo a ser optimizada quando aplicada a uma produgao

com CMs.
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Os processos que se baseiam na digestao do MCNPs tém mostrado desempenhos superiores, tanto
a nivel ambiental como econémicos, quando comparados com os métodos de extracdo com solventes
[“4]. Considerando que ja ha registo de niveis de acumulagéo de polimero que excedem os 70 ou até
80% em base seca, faz todo o sentido focar a remogéo apenas na pequena fragdo de material ndo
polimérico, libertando os granulos deste; ao invés da extracao da grande massa de PHA.

A matéria que se pretende digerir € composta por biomoléculas de diferentes naturezas, o que difi-
culta o processo, designadamente péptidos, lipidos (principalmente fosfolipidos), peptidoglicano, acido
desoxirribonucleico (ADN) e &cido ribonucleico (ARN) ['°l. Estes compostos sdo solubilizados pelos
agentes empregados libertando os granulos de PHA que sédo posteriormente separados da solucédo
de impurezas por filtragdo, centrifugacao ou flotagdo com floculagao [#%:°7:°1, No entanto, como os
granulos de PHA sao estabilizados por uma membrana constituida por lipidos e proteinas, a dissolugao
nao seletiva desta pode perturbar a organizacao cristalina do polimero tornando-o vulneravel aos agen-
tes digestores [©1:91,

Neste tipo de downstream, o fator determinante é o conteddo de PHA da biomassa inicial. Estima-se
que, para que o processo seja rentavel, o contetdo polimérico deve ser superior a 60% ['°’l. Caso o
conteldo seja substancialmente inferior, a separagao complica-se resultando em graus de recuperagao
e de pureza inferiores, bem como num polimero degradado [#%-67.101],

Os outros métodos promissores referidos (ver 1.3.4.A), ainda nao estao suficientemente desenvol-
vidos para permitirem aplicar scale-up com facilidade restando, entdo, a adaptacdo dos métodos de
digestao quimica.

Em termos de impactos ambientais, a literatura indica emissées de CO» a variar entre 0,81 e 6,27
kg/kg de PHA por oposicao aos 3,93 - 28,71 kg/kg de PHA gerados pela extragdo com solventes. Os
custos de extragao aplicando este tipo de técnicas também é chamativo, variando entre 0,24 e 6,61
€/kg de PHA [#4,102-104],

A digestao quimica amiga do ambiente pode ser aplicada com recurso a reagentes que podem ser
classificados em trés categorias: oxidantes, acidos e bases.

Apos ser sujeito a oxidagdo, a maior parte do material ndo-PHA é solubilizado em agua. E uma das
metodologias mais utilizadas neste tipo de extragao [*l, sendo o NaClO o agente oxidante mais utilizado.
No entanto, & um método que, para conseguir elevada pureza (>97%), requer grandes quantidades de
reagente (num racio superior a 5:1) e que degrada drasticamente o polimero, o que é revelado em
anélises de polidispersao e massa molecular 1727981105108 - Esta degradagdo nao pode ser minimi-
zada pela optimizacao do tempo de contacto, depende apenas da temperatura e da concentracao dos
reagentes. Ao contrario da maior parte dos agentes empregados na digestao, a sua utilizagao é fa-
vorecida a baixas temperaturas verificando-se maior recuperacdo e menor degradagao. Esta é uma

vantagem consideravel pois pode ser manuseado a temperatura ambiente com bons resultados o que
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simplifica o processo e diminui os custos energéticos associados '], E importante também referir que
€ impossivel remover todos os vestigios de hipoclorito do produto final para além de haver possibilidade

de formac&o de compostos halogenados, o que restringe a aplicacdo do material [©'].

A digestao por aplicagao de &cidos, induz a saponificacao dos lipidos presentes nas varias barreiras
lipidicas celulares, desde a parede ao involucro dos granulos de PHA [“l. Este efeito aumenta a
permeabilidade das membranas permitindo a solubilizagdo do restante MCNP.

Os acidos mais utilizados para este fim sao o sulfurico (H.SO,) e o cloridrico (HCI), tendo-se obtido
resultados bastante positivos em termos de recuperagao e pureza mas com degradacao acentuada do
polimero ®'l. Esta técnica é, no entanto, vista como uma fraca opgao para utilizacdo industrial devido
ao poder corrosivo e toxico destes acidos que tém que ser manuseados na forma concentrada bem
como pela necessidade de utilizacdo de elevadas temperaturas ['-197],

O efeito da aplicacdo de reagentes alcalinos é semelhante ao dos acidos, induzindo a saponificagao
das fragbes celulares lipidicas [“>“°l. Para este tipo de digestéo, os reagentes mais utilizados s&o o
NaOH e o NH4,OH. Em geral o hidréxido de sédio tem melhor desempenho, com maior recuperagao de
PHA, pureza e massa molecular, mas resultando num indice de polidispersao maior (maior variedade
no comprimento dos polimeros, indicativa de uma degradacéo diferencial) ['% %81, Ainda assim, para
ambos os reagentes, a degradagao do polimero é consideravel pois a base aplicada hidrolisa o PHA,
situacéo esta que pode ser minimizada se for possivel preservar a estrutura cristalina dos granulos intra-
celulares. Tal pode ser alcangcado com um pré tratamento com tensioativos (destabilizam a membrana
que envolve o granulo polimérico sem comprometer a estrutura cristalina) ou por liofilizagao.

Comparando diretamente a soda caustica com o hipoclorito de sédio (reagente mais utilziado na di-
gestao da MCNPs), conclui-se que geralmente o hipoclorito € mais eficaz e o polimero obtido apresenta

melhores propriedades %7109,

A aplicagao destes métodos de recuperagao polimérica pode ter resultados contrastantes para dife-

rentes substratos e CMs, pois depende de variadissimos fatores:

* As estirpes produtoras dominantes (diferente constituicao do MCNP)

Tipo de PHA

Conteudo das células em PHA

Qualidade polimérica requerida (tanto em termos de pureza como de massa molecular/indice de

polidispersao)

Pagliano et. al. [“l, reuniram um conjunto de resultados comparando as varias técnicas de digestéo

quimica e também de extracdo com tensioativos (técnica que neste capitulo nao foi considerada pelos
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impactos ambientais supracitados), que sao apresentados, a titulo exemplificativo, nas Figuras 1.4 a
1.6.
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Figura 1.4: Recuperacao média (%) de PHA por diferentes métodos de extragao a produgdes com culturas puras
(CP) e mistas (CM), adaptado de Pagliano et. al. 1.

Da Figura 1.4, é possivel concluir que a recuperacgao polimérica pelos diferentes métodos tem uma
eficiéncia similar, tanto para CPs como para CMs, sugerindo que, no que toca a recuperagao, qualquer
tipo de digestdo quimica é igualmente bem sucedido. Esta recuperagao é até superior em relagao
as obtidas na extragdo com solventes. Neste compéndio ndo estdo considerados dados de estudos
sobre digestédo acida em CMs mas o tipo de comportamento da biomassa, entre tipos de cultura, seria

presumivelmente semelhante ao que acontece na digestao basica.
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Figura 1.5: Pureza (%) do PHA extraido por diferentes métodos e produzido com culturas puras (CP) e mistas
(CM), adaptado de Pagliano et. al. .
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Quanto a pureza (Figura 1.5) volta a ndo haver nenhum tipo de digestdo que se destaque. No
entanto aqui a diferenca entre as culturas puras e mistas é mais acentuada o que se explica pela
natureza mais complexa das impurezas, facto este que dificulta a optimizagdo da extragdo. Ainda
assim a pureza final é relativamente elevada, sendo resultados indicativos de que é uma estratégia de

extracao viavel para aplicacao a escala industrial.
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Figura 1.6: Massa molecular média (MDa) do PHA extraido por diferentes métodos e produzido com culturas puras
(CP) e mistas (CM), adaptado de Pagliano et. al. 1.

E sabido a priori que estas metodologias sdo quimicamente agressivas provocando deterioracdo
polimérica. Esta degradagdo é sempre bastante superior no caso da biomassa mista (Figura 1.6) o
que confirma a maior resisténcia das membranas e implica uma necessidade de utilizar condi¢des
mais agressivas e, consequentemente, mais danosas para o polimero. Este diferencial no que toca a
resisténcia diminui quando é aplicado um oxidante forte, obtendo-se entdo massas moleculares reduzi-
das mas semelhantes para ambos os tipos de cultura.

Este parametro é determinante na qualidade do polimero e € crucial na aplicabilidade do plastico po-
dendo ser limitante caso as condi¢gées ndo estejam bem otimizadas. De notar ainda que a degradacéo

em extracao direta com solventes é insignificante conseguindo-se obter massas moleculares entre 0,8
e 0,9 MDa.

1.3.5 Secagem térmica de PHA

O processo da secagem consiste na eliminagéao de uma quantidade relativamente pequena de liquido,
tipicamente agua, presente num material sélido.

Na fase final da extracao de PHA é necessario um passo de secagem para facilitar e o manusea-
mento e o processamento subsequente do produto, melhorar a conservagao e 0 armazenamento e, em
alguns casos, reduzir o custo de transporte.

E uma operagdo complexa porque envolve a interagdo gas-liquido, controlada por fenémenos de
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transferéncia de calor e de massa em estado transiente. Estes fendmenos ocorrem simultaneamente
com processos cinéticos, que produzem alteragoes fisicas, como o encolhimento do sélido, e quimicas/bioquimicas,
que podem produzir alteragdes em outras propriedades (e.g. cor, textura, odor).

Todos os procedimentos de secagem aplicados durante o processo em que este trabalho se inclui
foram realizados em tabuleiros numa estufa com serpentinas aquecidas e paredes refratarias. Neste
tipo de secagem é preciso que haja uma pequena quantidade de ar em movimento para arrastar o vapor
que se vai formando impedindo que condense e reumidifique o sélido. Caso o vapor seja constituido
por um solvente que ndo a agua, ou no caso de secagem sob vacuo, é necessaria a instalacao de um
equipamento de condensacao a saida do gas para recuperar a maior parte do solvente e purificar o ar
que sera libertado para a atmosfera.

A forga motriz do processo advém da humidade (X) contida no sélido que exerce uma pressao de
vapor. O solido em causa vai secando até que a pressao parcial do vapor no gas iguale a pressao
de saturacdo do vapor presente no solido, atingindo-se o equilibrio numa certa humidade final (X;).
Esta humidade final do solido representa a humidade minima que se pode atingir para as condi¢oes
de temperatura e humidade do gas utilizado; ja a velocidade com que se atinge esta humidade de-
pende depende também do caudal do gas de secagem, da area de superficie exposta e da pressao de
operagao.

O comportamento de um soélido durante a sua secagem, para uma determinada condigao de tem-
peratura e humidade absoluta do gas de secagem é descrito por uma curva de secagem como a dada

na Figura 1.7.

X (kg humidade/ kg sol seco)

t (min)

Figura 1.7: Curva de secagem tipo.

O periodo inicial, representado pelo segmento AB, é relativamente curto e representa o periodo de

adaptacao durante o qual a temperatura do sélido aumenta ajustando-se as condicdes de secagem. No
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segmento BC, a velocidade da secagem é constante (d2X/dt?=0) e igual ao pardmetro R representado
na Figura 1.7. Nesta secgao, o sélido tem uma humidade tal que se forma um filme adsorvido na
superficie que vai evaporando, o liquido comporta-se como se o sélido ndo existisse. Se o sélido for
poroso, o liquido vai subindo capilarmente alimentando o filme, caso ndo o seja esta sec¢ao € mais
rapida e € evaporada apenas a fracao que esteja a superficie.

No ponto C da Figura 1.7, é atingida a humidade critica (X;) do sélido, um parametro caracteristico
das condicbes operatérias aplicadas. Depois de se atingir esta humidade, a velocidade de secagem
passa a ser decrescente (d2X/dt?>0). Caso o perfil da secagem mostre que a velociadade de secagem
€ sempre decrescente entdo é porque o valor de X inicial é ja inferior a X.. Este valor atinge-se (para
um soélido poroso), quando o fluxo de liquido do interior do solido para a superficie deixa de conseguir
igualar a velocidade de evaporacéo quebrando a camada continua; a partir deste momento, o fator que
limita a velocidade de secagem passa a ser a resisténcia a transferéncia de massa neste percurso do

liquido no interior poroso do soélido.

Os PHAs sao termoplasticos, no entanto, tém uma baixa resisténcia térmica. Esta caracteristica
traz limitacoes a diferentes fases do processo para além da secagem (da biomassa apos a fase de
acumulagao e antes da extragao e do produto final recuperado), designadamente no processamento
do polimero purificado, dificultando a expansdo da expresséo deste polimero nos mercados [''%]. Esta
questao é especialmente limitante nesta Ultima fase do processo, visto que o ponto de fusdao é muito
elevado, por vezes até superior a temperatura de degradacéo, tal devendo-se a coesa estrutura crista-
lina do polimero. Mesmo quando se trata de um co-polimero, como o PHBV, onde se esperaria que a
introdugcao de mondmeros diferentes perturbasse a cristalinidade, verificou-se um surpreendente iso-
morfismo entre as diferentes unidades que teve como consequéncia uma estrutura cristalina forte mas
ainda assim de coesao inferior a do PHB. Quanto maior for a coesao da estrutura cristalina, maior sera
a resistencia & degradacéo térmica e mais elevado seré o ponto de fusdo ['''=14],

Chen et. al. ['"“ reportaram uma série de ensaios onde observaram a degradacéo de PHB e PHBV
(5%(m/m) PHV) através de uma analise de massa molecular e de polidispersao, quando sujeitos a
diferentes tratamentos térmicos em que variaram a temperatura e o tempo.

O comportamento foi muito diferente entre o polimero e o co-polimero. Para o PHB, a degradagao
€ insignificante (inferior a 6% em termos de massa molecular) até aos 100°C; aos 130°C, ap6s um
tratamento térmico rapido de 10 minutos, o polimero manteve-se estavel; quando se prolongou o trata-
mento para 30 minutos a reducdo da massa molecular atingiu mais de 40%. A partir dai, existiu sempre
degradacao que é tanto maior quanto maior foi o tempo do tratamento.

Ja para o PHBV, independentemente da temperatura, quanto maior o tempo de tratamento, maior
foi a degradacao. Também se verificou maior sensibilidade a temperaturas relativamente baixas, e.g. a

100°C verificou-se uma degradagao da massa molecular em cerca de 10% depois de 1 hora e de 20%
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depois de 6 horas. Este comportamento acentuou-se para temperaturas mais elevadas.

Para minimizar esta limitagao, ja foram testadas varias estratégias como a formagao de misturas
poliméricas ou misturas com outros materiais, entre outros, nanoparticulas e organoclays. No entanto,
sao estratégias aplicaveis apenas na fase de processamento do polimero purificado pelo que, para as
eventuais secagens feitas no down e /ou upstream, continua a ser inevitavel ter em consideracdo esta

caracteristica [115:116],

1.4 Motivacao e objetivos

A nivel industrial, o paradigma em vigor ainda inclui um upstream com culturas puras e um downstream
com solventes (maioritariamente clorados).

No entanto, a estratégia produtiva com culturas mistas e cujo substrato é composto por materiais
residuais, ja esta bem estabelecida e é, indubitavelmente o futuro na produgao de PHAs pois permite
o tratamento dos residuos ao mesmo tempo que acrescenta a cadeia produtiva. Seria ainda interes-
sante continuar o estudo extensivo da fase de acumulagao, de como os varios parametros envolvidos
influenciam a quantidade e, sobretudo, a qualidade do polimero. Para este fim, podem aplicar-se as
técnicas mais recentes, cada vez mais evoluidas e fiaves, de monitorizagao online e in situ que tém o
potencial de revelar novos dados que nos ajudem a entender mais a fundo os mecanismos bioquimicos
que regulam e influenciam a acumulagao polimérica intracelular. Depois de atingir um maior nivel de
compreensao, sera possivel melhor controlar e garantir a reproductibilidade da produgao, podendo o
potencial fornecedor produzir a precos competitivos, ganhando simultineamente um status de confia-
bilidade, essencial para que o material em si tenha sucesso no mercado.

Ja na extragdo, métodos que permitam o scale-up e que sejam simultdneamente pouco poluentes
ainda estao por aperfeigoar, mas tem havido um esforgo conjunto por parte da comunidade cientifica
neste aspeto, € apenas uma questdo de tempo até que se obtenham estratégias optimizadas que
permitam extrair polimero produzido por biomassa mista com substratos residuais. Quando tal for
uma realidade, existirao condigdes para estabelecer um novo paradigma e tornar os PHAs polimeros
competitivos, com uma grande expansao na quota do mercado que ocupam.

Este trabalho esta inserido num projeto Europeu, iniciativa com diversas vertentes onde o objetivo
comum é acelerar a transigcao para uma economia circular na UE estabelecendo bases cientificas que
0 permitam, nomeadamente no contexto das industrias papeleiras e agroalimentar. A participagdo da
equipa do BIOENG tem como obijetivo (primeiro a nivel laboratorial e depois a escala piloto) desenvolver
um processo de extracdo do polimero com recurso a reagentes ecolégicos. A montante, a biomassa
€ produzida em ltdlia pelo parceiro produtivo através dum processo em que o substrato provém de

aguas residuais da industia papeleira e a cultura é mista; o polimero extraido segue para o parceiro a
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jusante em Espanha, onde é processado, originando um filme plastico que se destina a producao de

bag-in-boxes.

O nosso objetivo foi optimizar no laboratério a extragédo, ensaio apds ensaio, de forma a que o
scale-up fosse viavel e, por fim, confirmar esses resultados a escala piloto.

Para cumprir o objetivo foi necessario primeiramente estudar e caracterizar a biomassa de inte-
resse (seccao 3.1). Depois, fizeram-se alguns testes de extragao preliminares de caracter exploratério
que analisam a resposta do polimero e das impurezas a variadas estratégias de extracao. Nesta fase,
descrita na seccao 3.2, foram também identificadas as impurezas maioritarias. Seguidamente, nos sub-
capitulos 3.3.1 e 3.3.2 testaram-se diferentes métodos de extracdo assentes em sélidas bases tedricas
com o objetivo de remover especificamente as impurezas resistentes as solugoes de extragao anteri-
ormente aplicadas. Por fim, a estratégia que apresentou melhores resultados foi alterada e optimizada
para simultdneamente ser eficaz na remogédo das impurezas mas também viabilizar um aumento de
escala com boas perspetivas de aplicagdo ao nivel industrial (3.3.3 e 3.3.4).

De forma paralela a optimizacdo da extragao procedeu-se ainda a tentativa da optimizacdo da
producao colaborando com a parceira produtora (3.4) e também se aplicou uma extragdo a escala
piloto (3.5).

Por fim, na secg¢éo 3.6 fizeram-se ainda ensaios preliminares para estudar a secagem do produto

de extracao para que o PHA possa ser processado e incorporado num produto.
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2.1 Processo e biomasssa de estudo

O processo produtivo (2.1) foi executado com base nas técnicas expostas com maior detalhe no capitulo
1. A producdo da biomassa é assegurada por uma parceira italiana, que utilizou uma fracdo de um
efluente da industria papeleira como substrato.

O primeiro passo consistiria na fermentacao do efluente (acidificagao do substrato), para concretizar
o enriguecimento em acidos gordos volateis (AGVs) que constituem o substrato da cultura microbiana
mista (CM) presente no biorreator de acumulagao, no entanto, este passo foi dispensado pelo parceiro

produtor e o efluente foi alimentado diretamente.

[ Selegdo CM J — [Acumulagﬁo J — [Centrifugagﬁo

—>[ Acidificacdo

4{ Secagem ’»-—- NOVA

Figura 2.1: Esquema geral das operagoes unitarias do processo produtivo executado pela empresa parceira pro-
dutora até chegar a Universidade NOVA

Apds a fermentagao, a biomassa rica em PHA é separada do caldo de fermentacéo através de uma
centrifugagao assistida com um coagulante (poliamida). O sélido resultante é acidificado com &cido
acético (AA) para inativar as células preservando o teor polimérico e, de seguida seco em tabulei-
ros numa estufa a 60°C durante varios dias (>3). Em algumas produgdes nao se incluiu o passo de
acidificagao como tentativa de simplificar e embaratecer o processo.

Na NOVA, a biomassa é recebida na forma de pedagos secos e por vezes até carbonizados/

caramelizados como se pode ver na sec¢ao direita da Figura 2.2.

Figura 2.2: Biomassa em pedacos e apés moagem do lado esquerdo; close-up sobre fragmentos queimados a
direita.

Cada lote tinha entre 75 g e 4 kg de biomassa seca envolvidos em papeldo. Os pedagos tinham
tamanhos bastante variaveis, tendo os mais pequenos menos de um milimetro e os maiores cerca de
15 cm; a maioria tinha entre 1 e 10 cm. O teor de PHA dos lotes varia entre 10 e 30%, do qual entre 30 a
40% é PHV. A humidade era de aproximadamente 5%, no entanto o grau de secagem nao era uniforme,

caracteristica mais visivel nos pedacos de maior dimensao onde o cerne nao estava totalmente seco.
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2.2 Moagem

Para processar a biomassa que chega as instalacdes do grupo BIOENG, pode-se recorrer a dois
métodos de moagem: manualmente ou com um moinho, escolhidos consoante a quantidade de bi-
omassa presente no lote. Em geral quando era necessario quantificar a amostra a moagem é aplicada
manualmente, quando o objetivo é aplicar processos extrativos sobre a amostra, uma maior quantidade
€ necessaria e a moagem era aplicada no moinho.

No caso de a quantidade nao justificar o0 uso do moinho, procede-se de forma manual atingindo um
produto fragmentado com recurso a um pildo e um almofariz e uma sele¢ao final com um coador com
uma malha de 1,5 mm que seleciona os fragmentos.

Quando o lote é maior, utiliza-se um moinho de martelos Dietz DR80b/29 com 220 V, 50 Hz e 1,1
kW com uma malha de selegéo de aproximadamente 1 mm.

Depois de moida, a biomassa € recolhida para um recipiente de vidro ou saco de plastico e €

guardada ao abrigo da luz solar a 20°C.

2.3 Estudo das consequéncias do processamento pos-producao

No processo produtivo do projeto IGREEN, apos a produgdo ha um passo de inativagdo com AA e uma
secagem a 60°C aplicada durante mais 72 h. Para estudar o efeito deste processamento na qualidade
do polimero, procedeu-se a um ensaio em que um processamento semelhante foi aplicado a uma
biomassa produzida na instalagao piloto da Universidade NOVA com CMs e um substrato derivado de
residuos alimentares.

Neste ensaio foi recolhida a biomassa fresca diretamente do reator e dividiu-se em trés fracoes, a
primeira manteve-se inalterada, a segunda sofreu inativagdo com acido acético e a ultima foi também
inativada com &cido sulfirico. Esta inativagao foi feita adicionando o acido e controlando o pH da mistura
com um sensor, o pH da biomassa fresca inicial medido foi de 7,84; com o acido sulfurico atingiu-se um
pH de 1,98; para a acidificacao feita com AA, o pH minimo obtido foi de 4,31.

Depois, cada fracao foi novamente dividida em trés partes, a primeira manteve-se fresca, a segunda
foi seca a 60°C durante aproximadamente 24 h, a ultima foi liofilizada.

A todas as biomassas que sofreram os diferentes métodos de processamento foram ainda aplicadas
duas estratégias de extracao, digestao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h com agitacao de 200 rpm)
e digestao oxidativa (NaCIlO 8,97% a 30°C por 3,4 h com agitacao de 200 rpm). A biomassa foi repartida
em parcelas de 400 mg (peso seco) por tubos falcon de 50 mL, onde se adicionam 20 mL da solugao
de extracao obtendo uma concentragéo de aproximadamente 20 g de biomassa/L. Depois da digestao,

a mistura é centrifugada por 10 min com um efeito centrifugo de 9300 g a 20°C, o sobrenadante &
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descartado e o solido recuperado é ressuspendido e lavado em 20 mL de agua sendo depois a mistura
sujeita a uma nova centrifugacao onde se volta a descartar o sobrenadante.

As pesagens foram efetuadas com recurso a uma balanga digital Sartorius CPA 225 D com sensibi-
lidade de 0,00001 g, o sensor de pH utilizado foi o Thermo Scientific Orion Dual Star e a centrifuga foi
a Sartorius Sigma 3-16K.

Para a formulacdo das solugdes de extracdo e de inativagao foi utilizado NaOH soélido Labchem,
H>S0, Honeywell de pureza 95,0-97,0%, Acido acético glacial Fisher Chemical, H,O, Fisher Chemical
60% m/v e NaCIO Acros Organics 10-15%.

2.4 Extracao laboratorial

O método de extracao foi sofrendo alteragdes ao longo do trabalho, seguindo o processo de optimizacao.
Cada condigao foi aplicada em triplicado, salvo raras excepgdes em que, por questdes de quantidade
de biomassa disponivel, nao foi possivel fazé-lo.

Para os ensaios de extracao, a biomassa moida foi repartida em fracdes de 400 mg (peso seco) por
tubos falcon de 50 mL, onde se adicionam 20 mL da primeira solu¢édo de extragao (acida) obtendo uma
concentracdo de aproximadamente 20 g de biomassa/L. A mistura é incubada durante um periodo que
varia entre 5 minutos e 3 horas numa placa com agitacdo e temperatura constante (agitacdo de 200
rpm; a temperatura aplicada variou entre 30 e 80°C, consoante 0 ensaio).

Seguidamente, a mistura é centrifugada por 10 min com um efeito centrifugo de 9300 g a 20°C, o
sobrenadante é descartado e o sélido recuperado é ressuspendido e lavado em 20 mL de 4gua sendo
depois a mistura sujeita a uma nova centrifugacao onde se volta a descartar o sobrenadante.

Segue-se uma ressuspensao com micropipeta do sélido em 20 mL da segunda solugdo de extragao
(basica) e incubada por um periodo que varia entre 48 min e 1 hora numa placa com agitagao e tempe-
ratura constante (agitacdo de 200 rpm; a temperatura aplicada foi 30 ou 50°C, consoante o ensaio).

Por fim, a mistura é centrifugada por 10 min com um efeito centrifugo de 9300 g a 20°C, o sobre-
nadante é descartado e o sélido recuperado é ressuspendido e lavado em 20 ou 40 mL de agua ou
etanol, sendo depois a mistura sujeita a uma nova centrifugacéo onde o sobrenadante é descartado

novamente e o sélido recolhido.

Depois da optimizacdo da extragdo procedeu-se ao estudo da secagem. Para estes ensaios, 0
processo extrativo foi semelhante ao descrito anteriormente, mas, para se obter uma quantidade de
produto de extracao suficiente, os reatores a nivel laboratorial passaram a ser tubos Nalgene de 48 mL,
onde as solugdes de extragdo sdo adicionadas obtendo uma concentragao de aproximadamente 20 g
de biomassa/L. A suspensao é incubada numa placa com agitagao e temperatura constante (agitagao

de 200 rpm e temperatura de 30°C)
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As diferentes solucdes de extracdo e de lavagem utilizadas no processo extrativo acima descrito

encontram-se sumarizadas na tabela 2.1:

Tabela 2.1: Listagem das solugdes de extracao e de lavagem aplicadas

Solugao de extracao
Solugao aquosa de acido acético 40%
Solugao aquosa de peréxido de hidrogénio 4,3%
Solugao aquosa de &cido acético 50% e peroxido de hidrogénio 15%
Solucao aquosa de hidroxido de sédio 0,84 M
Solucao aquosa de peréxido de hidrogénio 2,5% e hidréxido de sodio 0,35 M
Solugao aguosa de peréxido de hidrogénio 2,5% e hidréxido de sédio 0,84 M
Solugao aquosa de 4cido acético 10% e peroxido de hidrogénio 3%
Solugao aquosa de &cido sulfarico de 0,47; 0,5; 0,94 e 1,87 M
Solucao de hipoclorito de sédio 6,5%
Etanol 20%

Solugéo de lavagem

Agua destilada
Etanol 70%

As pesagens foram efetuadas com recurso a uma balanca digital Sartorius CPA 225 D com sensibi-
lidade de 0,00001 g. A humidade das amostras foi determinada na balanga de secagem Mettler Toledo
HB 43.

A centrifuga utilizada nos ensaios de optimizagao da extragao foi a Sartorius Sigma 3-16K; ja para
o0 estudo da secagem recorreu-se a centrifuga Sartorius Sigma 4-16KS.

Para a determinagao pratica de quantidade de reagente a utilizar com o objetivo de neutralizar uma
solugao e para controlar o pH em alguns testes extrativos aplicados, foi utilizado o sensor de pH Thermo
Scientific Orion Dual Star e as tiras de teste de pH MQuant®Supelco®.

Para a formulacdo das solugdes de extracao foi utilizado NaOH sélido Labchem, HoSO,4 Honeywell
de pureza 95,0-97,0%, Etanol Honeywell de pureza > 99,8%, Acido acético glacial Fisher Chemical,
H>O: Fisher Chemical 60% m/v e NaCIO Acros Organics 10-15%.

2.5 Extracao piloto

Na instalagao piloto, a extragao foi efetuada num reator de 100L em ago inoxidavel. Uma massa de 3
kg de biomassa (proveniente de varios lotes) foi submetida a um tratamento de digestao basica, numa
concentracdo de 20 g de biomassa/L. A biomassa foi dividida em duas fragdes, extraidas de forma
separada, ja que o reator nao tinha capacidade para processar a totalidade da biomassa apenas em
um batch. A primeira, foi aplicada em 1 kg de biomassa, na segunda extrairam-se os 2 kg restantes.
Na primeira extragao, digeriu-se a biomassa em 50 L de solugdo NaOH (0,84 M) a 30°C por 0,8

h com agitagao das pas a 363 rpm. Depois, a mistura foi recolhida para recipientes de 10 L onde a
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biomassa se acumulou no fundo e se retirou 0 excesso da solugao, com recurso a uma bomba manual.
A mistura humida obtida foi centrifugada com um caudal de processamento de aproximadamente 22
L/h e uma velocidade de rotagéo de 20 000 rpm (£10%).

O solido recuperado foi realimentado ao reator e lavado com 137,5 L de agua da rede publica,
depois de sedimentar no fundo do vaso reacional por 15 min, retirou-se parte da agua de lavagem e,
por fim, recuperou-se o produto de reagao himido que voltou a ser sujeito a uma centrifugacdo analoga
a descrita acima.

Para a segunda extracao, 2 kg de biomassa foram digerida em 100L de solugao NaOH (0,84 M)
a 30°C por 0,8 h com agitacao das pas a 363 rpm. Depois, deixou-se a mistura repousar por 40 min
sedimentando o produto da digestéo, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o sélido com aproxima-
damente 150 L de agua da rede munincipal e, recuperou-se o produto da extragdo humido para os
recipientes de 10 L. Por fim, o solido foi centrifugado nas mesmas condigoes descritas anteriormente e
recolhido.

Ambos os produtos de extragado foram secos em tabuleiros a 55°C durante sensivelmente 24 h numa
estufa Memmert BE 200 com circulagao de ar natural.

A centrifuga continua utilizada foi a CEPA Z 41.

2.6 Secagem

Para secar o produto da extragcdo fizeram-se alguns testes preliminares sobre a 60, 70 e 105°C. A
humidade inicial das amostras foi determinada na balanga de secagem Mettler Toledo HB 43.

Ja para a construgao das curvas de secagem, utilizaram-se caixas de petri como suporte e foi aferida
a massa das amostras com recurso a balanga Kern ALJ310-4A com uma sensibilidade de 0,0001 g.
Cada pesagem foi efetuada a quente sem recurso a exsicador voltando cada amostra a estufa da forma
mais célere possivel.

No ensaio a 60°C, as amostras consistiram em discos de 4,5 cm de diametro e 0,5 cm de altura, as
pesagens foram efetuadas de 5 em 5 minutos inicialmente e de 10 em 10 a partir do minuto 110. Para
0 ensaio conduzido a 70°C, as amostras consistiram em discos de 3 cm de didmetro e 0,5 cm de altura,
as pesagens foram efetuadas de 5 em 5 minutos inicialmente e de 10 em 10 a partir do minuto 50. Ja
para o ensaio a 105°C, as amostras consistiram em discos de 4 cm de didmetro e 0,5 cm de altura, as
pesagens foram efetuadas de 3 em 3 minutos inicialmente e de 5 em 5 a partir do minuto 60.

Para os ensaios a 60 e 70°C foi utilizada uma estufa Memmert BE 200 com circulagao de ar natural.
Ja para o ensaio a 105°C, a estufa empregada foi uma Memmert UN30 com circulacao de ar natural.

Como pré tratamento recorreu-se a um micro-ondas Whirlpool MD 111 e um output de 250 W.
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2.7 Quantificacao e caracterizacao do PHA

A cromatografia gasosa (CG) foi a técnica aplicada para quantificar o polimero presente, tanto nas
amostras de biomassa como de produto de extragdo. Permitiu ainda caracterizar a composi¢gado mo-
nomeérica (contetdo em PHB e PHV). Todas as amostras sélidas analisadas foram previamente liofili-
zadas num liofilizador ScanVac CoolSafe 110-4.

As curvas de calibracao foram obtidas com recurso a PHBV comercial da Sigma-Aldrich (teor de
PHV de 12% molar). Os padrdes variaram entre os 0 e 3,79 g/L de PHBV e, foi utilizado o padrao
interno hidroxidecanoato (HD).

As retas de calibragao obtidas, relacionam o quociente entre a concentragdo de cada monémero e
0 padrao interno com o quociente entre as area do picos correspondentes ao monémero de interesse
e ao padrao interno.

Para esta analise seguiu-se o procedimento de metandlise descrito por Cruz et al. [''" com ligeiras

modificagdes:
Uma massa de 1,3 - 2 mg de biomassa ou produto de extracao seca/liofilizada é digerida a 100°C por
3,5h em tubos de digestdo de vidro, com 1 mL de metanol acidico com 20% v/v de &cido sulflrico
(metanol Fisher Chemical de pureza >99,8% e &cido sulfurico Honeywell de pureza 95,0-97,0%) e 1
mL de cloroférmio (Honeywell de pureza >99,8%), com o padrao interno HD numa concentragao de
1,00062 g/L. Em todas as andlises efetuadas, foi incluida uma amostra da biomassa inicial 15201105,
objeto dos ensaios de extragao e que permite também comparar a fiabilidade da analise, servindo como
controlo.

Depois de arrefecer a temperatura ambiente, é adicionado a cada tubo 1mL de agua formando duas
fases separadas, uma com o cloroférmio e o metanol e outra com a dgua. Para promover o contacto
entre essas fases, a mistura é submetida a 30 segundos de agitagdo em vortex. Depois da agitagao,
a fase aquosa contém a agua, o metanol e as impurezas na forma de suspensao e a fase organica, é
composta por uma solugao de PHAs em cloroférmio.

A fase organica é entao recolhida e transposta para um vial com beads higroscépicas utilizando
uma pipeta de pasteur. As beads absorvem qualquer residuo de agua que subsista, para nao interferir

com a analise na CG.

O cromatégrafo utilizado é o Chromatograph Trace 1300, Thermo Scientific com a coluna Restek
(60 m, 0,53 mm de diametro interno, filme com 1 um de espessura, Crossbond, Stabilwax). O gas
transportador utilizado € o hélio com um caudal de 1 mL/min e uma pressao constante de 14,50 psi.

De cada amostra sao injetados 2,0 uL que permanecem na coluna por 32 min. Quanto ao perfil
térmico, a temperatura inicial € de 40°C e nos primeiros 3 minutos aumenta gradualmente em 20°C/min

até chegar aos 100°C. Do minuto 3 até ao 21, a temperatura continua a aumentar, mas agora a um
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ritmo de 3°C/min, no fim desta fase atinge-se a temperatura de 155°C. Por fim, até aos 32 min, o
perfil de aquecimento volta a ser idéntico ao da primeira fase com um gradiente térmico de 20°C/min
atingindo-se a temperatura final maxima de 220°C.

Para caracterizar as amostras quanto a natureza do seu conteldo procedeu-se ainda a analise de
sélidos voléateis aplicada de forma convencional [''€l,

E importante referir que, para os célculos efetuados com os valores da quantificagdo por CG, ndo
se considerou a humidade dos sdlidos pois o teor de humidade era semelhante para todas as amostras
(aproximadamente 5%):

A massa de PHA de cada amostra, é considerada como a soma dos monémeros HB e HV como

representado na equagao 2.1:

PHA(g)=PHB + PHV 2.1)

Ja a massa de material ndo polimérico foi calculado como constituindo a restante parte da amostra

inicial (Mpiomassa) que néo é PHA (2.2):
MCNP(g):Mbiomassa — PHA (22)

O teor de PHA (%PHA) correspondente é calculado ao dividir a concentragéo polimérica pela massa

de amostra (Myog) colocada no tubo de digestéao (2.3):

PHA

%PHA (%m/m)= -100 (2.3)

total
A recuperacao é determinada por um quociente. No numerador multiplica-se o teor de PHA do pro-
duto de exiragdo (%PHAyqut0) Pela respetiva massa extraida seca (Mproduto); © denominador consiste
no produto entre a %PHA da biomassa inicial (%PHAuomassa) € @ respetiva massa utilizada no ensaio
de extracao (Mpiomassa):
%PHA M

%PHArecuperado(%m/m)= % PIHA prOdum.Mpmduto -100 (2.4)
0 biomassa +¥"biomassa

Ja para comparar as diferentes estratégias extrativas entre si bem como com a biomassa inicial, os
valores para a massa de PHA e para a MCNP sao normalizados. A equagao 2.5 mostra o calculo para
o caso do PHA, para a MCNP calcula-se de forma analoga.

%PHA'Mproduto (25)

PHAnormalizado (g/g) = Mb‘
iomassa
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3.1 Analise comparativa da biomassa de estudo

No processo produtivo, a acidificagdo da biomassa é feita com recurso a um acido fraco: AA; ao invés
do que aconteceria numa inativagao acidica tradicional, onde se recorre a um acido forte. Esta deciséo
foi tomada pois noutra vertente do projeto no qual este trabalho se inclui, a biomassa é incluida na
formula de uma racao para gado, ja que tem um potencial efeito prebiotico. Se um acido forte fosse
empregado, teria um efeito téxico nos animais podendo deixar sequelas.

Em termos de acumulagao, a biomassa recebida tinha um teor de PHA que variava entre 10 € 30 %
, do qual entre 30 a 40% é PHV. Para os ensaios de optimizacao da extragao no laboratério, utilizou-se
sempre a mesma biomassa, 1S201105, considerada uma biomassa tipo que representa o processo,
com um teor de PHA e de humidade de aproximadamente 24% e 5,4% respetivamente. Do polimero
presente, cerca de 34% era constituido por PHV

Estes valores sao indicativos de que a producao nao foi totalmente optimizada ja que sao bas-
tante inferiores aos registados na literatura tanto para produgoes com CMs como especificamente para
producdes com substratos provenientes de agua residual da pasta de papel [25-%8.55.11°1 Esta questao
€ especialmente preocupante pois a extracdo por métodos que assentam na digestdao da MCNP en-
contram dificuldades acrescidas para teores poliméricos mais reduzidos, como supracitado, a literatura
indica que para conteudos inferiores a 60%, 0 processo nao é rentavel .11 A biomassa é constituida
por 71,9% de material organico e 28,1% de inorganico, o que significa que as impurezas presentes sao
maioritariamente organicas, compondo 63% do material nao polimérico que se pretende retirar.

Os testes de extragao preliminares revelaram que algo curioso acontecia em todos os ensaios,
quando aplicado qualquer método de extragao, metade do polimero era perdido, incluindo no controlo,
que consistia numa incubagao com agua. Mesmo com uma Unica lavagem, o comportamento & identico
tal como mostra a Figura 3.1 que representa os resultados obtidos a partir de um ensaio em que se
lavaram as biomassas e tanto o sélido como a agua de lavagem foi liofilizada e quantificada com CG.
A Biomassa produzida na instalagao piloto da NOVA (a esquerda em tons alaranjados) nao perdeu
polimero, j& nas amostras correspondentes a biomassa de interesse (a direita em tons azulados), a
perda de metade de todo o polimero é consistente em todas as amostras e o balangco de massa é

fechado pelo polimero arrastado na agua de lavagem.
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Figura 3.1: Diferenga de comportamento da biomassa quando sujeita a uma lavagem com H,O. Biomassa NOVA
(a esquerda a laranja) e de estudo (a direita a azul), dados cedidos pela equipa da NOVA ID.

Este comportamento sugere que cerca de metade do polimero chega com a capacidade de se
dissolver na agua de lavagem. Ora, para o PHA solubilizar em agua, o polimero necessita de estar ja
degradado na forma de mondémeros/oligémeros, pois o granulo polimérico néo é solavel 11291211,

Ja quando se analisa a perda de impurezas sollveis, esta é semelhante entre as duas biomassas,
uma lavagem retira aproximadamente 20% das impurezas. Nada se pode inferir quanto a causa da
degradagao do polimero também afetar as impurezas pois, como as biomassas sdo produzidas com
substratos e com metodologias distintas, a natureza e caracteristicas das impurezas também o serao.

Procedeu-se também a andlise da massa molecular e do indice de polidispersao do polimero na
biomassa recebida para averiguar sobre o estado de degradagéo da mesma. Esta andlise foi feita por
um parceiro estrangeiro da faculdade, o Centre Interfacultaire des Biomatériaux da Universite de Liege.

Os resultados dessa analise estdo na Tabela 3.1:

Tabela 3.1: Resultados da analise de massa molecular e polidispersao da biomassa de estudo e NOVA ID

Amostra | Massa Molecular (g/mol) | Indice de Polidisperséao
NOVA 1D 263 117 2,00
SK 1 83 950 3,69
SK2 75512 3,72
SK3 81999 4,19

O primeiro dado, NOVA ID, é referente a um polimero produzido nas instalagdes piloto da NOVA
ID a partir de um substrato proveniente de um residuo de polpa de frutas e extraido com cloroférmio.

Serve como um termo de comparacgéo ja que € um PHA que nao esta degradado e apresenta um valor
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de massa molecular dentro do intervalo expectavel (200-600 kDa) ['%7.

E importante ainda referir que as amostras do polimero de estudo analisadas foram purificadas
a partir do batch 1S201105 através de: (SK1) Extragcdo Soxhlet com cloroférmio e precipitagdo com
etanol puro; (SK2) Extragao com cloroférmio e filtragcdo (poro de 0,45 um); (SK3) Extragdo com uma
pré lavagem com H,O, cloroférmio e filtracao (poro de 0,45 um). Nestas extracoes, a PA adicionada
na centrifugagdo apds a acumulagao ndo é selecionada, pelo que influencia os resultados, tanto de
massa molecular, como de polidispersao. O impacto deste contaminante pode influenciar os dados de
massa molecular tanto aumentando-os como diminuindo ja que nao foram partilhados quaisquer dados
sobre a poliamida (PA) utilizada; ja no indice de polidispersao, a adicdo de outro polimero com uma
massa molecular distinta vai sempre ser um fator que aumenta a variabilidade de massa molecular,
contribuindo para aumentar o valor deste indicador.

O desvio provocado pela presenca de PA nao € suficiente para justificar um decréscimo na massa
molecular em uma ordem de grandeza, estes valores baixos podem ainda estar associados a uma
producédo de PHA na forma de polimeros de cadeia mais curta. Prova-se entao que a elevada e inespe-
rada solubilidade do PHA se deve efetivamente ao seu estado de forte degradacéo; os elevados valores
do indice de polidispersdo sdo mais uma evidéncia que valida essa observagao.

Esperar-se-ia que na SK3, ao aplicar uma pré-lavagem, uma grande parte do PHA degradado seria
solubilizado e retirado pelo que se obteria um maior valor de massa molecular e um menor indice de
polidispersao. No entanto a massa molecular quantificada foi semelhante a das outras amostras e o
indice de polidispersao foi ainda maior.

Estes dados sao preocupantes pois o tratamento subsequente de extragdo (a desenvolver pela
equipa da NOVA) ira degradar um pouco mais o polimero de interesse podendo restringir ou mesmo

inviabilizar a aplicagao final pretendida pelo parceiro a jusante na cadeia de valor.

Do processo produtivo aplicado, trés particularidades se destacam como possiveis causas desta
caracteristica invulgar: A presenca da poliamida na secagem, a acidificacdo com um &acido fraco e a
secagem prolongada.

A presenca da poliamida foi rapidamente descartada como fonte de degradacéo pois ja tinha sido
aplicado um processamento sem a adi¢cao deste componente verificando-se a mesma degradagao e
diminuindo drasticamente a recuperagao de biomassa na centrifugacao.

Ao inativar a biomassa com um &cido fraco, o pH tipico de inativacio (<3) ndo é atingido. Teorizou-
se entdo que esta acidificagao poderia nao ser forte o suficiente e que os microrganismos, nao estando
num estado de inativagao total, poderiam degradar o PHA por acdo enzimatica. Também foi sugerida
uma terceira hipotese: sabe-se que quando sujeito a tratamento térmico prolongado, o PHBV nao é
especialmente resistente [''“l, por isso, a forma como se aplica a secagem pode induzir a degradacgéo

térmica do polimero.
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Para esclarecer se alguma das teorias propostas era verdadeira, fez-se um teste com uma bio-
massa produzida na instalagdo piloto da Universidade NOVA com CMs e um substrato derivado de
residuos alimentares, que foi prontamente disponibilizada pelos colegas do BIOENG. Para este ensaio
comparou-se a acidificagdo com acido sulfurico e acético e observou-se o impacto de uma secagem
prolongada a 60°C (tal como procede a empresa encarregada pela producdo neste processo). Os
resultados deste conjunto de testes estao retratados de forma completa no Anexo A.

De todos os resultados foi feita uma selecdo mais restrita onde fica patente o efeito da acidificagao,

representados na Figura 3.2 e Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Diferentes tratamentos aplicados a diferentes amostras no ensaio com a biomassa NOVA ID.
A numeragao corresponde ao grafico da Figura 3.2

Biomassa nao-acidificada liofilizada

Biomassa nao-acidificada lavada liofilizada

Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa nao-acidificada, liofilizado

Biomassa acidificada com acido acético liofilizada
Biomassa acidificada com acido acético lavada liofilizada
Produto de extracao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa acidificada com acido acético, liofilizado
Biomassa acidificada com acido acético fresca

Biomassa acidificada com acido sulftrico liofilizada
Biomassa acidificada com acido sulfarico lavada liofilizada
Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa acidificada com acido sulfurico, liofilizado

11 Biomassa acidificada com acido sulftrrico fresca
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Figura 3.2: Biomassa NOVA sujeita a diferentes tipos de inativagao acidica e de secagem.
No primeiro setor encontram-se as amostras que nao foram acidificadas (NA); no segundo, as acidifi-
cadas com acido acético (AA); no terceiro, as acidificadas com acido sulfarico (A).

Ao analisar o controlo de cada setor da Figura 3.2 podemos concluir que, com uma acidificagao, €
possivel reduzir de forma eficaz a degradacao do polimero por parte da biomassa apés a acumulagao.
Para este efeito tanto o 4cido forte como o fraco foram bem sucedidos conservando uma maior quanti-
dade de polimero em relagdo as amostras nao acidificadas, notando-se ainda uma maior preservagao
do material de interesse na acidificacado com o acido sulfdrico.

Quando aplicada uma lavagem ou uma extracao basica (aplicada nas condigoes optimizadas para
outra biomassa NOVA), vé-se que o comportamento do polimero é muito semelhante para as es-
tratégias de acidificagao contrastantes. A Unica diferenca reside na quantidade inicial relativa de impu-
rezas, que é menor com acido sulfdrico. Este cenario pode estar relacionado com a maior reatividade
do &cido, que pode ter uma acgéo inadvertida sobre algumas impurezas; no entanto, a diferenca néao é
consideravel encontrando-se dentro da margem conferida pelas barras de erro. Esta aparente vanta-
gem inicial é esbatida apos o tratamento de digestao basica onde, a condigao fortemente acidificada
(10), corresponde um teor final de 41,5%, apenas 4 pontos percentuais acima do valor correspondente
para quando a acidificagdo é feita com recurso a AA.

O ensaio, do ponto de vista da acidificagao, confirmou que € um passo necessario no processo,
principalmente quando a biomassa tem um processo de secagem longo e de seguida viaja para Portu-
gal, para s6 entdo ser submetida a extracdo ['?'l. J& quanto & hipotese teorizada sobre a degradacéo
extrema do polimero poder estar relacionada com o tipo de acidificagdo foi descartada, nao se tendo

encontrado qualquer evidéncia que apontasse nesse sentido.
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Quando se analisam a Tabela 3.3 e a Figura 3.3 com o objetivo de comparar o efeito do tratamento
térmico, surgem mais observagoes interessantes, especialmente quando o foco incide nas amostras
acidificadas, ja que para qualquer perda relevante de PHA se exclui o consumo por parte dos microrga-

nismos.

Tabela 3.3: Diferentes tratamentos aplicados a diferentes amostras no ensaio com a biomassa NOVA ID.
A numeragao corresponde ao grafico da Figura 3.3

Biomassa nao-acidificada liofilizada

Biomassa nao-acidificada lavada liofilizada

Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa nao-acidificada, liofilizado

Biomassa nao-acidificada lavada seca

Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa nao-acidificada, seco

Biomassa acidificada com acido acético liofilizada
Biomassa acidificada com &cido acético lavada liofilizada
Produto de extracao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa acidificada com acido acético, liofilizado
Biomassa acidificada com acido acético seca

Biomassa acidificada com acido acético lavada seca
Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa acidificada com &cido acético, seco

Biomassa acidificada com &cido acético fresca

Biomassa acidificada com acido sulfurico liofilizada
Biomassa acidificada com acido sulftrico lavada liofilizada
Biomassa acidificada com acido sulflrico seca

Biomassa acidificada com &cido sulfurrico lavada seca
Produto de extragao basica (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h)
de biomassa acidificada com &cido sulfurico, seco
Biomassa acidificada com acido sulfurico fresca
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Figura 3.3: Biomassa NOVA sujeita a diferentes tipos de secagem e de inativagao acidica.
No primeiro setor encontram-se as amostras que nao foram acidificadas (NA); no segundo, as acidifi-
cadas com o acido acético (AA); no terceiro, as acidificadas com acido sulfdrico (A).

Em relagao a biomassa liofilizada, a biomassa seca acidificada com o acido acético tem até um
aparente aumento do teor polimérico em 1,4% (diferenga contida dentro do intervalo limitado pelas
barras de erro) enquanto a do acido sulfurico decresce em 3,8%. Ja quando se analisa o PHA perdido
por uma lavagem depois da secagem (Dry Ctr vs. Dry), a biomassa acidificada pelo acido acético
apresenta uma recuperagao de 94,5%, superior aos 91,6% obtida na biomassa acidificada fortemente.
Sao resultados que sugerem que a secagem tem um efeito de degradagao mais acentuado até quando
se acidifica com acido sulfdrico do que com acido acético, e ainda que essa degradacao € bastante

leve, tendo como repercussdo uma degradacao (até ao estado sollvel) de menos de 10% do polimero.

Para se analisar o efeito do tratamento térmico sobre o polimero, € necessario ainda referir que a
secagem, foi feita a 60°C em pequenas placas onde uma fina camada de biomassa foi colocada. Estas
condigoes fizeram com que as amostras secassem de forma relativamente rapida tendo o tratamento
térmico durado menos de 24 h.

Quando contraposto com o tratamento aplicado no processamento aplicado a biomassa de estudo,
€ bastante mais suave com um racio de area de contacto/massa bastante maior. Por isso, aliado
ao importantissimo fator de serem biomassas completamente distintas, as conclusées nao podem ser
diretamente extrapoladas.

Ainda assim, os resultados da Figura 3.3 permitem confirmar que a secagem degradou o polimero,

perdendo-se uma pequena parte para a agua de lavagem. E verosimil considerar que o tratamento
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ainda mais prolongado aplicado no projeto no qual este trabalho se inclui potencia este efeito, justifi-
cando pelo menos parte da degradacao que efetivamente se verifica. No entanto pelas condigbes e
biomassa diferentes, e também pela degradagao leve que se observa, este ensaio ndo comprovou a

teoria de que a fonte da degradagéo estava na secagem.

3.2 Processo extrativo - resultados prévios de enquadramento

No inicio dos trabalhos de extragdo ainda nao havia biomassa do projeto disponivel, os primeiros testes
foram aplicados em biomassa disponivel no laboratério produzida a partir de polpa de fruta.

Quando as primeiras remessas com a biomassa de interesse chegaram com um teor de PHA de
13,3% e humidade de 18,2%, a extracao relativamente funcional ja conseguida para a biomassa NOVA,
nao era aplicavel com sucesso para a biomassa do projeto no qual este trabalho se inclui. Entdo uma
bateria de testes preliminares exploratérios foi aplicada.

Como um dos principais objetivos é aplicar a extragdo a uma maior escala, evitaram-se processos
a temperaturas relativamente elevadas ou com reagentes toxicos e poluentes. Descartou-se entao a
digestao acida ja que a literatura indica que s6 é funcional a temperaturas mais elevadas o que implica
um aquecimento e um consequente consumo energético expressivo 81,102,123,

Fizeram-se testes com digestao basica (NaOH), tratamento oxidativo (NaClO) e ainda variacoes
da digestao basica com um tensioativo (SDS) e um alcool (Etanol). Os resultados indicaram que o
tratamento oxidativo era ligeiramente mais eficaz que o tratamento béasico e que a digestao basica
aliada aos aditivos supracitados nao confere qualquer melhoria palpavel na pureza ou recuperagao do
polimero. Como a utilizagao de hipoclorito de sédio a nivel industrial acarreta o risco da formagao de
compostos halogenados toxicos, priorizou-se a optimizacdo da estratégia com digestéo basica.

Escolhida entdo a estratégia principal de extragao, optimizaram-se as condigdes tendo-se destacado
duas semelhantes entre si: A primeira utilizando NaOH 0,84 M durante 0,8 h a 30°C e a segunda
incubando a biomassa com NaOH 0,14 M durante 4,3 h a 302C. Como o objetivo € potenciar um scale-
up nas condicdes mais favoraveis possiveis, optou-se pela primeira condi¢cdo que permite uma extragao

mais célere.

Para garantir que durante as incubagdes os reagentes contactavam com a biomassa, estabeleceu-
se uma agitacao constante de 200 rpm, transversal a todos os ensaios executados.

Tinha-se optado por uma digestao basica com NaOH 0,84 M a "temperatura ambiente”(30°C), em
que as condicdes otimas foram obtidas quando a biomassa foi incubada por 0,8 h, i.e. 48 min. Com
esta extragdo obtém-se um produto com um teor de PHA e uma recuperagao de aproximadamente 17

e 36%, respetivamente.
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As impurezas restantes sao predominantemente organicas (60-65%), destas, sabe-se que parte
serd biomaterial proveniente dos microrganismos produtores de PHA, outra vem arrastada pelo subs-
trato derivado do efluente da industria papeleira, e por fim terd ainda uma pequena fragao de PA. Das
impurezas que vém arrastadas pelo substrato, a lenhina € uma boa candidata a ser um dos contaminan-
tes predominantes, como foi mencionado capitulo 1, j4 que é um dos principais compostos removidos
nos processos da industria papeleira e € um polimero hidrofébico, tal como o PHA, com uma estrutura
molecular complexa que o torna resistente a degradagao quimica e biolégica. O método de digestao
basica esta extensivamente estudado em relagdo a MCNP, no entanto para impurezas de natureza
distinta a eficacia deste método é bastante variavel; assim sendo, averiguou-se se havia vestigios de

lenhina no produto de extragao (PdE) ao analisa-lo no microscépio.

Figura 3.4: Produto de extragdo proveniente da biomassa de interesse analisado ao microscépio com uma
apliacao de 100x, com a presenca de filamentos de lenhina destacada.

Esta analise confirmou a hipétese proposta verificando-se a presenga de multiplos fragmentos fila-
mentosos de lenhina, destacados na Figura 3.4.

Quando as impurezas inorganicas, que ainda assim perfazem até 40% do total de matéria seca,
teorizou-se que seriam primariamente constituidas por carbonato de célcio, pelo que seria facilmente

retirado por uma acidificagao com, e.g. acido sulfirico:

H,S0, + CaCO; — CaSO, + H,0 + CO, (3.1)

Na reagao (3.1), o acido reage com o carbonato soélido originando um sal, agua e diéxido de carbono
na forma de gas.

Esta teoria é suportada por testes de Differential Scanning Calorimetry (DSC) e Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), que indicam fortemente a presenca deste carbonato (resultados nao
apresentados), e também pela evidéncia da libertagdo de gas aquando do contacto com um acido forte

(H2SQO4) como mostra a Figura 3.5.
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Figura 3.5: Biomassa em contacto com H>SO,. Nota para a pinta azul que é apenas uma marca do copo utilizado
e nao faz parte da amostra em causa.

3.3 Ensaios de optimizacao da Extracao

3.3.1 Ensaio preliminar de eliminacao de lenhina e CaCO;

Foi projetada uma nova bateria de ensaios, os primeiros em que participei, que visavam especifica-
mente as impurezas realgcadas na secgdo anterior: a lenhina e o carbonato de calcio. As condicoes
foram aplicadas em ftriplicado e estao descritas na Tabela 3.4, os resultados estao representados na

Figura 3.6.
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Figura 3.6: Ensaio 1: biomassa (IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
As legendas destacadas a cinzento, indicam uma pré-incubagéo de 2 horas e 4 mL. A indicagao "@"tra-
duz uma centrifugagao e a descarga subsequente do sobrenadante.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de agua.
As Ultimas duas amostras apresentadas quantificam duas extragdes soxhlet aplicadas a biomassa de
estudo
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Tabela 3.4: Condicdes aplicadas no ensaio 1, cujos resultados estao representados na Figura acima (3.6).

1 Extragdo com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h seguido de uma lavagem com agua (40 mL).

Pré-incubacao com 4 mL de AA 40% a 80°C por 2 h seguido de uma centrifugacao, o pellet é
2 recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 4 mL de AA 50% e H.O» 15% a 80°C por 2 h seguido de
3 uma centrifugagao, o pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 4 mL de AA 40% a 80°C por 2 h seguida de uma lavagem (40 mL)
4 O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 4 mL de AA 50% e H>0O, 15% a 80°C por 2 h
5  seguido de uma lavagem (40 mL), o pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M
a 30°C por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Extracdo com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h precedido e seguido
de uma lavagem com agua (40 mL).

7  Extragao com 20 mL de NaOH 0,84 M a 70°C por 0,8 h seguido de uma lavagem com agua (40 mL).

8 Extragao com 20 mL de H>O. 4,3% a 70°C por 0,8 h seguido de uma lavagem com agua (40 mL).

Pré-incubagao com 4 mL H»O, 2,5% e NaOH 0,35 M a 80°C por 2 h seguido de
9  uma lavagem (40 mL) e uma incubagao com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 4 mL H»O, 2,5% e NaOH 0,35 M a 80°C por 2 h seguido de
10 umaincubagado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Incubacao com 20 mL de H>O, 2,5% e NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.

R Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Numa vista geral, volta a verificar-se sempre uma perda superior a 50% do polimero em relagao
a biomassa inicial (Bl). Se considerarmos que metade do polimero se perde devido a degradagao
imputada pelo processo, pode-se considerar que a maioria dos tratamentos degrada o PHA de forma
semelhante, provocando uma perda extra de cerca de 10%. A condigdao numero 6, serviu apenas para
testar se uma pré-lavagem seria benéfica verificando-se uma diminuigdo tanto na recuperagdo como
no teor polimérico.

Atentando agora nas condigbes 2 e 4, pode-se concluir que uma lavagem entre a pré-incubacao
acida e a digestao bésica é benéfica, traduzindo-se num aumento significativo tanto do teor polimérico
como da recuperagao. Esta diferencga explica-se nao sé pela maior eficacia na remocao das impurezas
dissolvidas em cada fase mas também por a lavagem remover mesmo as quantidades vestigiais de
acido nas amostras, minimizando a reacao acido-base que neutralizaria parte da soda caustica, maxi-
mizando o efeito deste reagente. Em relagio ao tratamento basico simples, consegue-se um aumento
do teor de PHA de 22 para 39% com uma redugao na recuperagao polimérica inferior a 10%.

Os testes 3 e 5 mostraram que mesmo utilizando uma condigao acida mais agressiva (AA aumentou
a concentragao de 40 para 50%) aliado a um agente oxidante (perdxido de hidrogénio), a degradacéo

do polimero € menor, mostrando recuperagdes maiores do que nas condi¢oes discutidas no paragrafo
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anterior. A lavagem volta a ter um impacto positivo e consegue obter-se um teor polimérico de 66%.

As condicbes 7,9 e 10 mostraram que a aplicagdo de uma digestdo béasica a temperaturas mais
elevadas (70 e 80°C) ">l tem um efeito muito agressivo sobre o polimero de interesse desgastando-o
fortemente. Na condi¢ao 8, testou-se um tratamento a pH=11,5 apenas com perdxido de hidrogénio
a uma temperatura relativamente elevada. Os resultados também inviabilizam esta estratégia ja que
se obteve uma menor recuperagao e teor polimérico nestes testes quando comparados com a digestéao
béasica optimizada a temperatura ambiente (condi¢do 1). Note-se que as condigbes aplicadas nos testes
8,9 e 10 foram determinadas antecipadamente no laboratério, num tubo sem biomassa, para que se
atingisse um pH de 11,5 ', Ainda assim, nos testes 9 e 10, o pH registado foi de 10,9, possivelmente
por parte dos ides OH" que conferiam a basicidade num tubo sem biomassa ter reagido na digestao da
MCNP.

Para o ensaio 8, por lapso, nao foi adicionado NaOH para ajustar o pH pelo que a concentragao de bi-
omassa foi de 34,5 g/L ao invés dos tradicionais 20 g/L. Nao obstante, esta condi¢ao permitiu averiguar
sobre o efeito do peréxido como agente extrativo de forma isolada (com aquecimento), concluindo-se
que tem uma acao bastante restringente permitindo recuperar apenas 30,7% do polimero e obtendo um
contetido polimérico inferior ao da Bl. E possivel que esta degradacdo se deva em parte a incubagéo
com uma temperatura de 70°C, que tem a capacidade de degradar o PHA 114,

Os testes 11 sugerem que um tratamento basico e oxidativo simultdneamente também nao € uma
estratégia ganhadora, tanto a recuperacao como o teor polimérico sao ligeiramente inferiores aos obti-

dos com uma digestao béasica simples (1).

3.3.2 Ensaio de optimizacao de elimina¢ao de lenhina e carbonato de calcio

Tendo em conta os resultados obtidos, desenhou-se um novo ensaio com o objetivo de optimizar este
tipo de extragcdo e também testar algumas condigées que permitam facilitar a extragao e o seu futuro
aumento de escala. As condi¢des foram aplicadas em triplicado e estdo descritas na Tabela 3.5, os

resultados finais estao representados na Figura 3.7.
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Figura 3.7: Ensaio 2: biomassa (1IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragbes ha uma lavagem com agua.

Tabela 3.5: Condigcdes aplicadas no ensaio 2, cujos resultados estao representados na Figura acima (3.7).

Pré-incubagdao com 4mL de AA 50% e HoO» 15% a 30°C por 2h seguido de uma lavagem
1 com 40 mL de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C

por 0,8 h. Por fim, o produto € lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 4 mL de AA 50% e H,O> 15% a 80°C por 2h seguido de uma lavagem
2 com 20 mL de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C

por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 20 mL de agua.

Pré-incubacao com 4 mL de AA 50% e H,O> 15% a 80°C por 2h seguido de uma lavagem
3 com 40 mL de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C

por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 4 mL de AA 50% e H,O» 15% a 80°C por 2h seguido de uma lavagem
4 com 40 mL de agua. O pellet é recolhido e incubado com 40 mL de NaCIO 6,5% a 30°C

por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 4mL de AA 10% e H2O» 3% a 30°C por 2h seguido de uma lavagem
5 com 40 mL de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C

por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Em geral este ensaio produziu resultados bastante positivos. A primeira condi¢ao testada tinha
como objetivo baixar a temperatura da pré-incubagdo de 80 para 30°C mas a recuperagao de 26%
e um teor polimérico de 41% ficaram bastante desfasados dos ensaios com uma pré-incubagao a
80°C. Observando os resultados referentes aos ensaios 2 e 3, pode-se concluir que com lavagens com
apenas 20 mL ao invés dos 40 mL habituais sao obtidas melhorias no desempenho da extragdo com um
aumento de aproximadamente 4% no teor polimérico e uma subida na recuperacgao polimérica superior
a 10%. A condicao 2, a melhor deste ensaio contou com uma %PHA de 70,8+1,5% e uma recuperagao
de 33,7+1,8%.

Nos testes 4, analisou-se a pré-incubacgao aliada a uma extragao oxidativa com hipoclorito de sédio.
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Os resultados foram semelhantes aos alcangcados com uma extragao basica pelo que, pelas razoes ja
discutidas, nao foi uma opgao contemplada em ensaios seguintes.
Por fim, nos testes 5, a tentativa de reduzir a quantidade de reagentes necessarias foi claramente

mal-sucedida obtendo tanto contelido como recuperagdes poliméricas baixissimas.

Estes ensaios, ainda que construidos sobre soélidas bases cientificas desvirtuam o objetivo da
extragdo do processo que permita um aumento de escala. E utilizada uma longa pré-incubacdo com
aquecimento (2 h a 80°C) e com uma concentragao relativamente elevada de acido acético (50%), um
reagente relativamente caro. Por estas questdes sugeriu-se trocar o acido acético por um acido forte
como o sulfarico mas a mistura com acidos fortes e peréxido de hidrogénio é extremamente corrosiva e
potencialmente explosiva sendo comummente denominada por solu¢do piranha. Logo o uso deste tipo
de misturas foi descartado.

Visto que este tipo de abordagem ndo pdde ser seguida, apesar de ter demonstrado resultados
prometedores; decidiu-se que o proximo passo seria testar a possibilidade de incluir pré-incubagao

acida sem peréxido de hidrogénio no processo de extragao.

3.3.3 Ensaios de acidificacao preliminares

O acido forte (disponivel a um prego acessivel) escolhido para a pré-incubagao acida foi o acido sulfarico
(H2SO4) que daqui para a frente sera apenas designado por A. No primeiro ensaio testou-se uma pré-
incubacao rapida de 5 min com o objetivo de dissolver e retirar apenas o carbonato. Trés concentragoes
foram utilizadas: 2,5; 5 e 10% 0 que corresponde a 0,47; 0,94 e 1,87 M respetivamente.

As condicdes estao sintetizadas na Tabela 3.6 e os resultados do ensaio representados na Figura
3.8
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Figura 3.8: Ensaio 3: biomassa (1IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de agua.
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Tabela 3.6: Sumario das condigoes aplicadas no ensaio 3, primeiro ensaio preliminar com uma incubagéo acidica
com &cido sulfarico (acido sulfarico (A)).

Pré-incubagao com 20 mL de A 2,5% a 30°C por 5 min, segue-se uma lavagem com 40 mL
1 de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.

Por fim, o produto ¢é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 20 mL de A 5% a 30°C por 5 min, segue-se uma lavagem com 40 mL
2 de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.

Por fim, o produto ¢é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 20 mL de A 10% a 30°C por 5 min, segue-se uma lavagem com 40 mL
3 de agua. O pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.

Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Destes resultados pode-se concluir que para uma pré-incubacéo de 5 min, a concentragdo mais van-
tajosa é a de 5% atingindo um teor de PHA de 35,14+0,1% e uma recuperagao polimérica de 39,4+0,2%.
Em relagao a Bl, o produto da extragao foi enriquecido polimericamente em 7,4%. Quando foi aplicado
uma concentragdo de A de 2,5 e 10% os resultados foram semelhantes entre si e com um desempenho

ligeiramente inferior & concentragao intermédia.

Nesta fase do projeto discutiu-se uma nova estratégia. Apesar de a digestdo acida ter sido uma
hipotese desconsiderada a priori, agora, com evidéncias que apontam para uma necessidade forcada
de incluir uma incubagao acida, o uso de acidos fortes torna-se provavel. Incluiram-se entao testes nos
ensaios que se seguem gue exploram a possibilidade de uma digestao acida, podendo até substituir a
digestao basica ja optimizada.

A exploracdo desta nova possibilidade comegou com a andlise da extragao obtida apenas com a
incubacgao rapida testada anteriormente. Os resultados desse ensaio estdo representados na Figura
3.9 e as condicdes aplicadas estao expressas na Tabela 3.7
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Figura 3.9: Ensaio 4: biomassa (1IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de 4gua.

51



Tabela 3.7: Condicdes aplicadas no ensaio 4, segundo ensaio preliminar com acido sulfdrico (A). Inicio do estudo
da possibilidade da aplicagao de uma digestdo puramente acida.

—_

Incubacao com 20 mL de A 2,5% a 30°C por 5 min, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

N

Incubagao com 20 mL de A 5% a 30°C por 5 min, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

3 Incubacao com 20 mL de A 10% a 30°C por 5 min, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 2,5% a 30°C por 5 min, segue-se uma centrifugagao onde o
4 pellet é recolhido, lavado com 40 mL de H»>O e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C
por 0,8 h. Por fim, o produto € lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 20 mL de A 5% a 30°C por 5 min, segue-se uma centrifugagao onde o
5 pellet é recolhido, lavado com 40 mL de H>O e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C
por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 10% a 30°C por 5 min, segue-se uma centrifugacao onde o
6 pellet é recolhido, lavado com 40 mL de H2O e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C
por 0,8 h. Por fim, o produto é lavado com 40 mL de agua.

Quando se comparam os resultados do tratamento estritamente acido com o tratamento misto an-
teriormente aplicado, conclui-se que a recuperacao é favorecida mas o teor € menor. Este comporta-
mento justifica-se pelo tratamento mais completo digerir uma maior fragao das impurezas, aumentando
o teor polimérico; mas também, por ser um tratamento mais longo e mais agressivo, desgasta uma
maior quantidade de PHA traduzindo-se numa menor recuperagdo. Quando se comparam as melhores
condicoes de cada tipo de tratamento aplicadas neste ensaio observa-se um aumento do teor polimérico
de 21,6 para 31,6% e uma diminuicdo da recuperacao de 54,7 para 42,8%, do tratamento acido para o
misto respetivamente. Em relagao a Bl, o produto da extragao foi enriquecido em 8,6%.

Analisando apenas os testes onde se aplicou apenas uma incubagao acida, os resultados sao um
pouco surpreendentes. A condicdo que demonstrou uma maior eliminagéo de impurezas corresponde
a menor concentracdo (1), tanto a recuperagao como o teor polimérico (54,7+4,7% e 21,6+1,9% respe-
tivamente) foram superiores quando comparados com as condigées mais concentradas. Este resultado
¢ diferente do que seria esperado tendo em conta os resultados da pré-incubacao acida articulada com
a incubacgéo basica, onde a condicdo intermédia tinha saido favorecida.

Dado estes resultados incongruentes, escolheu-se como concentragdo 6ptima a mais baixa ja que
mesmo no tratamento misto a diferenga nao foi muito marcada (de aproximadamente 5% para ambos
os indicadores), implica uma utilizacdo de metade do reagente e condigdes mais suaves de tratamento,
tanto para o polimero como para os potenciais trabalhadores da unidade industrial. Os 2,5% corres-
pondem a uma concentracéo de 0,47 M e a concentracdo selecionada para os testes subsequentes foi

ligeiramente superior: 0,5 M.

3.3.4 Ensaios de acidificacao (optimizacao)

Definida a concentracao a utilizar nesta pré-incubacao ou até potencial digestao acida, faltava estudar

e definir o efeito do tempo desta incubagao o que foi feito no préximo ensaio que classifiquei como o
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primeiro dos ensaios de optimizacao, cujas condi¢coes e resultados estao retratados na Figura 3.10 e
Tabela 3.8.

E importante referir também que a partir deste ensaio, houve varios testes extra feitos pela equipa
da NOVA ID a pedido do parceiro responsavel pela produgao com o intuito de melhorar o seu pro-
cesso, nomeadamente a fase de secagem para que as condigoes da biomassa/polimero viabilizassem

0 processo extrativo.
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Figura 3.10: Ensaio 5: Biomassa (IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de agua.

Tabela 3.8: Condicdes aplicadas no ensaio 5, primeiro ensaio de optimizagdo com uma pré-incubagao com &cido
sulfdrico (A). Inicio do estudo da possibilidade da aplicagao de uma digestao puramente acida.

—_

Incubagao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

2 Incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 2 h, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

3 Incubagao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 3 h, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

Pré-incubagcao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, segue-se uma lavagem com 40 mL (agua),
4 o pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h.
Por fim, o produto ¢ lavado de novo com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, segue-se um acerto da acidez até pH 10
com 10 mL de NaOH. Por fim o produto é lavado com 40 mL de agua.

Analisando as primeiras trés condicdes aplicadas, com uma digestao acida a temperatura ambiente
(30°C), cada hora de incubacao traz um beneficio para ambos os parametros analisados. O conteldo
polimérico aumenta aproximadamente 2% a cada hora extra na incubacgao, ja a recuperagao acresce
sensivelmente 4% por hora. Estes resultados, quando comparados com o tratamento misto sdo menos
vantajosos pelo que se pds término aos testes de digestao estritamente acida a frio.

Se compararmos com os dados do ensaio anterior vemos que o aumento do tempo de incubagao
de 5 min para 1 hora implicou um teor polimérico (21,6+1,9% e 21,4+1,0% respetivamente) e uma

recuperacdo semelhantes (54,7+4,7% e 56,1 +2,0%). Estas subtis diferencas sustentam a ideia de
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que a presenca do acido esta a agir apenas como um pré-tratamento sobre as impurezas inorganicas
(i.e. carbonato de célcio) e ndo como um agente digestor.

A condicao 4 foi aplicada para testar o pré-tratamento acido com 1 hora, uma lavagem intermédia e o
tratamento basico. Foi a condigao que obteve melhores resultados deste ensaio com um teor polimérico
de 27,5+2,4% e uma recuperacao de 40,3+3,1% do polimero inicial. Em relacao a Bl, o produto da
extragdo foi enriquecido polimericamente em 11,5%.

Quando comparado com a condigdo do ensaio anterior semelhante, mas com uma incubagao por
5 min (A 0,47M, condicao 4), obteve-se uma melhoria no teor polimérico e na recuperagao de aproxi-
madamente 1 e 4,3%. Apesar de ndo ser uma melhoria muito expressiva, considerou-se a incubagao
de 1 h com uma lavagem intermédia a condigao a optimizar, ja que garante o efeito do acido a nivel la-
boratorial sem consequéncias relevantes na qualidade no polimero e minimiza possiveis erros/desvios
viabilizando a comparacao dos resultados entre diferentes ensaios. Para efeitos de aumento de escala,
admite-se uma redugéo no tempo da pré-incubagéo acida.

Por fim, a condicéo 5, foi inspirada na literatura que sugere um acerto a pH 10 antes da centrifugagao
[46,81,126] ' este foi efetuado com a adicao de 10 mL de uma solucéo de NaOH 2 M. No entanto, como este
acerto implica uma neutralizacdo de um acido forte com uma base forte, € dificil ter uma sensibilidade
que garanta um pH final de 10, ja que depois de atingido o ponto de equivaléncia, basta uma quantidade
muito pequena de base para se atingir um pH superior a 12 ['?7],

Os produtos obtidos apresentam menor recuperacao e contetido polimérico que os produtos 1 que
receberam o mesmo tratamento sem o acerto na acidez. Ainda assim fez-se uma observagao curiosa
neste ensaio, nas centrifugagdes finais o pellet compactava muito bem sendo o sobrenadante retirado
sem qualquer perda. Ja quando a centrifugacao era aplicada a um meio acido, a compactacao do pellet

nao era tao bem sucedida soltando-se sempre parte do solido depositado no fundo do falcon.

No ensaio que se segue aplicou-se ainda uma incubagao estritamente acida, desta feita a uma
temperatura um pouco mais elevada, de 50°C que expectavelmente tera resultados mais favoraveis em
relacdo a digestdo acida a temperaturas menores 11021281 Também se aplicou uma pés-incubacéo
com etanol em condigdes ja testadas antes da minha integracdo na equipa, e uma tentativa de reduzir
a quantidade de soda caustica utilizada.

Os resultados estao explicitados na Figura 3.11 e as condigoes aplicadas na Tabela 3.9
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Figura 3.11: Ensaio 6: Biomassa (IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de agua.

Tabela 3.9: Condicdes aplicadas no ensaio 6, terceiro ensaio preliminar com &cido sulfdrico (A). Inicio do estudo
da possibilidade da aplicagao de uma digestao puramente acida.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, segue-se uma lavagem com 40 mL (agua), o
pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 30°C por 0,8 h. Este produto volta a
ser centrifugado e o pellet é sujeito a uma pés-incubacao com 20 mL EtOH 20% a 30°C por 1,5 h.
Por fim o produto é lavado de novo com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, segue-se uma lavagem com 40 mL (agua), o
pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,14 M a 30°C por 0,8 h. Este produto volta a
ser centrifugado e o pellet é sujeito a uma pés-incubacao com 20 mL EtOH 20% a 30°C por 1,5 h.
Por fim o produto é lavado de novo com 40 mL de agua.

3 Incubagao com 20 mL de A 0,5 M a 50°C por 3 h, seguido de uma lavagem com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 50°C por 1 h, segue-se uma lavagem com 40 mL (agua),
4 o pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M a 50°C por 0,8 h.
Por fim o produto é lavado de novo com 40 mL de agua.

Neste ensaio a aplicagdo da condigdo 1 teve como objetivo testar o efeito de uma péds incubagao
com alcool (etanol). Quando comparado com a condicédo aplicada no ensaio anterior em que a extragao
foi igual mas sem a pds incubagao, conclui-se que este passo extra aumenta o contelido polimérico
em cerca de 3,4% mas a recuperacao desce 5,5%. E uma técnica que acrescenta um passo extrativo
relativamente demorado mas que nao traz claros beneficios.

A condigao 2 visa explorar a possibilidade de diminuir a quantidade de soda necessaria a extragao.
Utilizou-se a concentracao que tinha obtido os melhores resultados no tratamento puramente basico
(0,14 M com uma incubacao de 4,3 h) ex aequo com o tratamento que se tem aplicado (0,84 M 0,8
h), desta feita utilizou-se o tempo de extragdo menor de 48 min. Como esperado obteve-se uma maior
recuperagao e um menor teor polimérico quando comparado com a condi¢do correspondente com o

tratamento basico mais concentrado. O teor polimérico obtido foi de 29,0+2,0% e a recuperacao de
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37,6+1,4%.

Os resultados 3 e 4 foram obtidos a partir da biomassa 1S201105 numa circunstancia de tempe-
ratura mais elevada, 50°C. A condigdo 3 teve como objetivo testar uma digestao estritamente acida
a quente com a concentragdo e tempo de incubag¢do que no ensaio anterior teve melhores resulta-
dos. Ainda assim obteve-se um contetdo de PHA bastante inferior ao atingido com o tratamento misto
apesar de demonstrar que é uma estratégia mais branda para o polimero degradando-o menos a tem-
peraturas mais altas do que os tratamentos basicos a temperatura ambiente com uma recuperagao
de 40,5+4,4%. A Ultima condicao volta a demonstrar que a digestao basica com aquecimento & um
tratamento extremamente agressivo para o polimero, esta degradagao esta patente na recuperacao de
apenas 20,1+3,1%.

Todas as estratégias aplicadas neste ensaio foram entdo descartadas.

O préximo objetivo para o qual se apontaram as baterias foi suprimir a lavagem intermédia entre os
tratamentos acidos e basicos, para simplificar o scale-up. Primeiro aplicou-se apenas uma condigao
num ensaio rapido de caracter exploratério e depois ja se fizeram testes mais extensivos. Para este
primeiro ensaio, com o objetivo de estudar a possibilidade de substituir a lavagem intermédia por uma
neutralizacdo, acertou-se o pH através da neutralizagio pratica determinada experimentalmente no
laboratério por titulagdo (com 9,6 mL de NaOH 2 M corrigindo o volume final com 0,4 mL de agua
perfazendo 30mL) e, incubou-se por 48 min a 30°C. Esta segunda incubagao tem a caracteristica de ter
uma concentragdo de biomassa de 13,3 g/L ao invés dos 20g/L habituais (condicdo esta previamente

optimizada). Os resultados obtidos estao espelhados na Figura 3.12

&
[N)

20 60,00

w —_—
o 1 X
2 50,00 =~
Y o
=08 uo
@ O
£ 40,00 ©
G 0,6 8
c 30,00 3
> T | o
O o4 l 20,00 ©
=z <
2 0,2 10,00 &=
- L]

a o 0,00

H2S04 (0,5M)+NaOH Biom |
(PH=12,5+corregdo V)+wash

mPHA (g) NPCM (g) %PHA %Recuperagdo

Figura 3.12: Ensaio 7: Biomassa (IS201105) sujeita a um teste extrativo.

Apesar de, em principio, o NaOH adicionado ter neutralizado o acido, uma medi¢do do pH com o
sensor nao foi conclusiva variando a leitura sem estabilizar totalmente mas aproximando-se de um valor
intermédio de 6,5; no entanto ao mergulhar uma fita indicadora de pH na mistura, o resultato atestou

o caracter basico da mistura sugerindo um pH superior a 10. Esta dificuldade na leitura do sensor
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verificou-se noutras amostras depois de terem sofrido uma incubagao a 30°C pelo que em principio
serd a leitura desviada. A extracdo teve como efeito um enriquecimento da biomassa inferior a um
ponto percentual em termos de contelido polimérico (22,4% na Bl e 23,2 no PdE) ja a recuperagao
foi de 55,0%, bastante superior as recuperagoes atingidas nos ensaios anteriores (inferiores a 45%).
Esta conjugacéo de resultados confirma que o efeito da digestdo provém da concentracdo do reagente
(neste caso o NaOH) e nao meramente do pH ja que nem as impurezas nem o material polimérico é

degradado.

Tal como esperado, a extragao nao foi efetiva mas, ainda assim, estes testes constituiram uma boa
fundagdo para os Ultimos testes com pré-incubagdo acida. E ainda importante ainda referir que para
este ensaio, ao contrario de todos os anteriores, o suporte para a extragao foi alterado: em vez dos
falcon de 50 mL, foram utilizados nalgene de 48 mL e fundo redondo.

Este ensaio teve que ser dividido em dois dias pelo que foram feitos dois controlos iguais entre si, 0
controlo 1 referente ao primeiro dia € 0 2 ao segundo. Os resultados obtidos estéao descritos na Figura

3.13 e as condicdes aplicadas, ensaio na Tabela 3.10.
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Figura 3.13: Ensaio 8: Biomassa (IS201105) sujeita a diferentes tipos de extragao.
No fim de todas as extragdes ha uma lavagem com 40 mL de agua.
A secgao a esquerda refere-se aos testes efetuados no primeiro dia e a direita aos do segundo dia.
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Tabela 3.10: Condigdes aplicadas no ensaio 8, quarto ensaio de optimizagdo com uma incubagdo com &cido
sulfurico (A).

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, acertou-se o pH através da neutralizagao
1 prética (9,6 mL de NaOH 2M). Segue-se uma incubacgao a 30°C por 0,8 h e lava-se o produto
obtido com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, acertou-se o pH através da neutralizacao
2 tedrica (10 mL de NaOH 2M). Segue-se uma incubacgao a 30°C por 0,8 h e lava-se o produto
obtido com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 30°C por 1 h, adicionou-se depois NaOH de forma a
3 obter uma concentracao final de 0,84 M de OH" (17,24 mL). A mistura é incubada a 30°C por
0,8 h e lava-se o produto obtido com 40 mL de agua.

Pré-incubagao com 20 mL agua a 30°C por 1 h e, seguidamente, incubada com 40 mL de agua
a 30°C por 0,8 h. Por fim, lava-se o produto obtido com 40 mL de agua.

Incubacao com 20 mL de NaOH 0,84 M a 50°C por 0,8 h, segue-se uma lavagem com 40 mL
5 (agua), o pellet é recolhido e submetido a uma pés-incubagdo com 20 mL de A 0,5 M por 1 h.
Por fim o produto é lavado com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL de A 0,5 M a 50°C por 1 h, segue-se uma lavagem com 40 mL (agua),
6 o pellet é recolhido e incubado com 20 mL de NaOH 0,84 M e H,O, 2,5% a 30°C por 0,8 h.
Por fim o produto € lavado de novo com 40 mL de agua.

Pré-incubacao com 20 mL agua a 30°C por 1 h e, seguidamente, incubada com 40 mL de agua
a 30°C por 0,8 h. Por fim, lava-se o produto obtido com 40 mL de agua.

Neste ensaio é importante esclarecer como cada condicéo foi aplicada, salientado algumas con-
sequéncias das estratégias utilizadas e que diferenciam estes Ultimos dois ensaios de todos os referidos
anteriormente.

Tal como esta descrito na Tabela acima, nas condigoes 1,2 e 3 procedeu-se a aplicagdo de uma
pré-incubagao acidica com 20 mL de acido sulfdrico 0,5 M. Ora este volume faz com que se obtenha
uma concentragao 6ptima de biomassa na mistura de 20 g/L ja que a massa inicial pesada para cada
nalgene foi de 400 mg. Agora na segunda incubacao em qualquer um destes testes, o volume total
€ superior, ja que apenas se adiciona uma certa quantidade de uma solucdo de NaOH 2M diluindo a
concentracao de biomassa: Para as segundas incubagdes temos entao uma concentragao de biomassa
de:

» Condicao 1: 13,5 g/L
» Condicdo 2: 13,3 g/L
» Condigao 3: 10,7 g/L

Esta concentracdo vai diminuindo de condigcao para condi¢cao e desviando-se cada vez mais do valor
optimo.

Um dado ainda indicativo do efeito da adigao da base é o valor do pH apds a sua adi¢cao e depois
da incubacao. Estes valores sao respetivamente 12,04 e 12,01 para a condicdo 1; 11,91 e 11,87 para

a condicao 2; 12,42 e 12,31 para a condicao 3. Apesar destes valores terem sido medidos a quente o
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que diminui a exatiddo das medigdes, pode ver-se que o pH diminui sempre durante a incubagéo o que

indica que parte dos ides OH" reagem na digestao da MCNP.

Uma analise geral destes resultados permite verificar que este ensaio foi mal sucedido ja que ne-
nhuma das condicdes aplicadas resultou numa melhoria do teor polimérico em relacdo a biomassa
inicial. No entanto as perdas de PHA foram muito superiores ao esperado tendo mesmo no caso dos
controlos, perdendo cerca de 60% do polimero apenas pelo contacto com agua, valor este superior aos
50% verificado anteriormente. Esta ineficiéncia de todas as extragdes pode estar relacionada com a
mudanca de vaso de reacdo, a forma arredondada pode impactar o efeito da agitagao traduzindo-se
numa maior perda do polimero de interesse. Como o valor do contetido polimérico da biomassa inicial
esta de acordo com o que se espera, a perda de PHA ocorreu efetivamente. Ainda assim, apesar de
estes resultados nao serem comparaveis com os ensaios anteriores, é possivel compara-los entre si.

Surpreendentemente, nos ensaios do primeiro dia, a melhor condi¢ao foi a n°2 onde se aplicou o
acerto de pH com a neutralizagao tedrica. Esperar-se-ia que a condicdo mais favoravel seria a terceira
onde a segunda incubagao foi feita num ambiente basico bastante mais concentrado (0,84 M). Esta
divergéncia prende-se pela diferenca volumétrica na incubacao em que a condicao 3 mais desviada do
valor 6ptimo de 20 g de biomassa/L. Entre a condi¢édo 1 e 2, o factor dominante que favorece a Gltima é
a maior quantidade de base adicionada, que compensa a ligeira diferenga volumétrica que favorece a

condigdo 1.

Em relagao a segunda parte do ensaio, o objetivo ja foi explorar novas alternativas mantendo a
lavagem intermédia.

Os primeiros testes aplicados (5) tiveram um resultado muito interessante: ao trocar a ordem das
incubacgodes, incubacao béasica e pds-incubacao acida, a degradagao do polimero € muito grande ob-
tendo uma recuperacao de apenas 14,7+3,3%. Tal acontece pois a incubagao basica causa a disrupgao
da camada lipido proteica que protego os granulos de PHA, a agao do acido que se segue, mesmo a
"frio”, causa degradacao do polimero.

Por fim, a condicao 6 foi a mais favoravel do ensaio (teor polimérico de 20,24+1,0% e recuperacao
de 26,5+1,7%) mas, como foi dito anteriormente nao é possivel comparar a eficacia desta extragao

com 0s anteriores.

3.3.5 Balanco geral e conclusoes

Os primeiros ensaios com uma pré-incubagao com acido acético foram bastante prometedores tendo-se
obtido no Ensaio 2 o melhor resultado quando aplicada uma pré-incubacao a quente (80°C) com uma
mistura de acido acético e peréxido de hidrogénio seguida de uma incubagao a temperatura ambiente

(30°C) com hidroxido de sédio tendo sido aplicada duas lavagens (20 mL), entre as incubagdes e no

59



final. O produto desta extragao tinha um teor polimérico de 70,8+1,5% e recuperou 33,7+1,8% do
polimero presente na biomassa inicial. Infelizmente esta foi também a extragdo mais bem sucedida de
todos os ensaios em que participei com o produto mais puro.

Adaptando a estratégia ao objetivo de viabilizar a extragao a nivel industrial comegou-se por definir
a concentracao de acido sulfdrico a aplicar na pré-incubagao. Das condi¢des testadas 0,97M foi a mais
favoravel quando aplicada com o complemento da digestdo basica mas preterida quando aplicada de
forma isolada. Nesse cenario a condigao mais diluida de 0,47 M destacou-se. Escolheu-se entao 0,50
M como o valor a utilizar nas incubagdes subsequentes.

No Ensaio n2 5 definiu-se o tempo da pré-incubacdo em 1 hora. Apesar de a caracterizacio dos
produtos de extragdo nao demonstrar claramente que esta incubagdo mais longa traz vantagens em
relacdo a uma rapida incubagao de 5 minutos, decidiu-se prolongar este passo para minimizar possiveis
erros que seriam potenciados pela rapida pré-incubacao. Ainda assim para efeitos de scale-up aplicar-
se-ia uma incubagao mais rapida.

Foi também neste ensaio que se obteve o melhor PAE nesta secgao dos trabalhos onde se aplicou
uma acidificacdo com &cido sulfarico, pela condigdo 4, onde se empregou uma pré-incubacao com
acido sulfurico seguida de uma incubacdo com NaOH. Fizeram-se ainda duas lavagens (40 mL), entre
as duas incubacdes e no final. O produto desta extragdo tinha um teor polimérico de 27,5+2,4% e
recuperou 40,3+3,1% do polimero presente na biomassa inicial.

Este ensaio permitiu ainda concluir que qualquer lavagem ou centrifugagdo com descarga do sobre-
nadante acarreta menos perdas de material se for feita em ambiente basico.

Tendo sido esta a extracdo com melhor desempenho e que proporciona um aumento de escala
simples foi ainda executada uma analise a natureza das impurezas nesta amostra. Os resultados estao

retratados na Figura 3.14 e quantificados na Tabela 3.11.
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Figura 3.14: Analise quantitativa e qualitativa da natureza das amostras e das suas impurezas. No primeiro grafico
esta demonstrado o efeito da degradagdo do processo extrativo desde a biomassa inicial (Bl) ao
produto da extragao (4A).

O segundo grafismo permite comparar a composigao das amostras; a esquerda esta a biomassa
inicial; no centro o produto da extragao 4 do ensaio 5 (réplica A); a direita uma simulagdo da extragao
se metade do polimero inicial ndo estivesse numa forma solUvel e se mantivesse intacto.
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Tabela 3.11: Caracterizagdo da natureza do conteldo das amostras e da simulagdo (sim) provenientes da analise
retratada na Figura 3.14

BI 4A | 4A(sim)
%PHA 222 | 27,5 46,0
%lmpurezas Organicas | 45,7 | 44,2 33,0
%lmpurezas Inorganicas | 32,1 | 28,3 21,0

Apesar de o conteldo e tipo de impurezas se manter praticamente inalterado, nao se pode conside-
rar gue a extragdo aplicada seja tao ineficiente como é sugerido, ja que metade do polimero é perdido
por estar degradado. Supondo que todo esse polimero se manteria intacto, simulou-se o resultado que
se obteria, representado pela coluna mais a direita do grafico a direita e que melhor representa o efeito
da extracao sobre as impurezas. Apesar de os resultados ndo poderem ser extrapolados de forma
direta como foi feito no gréafico, ja que se nao existisse degradacao prévia, o comportamento geral do
polimero diferente; fica a simulagao que indica que a extragao aplicada degradou parte consideravel da
MCNP.

O ensaio que se seguiu, o n? 6, é um compéndio de sugestoes fracassadas. Foi a partir destes
resultados que se afastou por definitivo a proposta da digestao estritamente acida.

Por fim, nos Ensaios 7 e 8 testou-se a possibilidade de suprimir a lavagem intermédia entre as
duas incubacgbes antagdnicas mas para além de nao ter sido bem sucedida, os testes que visavam
continuar a optimizagao da estratégia viavel até entao (5 e 6 do derradeiro ensaio) apresentaram valores
muito abaixo do esperado impossibilitando a sua comparacdo com os resultados obtidos nos ensaios

antecedentes.

Em geral a optimizagao da extragao que permita um aumento de escala exequivel de forma simples
e rentavel nao foi bem sucedida. O método da digestao da MCNP é sugerido para facilitar a dissolugao
de impurezas que tipicamente copéem a minoria do biomaterial, contrapondo a técnica usual em que
o polimero (tipicamente o material prevalente) é dissolvido e, posteriormente, recuperado. No entanto
o teor polimérico inferior a 30% presente na biomassa recebida sugere que esta técnica nao é a mais
adequada uma vez que o PHA esta presente em clara minoria.

Para além do mais, metade do polimero encontra-se numa forma sollvel pelo que é impossivel ser
recuperado através deste método ja que sera sempre perdido por arrastamento do material digerido.
Deu-se o caso insélito de , para a maioria das condi¢des aplicadas, a agua de lavagem liofilizada ter
um teor polimérico superior ao PdE.

Por estas particularidades do projeto, considero a tentativa da equipa NOVA para optimizar esta
extracdo um esforgo inglério que estava condenado ao fracasso desde o primeiro momento. A esperanca
residia na perspetiva do parceiro responsavel pela produgao conseguir optimizar a acumulagao e re-

formular o processamento apés a produgao para que a biomassa chegasse enriquecida e o polimero
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estivesse nas melhores condi¢cdes aquando da sua chegada a Portugal. A acumulacao néo foi alterada
e, para solucionar o ultimo problema mencionado, foram feitos diversos testes nos quais a NOVA teve o
papel de quantificar o polimero presente nas varias amostras enviadas e que abordarei brevemente na

proxima secgao.

3.4 Alteracoes no processamento da biomassa

Varias foram as amostras quantificadas com o objetivo de optimizar o processo na empresa par-
ceira a montante, nomeadamente na fase de secagem onde, em principio reside a principal fonte de
degradagdo. Para muitas das amostras testadas ndo se sabia quais a condi¢des aplicadas, para ou-
tras foi-nos disponibilizada a informagao necessaria para interpretar os resultados e averiguar sobre os
progressos efetuados.

Na imagem 3.15 estao os resultados obtidos pela quantificacdo de amostras referentes a biomassas
secas e depois lavadas num dos ensaios representativo tanto do tipo de alteragdes efetuadas como do
impacto que tém no processo. A quantidade de polimero recuperada permite-nos inferir sobre o estado
de degradacao do polimero.

O tipo de secagem empregada e a aplicagao ou ndo de uma lavagem estao descritos na Tabela
3.12.
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Figura 3.15: Quantificacdo do PHA das amostras no sentido de melhorar o processo produtivo.
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Tabela 3.12: Processamento efetuado nas amostras analisadas. Secagem pelo parceiro produtor e lavagens

NOVA.
D60-t1 Biomassa seca a 602C com uma altura de filme de 1 cm
D60-13 Biomassa seca a 602C com uma altura de filme de 3 cm
D120-t1 Biomassa seca a 1202C com uma altura de filme de 1 cm
D120-t3 Biomassa seca a 120°C com uma altura de filme de 3 cm

Washed D60-t1 Biomassa seca a 60°C com uma altura de filme de 1 cm lavada
Washed D60-t3 Biomassa seca a 60°C com uma altura de filme de 3 cm lavada
Washed D120-t1 | Biomassa seca a 1202C com uma altura de filme de 1 cm lavada
Washed D120-t3 | Biomassa seca a 1202C com uma altura de filme de 3 cm lavada

Os conteudos poliméricos deste ensaio variaram entre 3,87% e 5,93%, valores tao baixos que nada
se pode concluir deste ensaio, as recuperacdoes foram todas bastante elevadas entre 61,3 e 95,7%.

Desde que este tipo de testes comecou que o teor polimérico das amostras passou a ser muito
baixo, o que inviabilizou qualquer tipo de conclusdo em relagao a optimizagdo ao processo. Como se
esperava que o contelido se mantivesse ou até aumentasse, os padroes utilizados nas andlises de
quantificacdo de PHA por CG cobriam uma zona de concentracao de PHB/PHV mais elevada, pelo que
a maioria dos resultados obtidos estéo ja abaixo do padrdo mais diluido. Este baixo conteido de PHA
também significa que tanto o comportamento do sélido na secagem como as consequéncias imputadas
ao polimero ocorrem de forma distinta em relacdo a biomassa utilizada pelo que qualquer conclusao
atingida nestes ensaios teria, posteriormente, de ser confirmada replicando os testes numa biomassa
com um maior teor polimérico.

Ainda assim, neste ensaio é possivel observar uma tendéncia de aumento da recuperagao para as
amostras secas a 120°C, o que sugere que uma secagem mais rapida a uma temperatura relativamente
elevada acaba por danificar menos o polimero do que uma secagem mais prolongada a uma tempe-
ratura inferior. A MCNP teve uma solubilizagdo semelhante para as diferentes condicdo de secagem,
indicativa de que este processamento nao teve nenhum efeito de degradagdo consideravel sobre as
impurezas insullveis ou, se houve degradacao, esta ocorreu de igual forma.

Até ao momento da entrega deste trabalho, o cenario mantém-se idéntico sem qualquer sinal inid-

cador de uma melhoria processual por parte do parceiro produtor.

3.5 Ensaio piloto

Enquanto estdvamos ainda numa fase inicial da optimizacao da extracao houve pressao por parte
dos parceiros do projeto para fazer um ensaio a escala piloto, mesmo obtendo um produto de baixa
qualidade, para que os parceiros a jusante no processo tivessem material para testar o seu método de
processamento e aplicacéo final.

Para este ensaio utilizou-se uma extracao com digestao puramente basica com NaOH (0,84 M) a
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30°C por 0,8 h onde a biomassa se encontra numa concentragao de 20 g/L seguido de uma lavagem.
O objetivo é disponibilizar 1 kg de PdE para o parceiro a jusante na cadeia de valor poder utilizar,
para tal partiu-se de 3 kg de biomassa. Como néo existia biomassa 1S201105 suficiente para este
ensaio, misturaram-se varios batches selecionados dos que tinham maior teor de PHA. As biomassas

selecionadas e a mistura final estao listadas na Tabela 3.13:

Tabela 3.13: Biomassa utilizada no ensaio piloto

Biomassa Massa (kg)  %PHA
1S201130 0,38 25,5+2,0
1S201217-A1 0,68 27+8,5
1S201217-A-1&2 0,3 28,4+0,3
1S201217-NA-2&3 0,51 29,6+1,0
IS210112-NA-1&2 0,3 29+0,1
IS210112-NA-2 1,39 24,9+1,4
BI piloto 3,56 25,1

Com esta mistura de biomassas procedeu-se a dois ensaios, um primeiro de caracter exploratério
para confirmar que toda a extracao era efetuada de acordo com o planeado e, caso acontecesse algum
imprevisto ndo se perder toda a biomassa disponivel; e um segundo com uma maior quantidade de
biomassa. Numa analise por CG posterior quantificou-se esta biomassa obtendo a %PHA a presentada
na Tabela 3.13, préxima do valor calculado com uma média ponderada a partir da mistura de biomassas,
de 26,7%.

Figura 3.16: Reator utilizado para a extragdo do ensaio piloto. A: motor de agitagao; B1-3 valvulas de descarga.

Para a primeira extragdo utilizou-se 1 kg de BI piloto e incubou-se com uma solu¢éo de 50 L de
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NaOH 0,84 M e agua da rede munincipal com agitagao no reator da Figura 3.16.

O produto da digestao recolhido foi centrifugado, realimentado ao reator e ressuspendido em 100L
de agua (concentragdo de 10 g de biomassa/L). Depois de a agitacdo cessar, o solido sedimentou
durante 15 min e mediu-se o pH do sobrenadante com uma fita lendo-se 11<pH<12 o que sugere que
ainda ha uma presenca de NaOH relevante na mistura. Procedeu-se entdo a uma nova lavagem, sem
centrifugacdo; removeram-se 37,5 L de sobrenadante pela valvulas B1/2 e voltou-se a aferir o reator
até aos 100L e agitou-se a mistura por 5 min. O pH do sobrenadante decresceu ligeiramente para
aproximadamente 11 e 0 processo prosseguiu com uma sedimentagao diretamente no vaso reacional
desta feita, o sobrenadante foi retirado pelas valvulas B1/2 e, depois com uma bomba peristéltica.
A transferéncia do produto da extragdo para os recipentes foi dificil pois o design do reator nao era
apropriado tendo-se perdido uma pequena parte do solido de interesse nesta fase.

A mistura recolhida foi novamente centrifugada e o PHA purificado foi seco em tabuleiros a 55°C por
aproximadamente 24 h.

Na aplicagao deste protocolo constatou-se que na lavagem, o produto da primeira centrifugacao
nao ficava totalmente ressuspendido notando-se alguns aglomerados aquando da retirada definitiva
do material do reator. Como tal, pela perda de eficiéncia na lavagem e pelo moroso processo de
centrifugacao, decidiu-se suprimir o passo de centrifugacao intermédio e substitui-lo por trés lavagens
extra, a aplicar na segunda extragao.

Para a extracao a escala piloto final aplicaram-se entao a 2 kg de Bl piloto digestao basica em 100
L de solugao (concentragao de 20 g de biomassa/L). Depois da digestao e de a biomassa digerida
sedimentar no fundo do reator por 40 min, extraiu-se o excesso de solugao pelas valvulas B1, B2 e com
uma bomba peristéltica. Lavou-se o solido 4 vezes ressuspendendo com 85 L de agua (concentracao
de 23,5 g de biomassa/L) retirando sempre o excesso de sobrenadante pelas valvulas B1 e B2. Por fim
o produto da extragao foi centrifugado e seco procedendo de forma analoga a primeira extragao.

Os produtos da extragao foram analisados e quantificados estando os resultados expostos na Figura
3.17
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Figura 3.17: Resultados da andlise da natureza de contelido e da quantificagdo de PHA da extragdo a escala
piloto

A partir dos 3 kg da Bl piloto, obtiveram-se 1348,60 g de PdE com 8,17+0,4% de PHA provenientes
das duas extragdes. Apesar da estratégia extrativa a que a biomassa foi sujeita ter sido ligeiramente
alterada, as andlises que caracterizam os dois produtos de extracao tiveram resultados praticamente
iguais. Como seria de esperar, a extragao foi pouco efetiva na digestao das impurezas inorganicas visto
que nao houve nenhum pré-tratamento acido que solubilize o carbonato de calcio.

Ainda assim, nestes resultados, a caracteristica desta extragao que mais se destaca € a quantidade
tdo pequena de polimero que se conseguiu recuperar, tendo apresentado uma recuperagao de ape-
nas 22,1%, valor bastante inferior ao obtido no laboratério com a extragao correspondente em que a
recuperacao excede os 35%. Esta diferenca poderia estar relacionada com a degradagao maior do que
o esperado das biomassas aplicadas, até porque algumas nao sofreram acidificacao (identificadas com
NA na Tabela 3.13). Para verificar se a fonte desta perda de PHA reside na degradacao extra imputada
aos batches utilizados fez-se um ensaio de lavagem da mistura de biomassas; lavou-se também o pro-
duto da extracao para confirmar que a secagem aplicada nao degradou ainda mais o polimero restante.

Os resultados estao na Figura 3.18
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Figura 3.18: Resultados da quantificacdo de PHA da extracao a escala piloto e da lavagem das amostras, na
Figura identificadas com o sufixo washed.

A lavagem da Bl piloto resultou numa perda de 57,5% do polimero, ligeiramente superior aos habi-
tuais 50% mas ainda assim nao é suficiente para justificar uma perda tao acentuada.

Outro resultado interessante e inesperado foi que o valor de contetido polimérico da Bl (18,0+1,8%)
foi bastante inferior a média ponderada aplicada a mistura de biomassas que a constituem (26,7%). Esta
drastica variacao explica-se pela ndo homogeneidade das biomassas, que dificulta uma amostragem
representativa.

A lavagem final aplicada ao produto da extragao produziu uma redugao de apenas 0,67%, diferenca
que se encontra dentro da margem de erro dos resultados. Demonstra-se entdo que a secagem apli-

cada ndo degradou o polimero purificado.

Outro fator que pode ter contribuido para as maiores perdas do material de interesse neste ensaio
reside nas préprias caracteristicas de uma extragao a escala piloto. Em primeiro lugar € um ensaio
em que é mais dificil controlar todas as condigoes em relacdo a um ensaio laboratorial, o que abre
espacgo para uma maior fonte de erros. Depois, neste ensaio houve um maior nimero de trocas de
recipiente para transferir a biomassa para a centrifuga ou até voltando a realimenta-la ao reator, para
além do rendimento da centrifugacao que € mais uma fonte de perdas relevante, ja que o sobrenadante
descartado apresentava uma turbidez consideravel.

Foi entdo um ensaio em que o produto final tinha uma pureza e conteddo polimérico muito baixo
( %PHA inferior a da Bl) mas ainda assim consegiu-se obter a massa de produto necessaria para

fornecer ao parceiro a jusante.
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3.6 Secagem do PHA extraido

Apesar de a extracao nao estar optimizada fizeram-se ensaios preliminares para estudar o método de
secagem a executar no fim do processo de extragdo. A composicdo do produto ndo é ainda semelhante
a um eventual PHA purificado que viabilize o scale up, no entanto pode ja estudar-se o impacto da
secagem sobre a qualidade do polimero. E importante ainda referir que para os ensaios conduzidos
a 60 e a 70°C, dois dos trés tabuleiros da estufa estavam ocupados com uma grande quantidade de
biomassa a secar. Esta particularidade torna a humidade do ambiente de secagem muito elevada, tanto
que a agua ia condensando e pingando para o exterior na zona da dobradica da porta.

A extracdo sobre a qual se trabalhou nestes testes foi a que apresentou melhores resultados no
ultimo ensaio extrativo (n° 8), onde se aplicou uma pré incubacéo acida com acido sulfurico, seguindo-
se uma neutralizagao com dosagem tedrica de NaOH ap6s a qual se voltou a aplicar uma incubagéo e,
por fim, uma lavagem com agua. Foram aplicadas trés condigbes de extragao distintas, incluindo uma

delas, um poés-tratamento:

 Ctr: Condicao controlo em que se aplicou a uma pré-incubacao acidica com 20 mL de A 0,5 M
(por 1 h a 30°C) seguida de uma neutralizagao teérica (com 10 mL de NaOH 2 M), incubou-se a

mistura basica (por 0,8 h a 30°C) e, por fim, lavou-se o produto com 20 mL de agua.

» EtOH: Pré-incubagao acidica com 20 mL de A 0,5 M (por 1 h a 30°C) seguida de uma neutralizagao
tedrica (com 10 mL de NaOH 2M), incubou-se a mistura basica (por 0,8 h a 30°C) e por fim lavou-

se o produto com 20 mL de etanol (70%).

« MW: Pré-incubacao acidica com 20 mL de A 0,5 M (por 1 h a 30°C) seguida de uma neutralizagao
tedrica (com 10 mL de NaOH 2M), incubou-se a mistura basica (por 0,8 h a 30°C) e depois lavou-
se o produto com 20 mL de agua. Por fim, imediatamente antes da secagem, aplicou-se um

aquecimento no micro-ondas (duragao variavel consoante o ensaio).

No primeiro ensaio a secagem foi feita a 70°C, cada amostra foi colocada numa placa de petri e
distribuida na forma de um disco compacto com 3 cm de diametro e 0,5 cm de altura. Na condigao que
implica o tratamento com o micro-ondas ['?% "% o polimero foi sujeito a um tratamento de 6 minutos.

A curva de secagem foi construida por pesagens sequenciais e apresenta-se na Figura (3.20):
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Figura 3.19: Curva de secagem a 70°C.

Para este ensaio, foi determinada a priori na balanca de secagem a humidade (X) inicial para cada
amostra, tendo-se determinado como 86,1% para as amostras Ctr e MW e de 65,0% (X de etanol) para
a amostra EtOH, no entanto as massas secas finais obtidas foram bastante desfasadas da estimativa
calculada a partir destes valores. Em nenhuma das amostras foi identificado um periodo de adaptagao
pois é muito pequeno quando comparado com a escala imposta pelo processo de secagem, particulari-
dade transversal a todos os ensaios. Apenas a amostra Ctr apresentou um periodo com velocidade de
secagem constante (R=0,058 kg HxO-kg sélido seco'min"') com uma X. de aproximadamente 1,31 kg
HoO/kg sélido seco. Tanto a amostra EtOH como MW tém uma X inicial inferior a X, logo, a velocidade
de secagem é sempre decrescente.

Atingiu-se uma X de aproximadamente 0 ao minuto 115 para a amostra Ctr, 60 para a amostra
EtOH e 10 para a MW. Ainda assim a amostra MW tem uma massa inicial de PdE bastante menor
pois o prolongado pré-tratamento no micro-ondas fez com que uma parte consideravel do sélido fosse

projetado da caixa, logo nao é um resultado que permita comparar esta técnica com as restantes.

No segundo ensaio, a secagem foi conduzida a 60°C, cada amostra a secar foi colocada numa
placa de petri e distribuida na forma de um disco compacto com 0,5 cm de altura. O diametro do sélido
humido foi de 4,5 cm para as amostras MW e EtOH e de 3,5 cm para a amostra Ctr. Na condigdo MW
foi aplicado um pré-tratamento da secagem com um micro-ondas por 1,5 min com uma tampa que nao
permitiu que a biomassa fosse projetada para fora. Foi determinado o contetdo de humidade inicial
na balanga de secagem obtendo-se 85,4% para as amostras lavadas com agua e 74,7% para amostra
com etanol.

A curva de secagem foi construida por pesagens sequenciais e apresenta-se na Figura 3.20.
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Figura 3.20: Curva de secagem a 70°C.

Desta feita, apesar de ser aplicada uma temperatura apenas 10°C inferior a do primeiro ensaio,
a velocidade da secagem é muito mais lenta. Nao se conseguiu aplicar a secagem até ao fim pois,
por razbes de seguranga, nao me foi permitido permanecer sozinho mais tempo no laboratério para
terminar o ensaio.

Para as amostras Ctr e MW nao se encontrou claramente nenhum ponto de inflexao indicativo da
X., j& para a amostra EtOH atingiu-se a humidade critica de 1,53 kg H>O-kg sélido seco™, na zona
de velocidade de secagem constante, R=0,027 kg H»O-kg sélido seco'min™'. Para a condicdo Ctr a
velocidade de secagem foi de 0,018 kg H>O-kg sélido seco “'min'; para a MW de 0,010 kg H,O-kg
solido seco'min’

A amostra de MW mesmo com a tampa perdeu uma pequena parte do solido que aderiu de tal
forma a cobertura que nao foi possivel voltar a juntar ao bolo na sua totalidade, ainda assim foi uma
fracao de sélido muito mais pequena em comparacdo com a massa perdida no primeiro ensaio. Quando
comparado o resultado desta amostra com a Ctr € possivel concluir que o tratamento no micro-ondas
Ilhe confere uma humidade inicial bastante inferior (4,61 para 2,59 kg de H-O/kg sélido seco) mas ao

longo do tempo, o diferencial na velocidade de secagem faz com que esta dissimilitude fique esbatida.

Para o Ultimo ensaio testou-se a secagem a 105°C, ja que a literatura e os ensaios de optimizagao
da secagem por parte do parceiro produtor (Figura 3.15) sugerem gque uma secagem rapida a uma
temperatura mais elevada permite uma maior conservagao do polimero. Cada amostra foi colocada
numa placa de petri e distribuida na forma de um disco compacto com 4 cm de diametro e 0,5 cm
de altura. Na condicdo MW foi aplicado um pré-tratamento da secagem com um micro-ondas por 1,5
min com uma tampa que nao permitiu que a biomassa fosse projetada para fora. Foi determinado o

conteudo de humidade inicial na balanga de secagem obtendo-se 83,2% para as amostras lavadas com
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agua e 68,4% para amostra com etanol.

A curva de secagem foi construida por pesagens sequenciais e apresenta-se na Figura 3.21.
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Figura 3.21: Curva de secagem a 105°C.

Os resultados foram surpreendentes, na medida em que esta secagem a 1052C nao foi muito mais
rapida do que no ensaio a 70°C, mesmo considerando que a massa aplicada nas amostras é um pouco
maior.

Neste ensaio o pré-aguecimento com micro-ondas permitiu que esta fosse a secagem mais rapida
com uma velocidade de secagem até a humidade critica (X=0,57 kg H»O-kg sélido seco™) de 0,09 kg
H,0O-kg sdlido seco'min’!, secando completamente depois de 33 min.

A amostra lavada com etanol teve um periodo de secagem constante a R=0,05 kg EtOH-kg sdlido
seco'min™! decrescendo depois de atingir X, para uma humidade de 0,81 kg EtOH-kg sélido seco™
decrescendo depois a velocidade de secagem até ao fim do processo apds 54 min de tratamento.

Por fim, a condicao Ctr apresenta a maior X inicial e & também a Gltima amostra a secar com-
pletamente, tal como acontece em todos os ensaios j4 que é a Unica amostra cujo processamento
pré-secagem nao sofreu nenhuma alteragdo para acelerar este passo. O periodo de velocidade de
secagem constante com R= 0,05 kg H.O-kg solido seco'min™' é bastante dominante estendendo-se
pela secagem até atingir o ponto de humidade critica a aproximadamente 1,37 kg H»O-kg sélido seco™.

A amostra fica totalmente seca depois de 100 min.

Este ensaio teve um caracter meramente exploratério e o seu principal objetivo foi averiguar sobre
a degradacao imputada pelas diferentes secagens. No entanto, as analises que permitiriam concluir
sobre esse assunto ndao puderam ser concretizadas pois o aparelho de CG avariou no inicio de agosto

de 2021 continuando indisponivel até ao fim dos trabalhos.
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Também se consideram que os resultados deste ensaio ndao sdo extrapolaveis para a aplicacao
destas estratégias em maior escala ja que a secagem foi feita aplicada a discos relativamente peque-
nos de PdE enquanto em grande escala seriam sempre placas maiores pelo que seria necessario
a implementacao de um sistema de agitagdo mecanica que altera completamentea forma como os
fenémenos de transferéncia de massa ocorrem.

Ainda assim, estes ensaios mesmo com algumas caracteristicas que dificultam a comparagao entre
si, permitiu avaliar as estratégias aplicadas.

Nas zonas de velocidade de secagem constante=R, as amostras lavadas com etanol perdem hu-
midade mais rapidamente ja que o etanol é mais volatil que a dgua. As amostras com a segunda
velocidade de secagem constante maior foram as Ctr pois entram na estufa com uma X inicial superior,
logo, a forga motriz do processo de secagem (a pressao de vapor exercida pela humidade contida no
solido) é mais forte.

Foi ainda possivel quantifica o conteido em PHA das amostras utilizadas no primeiro ensaio (70°C).

Os resultados dessa quantificagao estdo descritos na Figura 3.22.
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Figura 3.22: Caracterizagao do PdE aplicado no primeiro ensaio de secagem (70°C)

Estes resultados estao alinhados com o ensaio extrativo n? 8, que indica que a lavagem com etanol
traz uma maior ineficiéncia a extracao, traduzindo-se numa reducédo do contelido polimérico final de
1,73% o que, para contetdos tao baixos, tem um grande impacto. Esta contrariedade associada a maior
complexidade da secagem com etanol, que envolve obrigatoriamente uma estratégia de recuperacao
deste vapor, e o maior custo deste liquido em comparacdo com a dgua permite-nos concluir que nao é
uma estratégia favoravel.

As amostras que sofreram um pré-tratamento no micro-ondas (MW), apresentaram um disco des-

feito (3.23) pelo que o racio massa/area de contacto diminui favorecendo a secagem.
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Figura 3.23: Fotografia das amostras de secagem referente ao ensaio a 105°C. Da esquerda para a direita: Ctr,
MW e EtOH

Esta caracteristica faz com que os resultados obtidos sejam pouco fidveis e extrapolaveis. O
pré-tratamento com micro-ondas também demonstrou ser uma técnica pouco pratica em termos de
viabilizacao de um aumento de escala pois para que o tratamento ser efetivo, uma grande quantidade
de sélido é projetado sendo uma técnica dificil de aplicar.

Em termos de uma analise estritamente das curvas de secagem aliado a estas consideracdes men-
cionadas anteriormente, a melhor condicao de secagem seria a que corresponde a amostra Ctr a 70°C
sem qualquer pré-tratamento. No entanto, € essencial averiguar quanto a degradacao imputada pelo
tratamento térmico j4 que é aconselhado aplica-lo a uma temperatura inferior a 60°C para reduzir o

impacto na degradagao [''%l.
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Conclusao e perspetivas futuras
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Nao foi possivel desenvolver um processo ecologico para extrair o polimero de interesse da bio-
massa disponivel que viabilizasse 0 aumento da escala do processo.

As tentativas de optimizagdo foram claramente condicionadas pelas caracteristicas da biomassa
aliadas a estratégia de extragao que assenta na digestao da MCNP que esta desenvolvida para extrair
PHA a partir de biomassas com elevado contetido polimérico [©':19°1 Para além disso, a decisdo do
parceiro produtivo de suprimir o enriquecimento do substrato em &cidos gordos volateis introduz uma
elevada variagdo em termos de fonte de carbono disponivel para os microrganismos produtores de
PHA, comprometendo assim a reprodutibilidade geral do processo produtivo inviabilizando o sucesso
deste ao nivel industrial.

Ainda assim conseguiu-se PHA com uma pureza de 70,8 + 1,5% e uma recuperagao de 46,7 +
0,7% quando extraido com uma pré-incubagao com acido acético e peroxido de hidrogénio seguida
de uma digestao basica (condicao 2 do 2° ensaio). No entanto este tipo de extracdo nao viabiliza
claramente um aumento de escala.

Na bateria de ensaios cujas condigdes viabilizam o scale-up, a melhor condi¢ao foi a n® 5 do ensaio
5 obtendo-se um produto com um contetdo de PHA de 27,5+2,4% e recuperou 40,3+3,1% do polimero
de interesse presente na biomassa inicial.

A qualidade do polimero purificado apresenta uma massa molecular relativamente baixa (inferior a
80 000 g/mol) e o contetdo de PHV é relativamente elevado. Tipicamente o PHBV contém entre 10
e 20% de PHV, neste caso tem aproximadamente 30% o que Ihe confere uma elevada ductilidade e
baixa robustez !'-?'=?°l. Dadas estas caracteristicas, as aplicacdes do PHA de interesse ficam muito
restringidas.

E ainda importante referir que a técnica de quantificagio do polimero aplicada, cromatografia gasosa
(CG) é uma técnica bastante sensivel sendo que a mesma amostra quando analisada em diferentes cor-
ridas apresenta resultados com desvios substanciais entre si, como se pode ver pelo valor de contetido
polimérico da biomassa inicial 1IS201105 analisada em praticamente todas as corridas referidas nesta
dissertacao e que varia entre 22,96 e 33,20%.

Para reduzir os erros que esta técnica acarreta é utilizado um padrao interno (HD) que tem uma
importancia de relevo ja que o solvente utilizado é muito volatil, ao utiliza-lo, o impacto da evaporagao
de cloroférmio no erro na determinagao do racio entre as concentragoes monoméricas é minimizado. O
perfil de aquecimento do cromatdgrafo tem uma variagao de perfil isocratico, com uma zona central onde
a variacao da forca motriz € menor. Esta regido € onde se espera que os componentes de interesse
sejam reconhecidos e assim garantir uma maior margem entre 0s mesmos, com picos mais separados

e definidos, mais facil e preciso sera o seu reconhecimento e quantificagao.

Procedeu-se ainda a um ensaio a escala piloto aplicando uma digestao puramente basica, onde se

confirmou a tendéncia j& conhecida na comunidade cientifica de que num ensaio em maior escala existe
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uma dificuldade acrescida no controlo das variaveis, perdendo-se uma maior quantidade de polimero

quando comparado uma extragdo semelhante a escala laboratorial.

Em termos de secagem fizeram-se apenas ensaios preliminares que permitiram descartar duas es-
tratégias de processamento que visavam facilitar a secagem: uma lavagem no fim da extracdo com
etanol, liquido mais volatil do que a 4gua e um pré-aguecimento com micro-ondas. A temperatura favo-
recida foi a de 70°C, secando a amostra controlo (Ctr) em 115 minutos, a secagem a 105°C foi apenas
13% mais rapida secando completamente em 100 min. O ensaio em que se aplicou o processamento a
60°C foi manifestamente mais lento tendo sido interrompido aos 200 minutos com uma humidade ainda

consideravel.

No ambito do projeto no qual este trabakho se inclui, € pouco provavel que se consigam obter
resultados prometedores ja que para isso seria necessario que o parceiro produtor fosse bem sucedido
nos seus esforgos para melhorar a acumulagao e a secagem sendo que o Unico impacto positivo dos
ensaios de adaptagao do processo foi a redugdo do conteudo de PHV para valores entre os 20 e os
30%. Sem melhorias significativas na primeira fase do processo, nao ha condigbes para que as fases
subsequentes consigam resultados que excedam as expetativas.

Ainda assim este tipo de estratégia extrativa ecologica tem dado mostras de sucesso por todo o
mundo, inclusive no grupo BIOENG da NOVA ID quando aplicado a biomassas com elevados teores
poliméricos. Apesar de este projeto nao ter conseguido, ainda, obter resultados positivos, nao significa
que a digestao da MCNP e, especificamente, a digestao basica, ndo seja um método com poténcial e

acredito que podera mesmo ser prevalente na industria do PHA dentro de alguns anos.
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Apéndice A

Nos graficos em que se apresentam as retas de calibracdo apresentados neste apéndice, os eixos
estao identificados por letras que representam os seguintes racios: no eixo vertical, A representa o
racio entre as areas do pico do monémero que se pretende quantificar e do padrao interno (HD); no
eixo horizontal, M representa o racio entre as massas do mondémero que se pretende quantificar e do

padréao interno (HD).
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A.1 Ensaio biomassa NOVA ID

Dados referentes ao ensaio feito com biomassa cedida pela NOVA ID com o objetivo de averiguar o

efeito de uma acidificagdo com acido acético e uma secagem prolongada a 60°C.
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Figura A.1: Reta de calibragao para a quantificagcdo do conteddo polimérico de cada amostra.
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Figura A.2: Resultados do ensaio.
Cada condicao ¢ identificada por trés elementos: o primeiro exprime o tipo de acidificagao aplicada
(NA-Nao Acidificado; A.A.-acificagdo com Acido Acético; A-acidificagdo com Acido Sulfirico);o se-
gundo define o tipo de processamento aplicado a biomassa antes da extragao (liof-liofilizada; fresh-
fresca; dry-seca); o terceiro expressa o tipo de extragdo aplicada (Ctr-Sem extragao; B-Extracao
basica com NaOH (NaOH 0,28 M a 30°C por 4,8 h); Hip-Extragado oxidante com hipoclorito de sédio
(NaClO 8,97% a 30°C por 3,4 h); Vazio-Lavagem com Agua).

A.2 Retas de calibracao

Nesta secgao apresentam-se as varias retas de calibragdo aplicadas nos ensaios 1-8:
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Figura A.3: Reta de calibragao para a quantificagao do contetido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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Figura A.4: Reta de calibragao para a quantificagao do contelido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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Figura A.5: Reta de calibragao para a quantificagao do contelido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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saios 1 e no referente a extragao a escala piloto.
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Figura A.6: Reta de calibragdo para a quantificacdo do contetido polimérico de cada amostra, aplicadas nos en-
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Figura A.7: Reta de calibragao para a quantificagao do contetido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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Figura A.8: Reta de calibragao para a quantificagao do contelido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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Figura A.9: Reta de calibragado para a quantificagao do contetido polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
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Figura A.10: Reta de calibragao para a quantificagcdo do conteddo polimérico de cada amostra, aplicadas no ensaio
8.
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