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RESUMO

Recentemente 0 mundo comegou a se preocupar com o0 consumo exacerbado de embalagens e
a sua rapida descartabilidade. Por conseguinte, alternativas de amenizag&o deste problema tém
sido propostas tais como a utilizacdo de plasticos biodegradaveis, o uso de blendas
poliméricas e o emprego de aditivos que facilitem a biodegradacdo. Sendo assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar os diferentes tratamentos: foto, bio e foto/biotratamento,
aplicados na degradacdo de filmes finos de PEBD, PHB e de suas blendas, empregando o
fungo P. chrysosporium CCB 478 no processo biodegradativo. As blendas de PEBD/PHB
foram preparadas nas composic¢des de 90:10, 80:20 e 70:30 (m/m) juntamente com os filmes
de homopolimeros pelo processo de prensagem sob aquecimento. As amostras foram
submetidas a radiacdo UV e em seguida foram aplicados os testes de biodegradacdo em meio
mineral liquido com o fungo P. chrysosporium CCB 478 pelo periodo de 120 dias. Analises
de perda de massa, angulo de contato, FTIR, andlises visuais, microscopia Optica, MEV,
foram técnicas utilizadas para avaliar a biodegradacdo. O fototratamento realizado com todas
as amostras dos filmes foi relevante para o processo de adesdo e colonizacao da superficie dos
filmes. As blendas de composi¢do 70/30 e 80/20 apresentaram alteracbes morfoldgicas e
estruturais mais significativas, por MEV e FTIR, além de apresentaram melhores resultados

de biodegradacdo, apds a fotoirradiagéo.

Palavras chaves: Blendas, PEBD, PHB, Fotodegradacédo, Biodegradagcdo, MEV, FTIR.
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ABSTRACT

Recently the world began to worry about the high consumption and rapid disposability of
packaging. Therefore, alternatives to improve this problem have been proposed such as use of
biodegradable plastics, polymer blends and additivies which facilitates the biodegradation.
Thus, this study aimed to evaluate the results of different treatments: biotreatment,
phototreatment, and photo/biotreatment, applied on the degradation of thin films of LDPE,
PHB and its blends, using as fungus Phanerochaete chrysosporium CCB 478 in
biodegradation process. Blends of LDPE/PHB were prepared in the compositions of 90:10,
80:20 and 70:30 (m/m) along with homopolymers films by pressing process under heating.
Samples were exposed to UV radiation and then were submitted to the biodegradation tests in
liquid mineral medium with the P. chrysosporium CCB 478 fungus for 120 days. Analysis of
weight loss, contact angle, FTIR, visual analysis, optical microscopy and SEM, were
employed to estimate biodegradation. Phototreatment applied to all films was relevant to the
adhesion process and colonization the surface films. The blends of composition 70/30 and
80/20 showed significant morphological and structural changes, verified by SEM and FTIR

techniques, besides showed better results of biodegradation after photoirradiation.

Key words: Blends, LDPE, PHB, Photodegradation, Biodegradation, MEV, FTIR.



16

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Segmentacdo do mercado de transformados plésticos por aplicacdo. Fonte:
ADbiquim, por ADIPIASE, 2009..........oiiiiieie e e 17

Figura 2 - Estrutura quimica do PHB.........ccvoi i 20

Figura 3 - Representacdo esquematica da polimerizacdo do polietileno, por

Figura 5 - Mecanismo de foto-oxidacdo de polimeros. Sendo PH, polimero olefinico, P,
radical polimérico e hv, radiacao da luz UV. Adaptado de Sadi (2010).........ccceccvevveverrvernenne. 33

Figura 6 — Foto-oxidagao do polietileno. Adaptado de Albertsson et al. (1987).........cccceevnnee. 34

Figura 7 - Mecanismo de conversao abiotica da carbonila em éster. Adaptado de Albertsson et
LI (R 7 OO SPPSPRSTSRPRN 36

Figura 8 - Degradacgdo de NOrrish tipo I € 1. ..o 36

Figura 9 - Método da gota séssil para calcular o angulo de contato (DESHMUKH & BHAT,

Figura 11 - Esquema da montagem dos filmes para os tratamentos (A e

Figura 12 - Foto ilustrativa do carrossel do equipamento Atlas Weather-Ometer de
TOLOBNVEINECIMENTO. ...t et e e et e e ae e sreeenes 46



17

Figura 13 - Ensaio da Biodegradacdo. Amostras (homopolimeros e blendas) destinadas a cada

tratamento (Biotratamento, Fototratamento e Foto/Biotratamento)...........cccocervevieiiennennanine 48

Figura 14 - Método da gota séssil para calcular o angulo de contato (DESHMUKH & BHAT,
70101 TSRS 50

Figura 15 - Filmes antes e ap0s o Biotratamento de 120 dias: (A), (C), (E), (G) e (1) amostras
originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam colonizacdo, pigmentacao,

adesdo e deformagdes na superficie, reSPeCtiVAMENTE. .........cccoveririrerineseeee e 51

Figura 16 - Filmes antes e apds o Fototratamento de 200 horas artificiais: (A), (C), (E), (G) e
(I) amostras originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam deformacdes
NA SUPEITICIE. vttt bbb ekt b et ettt sttt 52

Figura 17 - Filmes antes e ap0s o Fototratamento (200h) / Biotratamento (120 dias): (A), (C),
(E), (G) e (1) amostras originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam
deformacBes NA SUPEITICIE. ....oo.oiiiiiie bbb 53

Figura 18 - Espectro de FTIR de filmes de PEBD original, fototratado e foto/biotratado, na
faixa de 4000 - 400 cm™, ap6S @ DIOAEGrATACHD. ..........eveeeeeeeeeeeeeeee e s ee s e 60

Figura 19 - Espectro de FTIR de filmes de PHB original, biotratado, fototratado e
foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™, apos a
DIOTEGIATAGAD. ...ttt bbbttt bbb bbb 62

Figura 20 - Espectro de FTIR da blenda de PE/PHB 90:10 original, biotratado, fototratado e
foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™, apos a
(o] Lo o (<o oo Fo Lot o TP P TP TP TP PO P PRPRORON 64

Figura 21 - Espectro de FTIR da blenda de PE/PHB (A) 80:20 e (B) 70:30 original,
biotratado, fototratado e foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™, apés a
(o] Lo 0 (<o oo Fo Lot o TP U RS U POV PRPRPRORON 66



18

Figura 22 - Micrografia optica dos filmes de PEBD. (A) PEBD biotratado, original (direita) e
tratado (esquerda), (B) PEBD fototratado, original (direita) e tratado (esquerda), (C) PEBD
foto/biotratado, original (direita) e tratado (esquerda). Aumento de 400x. Setas indicam
adesdo e pigmentacdo do filme, fraturas e deformacdes na borda, colonizagcdo de hifas

FESPECTIVAMENTE. ... ettt e et e st et e s te e st e s se e teeseesre e eeeseeate e teeneenneenn 68

Figura 23 - Micrografias do PEBD; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1500x, 1000x e 2000x respectivamente. Setas

indicam rugosidade da superficie, e descamagao respectivamente...........ccocevereerereiererennnn. 70

Figura 24 - Micrografia dptica dos filmes de PHB. (A) PHB biotratado, original (direita) e
tratado (esquerda), (B) PHB fototratado, (C) PHB foto/biotratado, original (direita) e tratado

(esquerda). Aumento de 400x. Seta indica fratura e deformacao do filme...........cccccoevvvrvenene. 71

Figura 25 - Micrografias do PHB; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1500x, 1000x e 2500x respectivamente. Setas
apontam fendas provocadas pela adesdo de hifas e hifas ainda na superficie,

FESPECTIVAMENTE. ... vttt bbbt bbbttt e bbb bbbt e 73

Figura 26 - Micrografia oOptica da blenda 90:10. (A) biotratada, (B) fototratada, (C)
foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam hifas com conidioforos presentes no filme,

superficie pigmentada e conidios no filme, respectivamente.............cccccvevevieericviciecce e, 74

Figura 27 - Micrografias da blenda 90:10; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1000x, 500x e 2000x respectivamente. Setas
indicam  erosdo, esporo fungico, hifas, aglomerado de esporos e fenda,

FESPECTIVAIMENTE. ... ettt et e st e et e e ra e e b e e e ab e e be e s ae e e be e e neeeeseeenbeesreeanrs 75

Figura 28 - Micrografia dptica da blenda 80:20. (A) biotratada, filme original (direita) e
tratado (esquerda), (B) fototratada, (C) foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam hifas
com conidiéforos presentes no filme, superficie pigmentada e conidios no filme,

FESPECTIVAMENTE. ...ttt bbbt bbbt et e bbbt b b et e e 77



19

Figura 29 - Micrografias da blenda 80:20; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 2000x, 1500x e 6000x respectivamente. Setas
indicam erosédo, hifa totalmente aderida, aglomerado de esporos, estrutura de uma hifa, e

rachaduras na superficie, reSPeCtiVAMENTE............cuiiiieieie e 78

Figura 30 - Micrografia optica da blenda 70:30. (A) biotratada, (B) fototratada, filme original
(direita) e tratado (esquerda), (C) foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam presenca

de microrganismos, falhas na superficie e pigmentacdo, respectivamente...............ccccceceveennene 79

Figura 31 - Micrografias da blenda 70:30; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 2500x, 5000x e 3500x respectivamente. Setas
indicam adesdo do esporo na superficie com erosdo, degradacdo em camadas, hifas,
aglomerado de esporos e fenda,

FESPECTIVAMENTE. ... ettt bbbt b bt s et b et bbbttt e e 81



20

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Condicdes para o envelhecimento artificial em camara Atlas Weather-Ometer, com

IUZ D8 XBNONIO. oo 46

Tabela 2 - Variacdo percentual de massa dos filmes de PEBD e PHB ap0s os diferentes

tratamentos. *Valor representando ganho de massa. Erro = *

Tabela 3 - VariagOes percentual de massa das blendas apds os diferentes tratamentos. *Valor

representando ganho de massa. Erro = +
0,000L..... ettt bbb R Rt R bRttt e e b e be Rt bt Re R e e e neene et eneas 56
Tabela 4 - Medida de angulo de contato. Desvio padrao: 8,63..........ccccceverinerienininieeiees 57

Tabela 5 - Bandas caracteristicas de absor¢do em FTIR. Informacdo adaptada de Gaboardi,

20007 e e ———e e e ——ee e e —eeeaet——eeeae—eeeaar——eeaaer—teeeai—aeeaai—aaas 59
Tabela 6 - indice de carbonila do PEBD.Err0 de  0,004........oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesereeeneeaes 61
Tabela 7 - indice de carbonila do PHB. Erro de £ 0,004........c.c.cooveeeeeeeeereeeeeeeeereeenseereesenanns 62

Tabela 8 - indice de cristalinidade das blendas. Erro de £ 0,004...........ccooveeveereeeeeeeeeeeeeereenennn, 63



21

SUMARIO
1. INTRODUGAD. .......ooieiieeeeteee ettt sttt en et 15
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 17
2.1. O mundo plastico € 0 MEI0 aMDIENTE........ocviieiiiee e 17
2.2. Poli-hidroxialcan0atos (PHAS)......cc.oiieiieieiieieese e e et saesneenee e 18
2.3. Poli (B-hIdroXiDULIFAL0)........ccuveieiieie et nne e 19
2.4. Polietileno de baixa densidade (PEBD).........ccccvoiiiiieiiiciic s 21
2.5, BIBNOAS. ...ttt b e nb et 24
2.6. A biodegradagao POHMEANICA. ........cvieieieieei et 26
2.7. MICTO-0FQANISITIOS .....viviiieieesietete ittt sttt e bt b et b e bt b e e s e b et et et et e b e beebeene e 28
P I o (00 (=T |- Uo - o o H PP RPR 31
2.9. Métodos para a caracterizagcdo dos filmes ..o 37
2.9.1. ODSEIVAGAO VISUAN ......ceiiiiiiiiiti it 38
2.9.2. Medidas de perda 08 MASSA..........coerueriirieriieiieieienie sttt bbbt 38
2.9.3. ANGUIO A8 CONALO ..ottt ettt 39
2.9.4. Espectroscopia de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)....41
3.0. MATERIAL E METODOS........coiieieeeeeetteeeeseee ettt n sttt 43
.1 MATERIAIS. .ot e et e et e e e e e st e e e srbeeesnbeeenneeeaneeeans 43
TN I oo 11041 (oSSR 43
3.1.3 EQUIPAIMENTOS. ... e iveeteeieciie ettt ste ettt e e e s te e be e s e s taessease e beesbesneesteennesneenreenneas 43
3.1.4 Cultura e manutencao do MICrO-0rganiSMO.........ccueiueeriereerieeieseesreeeesreesseeseesseesseseesses 43
3.2, METODOS. ...ttt 44
3.2.1. PreparaGo d0OS FIIMES. .......ooiiiiiiieie ettt nenneas 44
3.2.1.1 Preparo para 0S diferentes tratamentos...........cooeiereienenenesiiee e 44
3.2.1.2. Fototratamento ou envelhecimento artificial por radiagdo ultravioleta (UV).............. 45
3.2.2. Tratamento MICIODIANO. ......ccuiiiiiiiie ettt ne s 47
3.2.3. Teste de DIodegradaCio.........c.ccveiiiiiie i 47
3.2.3.1. Preparo do inOCUI0 FUNGICO. ......ccuoieiiiiieieeiese et 47
3.2.3.2. ENsaio €M MEI0 lQUIAO.........oiiiiiiiieiisieieec e 47
3.2.4. Avaliacdo da biodegradaGao...........ccccvveieiiiiiieieeie e 49
MiCroscopia OPICA (IMO).......c.cviuiiieeeieieeteeees ettt 49
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).........ocoviiiiiiiiiece e 49
Espectrometria de infravermelno (FTIR)......coviiii i 49

ANGUIO 08 CONTALO.........ceveiieeeeceeeee ettt ss sttt es st an et enee e 50



22

PEIAA U8 IMIBSSA. ... .cuvevveee ettt sttt b bbbt b e st et e et et et nbe et et e e neaneeneas 50
4,0 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coeieeereieeeesiseessestssssesisss s sessesssessssssssas s, 51
I N T Y T - | SR 51
O o] (o b W Lol 4 Y PRSP OPR PR 54
4.3, ANQUIO T8 CONMLALO.........veveivereeeeeeeeteeee sttt ettt s sttt en ettt en e 56
A4, ANALISES 08 FTIR. ...ttt bbbttt nb e bbbt 59
4.5. Analises de Microscopia éptica (MO) e Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)......68
Yo o (=R g T CoRo] fo T TaT 511 T J PSRRI 82
5.0. CONCLUSOES.......ooiiiiiiiiiis sttt 83

6.0. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS.......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 84
7.0. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........otieeveieeeteeesseseseeieses s senisssssssesnsenensen, 85

8.0, AINEXOD ...ttt ettt bttt r et ne et tens 94

0.0, APENDICE . ...coe oo et e e et e e e et e er et e e et et s et e e et e e et e e er et e et ar e 95



23

1. INTRODUCAO

Desde a ultima década do século 20, houve um rapido crescimento de uma das
maiores areas de utilizacdo de plastico, que é a de embalagens. Atualmente, 40% da producéo
de plastico (250 x 10° toneladas/ano) é utilizada por indGstrias de embalagens usando
polimeros que sdo em sua maioria produzidos a partir de combustiveis fosseis (FUKUSHIMA
et al., 2011). Os mais utilizados séo polipropileno (PP), polietileno (PE), poliestireno (PS),
poli (cloreto de vinila) (PVC) e etc. que ap06s 0 seu uso, sdo descartadas no meio ambiente,
acabando como residuos lentamente degradaveis. Isso significa que 40% das embalagens
descartadas sdo praticamente excluidas do ciclo natural de reciclagem tornando-se um
problema ambiental global.

Mais recentemente 0 mundo comegou a se preocupar com esse consumo exacerbado
de embalagens e a sua rapida descartabilidade. Por conseguinte, alternativas de amenizacéao
deste problema tém sido propostas, tais como a utilizacdo de plasticos biodegradaveis, o uso
de blendas poliméricas e o emprego de aditivos que facilitem a biodegradacdo. Muitos
estudos estdo sendo desenvolvidos com o enfoque na sintese de blendas que sejam capazes de
diminuir a quantidade de polimeros sintéticos, sem que estas percam a qualidade de suas
propriedades fisicas. Muitas pesquisas sdo realizadas com polimeros naturais combinados
com polimeros sintéticos, como no caso do poli(B-hidroxibutirato) (PHB), que é um polimero
obtido por uma bactéria chamada Ralstonia eutropha, por meio da fermentacdo de alguns
substratos como 0 agucar, sendo que as moléculas desse polimero sdo acumuladas no seu
citoplasma. A mistura do PHB com determinados polimeros sintéticos pode facilitar o
manuseio desse material tendo em vista que ele ndo possui uma boa processabilidade devido a
sua rigidez e alta cristalinidade sem contar o custo elevado se comparado com os polimeros
convencionais. Desta forma, o polietileno de baixa densidade (PEBD) se combinado com o
PHB pode ser uma alternativa para a diminuicao da cristalinidade, pois este polimero além de
barato é parcialmente cristalino, flexivel, ndo toxico e resistente, além da versatilidade de
aplicacdes. No entanto, este material € resistente ao ataque bioldgico por sua hidrofobicidade.

A principal estratégia para facilitar a quebra e posterior biodegradacéo do polietileno
(PE) tem sido focada na capacidade de incorporagdo do grupo carbonila em sua cadeia. Isto
pode ser obtido através de pré-tratamentos como a foto ou termo-oxidacao, uma vez que esses
métodos resultam em fragmentos de baixa massa molar incluindo alcool, acidos carboxilicos,
aldeidos e cetonas. [Essas moléculas quando submetidas a testes envolvendo micro-

organismos, ficam suscetiveis ao ataque de enzimas liberadas nesse meio e podem ser
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convertidas em formas mais simples facilitando a assimilacdo desses produtos pelos
organismos presentes que as utilizam como fonte de energia. Concomitantemente, esses
complexos metabolicos podem ser secretados no ambiente em forma de CO,, CH4, H,O e
diferentes sais. Esse processo € mais conhecido por biodegradacdo. Portanto, se levarmos em
consideracdo o baixo custo para a fabricacdo de blendas, a processabilidade e ainda uma boa
expectativa de que esse produto tenha propriedades biodegradaveis, espera-se conseguir
através de metodologias de biodegradacéo e de pesquisas, desenvolver um material que tenha
uma grande vantagem ambiental. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar os
resultados de 3 diferentes tratamentos aplicados na degradacdo do PEBD, do PHB e de suas
blendas na forma de filmes finos, tendo como objetivos especificos:

1) Verificar qual das formulacdes de blendas de PEBD/PHB (90/10, 80/20 e 70/30)
teve maior degradacdo durante o tempo de exposi¢éo aos tratamentos;

2) Utilizar as técnicas de espectrofotometria (FTIR), microscépio eletronico de
varredura (MEV) medidas de angulo de contato e perda de massa para avaliar possiveis
alteracOes sofridas pelos filmes submetidos aos diferentes tratamentos;

3) Avaliar entre o0s testes estudados: Fotodegradagcdo, Biodegradacdo, e

Foto/Biodegradacdo, qual é o mais apropriado.
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2.0. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O mundo pléstico e 0 meio ambiente

O mercado de plastico além de ser grande, € um mercado em crescimento e que
tende a aumentar de duas a trés vezes durante esse século o que, consequentemente,
aumentara o seu descarte. Em 2009, a producéo de plastico alcangou um faturamento de 35,9
milhdes de reais e para 0 mesmo ano, houve um consumo aparente de 5,19 milhdes de
toneladas (ABIPLAST, 2009). Em 2008, o consumo per capita no Brasil foi estimado em
25,7 kg por habitante/ano, sendo que em 2000 o consumo foi de 22,6 kg por habitante/ano,
havendo uma diferenca de 3,6 kg ao longo de 8 anos (ABIQUIM, 2008). Se a cada ano a
producédo de transformados plasticos aumentar, o consumo destes também sera maior, devido
a facilidade de manuseio e a vasta aplicabilidade. Os polimeros como o polietileno, o
polipropileno, o policloreto de vinila, o poliestireno, entre outros, representam cerca de 75%
de todos os plésticos consumidos na Europa, com diversas aplicacdes tais como: embalagens,
transporte de alimentos e bebidas, tubulacdo de agua e esgotos, em construgdes, na medicina
(proteses, soro, suturas), em automoveis, e outros (PLASTVAL, 2008).

No Brasil, as aplica¢fes sdo as mais variadas. A maior porcentagem (17,5%) (Figura
1) de producdo destes artigos corresponde ao setor de embalagens alimenticias seguido pelo
setor de construcdo civil (14,8%) (ABIPLAST, 2009).

Figura 1 - Segmentacdo do mercado de transformados plasticos por
aplicacdo.
Fonte: Abiquim, por Abiplast, 2009.
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Dentre os plasticos mais explorados, o polietileno continua sendo um dos que possui
maior rotatividade, por se tratar da principal matéria-prima utilizada na fabricacdo de
embalagens. Os polietilenos sdo inertes face a maioria dos produtos quimicos comuns, devido
a sua alta massa molar e sua estrutura parcialmente cristalina, o que confere ao produto uma
boa resisténcia e ampla vantagem no quesito de conservacdo e transporte de alimentos
(COUTINHO et al., 2003). Mas os plasticos ndo trazem apenas beneficios a humanidade. Em
funcdo de seu uso téo difundido, grande parte do lixo que produzimos diariamente é composta
deste material. Segundo a Abrelpe (2010), no Brasil o descarte de residuos sélidos no ano de
2009 foi de 57 milhdes de toneladas, quase 6 milhdes de toneladas a mais do que o ano
anterior. Parte desse lixo inclui os artefatos plasticos que em 2008 alcangou a expressiva
guantidade de 5.298 mil toneladas consumidas, estando entre eles o PET e o PE como os mais
populares (ABRELPE, 2010). H& uma grande preocupacdo quanto ao destino final dos
plasticos coletados no pais. Os residuos mal administrados ou que ndo sdo amparados por
uma boa fiscalizagdo podem ser descartados em locais improprios.

Alguns métodos sdo utilizados para diminuir a disposicdo final destes residuos no
ambiente, tais como: a incinera¢do, que diminui rapidamente o volume de material
descartado, porém ndo é muito recomendada devido a liberacdo de algumas substancias
toxicas; a reciclagem, cujo objetivo é o reaproveitamento dos residuos plésticos, seja pelo
aquecimento ou pela transformacdo do mesmo em outro material utilizavel; e a compostagem,
que atribui técnicas aplicadas para controlar a decomposicdo de materiais organicos, com a
finalidade de obter, no menor tempo possivel, um material estavel, rico em humus e nutrientes
minerais (CAMPOS, 2008) (FRANCHETTI & MARCONATO, 2008). Recentemente, a
biodegradacdo tem sido uma das alternativas propostas para estudo, assim como a utilizagao
de polimeros biodegradaveis, ja que estes materiais S&0 compostos na maioria das vezes por

ésteres, o que facilita o ataque de fungos e outros micro-organismos através da hidrélise.

2.2. Poli-hidroxialcanoatos (PHAS)

~

Classificados entre os polimeros naturais biodegradaveis pertencentes a
familia de poliésteres de acidos hidroxialcanoicos (BRIASSOULIS, 2004). Foram
descobertos e caracterizados por Lemoigne entre 1923-1926 (MARCHESSAULT,
2009). Sao biossintetizados por diversas bactérias e se acumulam na forma de
granulos intracelulares de reserva sob condi¢cGes em que o crescimento microbiano é
desfavoravel. Nesse caso, os granulos podem ser utilizados como fonte de carbono ou

energia. Quando nado utilizados atingem até 80% do peso seco da biomassa
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bacteriana (ANDERSON & DAWES, 1990; GOMEZ et al., 1993; SUDESH et al., 2004).
Possuem propriedades similares aos plasticos convencionais, mas sao
completamente mineralizados em CO, e H,O (EUBELER et al., 2009). Exibem uma
boa biocompatibilidade, bem como elevadas massas molares, caracteristicas termoplasticas
e/ou elastoméricas e baixos pontos de fusao.

Steinblichel & Valentini (1995) identificaram cerca de 90 mondmeros
diferentes constituintes de PHAs sintetizados por bactérias, sendo o poli (B-
hidroxibutirato) (PHB) o mais estudado. Entretanto, a capacidade de armazenar PHA
nao garante a habilidade deste ser degradado no meio ambiente (GUILMORE et al.,
1990 apud SHAH et al.,, 2008). Tem-se descrito em estudos que 0 estresse
bacteriano facilita a producdo e degradacdo dos PHAs, tal mecanismo ainda néo foi
totalmente compreendido. Todavia, a relacdo de presenca do PHB intracelular em
bactérias na condicao de estresse € de que, em alguns casos a resposta para esse
tipo de tratamento é a propria degradacdo do PHB (KADOURI et al., 2003; RUIZ et
al., 2003; AYUB et al., 2004; ZHAO et al., 2007). O PHB pode ser encontrado em
diferentes ambientes incluindo o plasma sanguineo da maioria dos animais (LEE,
1996). Em razao disso é que os PHAs e consequentemente o PHB, tem atraido a
atencdo de industrias termoplasticas, e tem sido considerado como uma alternativa
na area médica (implantes, pinos, suturas e parte de 0ssos e veias replantadas)
(TAKAKU et al., 2006).

2.3. Poli (B-hidroxibutirato)

Entre os polimeros biodegradaveis, o PHB é o maior tipo comercialmente disponivel.
Produzido em grande escala através da fermentacdo bacteriana, a partir de um acido organico
simples, o acido PB-hidroxibutirico. O PHB (Figura 2) é muito atrativo como poliéster
termopléstico biodegradavel, podendo, em estagios finais de degradacédo, ser decomposto em
agua e dioxido de carbono, sob condi¢cBes ambientais, por uma variedade de bactérias
presentes no solo (SILVA, 2001). Em 1982, a Imperial Chemical industry (ICI/U.K.)
desenvolveu um processo para a producdo industrial do PHB usando a bactéria Ralstonia
eutrophus crescida em glicose (SHARMA, 1995).
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Figura 2: Estrutura quimica do PHB.

Este polimero é caracterizado pela alta cristalinidade (mais que 60%), com
temperatura de fusdo (Tm) na faixa de 175-180°C e temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) na
faixa de 4-7°C, assemelhando-se ao polipropileno e ao polietileno quanto as propriedades
termo-mecanicas (SILVA, 2001). Por outro lado ele apresenta comportamento fragil e uma
pequena escala de processamento, ou seja, a temperatura de degradacdo do polimero é bem
proxima a sua temperatura de fusdo (Tn). Outra alternativa para o melhoramento de suas
propriedades mecéanicas, é a preparacdo de blendas de PHB com outros polimeros sintéticos,
como o polietileno (PE) por exemplo, visando diminuir o grau de cristalinidade, melhorando a
Tm € a rigidez, e também alcancando a adequada adesdo interfacial entre a matriz e o outro
polimero. Estas melhoras diminuem a resisténcia ao impacto, bem como o custo para
fabricacdo desse produto (SILVA, 2001). Martelli (2008) sugere que a combinagdo das
caracteristicas do PE com as do PHB em blendas pode resultar em um novo tipo de material
para o uso de embalagens alimenticias, as eco-compativeis. Outras blendas misciveis de PHB
com outros polimeros como poli(acetato de vinila) (PVA); o poli (etileno glicol) e o poli
(metil metacrilato) também ja foram preparadas; sem contar as blendas imisciveis de PHB
com borrachas como o etileno-propileno (EPR), o etileno vinil acetato (EVA), que também ja
foram investigadas (VERHOOGT et al., 1994).

A biodegradabilidade do PHB tem sido investigada em diferentes ambientes como em
solo, agua do mar, a4gua de lago (GABOARDI, 2007). Assim como os outros polimeros este
também necessita de varias condi¢cbes ambientais para a sua quebra. O fato de esse polimero
ser formado por varias unidades do acido B- hidroxibutirico, que contém um grupo alcodlico
(-OH) e um acido carboxilico (-COOH), ao se condensarem ocorre a liberacdo de agua, dando
origem a ésteres. Isto faz com que esses compostos possam ser fragmentados em pedagos
menores mediante a uma rea¢do com agua, conhecida como hidrolise (SILVA, 2001). Este
processo € o principal mecanismo na degradacdo polimérica. Depois da quebra ocorrida nas

cadeias instaveis, a perda da resisténcia mecanica é conseqiiente e com isso a baixa na massa
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molar (abaixo de 7000 daltons) é inevitavel fazendo com que o polimero comece a
fragmentar-se (VANIN et al., 2004).

Vale lembrar ainda que, a degradacdo dos polimeros ocorre mais aceleradamente
conforme o grau de cristalinidade dos mesmos, ou seja, para o grupo das poliolefinas, a
quebra acontecera na seguinte ordem: PP <PEAD <PEBDL <PEBD. Ja nas blendas de PHB e
de outros polimeros, o que conta é a miscibilidade entre eles e a quantidade deste outro na
blenda (SHARMA et al., 1995). Verhoogt et al., (1994), observaram que a degradacéo
enzimatica da blenda de PHB/Poli(acrilato de butila) (PBA) perdeu massa linearmente com o
aumento da fracdo massica de poli (1,4 butileno adipato) e que blendas com 50 a 100% de
poli (acetato de vinila) ndo mostrou degradacdo nenhuma. Para que o0s polimeros
biodegradaveis possam competir com os polimeros convencionais é necessario que o custo de
sua producdo seja competitivo. O preco do polimero obtido depende de varios fatores como,

por exemplo, do processamento utilizado e da eficiéncia da fermentacéo.

2.4. Polietileno de baixa densidade (PEBD)

O polietileno € um dos polimeros sintéticos do grupo das poliolefinas, com uma alta
massa molar, originado de mondémeros de hidrocarboneto alifatico insaturado, contendo uma
dupla ligacdo carbono-carbono reativa (CANEVAROLLO, 2004). E encontrado como um
polimero semicristalino, ou seja, apresenta uma combinacdo de zonas amorfas, onde as
cadeias macromoleculares sdo desordenadas e zonas cristalinas onde as cadeias poliméricas
sdo organizadas. Suas propriedades fisicas sdo acentuadamente influenciadas por quatro
variaveis: massa molar média, distribuicdo da massa molar, grau de ramificacdes e o
comprimento das cadeias laterais que faz com que este polimero possa ser classificado em 5
tipos (SILVA, 2001):

e Polietileno de baixa densidade (PEBD);

e Polietileno de alta densidade (PEAD);

e Polietileno linear de baixa densidade (PELBD);

e Polietileno de ultra alta massa molar (PEUAMM);
e Polietileno de ultra baixa densidade (PEUBD).

Sendo os de alta e baixa densidade considerados os de maior utilizagdo comercial
(COUTINHO, 2003). A fabricacdo do PE ocorre a partir do mondmero etileno (C,H,4), no
estado gasoso. Nessa rea¢do, a dupla ligagdo de cada molécula se “abre” e dois dos elétrons

sdo usados para formar uma nova ligacdo simples C — C com duas outras moléculas de
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etileno, de forma a se obterem moléculas de massa molar elevada (polimero) (ROSA, 1991).

O processo de polarizacdo mais comum para o PE é o de adicdo como mostra a Figura 3.

Figura 3. Representagdo esquematica da polimerizagdo do polietileno, por adicéao.
Fonte: Canevarolo, (2006).

O PEBD ¢ um polimero que apresenta caracteristicas de flexibilidade, tenacidade,
alta resisténcia ao impacto, propriedades elétricas notaveis e ndo é considerado toxico
(GABOARDI, 2007). Em sua forma natural, ndo é biodegradavel. Seu uso na producdo de
sacolas e embalagens para alimentos liquidos e soélidos, embalagens de produtos
farmacéuticos e hospitalares, brinquedos, utilidades domésticas, podem causar Ssérios
problemas ambientais. Grande parte dos produtos utilizados nas indUstrias e na agricultura s&o
constituidos pelo PE. Um fator que é responsavel pelo grande descarte desse plastico é sua
utilizacdo em produtos que apresentam ciclo de vida curto (KOUNTY et al., 2006). Apesar de
suas boas propriedades e do baixo custo, o PEBD por ser um xenobidtico, é considerado
recalcitrante ao ataque microbiano levando muito tempo para se degradar no meio ambiente.
Albertsson et al., (1994), concluiu que para se obter um polietileno biodegradavel é necessario
modificar o nivel de cristalinidade, a massa molar e as propriedades mecanicas que sdo
responsaveis pela resisténcia deste na degradacdo. Esta por sua vez, pode ocorrer por
diferentes mecanismos moleculares: quimicos, térmicos, fotoquimicos e biodegradativos.

Muitos estudos sobre biodegradacdo de alguns polimeros mostraram que a
degradacéo abiotica precede a assimilacdo microbiana (KIRSTEN et al., 2000; PROIKAKIS
et al.,, 2006 apud LUCAS et al.,, 2008). Esses materiais quando expostos a condicOes
ambientais (calor, luz, umidade, etc.) podem ou nédo sofrer transformac6es importantes. Em
muitos casos 0s parametros abidticos contribuem para o enfraquecimento da estrutura
polimérica favorecendo alteracfes indesejadas. (LUCAS et al., 2008). No caso da
fotodegradagdo a energia carregada pelos fotons pode criar estados de instabilidade em varias



31

moléculas. A energia transferida pode ser acompanhada pela fotoionizagdo, luminescéncia,
fluorescéncia, radiacdo térmica. Em outros casos, estruturas moleculares fotossensiveis
podem ser intencionalmente adicionadas (por simples adi¢cdo ou por copolimerizacdo) ao
esqueleto do polimero induzindo a degradagdo pela luz. Na degradagéo abiotica, a acdo da luz
irradiadora é um dos mais importantes parametros (LUCAS, 2008). Alguns trabalhos afirmam
que mais especificamente, a exposicdo do filme de PEBD a condi¢bes ambientais
especialmente a irradiacdo solar em uma escala de 290-400 nm, afeta a estrutura quimica e
conseqlientemente as propriedades mecanicas e fisicas (JAKUBOWICZ, et al., 2006 e
BRIASSOULLIS, 2005). Geralmente nesse tipo de degradacdo o melhor resultado esperado € a
mudanca na estrutura primaria do polimero por um corte na cadeia seguido de rearranjos e
ligacOes e processos oxidativos (BRIASSOULIS, 2005).

Esses processos de degradacdo abidtica resultam em macromoléculas funcionais as
quais termicamente ou fotoquimicamente clivam-se em fragmentos moleculares de baixa
massa, especialmente na presenca de ions metalicos de transmissdo (CHIELLINI, et al.,
2003). Outra forma de potencializar essas reacdes € através da incorporacdo de aditivos como
0s compostos poli-insaturados, ions e complexos metalicos (ditiocarbamatos), os quais
deixam o polietileno e as poliolefinas em geral, mais suscetiveis a hidroperoxidagao.
Sabendo-se disso, Lee et al., (1991) e Gu (2003), tém evidenciado a biodegradabilidade
desses filmes medindo as mudangas nas propriedades fisicas através da observacdo do
crescimento microbiano na superficie do polimero. Volke-Sepulveda et al., (2002),
demonstraram que o polietileno foi biodegradado apds pré-tratamento, utilizando-se a
fotodegradagdo e/ou degradacdo quimica.

Diversos trabalhos ressaltam ainda a importancia da adicdo de polimeros naturais
biodegradaveis, como o amido, para a eficdcia na degradacdo do polietileno, j& que este
recurso aumenta a assimilacdo microbiana na area de superficie do material sintético dando-
Ihe mais susceptibilidade para a oxidacgdo abidtica (JOHNSON, et al., 1993; GRIFFIN, 1987;
LEE et al., 1991). Segundo Raj et al., (2004), as blendas de PEBD/amido s&o um tipo de
plastico degradavel, e sabendo-se disso, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa
de se obter um material “eco-amigavel”. Outra alternativa para se melhorar a
biodegradabilidade do PE é formagdo de blendas com o poli (B-hidroxibutirato) (PHB) devido
as suas propriedades fisicas e também por ser um polimero de facil colonizacdo por parte dos
micro-organismos, ja que este material pode ser facilmente hidrolisado, seguindo o mesmo

principio do amido (MARTELLI, 2008). A literatura para esse tipo de blenda ainda é muito
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modesta, principalmente a respeito de blendas de PE/PHB sem aditivos ou pro-degradantes, o

que significa que este € um campo que merece ser explorado.

2.5. Blendas

As blendas poliméricas sdo materiais obtidos a partir da mistura fisica de dois ou mais
polimeros sem que haja qualquer reacdo quimica entre eles (SILVA, 2001). Pode ser definida
também como misturas de diferentes polimeros com liga¢Ges ndo covalentes de componentes
poliméricos individuais comercialmente utilizaveis (LA MANTIA, 1999). Elas tém se tornado
importante biotecnologicamente, devido as melhoras em suas propriedades fisicas como
resisténcia a impactos, ao aquecimento e uma melhor maleabilidade. O principal destaque
para este tipo de combinacdo é a possibilidade de desenvolvimento de um produto com
melhoras nas qualidades de processamento, nas propriedades fisicas e no setor econémico. As
blendas podem ser classificadas de acordo com a miscibilidade e compatibilidade dos
componentes poliméricos. Podem ser homogéneas ou heterogéneas em escala microscépica,
mas ndo devem exibir heterogeneidade em escala macroscopica (FOX, 1999). A blenda
heterogénea em escala macroscopica apresenta indicio na segregacdo polimérica sendo
considerada incompativel. Portanto, a morfologia da blenda e as caracteristicas das interfaces
influenciam também na co-reatividade da degradacdo das mesmas (POSPISIL et al., 1999).
Embora isso ainda ndo seja totalmente perfeito, alguns resultados de tentativas tém sido
mostrados por alguns autores (MARTELLI, 2008; SILVA, 2001; GABOARDI, 2007;
COELHO et al., 2008).

Quanto ao método de obtencdo das mesmas, podem dividir-se em trés classes: blendas
obtidas por solugdo (casting), por mistura mecénica e por mistura reativa (reticulados
poliméricos interdependentes) (SILVA, 2001). Cada processamento tem suas individualidades
que podem afetar ou ndo no artefato final. A grande preocupacdo no preparo das blendas é
gue nem sempre é possivel de se obter materiais misciveis entre si, pois 0s polimeros sao
constituidos de moléculas com alta massa molar, o que lhes atribui caracteristicas especiais,
que dificultam o processamento, visto que ocorre a separacdo de fases se a interacdo entre 0s
polimeros ndo forem suficientemente fortes (SILVA, 2001). Em um sistema polimérico onde
ha duas ou mais fases, a compatibilidade entre os componentes € também um fator importante
sobre as propriedades mecanicas do produto final (GABOARDI, 2007). Para Hage, (2001)
segundo Gaboardi, (2007) as blendas poliméricas compativeis apresentam propriedades finais
melhores do que os polimeros puros, e blendas incompativeis apresentam propriedades finais

inferiores aos polimeros originais.
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O processamento de blendas de polimero biodegradaveis com polimeros
convencionais (commodities) é uma das alternativas para diminuir o custo dos biodegradaveis
e melhorar tanto as condi¢Ges de processamento como de algumas propriedades do polimero
biodegradavel (ROSA, 2003). Um grande exemplo disso sdo blendas de PE e PHB.

Apesar de ndo serem blendas termodindmicamente compativeis, acredita-se que a
mistura desses diferentes polimeros ao serem submetidos a biodegradacdo, com fontes de
energia limitadas, pode ser um alternativa mais vantajosa do que a biodegradacdo dos
polimeros sintéticos puros. Pois, 0s polimeros naturais sdo mais facilmente quebrados e
mineralizados do que os sintéticos (SILVA, 2001). Mas, isso ndo pode ser considerado como
via de regra, ja que a biodegradacdo varia de acordo com as condi¢fes bioticas e abioticas.

A literatura das blendas de polietileno e poli (3-hidroxibutirato) ainda é muito escassa,
por isso esse trabalho tem como um dos objetivos o estudo da mistura desses polimeros e
capacidade biodegradativa. Algumas pesquisas mostram como esse tipo de material vem
sendo trabalhado. Em 2007, Gaboardi observou que blendas de PHB/PEBD sdo imisciveis e a
incorporacdo de uma cera de polietileno oxidado nas blendas promoveu uma maior adesdo
interfacial entre o PHB e 0 PEBD. Concluiu-se também que o PHB puro e a blenda com 75%
de PHB apresentaram maior taxa de biodegradabilidade que as demais blendas, independente
do meio no qual foram envelhecidos. Martelli, (2008) notou que em estudos de biodegradacéo
de blendas de PEBD/PHB a adesdo de micro-organismos na superficie do polietileno foi
maior em meio aquatico.

Algumas alternativas de misturas do PEBD foram mostradas por Lima et al., (2008);
Briassoulis, (2004); Albertsson, (1994); Johnson et al., (1993); Raj et al., (2003); Mendonca
et al., (2005); utilizando amido ou celulose. A maioria desses trabalhos expde a mudanca nas
propriedades fisicas e quimicas como a diminuicdo da forca ténsil, e fragilizacdo na matriz
polimérica das blendas, o que resulta em fraturas. Para blendas de PEBD/amido com menos
do que 20%, a matriz do PE é quem domina a formacdo plastica, uma vez que na zona
proxima as particulas de amido, a concentracdo de instabilidade surge como desajuste nas
duas fases (BRIASSOULLIS, 2004). Em testes de biodegradacdo desses compostos mostrados
por Raj et. al. (2003), a perda de massa foi reconhecida apds 2 meses, devido a descoloragéo,
a solubilidade e a degradacdo do amido pelo ataque de micro-organismos. Este trabalho
apontou a perda de massa de cerca de 20% em blendas com 40% de amido no periodo de 60
dias. Um dos avangos na melhoria dessas blendas consistiu em adicionar compatibilizantes
como o etileno-etilacrilato (EAA), que aumentaram significativamente a forca ténsil e a
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adesdo entre 0 amido e a matriz do polietileno (BRIASSOULIS, 2004 e JOHNSON et al.,
1993).

2.6. A biodegradacdo polimérica

Quando os plasticos sdo expostos a forcas ambientais, as ligacdes quimicas entre
atomos que constituem a cadeia principal dos polimeros podem sofrer um colapso, e esse
processo depende da combinacdo de varios mecanismos e fatores. O inicio da quebra dos
polimeros pode ser induzido por forcas fisicas e bioldgicas (SHAH et al., 2008). Para Griffin
(1987) as forcas fisicas podem causar estragos mecénicos como rachaduras nos materiais
poliméricos, e o crescimento de alguns fungos nesse tipo de superficie podem causar em
pequena escala, uma espécie de inchago e “explosdo”. Para Krzan et al., (2006) o processo de
degradacdo dos plasticos compreende duas fases: a desintegracéo - conhecida também por
biodeterioracdo - e a mineralizacdo (Figura 4). Na fase inicial a deterioracdo ocorre nas
propriedades fisicas, como a descolora¢do, enfraquecimento e a fragmentacéo. A segunda fase
se da pela conversdo dos fragmentos plésticos depois de serem quebrados a moléculas de
CO,, &gua e biomassa celular (em condic6es aerobias), e CH,, CO, e biomassa celular no caso
de condicBes anaerobias. O segundo passo da degradacdo, a mineralizacdo ocorre quando 0s
organismos vivos (micro-organismos) digerem os produtos organicos da degradacdo dos
plésticos sob condigdes aerdbias ou anaerObias convertendo-os em produtos comuns da

inerente digestéo.
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Figura 4. Representacdo da degradacdo de plasticos. Adaptado de Krzan et al. (2006).

As enzimas secretadas pelos micro-organismos presentes na biodegradacdo aumentam
as chances do material polimérico de ser atacado, e isso vem sendo destacado por alguns
autores (LUCAS, et al., 2008, SHAH et al., 2008, FRANCHETTI & MARCONATO, 2006 e
Krzan et al., 2006). Recentemente duas categorias de enzimas estéo ativamente envolvidas na
degradacéo biologica dos polimeros: a despolimerase extracelular e a intracelular. Durante a
degradacdo enzimatica € necessario a presenca de co-fatores (cations existentes na matriz do
material e coenzimas sintetizadas por micro-organismos) para a quebra de ligacGes
especificas. Em sintese, as enzimas extracelulares quebram os complexos poliméricos
gerando cortes nas cadeias ou moléculas pequenas — oligdbmeros, dimeros e monémeros, que
sdo pequenas o suficiente para atravessar a membrana exterior semipermeavel de bactérias.
Esse processo é conhecido como despolimerizacdo (SHAH et al., 2008). Os produtos da
despolimerizacdo serdo assimilados pelos organismos envolvidos e depois mineralizados
(GU, 2003). Em polimeros sintéticos a hidrélise abittica pode ser considerada como um
artificio que antecede a degradacdo microbiana, ja que esse processo é realizado por enzimas

catalisadoras que utilizam a agua para quebrar uma molécula em partes menores incorporando
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em suas novas cadeias, espécies como OH™ ou H*. Em seguida ocorre a despolimerizacéo e a
biodegradacdo se sucede naturalmente. Outro processo muito comum de degradacéo abidtica
é a oxidacdo do polimero, que consiste na introducdo de atomos de oxigénio na cadeia
principal do material. Essa reacdo costuma acontecer em polimeros cuja cadeia principal é
formada de 4&tomos de carbono e hidrogénio, como as poliolefinas.

Vale lembrar ainda que na biodegradacdo e na degradacdo de polimeros raramente
chega-se a alcancar 100% de eficiéncia no consumo desses materiais, pois parte dele sera

incorporada a biomassa microbiana, himus e outros produtos naturais.

2.7. Micro-organismos

Quando se fala em biodegradacdo, podemos remeter em primeira instancia aos micro-
organismos como bactérias, fungos, protozoarios e algas que estdo diretamente ligados a esse
processo, contando também com os danos da degradacdo superficial que modifica mecénica,
fisica e quimicamente as propriedades de um determinado material polimérico (LUCAS et al.,
2008). A presenca de diferentes espécies microbianas aumentam a biodegradacdo facilitando
a producédo de moléculas simples. Todas essas substancias atuam como fontes de nitrogénio e
carbono, bem como fatores de crescimento para micro-organismos (CRISPIM &
GAYLARDE, 2005). Esses seres sao capazes de formar comunidades biol6gicas com elevado
grau de organizacdo quando estdo em contato com qualquer superficie umida, seja ela biotica
ou abiotica. Essa associacao é mais conhecida como biofilme. Nos biofilmes, as células estdo
embebidas em uma matriz polimérica de sua prépria origem, consistindo principalmente de
polissacarideos e proteinas. O biofilme é uma forma de protecdo, que indiretamente favorece
as relacdes simbioticas permitindo a sobrevivéncia desses seres em ambientes hostis.

A deterioracdo de superficies poliméricas é vista como um processo de interacdo
interfacial onde os micro-organismos envolvidos nesse estagio, atacardo e colonizardo a
superficie na forma de biofilme (FLEMMING, 1998). Muitos micro-organismos
filamentosos desenvolvem uma espécie de rede micelial entre 0 material fazendo com que a
acdo mecanica de penetracdo das hifas no material aumentem o tamanho dos poros,
provocando subsequientes rachaduras, diminuindo a resisténcia e durabilidade do material
(LUCAS et al., 2008). Sendo assim, dois principais tipos de micro-organismos sdo de
interesse particular na biodegradagéo de polimeros naturais ou sintéticos: bactérias e fungos.

As bactérias em relacdo aos fungos tém sido pouco utilizadas na degradacdo de

polimeros. Esses seres podem aparecer no formato de células individuais arredondadas, como
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por exemplo, cocos, ou espirilos; ou ainda aparecerem em cadeias ou em filamento, podem
ser tanto aerobias quanto anaerdbias. Em relacdo a degradacdo de polimeros, as bactérias
presentes no solo sdo uma das mais importantes na biodegradacdo de materiais, pois a
guantidade de bactérias no solo é muito maior quando comparado aos fungos. O que era de se
esperar, pois 0s procariotos constituem metade da biodiversidade da Terra, sendo que em 1g
de solo pode-se encontrar mais de 10.000 genomas diferentes (CHANDRA, 1998)
(TORSVIK et al., apud CAMPOS, 2008). Estudos como o de Campos (2008) comprovam a
eficiéncia de bactérias do solo na degradacdo polimeérica, visto que, filmes de Poli(e-
caprolactona) (PCL), obtiveram maior evolugdo de CO, em testes de Bartha. Ainda no mesmo
experimento, a taxa de degradacdo dos polimeros utilizados foi maior para o PCL puro
seguido da blenda de Poli(cloreto de vinila) (PVC)/PCL, e PVC puro, comprovando eficacia
da microbiota do solo.

No caso dos fungos, os Eumicetos, mais conhecidos como fungos verdadeiros sdo
micro-organismos de importancia particular na area de degradacdo de materiais. Fungos sdo
nucleados, formadores de esporos, ndo clorofilados, com ambas as reproducdes, sexuada e
assexuada. A maioria deles possui filamentos, ou seja, estruturas somaticas e paredes
celulares formadas por quitina e/ou celulose. Sua importancia como agente deteriorativo é
resultado de producdo de enzimas que quebram substratos “ndo vivos” a fim de obter
nutrientes que estdo presentes na composicao do polimero (CHANDRA, 1998). Condicbes
ambientais (temperatura, umidade, nutrientes, etc.) sdo essenciais para um Gtimo
desenvolvimento do micro-organismo e uma boa atividade degradadora.

Muitos trabalhos relatam a eficicia dos fungos envolvidos em biorremediacdo devido
a sua natureza robusta e a capacidade de sintese de diversas enzimas (ARTHAM & DOBLE,
2010; KIM & RHEE, 2003; CHIELLINI et al., 2003; COELHO, et al., 2008;
MIKULASOVA, et al., 2001; KONDURI, et al., 2010; LIMA, et al., 2007; ONODERA, et
al., 2001; WESENBERG, et al., 2001). Onodera e colaboradores (2001) verificaram a eficacia
de Penicillium simplicissimum na biodegradacdo de PE, utilizando esse polimero como unica
fonte de carbono. Observaram também que as colbnias desse fungo tiveram melhor
crescimento na presenca do polietileno pré-tratado do que na presenca do polietileno intacto,
ressaltando que as formas colonizadoras que mais contribuiram para essa degradacdo foram as
hifas ao invés de esporos isolados. Em outro trabalho utilizando blendas de polietileno/amido,
Lima, et. al. (2008) pode concluir que o crescimento dos fungos, P. chrysosporium e
Talaromyces wortmannii nas blendas resultou na perda da forca ténsil e na ruptura de cadeias

do material polimérico, pois o amido contido na blenda foi mais suscetivel ao ataque
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enzimatico. Isso foi comprovado pelo fato desses fungos produzirem amilases que atuam
diretamente no amido. Sendo este, a maior parte amorfa do material cuja estrutura € mais
acessivel ao ataque dos fungos.

Outras pesquisas vém apontando dentre a maioria dos fungos degradadores de
polimeros, o Phanerochaete chrysosporium, também denominado fungo da podriddo branca,
como um bom degradador de materiais plasticos devido a sua capacidade de alastramento e de
dificil remocdo da superficie, além de quebrar quimicamente alguns poluentes recalcitrantes
na natureza (CAMPQS, 2004). Este fungo pertence a divisdo Basidiomycota que possuem
mais de 25 mil espécies, dentre as mais conhecidas estdo os cogumelos de chapéu, orelhas-de-
pau, as especies comestiveis e espécies toxicas, que sdo caracterizados por suas hifas septadas
e pelos conididsporos. Devido a capacidade de converter lignina em CO, e agua, 0S
basidiomicetos sdo muito utilizados em processos biotecnologicos englobando os residuos
agricolas e agroindustriais. Os produtos finais da degradacdo do substrato podem ser
utilizados ainda como fertilizantes em plantacGes, suplementos para ragdo animal ou ainda
serem reciclados e misturados a outros materiais organicos, para utilizacdo em terra de
cobertura de plantagdes de champignon, por exemplo (MATHEUS & OKINO, 1998).

liyoshi et. al. (1998) submeteu trés espécies de fungos degradadores de lignina,
incluindo o P. chrysosporium, a testes de degradagédo com o PEAD e concluiu que as enzimas
manganés peroxidase causaram significante degradacdo deste polimero, sugerindo que esse
complexo enzimatico possa ser a chave para a degradagdo do polietileno. Outro trabalho de
degradacéo utilizando membranas de polietileno de alta densidade e de nylon-66 em conjunto
com um sistema mediador de lacase (LMS), constatou que houve reducdo na qualidade das
propriedades mecanicas dessas membranas testadas em trés dias de tratamento (FUJISAWA
et al., 2001). Esse sistema basicamente funciona através da interacdo da lacase com um
mediador quimico (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) ou 1-hidroxi-
benzotriazole (HBT) que conseguem oxidar compostos fendlicos pela reducdo molecular do
oxigénio em agua. Recentemente, Artham & Doble (2010) também testaram a degradacédo do
policarbonato pré-tratado fisico-quimicamente e viram que o polimero perdeu 5,5% de massa
quando exposto a biodegradagdo com o P. chrysosporium, sem contar que, ao analisarem a
morfologia da superficie através de microscopia eletrdnica de varredura, confirmaram a
presenca desse fungo na matriz polimérica dos filmes incubados pelo periodo de 12 meses.

Por isso, o grande interesse abordado sobre esse micro-organismo € devido ao seu
potencial complexo produtor de enzimas que secreta uma ou mais das trés principais enzimas

lignoliticas, ou seja, a lignina peroxidase (LiP), a manganés peroxidase (MnP) e a
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fenoloxidase (lacase) (MOHAMMADI & NASERNEJAD, 2008). Este complexo confere aos
fungos lignoliticos, uma boa capacidade de biorremediacdo de varios poluentes organicos,
dentre eles os DDTs, PCBs, 6leo mineral, petrdleo, entre outros (BARR & AUST, 1994;
POINTING, 2001 apud SILVA et al., 2004). As enzimas ligninase e manganés peroxidase
pertencem a classe das peroxidases, que oxida seus substratos pela redugdo de um elétron com
formacdo de um radical catidnico. A MnP atua exclusivamente como fenoloxidase em
substratos fendlicos utilizando Mn?*/Mn** como par redox intermediario (SILVA et al.,
2004). As lacases sdo enzimas lignoliticas cooperadoras que catalisam um Gnico elétron da
oxidacdo de um composto fendlico pela reducdo molecular do oxigénio em &gua. Essa
formacdo de radicais podem repolimerizar ou levar a despolimerizacdo. Na presenca de
perdxidos de hidrogénio (H,O,) essas enzimas atacam uma ampla extensdo de componentes
fenolicos e aromaticos gerando radicais livres, 0s quais, por sua vez podem participar de
outras reacGes promovendo uma série de outros produtos (FUJISAWA et al., 2001).

A identificacdo de uma nova estirpe fangica, e 0 seu uso em culturas mistas, assim
como a avaliacdo dos agentes biodegradativos sdo de extrema importancia na reducdo do

tempo de degradacéo desses materiais na natureza (LIMA et al., 2008).

2.8. Fotodegradacéo

A fotodegradacdo € classificada como um dos eventos abidticos que pertencem a
degradacéo de material polimérico, e nada mais € do que mudancas moleculares na cadeia de
polimeros quando este é exposto a radia¢do ultravioleta, em ambientes com ou sem oxigénio.
Essas reacOes ocorrem quando a luz incidida sobre polimero faz com que as moléculas fiqguem
em um estado de excitacao eletronica. A radiacdo UV situa-se na faixa de comprimentos de
onda entre 200 a 400 nm, e a sua fonte mais importante é a radiagdo solar (A >290 nm) (SADI,
2010).

Dentro desse processo, algumas estruturas quimicas sdo responsaveis pela absorcdo da
luz sofrendo mais facilmente a transicdo eletrénica, podendo entéo, desestabilizar a cadeia.
Esses grupos quimicos sdo conhecidos como cromoforos. Para polimeros, os croméforos séo
comumente encontrados em grupos de duplas ligacdes como C=C, em anéis aromaticos e nos
grupos carbonila (C=0). Por isso, a irradiagdo com luz UV é capaz de provocar a cisdo de
cadeias nos polimeros através do processo conhecido como fotdlise. Além disso, outro evento
conhecido como foto-oxidacdo pode provocar o mesmo efeito nas cadeias poliméricas, mas

com um diferencial; a presenca de oxigénio. Os radicais livres formados pelo rompimento das
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cadeias, podem sofrer a incorporagdo do atomo de oxigénio, provocando assim, sucessivas
reacOes auto-cataliticas, fazendo com que esses radicais livres possam ser recombinados, ou
entdo na auséncia do hidrogénio de outras moléculas, novos radicais livres possam ser
formados (SADI, 2010).

Para a maioria dos polimeros o mecanismo de foto-oxidacdo ocorre em trés etapas: a
de iniciacdo (1), que se refere a formacdo dos radicais livres; a de propagacdo (2), onde 0s
radicais livres reagem com o oxigénio e ocorre a producdo de novos radicais através da
quebra de cadeias; e a etapa de terminacdo (3), mostra que é possivel a interacdo entre os
radicais livres constituidos, resultando em ligacGes cruzadas, mais conhecidas como

reticulagdes (Figura 5).
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Figura 5 - Mecanismo de foto-oxidacdo de polimeros. Sendo PH, polimero olefinico, P, radical
polimérico e hv, radiacdo da luz UV. Adaptado de Sadi (2010).

A foto-oxidacdo no PEBD, por exemplo, € vista como um dos passos iniciais para a
biodegradacdo, pois esta aumenta a quantidade de material de baixa massa molar pela quebra

de ligacOes, aumenta a superficie de contato pelo enfraquecimento molecular e aumenta
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também a hidrofilicidade do material através da introducdo de grupos -carbonila
(ALBERTSSON, et al., 1987). Na biodegradacdo do polietileno, um passo abiotico inicial, a
foto-oxidacdo (Figura 6), esta envolvida na oxidacdo da cadeia polimérica devido ao oxigénio
dissolvido ou a presenca deste, no ambiente levando a formagdo dos grupos carbonila.
Quando o polietileno tem uma prolongada exposicdo a micro-organismos, ocorre uma
diminuicdo no indice de carbonila provavelmente provocada pela biodegradacéo atraves do
mecanismo de Norrish com a formacdo de ésteres (Figura 7). O mecanismo de Norrish 11 leva
a formac&o de duplas ligacBes na cadeia polimérica. Esteres e carbonilas cetonas também so
formadas durante a oxidacdo abidtica do polimero sobre condi¢des térmicas na presenca de
enzimas como as oxiredutases (KARLSSON e ALBERTSSON, 1998).
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Figura 6 - Foto-oxidacdo do polietileno. Adaptado de Albertsson et al. (1987).
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Todos esses efeitos de foto-oxidacdo promovem a degradacdo de polimeros como
mostrado anteriormente. O polietileno possui dois tradicionais mecanismos de foto-oxidacao.
Inicialmente, a radiacdo UV é absorvida e leva a formacéo do radical, este por sua vez pode
absorver o oxigénio e dar origem aos hidroperédxidos, tendo como produtos finais 0s grupos
carbonila. A exposicdo a radiacdo UV, faz com que os grupos carbonila se submetam a
degradacdo Norrish tipo I e/ou Il (Figura 8). O Norrish tipo I provoca a clivagem do radical
carbonila que reage com o radical alcoxila na cadeia do polietileno como exp0e a Figura 8. A
degradacé@o de Norrish tipo Il pode levar a formacédo de pares saturados ou insaturados nos
fins de cadeias através da transferéncia de hidrogénios (ALBERTSSON, et al., 1987).

Os radicais poliméricos depois de formados podem adicionar oxigénio molecular aos
radicais de perdxidos, os quais abstraem o hidrogénio e formam grupos de hidroperédxidos.
Estes, ou absorvem luz UV, ou tornam-se excitados por transferéncia de energia, deixando as
ligacOes entre O — O mais fracas provocando a quebra e dando origem a pares de radicais
alcoxilas e hidroxilas, podendo entdo, reagir de varias formas como, por exemplo, na captura
de hidrogénio, em quebras de cadeias, rearranjos e etc. Esses eventos sdo capazes de acelerar
0 processo de fotodegradacdo (SINGH & SHARMA, 2008).

Entretanto, a eficiéncia da fotodegradacdo pode variar de acordo com o tipo de
material exposto e principalmente na intensidade de emissdo da radiagdo UV, pois as reacdes
de cisdo de cadeia estdo diretamente relacionadas com a absorgdo da radiacdo ultravioleta.
Fechine e colaboradores (2006) estudaram a diferenca de fotodegradacdo em poliolefinas
expostas ao ambiente natural e em laboratério, e observaram um melhor desempenho
degradativo nas amostras expostas a luz artificial, pois estas possuem uma intensidade de
radiacdo muito maior, além da temperatura no interior das camaras artificiais que contribuem
com os danos causados.

O comportamento do PEBD diante do processo foto-oxidativo apresenta algumas
diferencas se comparado a outras poliolefinas, onde os niveis de degradacdo sdo vistos
principalmente pelas reticulagdes das cadeias do que pela cisdo. Na exposicao artificial a
intensidade da radiacdo faz com que as reacdes sejam mais rapidas com o oxigénio sendo
consumido apenas nas camadas superficiais da amostra. O rapido consumo de oxigénio na
superficie torna o interior com escassez de oxigénio e assim, a acdo da luz ultravioleta no

interior da amostra leva a acGes de reticulacdo (FECHINE, et al., 2006).
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A fotodegradacdo ainda € um assunto pouco estudado e restrito a alguns materiais
poliméricos. O PHB, por exemplo, & um polimero pouco explorado nesse contexto, com isso,
a investigacdo e comparacdo de resultados foram dificultadas, uma vez que a literatura para
esse tipo de mecanismo é precéria. Ainda assim, o trabalho de Rosa, et al., (2001) relatou que
a fotodegradagdo do PHB, poderia ser um fator que aumentasse a cristalinidade desse

material, pois as reacdes de reticulagdes foram muito frequentes durante o experimento. Sadi
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(2010) constatou que a radiacdo UV gera diversas mudancas no PHB, tais como: reacdes de
cisdo (que sdo predominantes) e reacGes de reticulacdo, formacdo de grupos carbonila,
reducdo na temperatura de fusdo e nas propriedades mecanicas, aumento superficial de
cristalinidade, fissuramento e embranquecimento da superficie do PHB, além de um atraso
inicial de sua biodegradacédo. Este atraso esta relacionado com uma fina camada superficial
que tem a sua cristalinidade aumentada com a fotodegradacdo. Uma vez que essa camada é
consumida, a aceleracdo na biodegradagdo ocorre possivelmente devido as moléculas
degradadas abaixo desta camada superficial, as quais ndo se reorganizaram em cristais.
Carashi e colaboradores (2002) puderam observar ao longo do experimento que a mistura de
PHB com farinha de madeira expostas a degradacdo natural em ambientes variados (solo
argiloso, aterro sanitario, dguas do cérrego e sobre o solo ao ar livre) obtiveram mudancas
significativas nas perdas de massas e na coloracdo do filme, sendo que as amostras dispostas
ao ar livre apresentaram melhores resultados na alteracdo de cor e deformacg6es nas estruturas
dimensionais devido a fotodegradacé&o.

O trabalho de Sadi (2010) foi bastante esclarecedor no entendimento do processo
fotodegradativo do poli(3-hidroxibutirato), principalmente na interacdo entre as partes de
biodegradagdo ap6s a irradiacdo com ultravioleta. A autora estudou também o efeito da
radiagdo sobre blendas de Polipropileno (PP)/PHB antes de serem submetidas a
biodegradagao, e concluiu que essas amostras tiveram uma maior producdo de CO, em
ensaios de Bartha e que o maior potencial biodegradativo do PP é atribuido as cadeias
oxidativas e de massa molar muito reduzida que s@o formadas durante a sua fotodegradacéo,

as quais apresentam maior possibilidade de serem assimiladas pelos micro-organismos.

2.9. Métodos para a caracterizacdo dos filmes

Os testes de biodegradacdo de plasticos podem ser avaliados por diversos métodos,
desde os realizados em meios artificiais com culturas de micro-organismos altamente
capacitados a desenvolver este trabalho até os aplicados em ambiente natural onde a maioria
dos plésticos é descartada nos lixGes e aterros. No entanto, antes de se realizar qualquer
trabalho em degradacdo é necessario estabelecer e adequar os métodos utilizados, por isso as
instituicbes competentes nesse assunto devem ser consultadas. Em efeito de permitir um
método de controle e comparacdo de acesso a biodegradabilidade, a Sociedade Americana de
Testes e Materiais (ASTM) e a Organizacdo Internacional de Padronizacdo (ISO)

desenvolveram uma série de “Standards” ou padrdes que definem os testes de
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biodegradabilidade sob condicdes de monitoramento fiéis as condicdes de aplicacbes
(KRZAN, et al., 2006). Dentre as analises que permitem a verificacdo dos danos provocados
pela degradacdo e biodegradacdo a filmes poliméricos, as caracterizagbes mais comuns
podem ser conferidas e comparadas através de alguns métodos de testes citado a seguir de
acordo com Shah et al., (2008) tanto exclusivamente para polimeros quanto para 0 processo
bioldgico. Inumeras outras técnicas podem ser tambem aplicadas para verificar a
biodegradabilidade de polimeros incluindo a espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratdria diferencial (DSC), espectroscopia
nuclear de ressonancia magnética (NMR), espectroscopia de raio - X (XPS), difracdo de raio-
X (XRD), e medidas de &ngulo de contato.

2.9.1 Observacéo visual

Permite avaliar as mudancas visiveis nos plasticos e pode ser executado em quase
todos os testes. Os efeitos podem ser descritos pelo aspecto rugoso da superficie, pela
formacdo de buracos ou rachaduras, fragmentacdo, mudancas na coloracéo ou pela formacao
de biofilmes na superficie. Esses efeitos ndo sdo capazes de comprovar a biodegradacdo, mas
as mudancas visuais podem indicar o ataque microbiano. Para uma melhor confirmagdo é

indicada a microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.9.2. Medidas de perda de massa

Esse € um método simples e rapido de aferir a biodegradacdo de polimeros
determinando a perda de massa. Essa determinacdo geralmente é realizada a partir da
pesagem inicial e final do material, ou seja, antes e apos a aplicacdo dos testes. A perda de
massa é proporcional a area de superficie desde que a biodegradacéo seja iniciada na prépria
superficie do material. Os micro-organismos que crescem sobre e entre as camadas do
polimero podem levar a um aumento de massa devido a acumulacdo nessas areas, entretanto,
se hd a perda da integridade do material, o resultado € a diminuicdo na perda de massa
(SUDHAKAR et al., 2007).

Esse método € utilizado em larga escala para procedimentos de compostagem. Podem
ser aplicados a espécimes como filmes e corpos de prova, porém sem a confirmacdo de
obtenc¢do da biodegradacdo. Alguns problemas podem surgir durante 0 manuseio da amostra

como, por exemplo, o procedimento de limpeza, e com isso os exemplares desintegrados
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excessivamente podem ser carreados, perdendo entdo, a precisdo na informacéo sobre a perda
de massa do material (SHAH et al., 2008).

A anélise se da pela peneiragem das amostras de plastico que permite uma melhor
determinacdo quantitativa das caracteristicas de desintegracdo. Combinando as analises
estruturais e residuais do material, podemos obter informacdes detalhadas do processo de
degradacéo em especial se for utilizado um meio de cultura como teste.

A maioria dos trabalhos realizados no ramo de degradacdo plastica utiliza desse
método para estimar as taxas e os efeitos causados pela biodegradacdo. Em seu estudo,
Coelho, et. al. (2008) avaliou a biodegradacdo de blendas de poli(B-hidroxibutirato-co-
valerato)/amido anfotero através da pesagem das amostras em balanca analitica, antes e ap0s
o teste de Sturm. A estimativa foi calculada pela formula da variacdo de massa em

porcentagem (AMy,), muito comum no meio polimérico:

Mo - Mg
AMy, =——x 100%
Mo

O trabalho de Hadad, et. al. (2005) mostrou que a bactéria Brevibacillus borstelensis
707 ndo conseguiu formar uma camada de biofilme sobre o filme de polietileno, devido a
caracteristica hidrofobica do polimero, mostrando entdo a baixa taxa de degradacéo (9,7%)
avaliada pelo método de perda de massa. Ou seja, se ndo ha a aderéncia do micro-organismo
ao material submetido aos testes, a biodegradacéo pode ser parcialmente reduzida.

Faria (2009) observou em seu experimento de biodegradacdo utilizando agua de rio
que o PHB sofreu maior perda de massa (aproximadamente 100%) em relacdo a blenda de
PHB/PP, enquanto que o PP ndo sofreu perda de massa significativa.

Sudhakar et al. (2007) também conseguiu estimar a biodegradacdo do PEBD através
do método de perda de massa, e observou um decréscimo de 25% para as amostras que nao

foram blendadas com amido. Essas amostras foram expostas a bactéria Bacillus cereus.

2.9.3. Angulo de contato

O angulo de contato é uma medida que analisa a mudanca de polaridade, a rugosidade
da superficie, a homogeneidade quimica e a camada atbmica mais externa (JAYASEKARA et
al., 2004 apud CAMPQS, 2008). O angulo de medida formado pela gota esta relacionado com
a energia superficial do solido, que é definida pela equacdo (MORRA et al., 1990):
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S=v1—v2—v12

Onde: S = coeficiente de espalhamento;

v1 = tensdo superficial

v2 = tensdo superficial do liquido de espalhamento

v1-2 = tensdo interfacial

O espalhamento de um liquido sobre uma superficie sélida é um fendmeno complexo,

que depende das energias superficiais do liquido, do sélido e da interface sélido-liquido, bem

como da rugosidade da superficie e da maneira pela qual o liquido é colocado sobre o solido.

NS

Figura 9 - Método da gota séssil para calcular o
angulo de contato (DESHMUKH & BHAT, 2003).

Portanto, essa é uma relacdo na qual a molhabilidade da superficie polimérica resulta
em duas conclusdes: quanto maior for o angulo formado pela gota de agua (Figura 9), maior
sera a hidrofobicidade do material polimérico, ou seja, mais hidrofilico ou mais hidrofébico.
O aparato usado para aferir o angulo é composto por uma base fixa, uma fonte de luz, e uma
lupa, que projetam a imagem da gota na posi¢do invertida, da qual sdo retiradas as
informac0@es da altura e da largura de cada repeticéo.

Filmes de poliéster submetidos a tratamentos de descarga corona foram analisados por
angulo de contato. O aparelho mostra ser bastante Gtil e pratico na avaliacdo da alteracéo
relativa da propriedade de superficie de um material apos ser submetido a um processo de
alteracdo superficial (MACCAURO & CAMPOS, 2006). Medidas de angulo de contato e

tensdo superficial de filmes de polipropileno mostraram uma diminuicdo do angulo e



49

consequentemente um aumento na tensdo de molhamento dos filmes pré-tratados por imersao
em solucdo aquosa de sulfato de cobre/tiossulfato de sodio. Isto se deve a formacgdo de
grupamentos carbonilicos e carboxilicos na superficie do material, os quais sdo mais
hidrofilicos que os grupamentos metilicos originais (GASPAR et al., 2006 apud CAMPOS,
2008).

Matsunaga e Whitney (2000) verificaram diminuicdo do angulo de contato em
amostras de PEBD pré-tratadas com luz UV e descarga corona. Estes tratamentos oxidaram a
superficie do PEBD e facilitaram a colonizacdo microbiana, refletindo um aumento da
molhabilidade da superficie polimérica. Sudhakar et al. (2007) comprovaram a eficiéncia de
micro-organismos marinhos na degradacdo do PE. Observaram, entre outras alteragdes,
reducdo do angulo de contato. No estudo, o angulo de contato para o0 PEAD apresentou menos
modificacdes, seguido por PEBD, enquanto a blenda de PEBD-amido sofreu diminuicao
dréstica de seu angulo de contato.

Kountny et al. (2009) viram em seu trabalho que as medidas de angulo de contato da
superficie do filme de PE diminuiram ap6s o tratamento de oxidacdo, e que 0s componentes
polares aumentaram a tensao superficial em mais de trés vezes.

Com isso, podemos observar o grau de importancia dessa medida quanto a avaliagfes
de mudancas superficiais, permeabilidade, adesdo de micro-organismos e também

biodegradacao.

2.9.4. Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR é bastante empregada na investigacdo estrutural das matrizes
poliméricas sendo capaz de detectar pequenas mudancas entre as regides amorfas e cristalinas
(BELTRAN e GARCIA, 1997). Para Huang et al. (2005) em estudos de FTIR utilizando o
PHB, foram encontradas bandas de cristalinidade em blendas desse material nas regides de
1000 a 900 cm™. Para Sato et al., 2004 e 2005 a banda & 1720 cm™ é atribuida ao estiramento
do grupo C=0 da fase cristalina e em torno de 1740 cm™ é atribuida ao estiramento do grupo
C=0 da fase amorfa. Faria & Franchetti (2009) verificaram que a banda & 1380 cm™ é
atribuida & deformacdo de grupos CHs, e que as regides de 980, 1230, 1278 e 1724 cm™
aumentam com o0 aumento da fase cristalina e as regides de 1186 e 1741 cm™ com a fase

amorfa. No PEBD, as principais bandas que caracterizam o polimero estdo localizadas na
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regido de 2930 a 2850 cm™ que correspondem s vibracdes de estiramento C-H (MARTELLI,
2008).

Para Gaboardi (2007) a mesma vibragdo de C-H se encontra na regi&o de 2908 cm™, o
gue nos lembra o fato de que cada tipo de polietileno possui suas individualidades quanto a
massa molar, origem, tipo de processamento, etc., mas a estrutura principal da molécula sera a
mesma. E importante destacar que a fase cristalina desse polimero se encontra na regido entre
720 a 729 cm™ (MARTELLLI, 2008 e GABOARDI, 2007). Kaczmarek e Sourisseau (2005)
estudaram o comportamento da foto e biodegradacdo utilizando espectro de ATR-FTIR
(Espectroscopia de Infravermelho com Reflexdo Total Atenuada) envolvendo o polietileno e
blendas preparadas com celulose, e mostraram que o efeito da radiacdo sobre o polimero puro,
sob longos periodos (50-100h) obtiveram maior mudanca do que por periodos curtos, sendo
que as mudancas ocorridas se refletiram no aparecimento de picos em 1740 cm™ (grupos de
estiramento da carbonila), em 1170 cm™ que representam as vibracdes de estiramento
assimétrico do grupo C-O-C (a qual pode sofrer sobreposi¢do com a vibragdo do CH;), e em
908 cm™ (CH do grupo vinil), a regi&o sofreu aumento nas intensidades devido ao tempo da
irradiacdo. Portanto, ressalta-se a importancia dessa técnica como uma ferramenta valiosa no
estudo de mudancas conformacionais de macromoléculas durante a fuséo e cristalizacdo do
material podendo revelar também, produtos que foram gerados pelos processos degradativos
abidtico e bidtico. A técnica FTIR, é aplicada na investigagdo estrutural das matrizes
poliméricas (BELTRAN & GARCIA,1997). E uma técnica bastante sensivel a pequenas
mudangas na matriz polimérica (XU & GU, 1995; KARAL, et al., 1997; HONDA &
OSAWA, 2002). Esta técnica também tem sido utilizada para detectar produtos de oxidagdo
em filmes de poliolefinas e em PVC fototratado por UV, bem como para analisar possiveis
interacdes entre componentes de blendas apds o biotratamento (HOLLANDE & LAURENT,
1997) (CAMPOS et al., 2004).
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.2 Polimeros

= Os polimeros utilizados foram o PEBD: Polietileno de baixa densidade com Tg: Tm:
105-115°C.

= O PHB: Poli (3-hidroxibutirato), M,,: 608000 g/mol, Tm: 175-180°C. Ambos doados
pelo DEMA — UFSCar, Séo Carlos — SP, e suas blendas PE/PHB.

3.1.3 Equipamentos

= Prensa com aquecimento e controle de temperatura, modelo SL-099, marca SOLAB

Equipamentos para Laboratorios, Piracicaba, SP.
= Fonte de luz UV (254nm) para a esterilizagdo superficial dos filmes, de 30 minutos.

= Para o fototratamento ou envelhecimento artificial dos filmes, utilizamos o
equipamento Atlas Weather-Ometer, operando com lampada de xendnio de 6.500 W,
com filtros interno e externo de borossilicato e controle de irradiancia de 0,35 W/m? a
340 nm.

3.1.4 Cultura e manutencao do micro-organismo

O micro-organismo utilizado nos ensaios de biodegradacdo é o Phanerochaete
chrysosporium CCB 478 foi fornecido pela se¢cdo de Micologia e Liquenologia do

Instituto de Botanica, Sao Paulo.

= Para os meios de manutencdo e cultivo do micro-organismo, foi utilizado o agar
Malte (Difco™) suplementado com celulose, e para o teste de biodegradacdo foi
empregado o meio mineral (200 mL) de Bushnell-Haas suplementado com 20g de

glicose, em frascos Erlenmeyer.
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparagédo dos filmes

Os filmes de Polietileno foram obtidos a partir da fusdo de 0,2000 g desse polimero
puro em prensa (Figura 10) com aquecimento de 120°C, com pressdo de 1 t, durante 3
minutos. Para os filmes de Poli (3-hidroxibutirato), utilizou-se a mesma massa (0,2000 g),
porém a temperatura de prensagem foi de 170°C, com 0,8 t de pressdo, durante 3 minutos.
Para as blendas PE/PHB os filmes foram obtidos em trés proporc¢des: 70/30, 80/20 e 90/10; a
partir da fusdo de 0,1400/0,0600 g, 0,1600/0,0400 g e 0,1800/0,0200 g aproximadamente, de
cada polimero constituinte, devidamente homogeneizado sob temperatura de 170°C e 0,8 t de
pressdao, por 3 minutos. Apds serem prensados os filmes foram resfriados em temperatura
ambiente. A espessura média das amostras foi de 45 micrémetros para as blendas e 50

micrémetros para os homopolimeros.

Figura 10 - Prensa hidréulica utilizada no

preparo dos filmes.

3.2.1.1 Preparo para os diferentes tratamentos

Foram preparadas 6 amostras de filmes no total, para cada polimero puro, PEBD e
PHB, e para as diferentes blendas. Sendo as amostras destinadas para cada tratamento e
conforme cada repeti¢do. Assim, temos 2 filmes para cada réplica (R1, R2 e R3) como mostra
a Figura 11.
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Figura 11 - Esquema da montagem dos filmes para os

tratamentos (A e B).

Os filmes foram divididos ao meio de forma que cada parte foi reservada para seu
respectivo tratamento. No filme A, metade da amostra foi conservada como controle original,
e a outra metade deste foi utilizada no biotratamento. O filme B, foi irradiado com luz UV por
inteiro e posteriormente dividido onde parte deste, empregado no teste de fototratamento, € a

outra parte foi destinada ao fototratamento seguido de biotratamento.

3.2.1.2. Fototratamento ou envelhecimento artificial por radiacéo ultravioleta (UV)

Para este experimento somente as amostras B correspondentes a cada filme foram
utilizadas no ensaio de envelhecimento acelerado. O equipamento empregado foi Atlas
Weather-Ometer, operando com lampada de xendnio. Este aparelho possui um carrossel
rotativo (Figura 12) onde as amostras dos filmes de PEBD, PHB e blendas foram
devidamente colocadas e presas com o auxilio de presilhas protegidas com material plastico

espesso para que os exemplares ndo fossem danificados.
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Figura 12 - Foto ilustrativa do carrossel do equipamento Atlas Weather-Ometer

de fotoenvelhecimento.

Esta maquina possui controles automaticos de temperatura e de umidade relativa no

interior da camara. Um ciclo completo da maquina ocorre por 120 minutos, sendo que 102

minutos equivalem ao ciclo de insolacdo continua (irradiacdo) e 18 minutos de insolacdo com

simulacdo de chuva. A correlacdo estimada dos ciclos correspondentes ao tempo natural é de:

1.200 horas de exposicao artificial acelerada equivalendo aproximadamente a 1 ano de

envelhecimento natural.

Neste trabalho o tempo de exposicdo dos filmes ocorreu por 200 horas artificiais,

equivalentes a 2 meses e 8 horas naturais aproximadamente. Apds este processo, as amostras

foram biotratadas.

Tabela 1 - CondigBes para o envelhecimento artificial em cAmara Atlas Weather-Ometer,

com luz de xendnio.

Aparelho

Atlas Weather-Ometer, modelo 65 XW-WR1

- Anexo 1

Fonte de radiacao

Lampada de xen6nio de 6.500 W, com filtros

interno e externo de borossilicato.

Controle

Irradiancia de 0,35 W/m2 a 340 nm.

Ciclo de envelhecimento

acelerado a cada 120 minutos

- 102 minutos de insola¢do com temperatura de
painel negro igual a 63 °C e

- 18 minutos de insolacdo e simulacdo de chuva

Norma do ensaio

ASTM G-155, ciclo 1
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3.2.2. Tratamento microbiano

Para a manutencdo da cultura, as colonias foram cultivadas em placas de Petri
contendo &gar Malte (Difco™) suplementada com celulose e incubadas em estufa
bacterioldgica (Solab) a 28°C, para crescimento do fungo por 15 dias no minimo antes dos
testes de biodegradacdo. Apos a utilizacdo de P. chrysosporium na obtencdo da massa para o
preparo do inoculo fangico, as culturas foram repicadas para tubos de rosca contendo agar
Malte + celulose, e incubados em estufa a 28°C. Posteriormente ao seu crescimento, os tubos

foram armazenado em geladeira a 8°C

3.2.3. Teste de biodegradacéo

3.2.3.1. Preparo do inoculo fungico

A inoculacdo do fungo nos filmes foi realizada por meio de uma solugdo de esporos
obtidos, seguindo a metodologia de contagem de esporos em camara de Neubauer (Carrillo-
Mufioz et al., 2004; Mukherjee et al., 2003). Pequenas partes do micélio foram retiradas da
cultura de P. chrysosporium e colocadas em 10 mL de solucdo dispersora. Apds a
homogeneizacdo, deixou-se descansar em tween 80 pelo periodo de 5 a 10 minutos e entdo
levou-se para o misturador vortex por 15 segundos e retirou-se uma aliquota para aplicar nas
canaletas da cdmara de contagem. A contagem foi realizada em microscépio Optico com
aumento de 400x, na parte central com solucdo de aproximadamente 200 esporos. De acordo
com a necessidade, realizaram-se diluigdes para se chegar ao valor estipulado de esporos
(Protocolo 2001 - Instituto de Salud Carlos 111, 2002). Este procedimento foi executado com
assepsia em sala esterilizada.

3.2.3.2. Ensaio em meio liquido

As amostras a serem submetidas aos tratamentos foram previamente esterilizadas em
solucdo de hipoclorito de sodio 5% por 1 minuto cada, permanecendo alguns segundos em
repouso a fim de escorrer o excesso. Em seguida, os filmes foram incubados em Erlenmeyers
contendo 190 mL de meio mineral liquido Bushnell-Haas autoclavado e 10 mL do indculo
fangico, exceto para os frascos do fototratamento exclusivamente. Os frascos foram separados

de acordo com cada tratamento, sendo devidamente etiquetados como demonstrado na Figura
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13. Vale ressaltar que para este ensaio foram realizados controles negativo e positivo. O
controle negativo constituiu-se do filme incubado em meio mineral apenas. O positivo, pelo

meio mineral e 10 mL do in6culo fangico, sem a amostra.

Figura 13 - Ensaio da Biodegradacéo realizado em tréplicas e incubado por
120 dias em estufa a 28°C. Amostras (homopolimeros e blendas)
destinadas a cada tratamento (Biotratamento, Fototratamento e

Foto/Biotratamento). Controles positivo e negativo.

Todos os frascos permaneceram em estufa incubadora a 28°C, durante 120 dias. Apds
este tempo, os filmes foram retirados dos frascos, lavados com agua destilada para remocao
os residuos aderidos, secos em papel de filtro e posteriormente armazenados em dessecador a
vacuo por 48 horas (CAMPOS et al., 2003). Todas as amostras foram analisadas e
comparadas com a original. O experimento foi montado em triplicata e sob condi¢fes estéreis

do interior da camara de fluxo laminar.
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3.2.4. Avaliacdo da biodegradacéo
Microscopia Optica (MO):

Os filmes foram analisados em microscépio Optico B4 - BEL photonics, Germany
antes e apds os tratamentos e fotografados no Laboratorio de Tratamento de Polimeros, do

Departamento de Bioguimica e Microbiologia, UNESP - Rio Claro.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):

Foi feita uma caracterizacdo morfoldgica das amostras originais e tratadas utilizando o
Microscépio Eletronico de Varredura com Pressdo Varidvel - LEO 435 VP, pertencente ao
Nacleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia eletrdnica na Pesquisa Agropecuéria
(NAP/MEPA-ESALQ/USP), ESALQ — USP, Piracicaba. Os filmes originais, biotratados,
fototratados e foto/biotratados foram recortados e acoplados nos stubs com fita dupla face e
recobertos com ouro em camara de vacuo, utilizando o metalizador modelo Baltec SCD 050,

com sputtering.

Espectrometria de infravermelho (FTIR):

Os filmes originais, fototratados e foto/biotratados de PEBD, PHB e blenda de
PEBD/PHB foram analisados por FTIR, em espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo
IR Prestige — 21, com resolugdo 4 cm-1, para verificar possiveis alteragdes como
deslocamento, surgimento/desaparecimento e variacdes de intensidades de bandas. Portanto,
0s produtos da degradacéo, as partes quimicas incorporadas nas moléculas dos polimeros (co-
monomeros, insaturacfes), e a presenca de aditivos tais como 0s antioxidantes podem ser
determinados (Albertsson, 1987).

Apl6s a aquisicdo dos espectros, estes foram tratados utilizando-se o software
OriginPro 8, passando pelo processo de ajuste da linha base, normalizacéo e deconvolugédo. A
banda de padrdo interno utilizada como referéncia para a normaliza¢do do PEBD foi de 1463
cm™ (lg) correspondente a deformacéo angular dos grupos CH,, para o PHB foi de 1390 cm™
(lp) correspondente a deformacdo simétrica dos grupos de CH3 e para as blendas utilizou-se a
mesma banda do polietileno (1463 cm™), por ser o componente majoritario nestas amostras.
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Essas medidas tiveram como referéncia de analise para o PEBD e blendas o estudo de Hadad
et al., 2005, e para 0 PHB o0 estudo de Faria & Franchetti, 2009. Utilizou-se também a
deconvolugédo do tipo Lorentziana (FORATO et. al., 1997) para discutir fragdes amorfas e
cristalinas e obter melhor resolugéo das bandas.

Angulo de Contato:

Determinou-se a molhabilidade da superficie do polimero pelo método de medida de
angulo de contato da gota séssil (Figura 14). As gotas foram medidas em um sistema
construido pertencente ao Laboratorio de Tratamento de Polimeros, do departamento de
Bioquimica e Microbiologia UNESP- Rio Claro. A gota foi repetida por trés vezes em cada

amostra.

I

Figura 14 - Método da gota séssil para calcular o angulo
de contato (DESHMUKH & BHAT, 2003).

Perda de Massa:

Uma técnica simples e rapida de avaliar a biodegradacdo de polimeros € através da
variacdo de massa, antes e ap0s o processo de biodegradacdo. As amostras foram aferidas por
balanca (Chyo JK-200 - Marconi) de quatro digitos e os valores médios posteriormente
registrados. A degradacdo microbiana pode ser expressa como porcentagem de perda de

massa.
Perda de Massa (%) = (W0 — W1)/ W0 x 100% (DARWIS et al., 1998)

Onde: WO0= massa do filme original

W1= massa do filme apés tratamento microbiano
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Anélise Visual

Essa analise permitiu a avaliacdo sobre aspectos morfolégicos visuais das amostras
antes e apds os tratamentos, como: coloragdo, deformacdes do material, transparéncia e
adesdao microbiana. Nas imagens de cada amostra, vé-se metade do filme original (Figuras A,
C, E, G, el) e outra metade do filme tratado (Figuras B, D, F, He I).

Atraves da analise das amostras biotratadas pode-se visualizar que o filme de PEBD
(Figura 15B) contém marcas esbranquicadas ao longo das bordas indicando adesdo e
colonizagdo da superficie do material por micro-organismos. A amostra controle apresenta a

superficie lisa, e com a mesma coloracdo se comparado ao original.

Figura 15 - Filmes antes e ap6s o Biotratamento de 120 dias: (A), (C), (E), (G) e (I) amostras
originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam colonizac¢éo, pigmentacao,

adesdo e deformac@es na superficie, respectivamente.

Ja para o PHB (Figura 15D), observa-se apenas alteragdes em sua coloracao, tornando-
se mais opaco e esbranquicado. Este comportamento tem sido atribuido ao aumento da
cristalinidade do polimero (Rosa et. al., 2001).

Na Figura 15F, observa-se que a blenda de 90:10 também teve sua superficie
colonizada por alguma espécie de micro-organismo que ao se aderir, liberou pigmentos que
impregnaram o material (ver detalhe na imagem). Nessa amostra ndo houve alteragcbes em sua
superficie que fossem visiveis a olho nu. Alguns autores (PELLICANO e AGNELLI, 2009;
ROSA et al., 2004 e FRANK, 1984) descreveram em seus trabalhos a importancia desse tipo
de caracterizacdo, ja que em um deles (PELLICANO e AGNELLI, 2009) foi possivel
observar a diferenca nos corpos de provas 120 dias apds o ensaio de biodegradacdo onde
mostrava que o composto PHBV/Ecoflex®/amido de mandioca (49/21/30) apresentava pontos

ou regides de pigmentacdo marrom-escuro (regides circuladas e aspecto rugoso).
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Na blenda 80:20 (Figura 15H), percebe-se que também houve aderéncia de material
microbiano em sua superficie, visto que had alguns pequenos pedacos de micélio que
permaneceram no filme mesmo apds a lavagem da amostra (ver detalhe na imagem). Ao
compararmos o exemplar tratado com o original, percebe-se que as bordas do material foram
desestruturadas, fato esse conferido a dois motivos: a composicdo do material e a uma
possivel biodegradacéo. Essa peca ndo obteve mudancgas em sua coloracdo ou opacidade.

Na blenda 70:30 (Figura 15J), ndo houve modificagdes visiveis. Mesmo por se tratar
de um material com maior porcentagem de PHB, que é classificado como polimero
biodegradavel, o processo biodegradativo ndo foi capaz de interferir nas qualidades fisicas do
filme a ponto de serem observadas. H& apenas um detalhe na Figura 15J onde aponta-se
algumas fraturas muito pequenas ocorridas durante o periodo de incubacéo.

As avaliagcOes do fototratamento foram bastante decisivas quanto ao comportamento
dos filmes. Ficou nitido como a intensidade de radiacdo da cdmara de exposicdo artificial
provocou alteragdes fisicas no material, por isso, analisando-se de forma abrangente, quando
comparado ao modelo original, as superficies dos polimeros apresentaram-se mais rugosas,
com algumas nivelacdes na superficie, rachaduras e com locais de coloracdo esbranquicada e

opaca.

Figura 16 - Filmes antes e ap6s o Fototratamento de 200 horas artificiais: (A), (C), (E), (G) e
(1) amostras originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam deformagdes

na superficie.

O PEBD fototratado(Figura 16B) praticamente ndo sofreu mudancas morfoldgicas
expressivas exceto por um aumento na transparéncia do filme.

Antes de ser introduzida no frasco contendo meio mineral, a amostra de PHB foi
irradiada e seu resultado foi perceptivel em nivel de descoloracdo e opacidade (Figura 16D).

Nas blendas (Figura 16F, H e J) o comportamento resultante da intensidade do

fototratamento foi visto gradualmente a medida que a por¢do PEBD diminuiu na composicédo
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final do material. As amostras sofreram danos consistentes e quebras proporcionais mostradas
nos detalhes da imagem. A blenda de 90:10 (Fig. 16F) permaneceu quase intacta, enquanto
que a de 80:20 (Fig. 161) reportou vérias ondulag¢fes na superficie e alguns pontos de ruptura.
Na amostra da blenda 70:30 (Fig. 16J), houveram fissuras ao longo da borda, com diferencas
de nivelacéo da superficie e rachaduras no centro e nas extremidades do filme.

Ja as amostras que foram irradiadas e posteriormente inoculadas em meio mineral
apresentaram resultados significativos.

Na Figura 17B, encontra-se a superficie do PEBD que fora colonizada, porém o filme
ndo apresentou mudancas morfoldgicas significativas, observando-se apenas uma sutil
alteracdo na coloracéo final (ver detalhe na imagem). Esse resultado foi expressivo, visto que,
trata-se de um polimero hidrofébico e de dificil biodegradacdo. Porém, nesse tratamento o
efeito da fotodegradacdo implicou uma diminuicdo de resisténcia mecanica do material,
permitindo a adesdo de micro-organismos. Ja o filme de PHB (Figura 17D) se destacou pelo
fato de ndo ter sofrido alteracdes significativas em sua superficie, sendo somente modificado
qguanto a transparéncia, tornando-se bastante opaco. Esse tipo de resposta em relacdo ao
fototratamento é considerado por alguns autores, como indicativo de aumento de
cristalinidade, pois durante esse processo, ocorre maior quantidade de reacOes de reticulacdo
na estrutura molecular contribuindo para o embranquecimento da amostra (SADI, 2010;
SADI e FECHINE, 2010; ROSA et. al., 2001).

Figura 17 - Filmes antes e apds o Fototratamento (200h) / Biotratamento (120 dias): (A), (C),
(E), (G) e (1) amostras originais e (B), (D), (F), (H) e (J) amostras tratadas. Setas indicam
deformagdes na superficie.

Na blenda de 90:10 (Figura 17F), observa-se também que houve colonizacdo da
superficie do filme tornando-a quebradica devido a agdo dos micro-organismos (ver detalhes
na imagem). Entretanto, mesmo contendo mais PEBD na blenda do que PHB foi possivel

visualizar a adesdo microbiana a superficie, uma vez que isso se deve a reducdo da
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hidrofobicidade da amostra, provocada pelo fototratamento prévio. Ndo houve alteracdes
quanto a coloragéo.

Na Figura 17H, observa-se que a superficie dos filmes da blenda de 80:20, tornou-se
mais ondulada e quebradica nas bordas do filme. N&o foi possivel uma boa visualizagdo, mas
no canto inferior esquerdo do filme, percebe-se varias manchas coloridas (detalhe na imagem)
significando a pigmentagédo do polimero durante o processo de biodegradacdo provocada pela
adesao de algum tipo de micro-organismo no decorrer de seu desenvolvimento.

Os resultados proferidos na Figura 17J mostram como a estrutura da blenda de 70:30
tornou-se fragilizada apds o fototratamento. De todas as composicoes testadas essa blenda foi
a que mais sofreu parti¢cbes durante a incubacdo. Sua superficie apresentou alguns sinais de
colonizacdo como manchas esbranquicadas (detalhe da imagem), e ainda muitas fissuras na
borda. Esse material foi rotulado como facilmente quebradico ao toque. Essa analise permitiu
uma previa estimativa de resultados dos diferentes tratamentos executados nesse experimento
e facilitou a selecdo de amostras a serem avaliadas pela microscopia Optica (MO) e

microscopia eletrénica de varredura (MEV).
4.2. Perda de massa

A perda de massa é o método mais comumente aplicado e relativamente sensivel para
determinar mudancas causadas pelo ataque microbiano nos polimeros (FLEMMING, 1998).

Na Tabela 2 referente ao PEBD, os valores apresentados correspondem a porcentagens
de ganhos de massa ap0s todos os tratamentos. Tal fato pode estar associado a colonizacéo da
amostra e aos resquicios de biomassa aderida ao material. Sudhakar et al. (2007) viram que 0s
micro-organismos que cresceram sobre e entre as camadas do polietileno levaram a um
aumento de massa devido ao acumulo nessas areas. Entretanto, quando houve a perda de
integridade fisica do material observaram a perda de massa. Esse resultado mostra
principalmente que a adesdo de micro-organismos na superficie do filme é possivel mesmo
sem terem sido expostos ao fototratamento. Sabendo-se que o polietileno teve sua superficie
colonizada apds o foto/biotratamento, é de se esperar que essas técnicas tenham implicado na

reducdo da hidrofobicidade desse homopolimero.
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Tabela 2 - Variagdo percentual de massa dos filmes de PEBD e PHB
apos os diferentes tratamentos.

PEBD PHB
Perda de massa Perda de massa
(%) (%0)
Biotratado 34* Biotratado 15
Fototratado 4* Fototratado 10
Foto/biotratado 6* Foto/biotratado 8

*Valor representando ganho de massa.
Erro =+ 0, 0001.

Analisando-se o comportamento do PHB perante aos tratamentos, observou-se que
quando biotratado, o polimero teve sua massa reduzida em 15% (linha 1 da Tabela 2). Esse
resultado pode estar ligado ao consumo de fracbes amorfas da superficie do polimero pelo
fungo envolvido, embora ndo se tenha observado estruturas do micro-organismo aderido ao
filme nas anélises de MEV. Nos filmes que foram irradiados também observa-se uma leve
perda de massa, entretanto, essa perda foi maior naquela apenas fototratada. Nessa amostra foi
constatada mais tarde, evidéncias de colonizacdo de micro-organismos contaminantes do
frasco em que se encontrava. A amostra foto/biotratada teve danos maiores provocados pela
radiacdo do que pelo proprio biotratamento em si, ja que quando fototratada, o PHB torna-se
mais cristalino, dificultando sua biodegrada¢do (ROSA et al., 2001). Por outro lado, Faria
(2009) observou em seu experimento de biodegradacdo utilizando &gua de rio que o PHB
sofreu maior perda de massa (aproximadamente 100%) em relacdo a blenda de PHB/PP,
enquanto que o PP néo sofreu perda de massa significativa. Deve-se lembrar, portanto, que as
taxas de biodegradacdo estdo diretamente ligadas aos tipos de micro-organismos e de suas
enzimas secretadas no meio durante esse processo.

Nas blendas, de uma forma geral, pode-se concluir que ap6s todos os tratamentos
houve perda de massa, exceto para a blenda 90:10, que ap6s ser biotratada apresentou um
aumento de massa, exatamente pelo mesmo motivo ocorrido para o polietileno puro, ja que
este material contém mais PEBD do que PHB. Sem contar que, nas analises visuais (Figura
15F) observou-se a superficie da blenda bastante pigmentada, sendo este um sinal de
colonizacdo microbiana. Para os outros tratamentos, a blenda apresentou reducdo de massa

em conseqliéncia da radiagdo, deixando o material fragilizado proporcionando a colonizacéo.
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Tabela 3 - VariacGes percentual de massa das blendas ap6s os diferentes tratamentos.

B. 90:10 B. 80:20 B. 70:30
Perda de massa Perda de Perda de
(%) massa massa
(%0) (%)
Biotratado 3* Biotratado 21 Biotratado 19
Fototratado 10 Fototratado 6 Fototratado 30
Foto/biotratado 16 Foto/biotratado 10 Foto/biotratado 36

*Valor representando ganho de massa.
Erro =+ 0, 0001.

A composicdo das blendas foi o fator que mais contribuiu na perda de massa, pois a
medida que a propor¢do de PHB foi aumentando, as taxas biodegradativas foram mais
expressivas do que no proprio PHB puro. As blendas de 80:20 e 70:30 tiveram boas perdas
apos serem biotratadas. Entretanto, na blenda de 80:20 foto e foto/biotratada, suas
porcentagens foram suprimidas, em razdo de uma série de fatores, dentre eles a cristalinidade
adquirida da fase PHB apds fototratamento e pela mistura do PHB com o PEBD. Sabe-se que
o material é heterogéneo e por isso o PHB tende a ser a fase mais dispersa das misturas, sendo
assim, esse fato possivelmente contribuiu para que 0s micro-organismos nao pudessem
encontrar uma fase continua de material biodegradavel, mas sim particulas separadas umas
das outras, o que colaborou no atraso da biodegradacdo dessa blenda (SADI, 2010).

J& para blenda 70:30 pode-se observar que dentre todas as outras, essa foi a composicao
que mais teve perda de massa, principalmente apos o foto/biotratamento. Acredita-se que a
biodegradabilidade da blenda tende a aumentar lentamente com o aumento da fragdo de PHB

no material

4.3. Angulo de contato

As medidas de angulo de contato dos filmes de PEBD e PHB, bem como de suas

blendas, submetidos aos diferentes tratamentos estdo representadas na (Tabela 4).



65

Tabela 4 - Medidas de angulo de contato dos polimeros e das blendas apds
diferentes tratamentos.

Original Biotratado  Fototratado Foto/Biotratado

PEBD 87,54° 72,12° 71,12° 55,66°

PHB 72,35° 66,62° 48,93° 61,16°
Blendas:

90:10 88,30° 58,83° 59,96° 48,43°

80:20 80,91° 77,79° 64,58° 60,83°

70:30 77,59° 76,31° 68,36° 63,86°

Desvio padréo: 8,63.

Nesta, pode-se observar que os filmes de PEBD ap6s serem submetidos ao bio, foto e
foto/biotratamentos, apresentam uma diminuig&o no angulo de contato que pode ser associada
a reducdo da hidrofobicidade deste polimero, permitindo a colonizagdo de micro-organismos
na superficie e favorecendo uma possivel degradacdo do polietileno. Matsunaga e Whitney
(2000) observaram comportamento semelhante em medidas de angulo de contato para
amostras de PEBD ap06s serem pré-tratadas com luz UV e descarga corona. Pereira (2010)
também observou esta reducdo nas medidas de angulo de contato apds o fototratamento com
luz UV e biotratamento em coluna de solo para amostras de PEBD.

Jé& para os filmes de PHB observa-se uma reducédo discreta em seu angulo de contato
apos o biotratamento, também associada a reducdo da hidrofobicidade do polimero. Quando
pré-tratado com luz UV, o PHB apresenta uma reducdo ainda maior na medida de angulo de
contato, que pode ser associada a diminui¢do da cristalinidade do polimero e consequente
aumento da fragdo amorfa. Apesar de poucos estudos publicados sobre a fotodegradacdo do
PHB, (Rosa et al., 2001) demonstraram que a fotodegradacdo deste polimero retarda a sua
biodegradacdo, devido a ocorréncia de reticulagdo e o aumento da cristalinidade induzida pela
luz UV. Porém em outro estudo (SAAD et al., 2010) envolvendo a biodegradacdo de
copolimeros em bloco baseados no PHB e no PCL, os autores observaram que as medidas de
viscosidade intrinseca, temperatura de fuséo e a cristalinidade das amostras diminuiram ap6s
o tratamento com luz UV. Assim pode-se concluir que ha necessidades de um estudo mais
aprofundado envolvendo o tratamento do PHB com luz UV.

Para as amostras de PHB foto/biotradas, observa-se um aumento no angulo de contato
em relagcdo as amostras fototratadas, tornando a superficie menos hidrofilica. Esse fato pode

ser associado ao consumo da fracdo amorfa de grupos moleculares formados apds a
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irradiacdo, havendo com isso uma reorganizacdo de cadeias e consequente aumento de
cristalinidade (Rosa et al., 2001; Sadi e Fechine, 2010 e Fukushima et al, 2001).

Entretanto, estudos realizados por Sudhakar et. al., (2007) evidenciaram o oposto,
obtendo resultados em que um polimero mais hidrofébico foi melhor colonizado do que um
menos hidrofébico, quando biotratados em ambiente marinho. Isto reflete a especificidade do
tipo de organismo que coloniza a superficie, ou seja, hd micro-organismos que preferem
superficies hidrofilicas e outros que se desenvolvem melhor em superficies hidrofdbicas.

O resultado observado para a blenda de 90:10 (Tabela 4) ap6s o biotratamento foi a
reducdo do angulo em uma diferenca de 29,47° comprovando que a blenda possa ter sido
atacada superficialmente por micro-organismos. E apo6s o foto/biotratamento essa diferenca
foi de 11,53° Esta blenda tem a maior percentagem de PEBD, por isso, o resultado dessa
amostra pode ndo ter sido satisfatorio mesmo com o pré-tratamento. Durante a foto-oxidacao
das blendas acredita-se que tenham ocorrido reacdes quimicas que modificaram a fracéo de
polietileno, originando alguns grupos como hidroperoxidos, carbonila, hidroxila, carboxila e
outros que tornam a superficie do filme mais polar facilitando a colonizagdo microbiana. O
PHB também sofre algumas reacdes quando exposto a luz UV, mas como visto anteriormente
na literatura este polimero tende a tornar-se mais cristalino (ROSA et al., 2001).

Nas andlises feitas para as blendas de 80:20 e 70:30 pode-se verificar que a reducéo
nos angulos de contato ndo foi tdo expressiva pelo fato de que a presenca de uma maior
quantidade de PHB na composicdo afetou totalmente o processo biodegradativo. As amostras
biotratadas diminuiram discretamente seu angulo, pois em decorréncia de seu processamento
(prensagem/aquecimento), a blenda deve ter formado uma camada superficial de PEBD que
impediu 0 micro-organismo ao acesso rapido da fase PHB. Sadi (2010) verificou que a falta
de uma camada continua da fase de PHB gerou uma maior dificuldade para 0s micro-
organismos em consumir particulas dispersas do material biodegradavel. Esse ocorrido
implicou na superficie da blenda biotratada pouca reducdo em seu angulo, tornando-se pouco
mais hidrofilica. Arcana et al. (2006), também observaram que a biodegradabilidade de
blendas tende a aumentar lentamente com o aumento da fragdo PHB no material.

J& nas blendas foto/biotratadas, o desempenho foi melhor mesmo sendo irradiados,
pois quando presente na blenda, o PHB acaba auxiliando no processo de degradacéo
justamente por esse ser um material biodegradavel. Com a reducdo na fracdo de PEBD nas
blendas, estas tornam-se mais suscetiveis ao ataque microbiano pela reducdo da

hidrofobicidade. Pereira (2010) observou em seu experimento que todas as blendas
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(PEBD/PHB) tiveram sua caracteristica hidrofébica reduzida apos os tratamentos, sendo que

dentre elas, a que obteve melhor desempenho foi a de 70:30.

4.4. Analises de FTIR

Foram realizadas medidas de FTIR antes e ap0s os diferentes tratamentos. As
principais bandas de absor¢do para o polietileno e o poli(B-hidroxibutirato) sdo apresentadas

na tabela 5.

Tabela 5 - Bandas caracteristicas de absor¢do em FTIR.

PEBD PHB
Numero de Absorcédo da Namero de Absorcédo da
ondas (cm™) ligacdo ondas (cm™) ligacdo
1740 -COO- 1740 C=0
Carbonila de éster Carbonila
1715 -CO- 1450 C-H
Carbonila cetonica Oriundo de
Degradacéo
1640 -C=C- 1390 CH3
Dupla ligagéo do Padréo interno
meio de cadeia
1463 C-H (CHy) 980 Cc-C
Padrdo interno Ligacdes
simples
915-905 H,C=C-

Duplas ligacdes de
finais de cadeia
Fonte: adaptada de Gaboardi (2007).

A Figura 18 mostra os espectros de FTIR dos filmes de PEBD para todos os
tratamentos realizados. Comparando-se a amostra apds o biotratamento (Figura 18) observa-
se que ndo houve mudanca, em relacdo ao original, apesar de ter apresentado alguns indicios
de colonizacdo (ganho de massa, reducdo de angulo de contato, analise visual e
microscopica).

Acredita-se que houve apenas uma adesdo superficial, visto que, muitos trabalhos ja
relataram a dificuldade de biodegradacdo do PEBD (KONDURI et. al., 2010; OLDAK &
KACZMAREK, 2005; JOHNSON, et. al., 1993). Para que essa alternativa fosse bem
sucedida, seria necessario a diminui¢cdo do nivel de cristalinidade, da massa molar e um

melhoramento nas propriedades mecanicas que conferem sua resisténcia.
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Figura 18 - Espectro de FTIR de filmes de PEBD original, biotratado, fototratado e
foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™.

Para os filmes de PEBD fototratados notou-se o surgimento do grupo funcional
carbonila (C=0) nas regides de vibracdo entre 1800-1600 cm™ (carbonila éster e carbonila
cetonica, 1739 e 1713 cm™, respectivamente) (ver detalhe na imagem), indicando que houve
reacOes de oxidacdo provocadas pela radiacdo UV (Figura 18). Essas reacfes podem tornar o
material mais suscetivel ao ataque microbiano, ja que, com a entrada do oxigénio na cadeia
principal, o material torna-se favoravel a biodegradacdo. Singh & Sharma (2008) estudaram o
processo oxidativo e descreveram que os estados excitados pela luz podem clivar a cadeia
polimérica e formar pares de radicais (Norrish 1) ou formar pares de fim de cadeia saturada e
insaturada através do hidrogénio transferido (Norrish I1). Esses radicais adicionam uma
molécula de oxigénio e ddo origem a perdxidos e hidroperoxidos. O processo fotodegradaivo
facilitou a colonizagdo do filme, mas provocou também um aumento na intensidade da banda
dessa regio do fototratamento para o foto/biotratamento. Nimero de ondas (cm™)

Como apresentado na Tabela 6, os indices de carbonila, tanto na carbonila éster (1739
cm™) como na carbonila cetonica, e (1713 cm™), aumentaram apés o foto/biotratamento.
Comportamento semelhante foi verificado por Weiland et al. (1995) que apontaram um
aumento na cristalinidade apds a termo-oxidacao, devido a um rearranjo da estrutura cristalina

e quebra de cadeias, sendo que, ap0s o biotratamento observaram um aumento de 63% da
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cristalinidade do PEBD. Isto pode ser explicado pelo consumo das cadeias menores situadas

principalmente, na carbonila éster que foram formadas durante a oxidacao térmica.

Tabela 6 - indices de carbonila para filmes de PEBD original e de diferentes tratamentos.

PEBD Original Biotratado Fototratado Foto/Biotratado
Carbonila de éster - - 0,05 0,09
A1739/A1463
Carbonila cetbnica - - 0,23 0,41
A1713/A1463
Erro de + 0,004.

As medidas de indice de cristalinidade dos filmes de PHB originais e biotratados,
conforme apresentados na Tabela 7, ndo sofreram modificacdes significativas, sugerindo que
ndo houve consumo do polimero em niveis de cadeia pelo micro-organismo (fungo P.
chrysosporium) durante o biotratamento. Isto também ¢é verificado no MEV, Figura 29B, e na
medida de angulo de contato, havendo uma reducéo sutil de 5° em sua superficie (Tabela 4).
Apo6s o biotratamento notou-se que as amostras tornaram-se bastante opacas (visto na Figura
15D), que podem indicar um aumento de cristalinidade justificando uma leve mudanca na
fase cristalina desse polimero nas regides do grupo carbonila entre 1780-1700 cm™.

Faria (2009) também observou uma diminui¢cdo nos indices de carbonila da fase
cristalina do PHB biotratado com agua de rio. Carashi e colaboradores (2002) testaram a
biodegradabilidade do PHB puro e misturado com farinha de madeira nas porcentagens de 10-
40% em agua de corrego, que recebia o esgoto municipal por 300 dias. Em 180 dias as
amostras de PHB/Madeira 40% foram totalmente consumidas. Portanto, a biodegradacdo do
material, estd totalmente ligada ao tipo de enzima, micro-organismo e do tempo de

biotratamento.
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Tabela 7 - indices de carbonila da fase amorfa e cristalina para filmes de PHB original e de
diferentes tratamentos.

PHB Original  Biotratado Fototratado Foto/Biotratado
Fase Amorfa 0,59 0,57 0,66 0,63
Au757/A13g0
Fase Cristalina 0,84 0,88 0,95 0,89
A1701/A1390
Erro de + 0,004.

Acredita-se também que durante a biodegradacdo, houve consumo apenas de fase
amorfa do PHB pelo micro-organismo, contribuindo na reorganizagdo de cadeia levando o
material a se tornar mais cristalino.

O fototratamento promoveu um aumento da cristalinidade nos filmes de PHB, que

pode ser verificado nos espectros de FTIR, Figura 19 e Tabela 7.

Figura 19 - Espectro de FTIR de filmes de PHB original, biotratado, fototratado e foto/biotratado, na
faixa de 4000 - 400 cm™.

Os filmes fototratados e submetidos ao biotratamento apresentaram uma diminui¢éo
dos indices de carbonilas, tanto da fase amorfa quanto da cristalina (Tabela 7). Sugerindo que
ambas as fases foram consumidas durante o biotratamento. Trabalhos realizados com PHB em
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agua de rio poluido demonstraram que a degradacdo ocorre tanto na fase amorfa como na
cristalina (FARIA e FRANCHETT]I, 2010). Segundo Spyros et al. (1997) a degradacdo do
PHB por Pseudomonas lemoignei, ocorre atraves da acdo enzimética da PHB-despolimerase
B em ambas as fases, amorfa e cristalina. Inicialmente ha o ataque na fase amorfa, seguido da
fase interlamelar (amorfa) e depois, da fase cristalina. Analisando-se as carbonilas de fase
amorfa e cristalina do PHB (Tabela 7) nas deconvolugdes lorentzianas, percebe-se que a
fracdo amorfa (1757 cm™) desse polimero teve uma leve diminuicio apés o
foto/biotratamento, acompanhada também da reducdo as fracdo cristalina (1701 cm™), se
mantendo constantes. Timmins et al. (1996) verificaram degradagdo proporcional tanto na
fase amorfa quanto na cristalina.

Mesmo que tenha ocorrido a degradacdo em ambas as partes, sabe-se que a foto-
oxidacdo do PHB atrasa 0 seu processo de biodegradacdo, portanto, o periodo de teste pode
ndo deve ter sido suficiente para que esse polimero pudesse ser biodegradado por completo.

Nas blendas PEBD/PHB, percebeu-se que o processo de producgdo dos filmes ndo
garantiu a homogeneidade das mesmas, por isso o0 resultado dos tratamentos foi um pouco
diferente apenas nas blendas de composicées de 80:20 e 70:30, nas regides de 1750-1800 cm™

onde as bandas de carbonila (C=0) sdo mais visiveis.

Tabela 8 - indices de carbonila das blendas originais e para diferentes tratamentos.

Blendas Original Biotratado Fototratado Foto/Biotratado
Carbonila de éster 0,08 0,09 021 031
90:10 Auzs6/Adass
Carbonila cetonica 0,10 0,10 0,37 0,71
A1720/A1463
Carbonila de éster 0,15 0,50 0,46 0,31
80:20 Ai1739/Avs63
Carbonila cetonica 0,21 0,38 0,55 0,61
Al718/Al463
Carbonila de éster 0,20 0,21 0,80 0,29
70 . 30 Al748/A1463
Carbonila cetbnica 0,24 0,26 1,27 0,54
Al7l7/Al463

Erro de + 0,004.
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Para a blenda PEBD/PHB 90:10 ndo foram observadas mudangas apds o
biotratamento (Tabela 8). Pode-se observar que a medida que a fracdo de PEBD aumenta na
blenda, a biodegradagdo foi dificultada, ja que o polimero possui alta resisténcia ao ataque
microbiano. Apesar de sua superficie ter se tornado um pouco mais hidrofilica (Tabela 4), as
medidas de perda de massa indicam que esse filme teve um aumento na massa total da blenda
ao final do biotratamento, justificando apenas uma colonizacéo de superficie, sem alteragdes

estruturais.

Figura 20 - Espectro de FTIR da blenda de PE/PHB 90:10 original, biotratado, fototratado e

foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™, apds a biodegradag&o.

Ainda na blenda 90:10, apds o fototratamento verificou-se 0 mesmo comportamento
observado para o PEBD puro (Figura 20). Nota-se um aumento nas bandas de carbonila
(Tabela 8) na éster (1756 cm™) e na carbonila cetonica, (1720 cm™) apés o fototratamento.
Isto ocorre devido a foto-oxidagdo durante a exposicao a radiacdo UV ocorrendo rearranjo de
cadeias aumentando a fracdo cristalina. Sem contar que o material é heterogéneo e por isso 0
PHB tende a ser a fase mais dispersa das misturas. Esse fato possivelmente contribuiu para
que no foto/biotratamento os micro-organismos nao pudessem encontrar uma fase continua de
material biodegradavel, mas sim particulas separadas umas das outras, o que colaborou no
atraso da biodegradacdo dessa blenda (SADI, 2010). Apds o foto/biotratamento, verificou-se

um aumento nos indices de carbonilas (Tabela 8) e a banda, tornou-se mais forte, assim como
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ocorreu nos filmes de PEBD puro. Este fato se deve a maior fragcdo de polietileno constituinte
da blenda.

A blenda PE/PHB 80:20 apresentou um aumento dos indices do grupo carbonilicos
(amorfo e cristalino) apds o biotratamento (Tabela 8). Conforme verificado por MEV (Figura
29B), houve uma significativa adesdo microbiana na superficie do filme o que pode ocasionar
aumento de grupos carbonilicos, uma vez que a total remogéo da biomassa microbiana sobre o
filme ndo foi possivel de ser realizada. Os micro-organismos que crescem entre as camadas
poliméricas, levam a um aumento na massa enguanto o crescimento na superficie leva a perda
da integridade do polimero e consequiente diminuicdo de massa (SUDAHKAR, et al., 2007).
O aumento na intensidade da banda de carbonila esté relacionado ao aumento de sua carbonila
ceténica, (1720 cm™) do indice de 0,21 para 0,38 apés o biotratamento, indicando uma

possivel reorganizacdo de cadeia devido ao consumo da fase amorfa pelos micro-organismos.
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Figura 21 - Espectro de FTIR da blenda de PE/PHB (A) 80:20 e (B) 70:30 original, biotratado,
fototratado e foto/biotratado, na faixa de 4000 - 400 cm™.

Nos espectros de FTIR das blendas PEBD/PHB 80:20 e 70:30 (Figura 21 A e B) pode-
se observar um aumento na intensidade das bandas de carbonilas apds o fototratamento,
decorrentes do processo foto-oxidativo, o que também pode ser verificado na Tabela 8. Isso

ficou bastante claro na blenda de 80:20, devido a redugédo da fase amorfa na regido de 1714
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cm™. Apés o foto/biotratamento, o indice de carbonilas de éster diminuiu, e o de carbonila
cetbnica aumentou. No entanto, o aumento do indice dessa carbonila ndo inibiu
completamente a decomposicdo do PHB, ja que houve uma perda de massa apdés a
biodegradacdo (Tabela 3), porém caracterizou um atraso no processo biodegradativo. Houve
maior consumo microbiano das fases amorfas contribuindo no aumento da fragéo cristalina.
Este fato esta de acordo com os resultados de MEV (Figura 29C e 29D) em que é possivel
visualizar adesdo seguida de ataque microbiano na superficie do filme, consumindo ambas as
fases, amorfa e cristalina, o que caracteriza um processo de biodegradacéo.

Conforme verificado na tabela 8, a blenda de PE/PHB na proporcdo 70:30 néo
apresentou diferenca significativa quanto aos indices de carbonilas ceténicas (1717 cm™) e na
carbonila éster (1748 cm™) antes e ap6s o biotratamento. Isto sugere que o ataque microbiano
ocorreu na superficie do filme ndo causando mudancas estruturais. Segundo Corréa et al.
(2008), o processo de biodegradacdo do PHB ocorre em camadas. Este fato também foi
verificado nos estudos de Faria e Franchetti (2010) com blendas de PP/PHB, que além da
descamacdo também verificaram a heterogeneidade no material. Sadi (2010) observou em seu
trabalho que a falta de uma camada continua da fase de PHB gerou uma maior dificuldade
para 0s micro-organismos consumir particulas dispersas do material biodegradavel. Esse
ocorrido implicou na superficie da blenda biotratada pouca reducéo em seu angulo de contato
(Tabela 4), tornando-se pouco mais hidrofilica. Arcana et al. (2006), também observou que a
biodegradabilidade das blendas tende a aumentar lentamente com o aumento da fracdo de
PHB no material.

Os resultados relacionados ao fototratamento e foto/biotratamento evidenciaram uma
diminuicdo nas fases amorfa e cristalina da blenda 70:30 (Tabela 8). Entende-se que ambos 0s
efeitos devem ter sido facilitados pela fotodegradacao, ou seja, o processo de fotodegradacéo
favorece ao aumento da cristalinidade do PHB e diminui a cristalinidade do PEBD. Ainda que
essa blenda seja tdo heterogénea quanto as outras, deve se levar em conta que a quantidade de
PHB também é maior nesse material, aumentando a possibilidade de formacdo de camadas
superficiais compostas de moléculas de PHB. E importante destacar que esta blenda apresenta
uma superficie irregular e mais rugosa (Figura 31B) aumentando as chances dos conidios de
fungos se aderirem ao material (SEMENOV et al., 2003). Pereira (2010) observou resultados
semelhantes utilizando blenda de PEBD/PHB (70/30) enterradas em solo de jardim, e
constatou que a morfologia dessa blenda pode ter sido o fator determinante na sua
biodegradabilidade em solo apds o fototratamento, devido a imiscibilidade entre os polimeros

PHB e PEBD, e que esse fato tenha facilitado os processos de oxidacdo pela acdo da luz UV,
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e posterior hidrdlise, devido a adesdo dos micro-organismos, aumentando a taxa de

biodegradacéo.

4.5. Analises de Microscopia 6ptica (MO) e Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Ap0s o periodo de biodegradacéo, os filmes foram retirados do meio e observados em
microscopio Optico e eletrdnico de varredura. Essa técnica permitiu visualizar as superficies
de alguns filmes que obtiveram modifica¢cdes durante o experimento.

Alguns aspectos foram adotados para a avaliagdo dessas superficies como, a
coloracdo, transparéncia, morfologia, e a presenca de estruturas microbianas. Os resultados
dessa analise sdo apresentados da seguinte forma: filmes originais a direita da foto e filmes

tratados a esquerda.

Figura 22 - Micrografia dptica dos filmes de PEBD. (A) PEBD biotratado, original (direita) e
tratado (esquerda), (B) PEBD fototratado, original (direita) e tratado (esquerda), (C) PEBD
foto/biotratado, original (direita) e tratado (esquerda). Aumento de 400x. Setas indicam adesdo e

pigmentacdo do filme, fraturas e deformagdes na borda, colonizacéo de hifas respectivamente.

Na Figura 22A, observa-se uma amostra de PEBD biotratada que foi colonizada e teve
material microbiano aderido, visto que ha pigmentacdo da superficie com um marrom escuro.
Segundo Flemming (1998), biofilmes podem conter micro-organismos que produzam
pigmentos. Alguns desses pigmentos, em particular aqueles formados por algumas linhagens
de fungos, sdo lipofilicos e tendem a difundir para dentro da matriz lipofilica do polimero.
Ainda que tenha ocorrido a colonizacdo, ndo se observou vestigios de alteracdo morfologica.
Apos o fototratamento, o filme de PE sofreu mudangas nas bordas, observando-se pequenas
fraturas e deformacdes (Figura 22B) possivelmente provocadas pela irradiacdo. A morfologia

desse exemplar manteve-se regular e uniforme para o restante do filme.
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Durante o foto/biotratamento (Figura 22C) observa-se que o filme foi bastante alterado
quanto a cor, variando entre marrom claro e escuro cobrindo quase toda sua superficie. Foram
constatadas também algumas estruturas mais escuras sobre o filme, indicando hifas do micro-
organismo colonizador. Vé-se que essas células formaram uma massa densa sobre o material
desde a borda até o meio do filme, como indicam as setas detalhadas na imagem. Essas
alteracdes se encaixam nos metodos de avaliacdo da biodegradacédo de polimeros, cujo foco é
a estimativa de modificacBes que ocorrem nos materiais, ou seja, rugosidade da superficie,
formacdo de buracos e rachaduras, mudancas na coloracdo, desenvolvimento de micro-
organismos pela superficie, etc. (LUCAS et. al., 2008).

Portanto, para facilitar a visualizacdo dessas alteragdes morfoldgicas da superficie do
polimero e de algumas estruturas microbianas, a analise de MEV permitiu a complementacéo
do método de microscopia Optica.

Como pode-se observar na Figura 23B, durante o biotratamento a superficie do PEBD
foi colonizada, mostrando apenas a presenca de alguns focos do material biol6gico encontrado
ao longo da amostra. Essa figura confere com a andlise optica da superficie de PE biotratado
realizada anteriormente (Figura 22A). Vé-se também que, mesmo com 0 micro-organismo
presente, a morfologia da superficie ndo apresentou mudancas expressivas se comparado ao
filme original (Figura 22A), apenas sutis ondulagdes. Acredita-se que a biodegradagéo nessa
amostra pode néo ter ocorrido de forma intensa, pois como visto em literatura, a natureza do
polimero € de dificil degradacdo. A adesdo de micro-organismos nas superficies poliméricas
estd diretamente ligada as taxas de biodegradacdo, pois sabe-se que essa atividade
proporciona alteragdes por meios mecénicos, quimicos e/ou enzimaticos (LUCAS et. al.,
2008).
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Figura 23 - Micrografias do PEBD; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1500x, 1000x e 2000x respectivamente. Setas indicam

rugosidade da superficie, e descamacdo respectivamente.

Contudo, analisou-se os resultados do fototratamento (Figura 23C) dos filmes, e
concluiu-se que ndo houve mudangas perceptiveis na superficie. O mais provavel é que as
alteracdes de efeito possam ter ocorrido nas estruturas moleculares do polimero, tendo como
base, o surgimento de novas bandas (regides de vibragdo entre 1743-1722 cm™) ligadas
quimicamente a cadeia principal que se formaram durante a exposi¢do de radiacdo UV,
atribuido a grupos carbonilicos sendo este o principal grupo formado e de fundamental
importancia no inicio da biodegradacdo. Este fato contribui para a sustentacao da idéia de que
0s pré-tratamentos sdo um tipo de auxilio no processo de biodegradacdo de polimeros
recalcitrantes ao meio ambiente.

Sendo assim, as amostras do PEBD que foram fototratadas e posteriormente incubadas
em meio minimo, apresentaram modificacGes tanto na superficie quanto na estrutura
molecular (vide resultado em FTIR, Tabela 6). Na Figura 23D, é possivel observar que a
superficie tornou-se mais rugosa (ver detalhe na imagem) e desnivelada devido ao

envelhecimento artificial, pois sabe-se que a exposi¢do induzida possui uma intensidade de
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radiacdo muito elevada, proporcionando as amostras uma condi¢do fragil. Com os filmes
danificados a colonizacdo da superficie foi propicia devido a reducdo da hidrofobicidade do
material fato este, que foi constatado através da medida de angulo de contato (Tabela 4).
Semenov et. al., (2003) concluiu que a rugosidade da superficie afeta na adesdo entre ambas
as partes, o material de origem ndo bioldgica e dos esporos, sendo capaz de aumentar ou
reduzir a forca de adesdo da camada. Outra referéncia de estudo utilizando uma espécie de
polietileno oxi-biodegradavel observou que a superficie do material previamente termoxidado
apresentou-se profundamente fissurado, onde essa camada superficial foi descamada devido a
atividade promotora de peroxidacdo (SCOTT, 1997).

Contudo, por ser este um polimero semicristalino e bastante hidrofobico, o tratamento
com luz UV, demonstrou-se eficaz na diminuicdo da resisténcia mecanica, implicando entao
em uma colonizacdo do filme com estruturas bastante aderidas que implicaram em um
aumento de massa, confirmado pela anélise da perda de massa, comportamento natural devido
a natureza do polimero (vide Tabela 3).

Todavia, 0s aspectos que ocorreram no PEBD néo foram os mesmos visualizados, para
o filme de PHB foto/biotratado (Figura 24C). Quando comparado ao original, a amostra
apresenta a superficie uniforme e lisa, sem sinais de adesdo microbiana com poucas
alteracbes. Também aponta-se mudancas na pigmentacdo provavelmente decorridas da
irradiacdo devido a opacidade da amostra. Esse efeito foi comprovado no resultado da analise
visual do exemplar de PHB observado na figura 11B. Acredita-se que a amostra tenha se

tornado mais cristalina.

Figura 24 - Micrografia éptica dos filmes de PHB. (A) PHB biotratado, original (direita)
e tratado (esquerda), (B) PHB fototratado, (C) PHB foto/biotratado, original (direita) e
tratado (esquerda). Aumento de 400x. Seta indica fratura e deformagéo do filme.

O filme fototratado (Figura 24B) foi oxidado durante esse processo e teve sua

superficie fragilizada provocando pequenas fraturas ao longo da amostra. O filme conteve
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alteracdes de cor assim como observado nas outras amostras de PHB, tornando-se apenas um
pouco mais pardo. Na figura 24A, correspondente ao biotratamento, ndo foi possivel notar-se
a colonizagdo de micro-organismos, entretanto, sua coloragdo foi modificada. Esse mesmo
filme teve sua aparéncia embranquecida como mostrou os resultados de analise visual (Figura
10D). Essa reacao de clareamento de amostras também foi observado por Fukushima et al.
(2011) utilizando poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(acido latico) (PLA), exemplares da
mesma familia de poliésteres a qual pertence o PHB. Depois de enterrados em solo por 7 dias,
0 autor concluiu que o embranquecimento das amostras pode ter sido uma consequéncia do
processo de biodegradacdo, induzindo uma mudanca no indice de refracdo das amostras e
como conseqiiéncia da absorcdo de agua e/ou presenca de produtos formados pelo processo
hidrolitico.

Mesmo com as analises de MEV, a amostra de PHB biotratada (Figura 25B), mostra-
se quase intacta, e ndo observa-se mudancas morfoldgicas significativas se comparado a
amostra original (Figura 25A). Esse evento deve ter ocorrido pelo fato do PHB ser
caracterizado um polimero altamente cristalino, apesar de ser biodegradavel. Ainda assim,
cabe ressaltar que as taxas de biodegradacdo estdo diretamente ligadas aos tipos de micro-
organismos submetidos em qualquer teste (LUCAS et al., 2008). Portanto, o fungo utilizado
durante o teste (P. chrysosporium), pode ter consumido parcialmente o polimero, ndo
causando danos biodegradativos evidentes.

Sabendo-se que os resultados de FTIR mostraram uma pequena reducao nos indices de
carbonila, especificamente na fracdo amorfa desse exemplar (Tabela 7), esse trabalho sugere
que o PHB tenha reorganizado suas cadeias proporcionando um aumento da fragéo cristalina,

tornando o material mais cristalino e logo, opaco.
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Figura 25 - Micrografias do PHB; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1500x, 1000x e 2500x respectivamente. Setas

apontam fendas provocadas pela adesdo de hifas e hifas ainda na superficie, respectivamente.

Na Figura 25C, nota-se que a fragilizacao do filme de PHB apds a radiacdo com UV,
foi o fator chave no desencadeamento do processo de colonizacdo da superficie com evidente
adesdo de hifas sob o material. E importante observar que as erosdes formadas na superficie
sdo resultantes do crescimento microbiano, comportamento esse, tipico de uma bioerosdo de
polimeros, provocado pela despolimerizacdo e consumo de moléculas do PHB. A bioeroséo é
considerada pela literatura uma das primeiras causas apresentadas antes da perda de massa
(BONHOMME et al., 2003).

Como alguns frascos do experimento contaminaram durante o processo de incubacao,
certas amostras que deveriam apresentar somente resultados de fotodegradagéo, se mostraram
colonizadas por hifas dos fungos contaminantes. Esse resultado pode levantar a hipotese de
que ao ser fototratado, o filme teve as propriedades de resisténcia e flexibilidade atenuadas,
favorecendo o desenvolvimento de outros micro-organismos, ja que esses filmes tiveram um

maior contato com diferentes ambientes.
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Portanto, para reforcar a severidade do fototratamento sobre as amostras de PHB,
pode-se ver que o exemplar foto/biotratado (Figura 25D) apesar de ndo ter a presenca de
micro-organismos, apresenta uma superficie muito mais rugosa e com fissuras do que o
préprio exemplar somente fototratado. Alguns trabalhos sugerem que, 0 aumento na
cristalinidade do PHB desencadeado pela radiacdo pode atrasar a biodegradacdo, mas nao
inibir completamente a decomposicdo desde que a perda de massa aumente de acordo com o
tempo de biodegradacdo (SADI e FECHINE, 2010; ROSA, et. al., 2001). No caso dessa
amostra, € necessario lembrar que exatamente ap6s o envelhecimento artificial percebeu-se
um clareamento e opacidade dos filmes, dado este, citado anteriormente e em literatura como
indicativo de aumento na cristalinidade do polimero (vide andlise visual Figura 11D),
podendo colaborar para tal atraso na biodegradacéo.

Analisando os resultados dos homopolimeros podemos ter como base o
comportamento dos mesmos durante os tratamentos nas blendas preparadas.

Nas verificacBes de microscopia Optica, a blenda 90:10 (Figura 30A) apresentou-se
com a superficie colonizada e com parte do filme pigmentado de marrom escuro (analise
visual Figura 10F). Essa técnica permitiu a visualizacdo de estruturas fangicas, mais
especificamente hifas com conidiéforos e seus esporos. A mistura de polimeros na

composicao da blenda pode ter facilitado a colonizagdo do material durante a incubagéo.

Figura 26 - Micrografia Optica da blenda 90:10. (A) biotratada, (B) fototratada, (C)
foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam hifas com conidi6foros presentes no filme,

superficie pigmentada e conidios no filme, respectivamente.

A amostra fototratada (Figura 26B) se mostrou alterada morfologicamente com leves
fissuras na superficie e com mudancas de cor. Apesar de conter mais polietileno do que PHB,
a estrutura dessa blenda tornou-se mais fragilizada apés a irradiagdo como ja vinham
mostrando os resultados de outras amostras indicadas a esse tratamento. Ja para o exemplar

que foi foto/biotratado (Figura 26C), observaram-se muitos esporos negros (ver detalhe na
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imagem) ao longo de toda a varredura da amostra, indicando colonizacdo e possivel
biodegradacéo.

Contudo, durante a avaliagdo com microscopio eletrénico de varredura, da blenda
90:10 o exemplar biotratado (Figura 27B) apresentou varios pedacos de hifas espalhadas
sobre a superficie e alguns esporos fungicos também (ver detalhe na imagem). Pode-se
observar ainda que a superficie desse polimero mostrou-se fissurada apenas onde as células
fangicas permaneceram, condizendo com a idéia de Bonhomme, et. al. (2003) citada
anteriormente de que a erosdo pode ser sim um precursor na perda de massa. Nessa blenda
era de se esperar que houvesse ataque por parte dos micro-organismos apenas na amostra
foto/biotratada pelo mesmo motivo ocorrido nos homopolimeros, de que apds serem
irradiados, os filmes se tornariam mais enfraquecidos estruturalmente, facilitando entdo a

colonizacao.

Figura 27 - Micrografias da blenda 90:10; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 1000x, 500x e 2000x respectivamente. Setas indicam

erosao, esporo fungico, hifas, aglomerado de esporos e fenda, respectivamente.
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Entretanto, este ndo foi o ocorrido, pois para a amostra apenas fototratada (Figura
27C) também ocorreu a contaminacdo do frasco comprometendo as analises morfoldgicas da
superficie, apenas por impacto da radiagdo. Na Figura 27C, é possivel visualizar poucos
pedacos de hifas ainda aderidas a superficie, onde se encontram erosfes de camadas. Faria
(2009) em seu estudo de biodegradacdo em agua de rio observou que a blenda de
Polipropileno/PHB, teve a camada superficial degradada e que provavelmente esta era
composta de PHB. O autor sugeriu também que a biodegradacdo pode ter ocorrido em
camadas (layer-by-layer), ja que, notou-se depois o aparecimento de outras fracdes. Estdo
presentes ainda nessa mesma amostra, algumas marcas em linhas retas paralelas e na
diagonal, defeitos provavelmente provocados pelo papel aluminio durante a preparacdo do
material.

Tomando por base que, o fotratamento foi um mecanismo que implicou resultados
satisfatorios antes da inoculacdo do material ao biotratamento, podemos inferir que a
amostra foto/biotratada (Figura 27D) teve uma diminuicdo na hidrofobicidade de sua
superficie favorecendo a adesdo dos esporos e danificando a estrutura superficial do
polimero que ja havia tornado-se mais rugosa. Como bem estabelecidos em literatura, 0s
efeitos da radiagdo UV tendem a se confinar nas areas amorfas do polimero devido a uma
maior permeabilidade dos raios nessas regifes, assim sendo, as mudancgas superficiais
ocorridas apos a foto-oxidacdo induzem os micro-organismos a consumir essa fracéo e se
propagar pelo material (SADI, 2010). Essa blenda apesar de ter sido bastante colonizada,
seu resultado ndo garante que a biodegradacao tenha ocorrido de forma concreta para todos
os exemplares, pois a composicdo do material foi em sua maior parte formada de
polietileno, cuja caracteristica € de ndo ser biodegradavel. Portanto, acredita-se que a
degradacédo bidtica deve ter ocorrido nas interfaces de PEBD e PHB e em partes mais
enfraquecidas do PHB.

Sabendo-se disso, na blenda 80:20 biotratada (Figura 28A), que por sua vez contém
maior fracdo de PHB em sua composicao final , observou-se que ao final dos testes, havia
uma maior pigmentacdo em toda a area visualizada, porém sem muitas evidéncias de danos
provocados pelo biotratamento. Constatou também, uma massa colonizadora na borda do
filme, aparentando serem hifas aderidas ao material. A presenca de micro-organismos

nessa amostra pode ter sido facilitada pela proporcéo de materiais.
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Figura 28 - Micrografia dptica da blenda 80:20. (A) biotratada, filme original (direita) e
tratado (esquerda), (B) fototratada, (C) foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam
hifas com conidioforos presentes no filme, superficie pigmentada e conidios no filme,

respectivamente.

Na blenda somente fototratada (Figura 28B), foram encontrados algumas estruturas
fangicas, tais como esporos escuros e algumas hifas em sua superficie. Essas estruturas
apareceram em consequéncia da contaminacdo dos frascos do fototratamento. Como
anteriormente explicado, esse fato pode ser relacionado com a caracteristica fragilizada do
filme, com maior probabilidade de ataque microbiano, visto que as amostras entraram em
contato com diversos ambientes. Apds o foto/biotratamento a blenda de 80:20 (Figura 28C),
apresentou em sua superficie inUmeros esporos fangicos, que permaneceram sobre 0 material
(ver detalhe na imagem). Mesmo com a presenca desses micro-organismos ndo foi possivel
visualizar mudancas morfoldgicas ao longo do filme. Aparentemente, ndo houve altera¢des na
pigmentacé&o.

Opticamente analisando as superficies dessa blenda, ndo foi possivel dizer se houve
alteracdes morfologicas provocadas pelos tratamentos mais severos, como a fotodegradacao e
a foto/biodegradacdo, entretanto, com as visualizagbes de MEV, verificou-se que esse
exemplar teve sua superficie bastante biodegradada. A amostra biotratada (Figura 29B)
tornou-se bastante danificada apdés o periodo de 120 dias, sendo modificada
morfologicamente durante o0 processo biodegradativo onde 0S micro-organismos
possivelmente provocaram rachaduras e conseqlientes fragmentacdes na blenda facilitando a
biodegradacao.

Novamente, a composicdo da blenda pode ter sido o principal fator no
desencadeamento da biodegradacédo. Pois, a medida que a por¢do de PHB aumenta, as fissuras
superficiais tornam-se mais evidentes correspondendo aos trabalhos de Faria (2009) e Corréa
et al. (2008). Esse comportamento contrasta até mesmo com o resultado do biotratamento
submetido ao PHB puro, pois nessa amostra ndo houve registro de contato com material
bioldgico, apontando que isso pode vir a influenciar no processo de biodegradacdo tanto do
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polietileno, quanto do proprio PHB. Como sabido, essa blenda é formada por materiais
imisciveis, portanto o filme resultante da prensagem torna-se heterogéneo contendo fases
distintas de ambos os polimeros. A regido de contato entre uma fase e outra, pode ser
entendida como uma interfase. Nessas interfases da blenda, a probabilidade de ocorrer o
ataque microbiano é maior do que em homopolimeros isolados, como observado no trabalho
de Gongcalves et al. (2009) utilizando blendas de PP/PHBV.

Figura 29 - Micrografias da blenda 80:20; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 2000x, 1500x e 6000x respectivamente. Setas indicam
erosdo, hifa totalmente aderida, aglomerado de esporos, estrutura de uma hifa, e rachaduras na

superficie, respectivamente.

Nos resultados do filme fototratado (Figura 29C) observa-se que a primeira camada
apresentava sinais de degradacdo decorrentes do aparecimento de fendas e alguns poros,
ressaltando a eficiéncia da irradiacdo, além de observar-se também uma superficie dominada
por células fangicas (hifas) sendo que algumas delas estdo quase penetradas na camada mais
interna (ver detalhe na imagem). Isto se deve a dois fatores: a diminuicdo da resisténcia

mecénica do material e a diminuicdo da hidrofobicidade. Volke-Sepulveda et al. (2001)
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também observou esse comportamento de hifas de Aspergillus niger quase totalmente
aderidas a superficie do PEBD.

Apos a irradiacdo seguida de biotratamento, observa-se que a superficie desta blenda
(Figura 29D) foi altamente colonizada por hifas e inUmeros esporos de micro-organismos (ver
no detalhe da imagem), com pontos de erosdo e rachaduras. Ficou claro que a irradiacdo da
amostra promove a fragilizacdo da superficie, deixando esta blenda suscetivel a adesédo
microbiana.

Semelhantes resultados de colonizacéo e fraturas da superficie, foram observados por
microscopia Optica para as blendas de 70:30. Observa-se na Figura 30A, que a amostra
biotratada foi parcialmente colonizada, indicando pontos marrons na borda do filme, que se
estendem para o centro. Percebe-se também uma leve alteracdo de cor na amostra de
transparente para bege. Alguns autores descreveram em seus trabalhos a importancia desse
tipo de caracterizacdo (PELLICANO e AGNELLI, 2009; ROSA et al., 2004 e FRANK,
1984). Em um deles foi possivel observar a diferenca nos corpos de provas a 120 dias ap06s o
ensaio de biodegradacdo onde mostra que o composto PHBV/Ecoflex®/amido de mandioca
(49/21/30) apresenta pontos ou regides de pigmentacdo marrom-escuro (PELLICANO e
AGNELLI, 2009).

Figura 30 - Micrografia éptica da blenda 70:30. (A) biotratada, (B) fototratada, filme original
(direita) e tratado (esquerda), (C) foto/biotratada. Aumento de 400x. Setas indicam presenca

de micro-organismos, falhas na superficie e pigmentag&o, respectivamente.

Ja para a amostra fototratada, o resultado evidencia novamente que a irradiacdo
provocou 0s mesmos danos superficiais. O detalhe da Figura 30B mostra a area do filme apds
o fototratamento e observa-se uma discreta falha na superficie como se fossem regides de
descamacdo e rachaduras, efeito esse muito parecido com a remocdo de camadas dos
polimeros que ocorre nos processos biodegradativos. Evento parecido foi reportado por Faria

(2009) ao perceber que algumas marcas originadas durante o processamento da amostra ndo
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foram mais encontradas ao serem biotratadas. O autor também sugeriu um efeito degradativo
em camadas, que mais tarde foi comprovado pela perda de massa. No filme foto/biotratado
(Figura 30C), visualiza-se manchas coloridas pela superficie da amostra, sendo este um
indicativo de colonizacdo. Se houve colonizagdo, é possivel que a blenda tenha se tornado
mais hidrofilica, e com a superficie morfologicamente alterada. Esse fato foi verificado nas
analises de angulo de contato.

Entretanto, ainda nas fotomicrografias de MEV dessa blenda, foi possivel visualizar
com clareza que sua composi¢do influenciou os resultados obtidos. Morfologicamente
analisando, o material como um todo apresentou-se menos uniforme do que os materiais
vistos anteriormente, com a camada superficial bem mais rugosa. Isso se d& pela maior
incorporacdo de PHB na mistura da blenda, resultando em uma superficie mais fragil. Em
analises macroscopicas, esse material ja apresentava alguns indicios de fragilidade apds a sua
preparacdao em prensa hidraulica, sendo possivel apontar algumas deformacdes no filme (vide
analise visual Figura 10J).

Sendo assim, ap6s o biotratamento (Figura 31B), permitiu-se inferir que houve uma
tentativa de fixacdo e desenvolvimento na estrutura do polimero por parte de alguns conidios
presentes, visto que cada célula localizava-se bem proximo a buracos escurecidos (ver detalhe
na imagem). Nessa mesma foto, foi possivel visualizar que esses buracos apresentavam uma
certa profundidade de formatos arredondados, bem semelhantes ao tamanho dos conidios,
apontando entdo uma tentativa de permanéncia. Porém, esse processo pode ter sido
interrompido devido ao prazo do teste de biodegradacao, onde as amostras dos filmes foram
retiradas assim que o tempo foi liquidado, ndo sendo o suficiente para que essas estruturas se
aderissem e colonizassem a blenda.

Mas é importante destacar que, em uma superficie mais disforme, as chances dos conidios de
fungos se aderirem ao material, € muito maior. Isso foi reportado no trabalho de Semenov et
al. (2003), onde o autor diz que a adesdo é na maioria das vezes consolidada pela ativa
secrecdo de uma espécie de cola adesiva onde essa substancia pode ocorrer em varios estagios

depois e/ou antes da germinacédo do esporo.
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Figura 31 - Micrografias da blenda 70:30; (A) original, (B) biotratado, (C) fototratado, (D)
foto/biotratado, com aumentos de 1000x, 2500x, 5000x e 3500x respectivamente. Setas indicam
adesdo do esporo na superficie com erosao, degradacdo em camadas, aglomerado de esporos e

fenda, respectivamente.

Para o processo fotodegradativo (Figura 31C), o filme sofreu alteracGes significativas
tornando-se um material muito oxidado e fragilizado capaz de se desintegrar facilmente. Na
Figura 31C, observa-se a amostra bastante erodida e disposta em camadas (ver detalhe na
imagem), resultado esse provocado por uma série de fatores, tais como, a alta energia de
irradiacdo da maquina, a temperatura interna da camara, o tempo de exposicdo, e a espessura
do exemplar. Segundo Fechine e Demarquetti (2008), esse comportamento esta relacionado a
um processo de quimiocristalizacdo que causa um efeito de densificagdo das camadas
superficiais e que em ultimo caso pode levar a rachaduras espontaneas.

Essas mudancas nas propriedades fisicas e quimicas provocadas pela luz ultravioleta
acabam induzindo um tipo de reacdo em cascata, onde a exposicao do material oxidado, gera
novos grupos quimicos como hidroperoxidos, carbonilas, ésteres, etc., acarretando na reducéao
da hidrofobicidade, facilitando a adeséo e crescimento de micro-organismos potencialmente
habeis na formacdo de biofilmes. Deste modo, pode-se observar que a Figura 31D, ilustra o



90

foto/biotratamento, processo este que foi conduzido de forma gradual, sendo observados
conidios na superficie rugosa e deformada do filme, representado uma das fases degradativas
de materiais poliméricos. Foi possivel observar também alguns buracos formados nessa

amostra.

4.6. Sobre o micro-organismo

Nos 120 dias de incubacdo o fungo permaneceu com aspecto limoso e pardo para a
maioria das amostras em que foi destinado, diferentemente da morfologia do controle que
apresentam coldnias brancas rasas, com aparéncia de flocos. Apds o término do experimento,
foram retiradas aliquotas desses inoculo e em seguida plagueadas em agar malte, sabouraud e
PDA. Em todos os meios o crescimento do P. chrysosporium se desenvolveu normalmente.
Dessa forma, sup0s-se que 0 micro-organismo em questdo ndo deve ter se adequado ao meio
em que foi inoculado - Bushnell-Haas - visto que seu aspecto morfologico apresentou-se
diferente dos meios de cultura com fontes de carbono e nitrogénio, sendo essa uma forma de
talvez permanecer-se latente em meio desfavordvel ao crescimento. Segundo Kirk & Farrel
(1987) o crescimento desse fungo pode ser diminuido em condic@es limitadas de nitrogénio e

carbono.
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5.0. CONCLUSOES

- Foi possivel a preparacdo dos filmes das blendas de PEBD/PHB através de mistura
fisica, nas proporgdes de 70/30, 80/20 e 90/10.

- O fototratamento realizado com todas as amostras dos filmes foi de fundamental

importancia para o processo de adesdo e colonizacdo da superficie dos filmes.

- As blendas de composicéo 70/30 e 80/20 foram as que mais apresentaram alteragdes
morfologicas e estruturais comprovadas pelas técnicas de MEV e FTIR.

- O PEBD ¢ um polimero de dificil biodegradacdo, porém o fototratamento induz a
formacdo de grupos polares na superficie com a conseqiiente redugdo de sua hidrofobicidade e
favorecimento da adeséo de micro-organismos.

- A biodegradacéo do PHB ¢ retardada pelo fototratamento da amostra.

- As blendas 70/30 e 80/20 apo6s serem foto e biotratadas apresentaram melhores

resultados de biodegradacao.
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6.0. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Em relagdo a outras pesquisas futuras com o intuito de aperfeigcoar os resultados
obtidos nesse trabalho, sugere-se:

» Realizar ensaios em meios minerais modificados que garantam condi¢6es apropriadas
para o desenvolvimento e producdo enzimética pelo basidiomiceto e consequente

degradacdo.

» Testar outros fungos com histérico em biodegradacdo em polimeros e até a

possibilidade de se utilizar um pool de fungos.
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8.0. ANEXO

Meio Mineral Bushnell-Haas — BH

KH2POA ... 1g
K2HPOA4 ..o 1g
NHANOS ... 19
MGSOA.TH20 ..o 0,29
FECI3 s 0,059
CaCl2.2H20 ..o 0,02¢
GlICOSE .ottt 209

Agua destilada ..........ccoveveeveverereeee e, 1L
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Apéndice A: Deconvolugéo Lorentziana

Figura 1A — Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 1200 cm™, com ajuste Lorentziano de filmes
de PEBD (A) fototratado e (B) foto/biotratado.

Figura 2A - Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 2000 cm™, com ajuste Lorentziano de filmes
de PHB (A) fototratado e (B) foto/biotratado.



105

Figura 3A - Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 2000 cm™, com ajuste Lorentziano na
blenda PE/PHB 90:10 (A) fototratado e (B) foto/biotratado.

Figura 4A - Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 2000 cm™, com ajuste Lorentziano na blenda
PE/PHB 80:20 (A) fototratada e (B) foto/biotratada.
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Figura 5A - Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 2000 cm™, com ajuste Lorentziano na blenda
PE/PHB 70:30 (A) original e (B) biotratada.

Figura 6A - Espectros de FTIR, na faixa de 1500 — 2000 cm™, com ajuste Lorentziano na blenda
PE/PHB 70:30 (A) fototratada e (B) foto/biotratada.
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