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RESUMO

O aumento do consumo de materiais plasticos, no mundo todo, tem sido objeto de grande
preocupacdo e especial atencdo por parte da comunidade cientifica, no sentido de promover o
desenvolvimento de materiais que, ao serem descartados sejam biodegradados em tempo mais
curto, no meio ambiente. Os plasticos sintéticos mais utilizados atualmente sdo de dificil
degradacéo, por serem hidrofdébicos e resistentes a acdo de enzimas microbianas. Entretanto, o uso
de materiais alternativos, tais como as blendas de polimeros biodegradavel e sintético, pode
minimizar o efeito danoso do descarte desses materiais em lixGes e aterros sanitarios, por serem
suscetiveis a acdo de micro-organismo. Este trabalho visou investigar a biodegradacéo dos filmes de
PHBV (biodegradavel), PEBD (polietileno de baixa densidade) e da blenda de PEBD/PHBV
(70/30), empregando fungos especificos em meios de cultura solido e liquido, utilizando
metodologias como: Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de Absorgdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os fungos
Penicillium funiculosum e Paecilomyces variotii degradam eficientemente o PHBV, sendo que o
primeiro degradou o polimero com formacdo de é&cidos insaturados, fortes indicadores da
biodegradacdo deste tipo de material. Além disso, estes fungos aderem significativamente a
superficie do PE, mudando expressivamente sua morfologia. A blenda de PE/PHBV (70/30), é um
material suscetivel a acdo destes fungos, tendo sofrido mudancas, inclusive, na sua cristalinidade.
Nesta blenda ficou evidente também a acdo de protecdo do PE, que inibiu o acesso do fungo a fase
do PHBYV contido na mesma. No meio mineral completo houve consumo da fase amorfa e aumento
da cristalina (diminuicdo e aumento dos indices de carbonila, respectivamente - FTIR), e no meio
mineral incompleto, tanto a fase amorfa como a cristalina foram consumidas, mostrando a

eficiéncia do arsenal enzimatico do P. funiculosum perante uma Unica fonte de carbono, o polimero.

Palavras-chave: Biodegradacao, P. funiculosum, blenda, MEV, FTIR.



ABSTRACT

The increase in consumption of plastics in the world has been the subject of great concern and
special attention from the scientific community, to promote the development of materials that are
biodegradable in a shorter time when discarded in the environment. The most widely used synthetic
plastics are hardly degraded, because they are hydrophobic and resistant to the action of microbial
enzymes. However, the use of alternative materials, such as blends of biodegradable polymers and
synthetic, can minimize the harmful effect of the disposal of these materials in dumps and landfills,
because they are susceptible to the action of microorganisms. This work aims to investigate the
biodegradation of PHBV films (biodegradable), LDPE (low density polyethylene) and blends of
LDPE / PHBYV (70/30), using specific fungi in culture media solid and liquid, employing methods
such as optical microscopy (OM), scanning electron microscopy (SEM) and Fourier Transform
Infrared (FTIR). Penicillium funiculosum and Paecilomyces variotii degrade PHBV efficiently and
the first one degraded the polymer producing insaturated acids, strong indicators of the
biodegradation of this type of material. Besides that, they adhere significantly on PE surface,
changing meaningly the morphology of these materials. The PE / PHBV (70/30) blend, is a material
susceptible to the fungi action, having undergone changes, including in its crystallinity. It was also
evident the protective action of the PE, preventing the access of the fungus to the PHBV phase
contained in the blend. In the complete mineral medium there was a consumption of amorphous and
crystalline phases (decrease and increase of carbonyl indices, respectively — FTIR) and in the
incomplete mineral medium, the amorphous and crystalline phases were consumed, showing the

efficiency of P. funiculosum enzymatic system in view of the unique carbon source, the polymer.

Keywords: Biodegradation, P. funiculosum, blend, SEM, FTIR.



SUMARIO

L INTRODUGAD......cccveiueeeneeereereseeesseeessessseesssessssesssessssesssessssssssessssssssessssssssessssesssessssssssessssesseessssssssessens 7
2 OBJETIVOS ..oieiiiieiiiiieiiiieireeiiiasiieaestrassrssssrasssrsssstesssssnsssrsssssasssssssstesssssssssssssssasssssssssasssssnssssnssssnssssnss 9
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....cccuvevveeereerreiseeeeseessessesssesseessessesssesssesssesssessessssssesssesssesssessessssssssssessssnes 10
3.1, POIIMEIOS cccuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeuueseseeeuesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 10
C I3 110 To (=1 [ o 1o [+ Lol o 2SRRI 13
3.3. Fungos filamentosos participantes do processo de biodegradagdo de polimeros ............................. 14
3.4. Avaliagdo da Biodegradag@o .............ccccvveeeeirienuiisiienesessiensessmsnesissssnsssssssssssssssssssssnsssssssnsssssssnsns 16
R R 1 | N 17
3.4.2. MiCroSCOPIa OPHICA (M.O.) ...c.oeveeeeererereeeeereeeeeeeeeeeeetetetetetetete e s s esasssesssseasasasassasesesasasasssssssnasssananas 17
3.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (M.E.V.) ...t e et e e ctee e e e staaaesstanaeeans 18
3.4.4. Teste de Crescimento fungico €m POIMEIOS ...........ccuueeeecueeeeecieee e eecee e e e ctee e eeceaaeestaeaesssanaenaaes 18
3.4.5. MEAIAQA AE MOSSQ ...ttt ettt ettt ettt e s et e ettt e st s et eeste e e btaenabeaebeaensseenseaeans 19
4 MATERIAL E IMETODOS ....ccucoveetitruesseseressessestssessessssessessessssessestessssessenssssssessessssessessssessessessssessensesenns 20
0 1 - ¢ N 20
0.0, POIIMEIOS ..ottt ettt ettt ettt et e s bt e s at e st e e st et e st e aeea st e e ateeaneeten 20
S R STV o [0 XN 20
4.1.3. MEIOS A8 CUILUIQ ..ottt ettt ettt et s e st e bttt e st e naeesueesateeaneenean 20
4.1.3.1. MEiO A€ MANUEENEAD ......c.veeueeereeiieiieeeeee ettt ettt s sttt e st e sanenanesanees 20
4.1.3.2. MEIO SOHO .......eeeneeeeeieeeeeeeee ettt ettt sttt ettt ne s 21
4.3.3.1. MEIO LIQUIGO ......coneeeeeeieieieeeeeeeeeee ettt sttt ettt ettt et n e ne s 21
S R Yo 17 1 o To 1 =3 ¢} o X3RN 22
4.2, METOUOS ..cceueeeeeeeeeeeeeeeeuesseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 22
B B =T o Yo I Mo [0 X3 [ Y=t OSSNt 22
4.2.2. ESteriliZAGAO AOS fIlMES .....vveeeeeeeeeeeee ettt ettt e e et e e e ettt e e e st e e e s esta e e essstseaesartseaesasteeasnanes 23
4.2.3. ManutengGo das CUtUras de fUNGOS ..........ueeeeecuueeeeeiiiieeecieeeeecieee e e ttea e e sttt e e s stteaesstteaesstseaesasseeaenanes 23
4.2.4. Preparo da SUSPENSEO A ESPOIOS ........ceeccueeeeeiieeeeeiieeeeeiieesesisesaesisesaessssssassssssssssssesasssssessssssssassses 24
4.2.5. Teste de crescimento €M Meio SOHTO..............cocueeveeieiiiieeeee ettt 24
4.2.6. Tratamento microbiano em Meio lIQUIGO ................cccuueeeeeceeeeeeceeeeeeeee et eetee e e seee e e e staeaeestaaaeeaans 26
4.2.7. MiCroSCOPIA OPLICA (M. O.) ...ttt ettt ettt es s et e es et et e s st sesesesaneeeeens 27

W1 B T\, =0 [ 1o [0 o L= 1Y [0 KXo R 28



4.2.9. Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho com Transformada de Fourier ................ccoeeeeevuveeennnn. 28

4.2.9.1.INCICES AE CAIDONIIG ...ttt 28
4.2.10. Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.) ..ottt e et ee e e e e sivaaesstaea e e 28
5 RESULTADOS E DISCUSSAD ....ccceeeeuveeruererueeraresssesssesessessssssssessssssssessssssssesssssssssssssssssesssssssssssssesssssnes 30
5.1. Teste €M MEi0 SOlIUO .........cccueeeeeeeeeeeeeeeeeerarerersversressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
X Y B \VTo 1o Tolo T V7 KT Lo | USSP 30
S Vo | [To Tolo (o X e Lo ]l o I SRSt 32
5.2. Tratamento com P. funiculosum em Meio LiQUIdO ..............ceeuereeeeneereeenneerreeeierreeeierneneeessennssnennns 34
5.3. MicroSCOPia OPLICO (IM.0.) ....ceceeeeeueeeeeesereeiereseressssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 36
5.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (M.E.V.) ..........euueeeeiieeiereeennieeiisisneseeasssssisssssssssnsssssssssssssnnnnnns 38
5.5. Medidas de MASSQ .........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemememeeemememeeseesemsmemsmsmsssssssmsssssmssssssssssssssssssssssssnns 42
N o | SRR 43
5.6.1. INCICES 0@ CArDONIIA. ...ttt ettt b s s s s e s s s sasaesens 49
L o0 [ U L 0 L3O 51

REFERENCIAS ..oeeeeeieeieeeeieeeiateeeeessseesseesssessesssssessssssssessssssssesssssssssssssssessssssssessssssssesssssssessssssssessssnnns 52



1 INTRODUCAO

As preocupagdes com 0 meio ambiente tém se tornado cada vez maiores nos dias de hoje,
pois & medida que o homem cria novas tecnologias para facilitar seu dia-a-dia, vao aparecendo
também implicacBes de como lidar com os rejeitos produzidos pelas mesmas.

Dentre estas tecnologias, estdo as utilizadas na producdo e aplicacdo de polimeros, que sdo
amplamente utilizados como embalagens, revestimentos de carros, celulares e muitos outros objetos
na sociedade atual, gerando uma grande quantidade de residuos que sdo descartados incorretamente.
Isto faz crescer a preocupacdo da populacdo e a busca de tratamentos adequados destes produtos ,
visto que poluem o meio ambiente, demorando muitos anos para se decompor.

Com o intuito de melhorar os indices de degradacdo desses materiais no meio ambiente,
diversas propostas tém sido avaliadas. Dentre elas estdo: (a) a incorporagdo de elementos na
estrutura da embalagem que promovam processos de fotodegradacdo (fotossensibilizantes, sais
metalicos, nitrocompostos, quinonas, benzofenois, entre outros); (b) o estudo de utilizacdo de
estruturas poliméricas (poliamidas, poliésteres, poliuretanos) que contenham grupos funcionais
hidrofilicos na sua composicéo, predispondo - as a degradacao pela acdo da umidade do ambiente;
(c) o desenvolvimento de materiais mistos de embalagem, & base de polimeros sintéticos com
amidos modificados, ou com outros polimeros que apresentem suscetibilidade natural ao ataque de
micro-organismos no ambiente; (d) estudos de biodegradacdo em diferentes ambientes, anaerdbios e
aerébios (LOMAS-EESTEBAN, 1996; SHAH et al., 2008; MARTINS - FRANCHETTI et al.,
2008a; LUCAS et al., 2008).

A biodegradacao € um processo no qual, substancias organicas, presentes no ambiente, sao
convertidas em compostos simples em condi¢des apropriadas de temperatura e oxigenacgdo, esse
processo € mediado por micro-organismos que, por meio de produtos do seu catabolismo, as
enzimas, conseguem promover a biodegradacdo (GABOARDI, 2007).

Geralmente, polimeros naturais e sintéticos sdo biodegradados por micro-organismos, tais
como bactérias e fungos, os quais secretam enzimas capazes de hidrolisar e/ou oxidar esses
substratos, levando a quebra de suas cadeias em produtos menores, como acidos, aldeidos e cetonas,
0s quais podem entdo ser bioassimilados como fontes de carbono para seu crescimento.

Os fungos destacam-se no processo biodegradativo, pois muitos deles apresentam um
sistema enzimatico ndo especifico, capaz de degradar lignina, por exemplo, e consequentemente,

outros poluentes que sejam de mesma natureza, gerando como produto o dioxido de carbono



(BARR; AUST, 1994). Além disso, sdo capazes de crescer sob condigdes de estresse ambiental, o
que limita o crescimento de muitos outros micro-organismos (COELHO, 2007), mas ndo dos

fungos, que se constituem entdo, uma étima op¢édo para tratamentos de areas contaminadas.



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo investigar a biodegradacdo dos filmes de PHBV
(biodegradavel), PEBD (polietileno de baixa densidade) e da blenda PEBD/PHBV (70/30),
empregando fungos especificos em meios de cultura sélido e liquido, utilizando como
metodologias: Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),

Espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR) e medidas de massa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, sua estrutura quimica e
interacOes intra e intermoleculares. Possuem unidades quimicas que sdo unidas por ligacoes
covalentes, que se repetem ao longo da cadeia (SPINACE; PAOLLI, 2005). Esses materiais tém sido
muito criticados, pois quando descartados podem demorar séculos para se degradar e ocupam
grande parte do volume dos aterros sanitarios, interferindo de forma negativa nos processos de
compostagem e de estabiliza¢do bioldgica. Além disto, os residuos poliméricos quando descartados
em lugares inadequados, como lixdes, rios, encostas, etc., causam um impacto ainda maior ao meio
ambiente (SPINACE; PAOLI, 2005).

Existem dois tipos de polimeros, os de origem sintética e os naturais. A maioria dos
polimeros sintéticos € largamente empregada em nosso cotidiano, e utilizada em diversas areas
tecnoldgicas em funcdo de sua leveza, facilidade de processamento, menor custo e por possuir
propriedades mecanicas e quimicas satisfatorias. Eles foram desenvolvidos, originalmente, visando
sua durabilidade e resisténcia a todas as formas de degradacio (VOLKE-SEPULVEDA et al.,
2002). Dentre os polimeros sintéticos mais consumidos estdo os termoplasticos, tais como o poli
(cloreto de vinila) (PVC), polipropileno (PP), polietileno (PE), poliestireno (PS), poli (tereftalato de
etileno) e o poli (alcool vinilico) (PVA) (REDDY et al., 2003).

O polietileno constitui 64% do total dos polimeros sintéticos e é muito utilizado na
fabricacdo de garrafas, sacolas, recipientes de embalagens, entre outros (SANGALE et al., 2012).
Ele pertence a familia das poliolefinas (estrutura quimica representada na Fig. 1) originado de
mondmeros de hidrocarboneto alifatico insaturado (COUTINHO et al., 2003). E um polimero semi-
cristalino, flexivel, cujas propriedades sdo influenciadas pela quantidade relativa das fases amorfa e
cristalina. Dependendo das condices reacionais e do sistema catalitico empregado na
polimerizacdo, diferentes tipos de polietilenos podem ser produzidos, sendo os mais utilizados o
polietileno de baixa densidade (PEBD) e o de alta densidade (PEAD). O polietileno de alta
densidade (PEAD) é um termoplastico derivado do eteno, cuja temperatura de fusdo varia entre 128
e 135°C, ja o polietileno de baixa densidade (PEBD), cuja temperatura de fusdo esta na regido de
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110 a 115°C (cristalinidade 50-60) possui cadeias ramificadas que determinam seu grau de
cristalizagéo e suas temperaturas de transicdo (COUTINHO et al., 2003).

Figura 1 — Estrutura quimica condensada do PE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O Polietileno de baixa densidade (PEBD) e o polipropileno (PP) sdo as duas classes de
termoplasticos mais consumidas e que estdo disponiveis em grandes quantidades a partir do
descarte doméstico (MARCONCINI; RUVOLO, 2006), sendo responsaveis por 9,7% de todo o
residuo descartado no Brasil (FABRO et al., 2007). Em funcdo da sua pouca degradabilidade, os
residuos poliméricos permanecem na natureza por periodos longos, causando a poluicdo visual e,
eventualmente, quimica, do ambiente (XAVIER et al., 2006). O PE é resistente a biodegradacéo e
persiste no solo por muito tempo, devido a sua natureza hidrofébica (cadeiais de carbono sem
grupos funcionais ativos), alta massa molar e cristalinidade, que dificultam sua interagdo com
enzimas microbianas (ARKATKAR et al., 2009a) Os efeitos das condi¢Oes ambientais sobre a
deterioracdo das propriedades mecanicas de PEBD foram estudados por Alhamdan & Al-Helal
(2008). Apds diferentes tempos de exposicdo a duras condi¢cdes ambientais (altos niveis de radiacéo
solar e temperaturas) a resisténcia mecanica de filmes de polietileno foi reduzida.

A biodegradacdo do PE tem sido melhorada por aplicacdo de pré-tratamentos com luz, calor
ou adicdo de aditivos (polimeros naturais ou pro-oxidantes) (ARKATKAR et al., 2009a). Apesar da
dificuldade de degradacdo do PE por acdo microbiana, alguns micro-organismos tém sido
considerados promissores para 0 processo de degradacédo, devido a sua grande producédo de biofilme
(agregado de micro-organismos e exopolissacarideos), o qual facilita a colonizacdo da superficie
polimérica (ARKATKAR et al., 2009a; FLEMMING, 1998).

Outros tipos de polimeros que estdo se destacando nos Gltimos anos sdo 0s polimeros
biodegradaveis naturais (produzidos por micro-organismos), chamados também de biopolimeros ou
bioplasticos (SHAH et al., 2008) (MARTINS - FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Dentre

estes, se destacam os polihidroxialcanoatos (PHAS) que sdo poliésteres alifaticos, produzidos e
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acumulados intracelularmente como reserva de carbono e energia por inimeros micro-organismos,
quando em meio de cultura, nutrientes essenciais limitados (nitrogénio, potassio, magnesio, ferro
etc.) e excesso de fonte de carbono (FORMOLO et al., 2003).

O PHB, poli (3-hidroxibutirato), é o polimero mais estudado dentre os polihidroxialcanoatos
(PHAS), apresentando propriedades termoplasticas e caracteristicas fisicas e mecanicas semelhantes
as do polipropileno (PP), entretanto, biodegradavel quando exposto a ambientes biologicamente
ativos (KUNASUNDARI; SUDESH, 2011). O PHBV (poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(Fig. 2) € um copolimero do PHB, entretanto, mais flexivel que ele (AVELLA et al., 2000), sendo
que suas propriedades fisicas e térmicas dependem do conteldo de unidades de hidroxivalerato
(HV) (KANSIZ et al., 2007). Ele é um material semicristalino de cadeia linear, apresentando
unidades de hidroxibutirato (HB) e unidades hidroxivalerato (HV), em menor proporgéo.

Figura 2 — Estrutura quimica condensada do PHBV

C|:H3 . CHCH; O
CH—CH,—C—0 CH—CH,—C—0
X y

(HB) (HV)

Fonte: Avella et al., 2000.

Experimentos de biodegradacdo destes polimeros, em diferentes ecossistemas, foram
realizados por Sridewi et al. (2006), em trés diferentes areas de manguezais no sul da Malasia, por 8
semanas, e mostraram que a razdo de degradacdo para os copolimeros (PHB-V - 5% HV) foi maior,
devido as diferencas de cristalinidade e morfologia da superficie. As amostras dos filmes de PHB
foram degradadas em 6 semanas e as amostras dos copolimeros em 4 semanas, e nas diferentes
areas de trabalho também foram observados resultados diferentes, atribuidos a grande atividade de
micro-organismos.

Dentre estes micro-organismos biodegradadores encontram-se os fungos, 0s quais sdo
capazes de crescer sobre os polimeros, podendo excretar acidos organicos, que podem causar
deterioracdo do material (JENKINS et al., 2007). Sanyal et al. (2006), analisaram a biodegradacéo
de PHB e PHB-V (16%HYV) por 6 fungos isolados de solo, sendo todos Aspergillus spp. Para todos
os Aspergillus spp. testados, o maximo de biodegradacdo ocorreu em temperatura de 37°C, pH

6timo entre 6,5-7,0, entretanto a suplementacdo do meio com fonte de carbono externa (glucose,
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frutose, lactose entre outros) teve um efeito inibitdrio na taxa de degradacdo de ambos os polimeros.
Em outro trabalho, filmes de PHBV de 100 um de espessura foram biodegradados em 30 dias
quando enterrados em colunas de solo com 37% de umidade a 23°C (GONCALVES; MARTINS-
FRANCHETTI, 2010).

3.2. Biodegradacéao

A biodegradacédo é considerada um tipo de degradacdo que envolve atividade bioldgica,
sendo definida como: “um processo importante e irreversivel para uma significativa mudanga da
estrutura do material, tipicamente caracterizado pela perda de propriedades (isto é: integridade,
massa molar, deformacGes estruturais e mecénicas) e/ou fragmentacdo. A degradabilidade de
materiais poliméricos esta relacionada com a estrutura do material na presenca da populacdo
microbiana degradativa e condi¢fes ambientais apropriadas ao crescimento microbiano (KRZAN et
al., 2006). O ataque dos micro-organismos ao material polimérico depende da especificidade dos
micro-organismos, das propriedades quimicas e fisicas dos materiais e das condi¢cdes ambientais
(GU, 2003).

Os mecanismos de biodegradacdo podem resumir-se em dois, dependendo da natureza do
polimero e do meio (SCOTT, 2000). Séo eles: a hidrolise bioldgica, que ocorre pela acdo de
enzimas proteoliticas, catalisadoras da hidrélise de ligacbes peptidicas e por outras enzimas
responsaveis por catalisar a hidrélise de ligacGes éster. O outro mecanismo € a oxidacdo bioldgica,
responsavel por quebras da cadeia polimérica, em fragmentos menores capazes de serem
assimilados pelos micro-organismos. Neste caso a acdo de oxigenases e dioxigenases, provoca
introducdo de grupos perdxidos nas cadeias carbénicas, levando a quebra da cadeia com geracéo de
produtos como acidos carboxilicos, aldeidos e cetonas, os quais podem ser bioassimilados. A
hidrolise bioloégica ocorre normalmente em polimeros que possuem hetero-cadeias (grupos
funcionais, carbonilas e ésteres) e a oxidacdo bioldgica ocorre usualmente em polimeros contendo
apenas cadeias carbonicas (CHANDRA, RUSTGI, 1998; MARTINS-FRANCHETTI,
MARCONATO, 2006.)

Em polimeros, o processo de biodegradac&o inicia, em geral, atraves do ataque microbiano a
sua superficie e de sua colonizacdo, na forma de biofilme, danificando o filme. O biofilme é uma
mistura complexa de micro-organismos, agua e substancias poliméricas extracelulares, que podem

aderir ao filme polimérico por interacdes de Van der Waals ou interfaciais (FLEMMING, 1998).
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Esta adesdo do biofilme a superficie polimérica € um meio de sobrevivéncia utilizado pelos micro-
organismos quando as condi¢Ges ambientais sdo pobres. A formagdo de biofilmes é um pré-
requisito para a corroséo e/ou a deterioracdo dos materiais, também denominado de biodeterioragéo,
segundo Flemming (1998). Este tipo de interacdo matéria organica/superficie polimérica provoca
um efeito biofisico na matriz polimérica, pelo qual o crescimento celular causa danos ao polimero.
Além disso, estas interacfes levam a efeitos: bioquimico (no qual as substancias produzidas pelos
micro-organismos agem sobre o polimero) e enzimético (no qual as enzimas atacam as cadeias do
polimero, provocando quebras oxidativas na matriz polimérica) (MADDEVER; CHAPMAN,
1987).

3.3. Fungos filamentosos participantes do processo de biodegradacdo de polimeros

Um teste que tem sido empregado para avaliar a biodegradabilidade de polimeros segue a
norma ASTM-ISO 846-1997, que consiste em expor amostras de polimeros a acdo de fungos
recomendados, por determinado periodo de tempo, sob condi¢des especificas de temperatura e
umidade, a fim de testar a capacidade de degradacao fungica dos polimeros em questdo. Utiliza-se
uma suspensdo mista de esporos de fungos para verificacdo da resisténcia de filmes plasticos a acdo
dos mesmos. Dentre estes estdo os fungos padréo: Penicillium funiculosum (ATCC 11797),
Paecilomyces variotii (ATCC 16023), Trichoderma virens (IMI 45553), Aspergillus niger (ATCC
9642) e Chaetomium globosum (ATCC 16021), usados em testes de biodegradabilidade dentro da
norma ISO846.

Quadro 1 - Viséo geral de estudos que utilizam os fungos padrdo em estudos de biodegradacao de

polimeros.

Fungo Caracteristicas Polimeros Referéncia
Ascomiceto de solo capaz de PCL, PCL/PEBD, Tilstra, Johnsonbaugh, 1993;
crescer sob condigdes de alta PEBD, Nowak et al.,2012; Vergara-

Penicillium | acidez, causa biodeterioracao PEBD/Bionolle®, Porras; Gracida-Rodriguez,
funiculosum | em ambientes imidos (PITT PHBV, PHBV/PCL, | 2011; Nowak et al., 2011; Kim

etal., 1991). PET/Bionolle®, PHB.| et al.,2000; McCarthy et al.,

1994; Ammala et al., 2011.
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Paecilomyces

variotii

Sao ascomicetos
comumente encontrados em
diversos ambientes.
Apresentam crescimento
répido, sendo
termotolerante e também
capaz de crescer em baixos
niveis de oxigénio
(HOUBRAKEN et al.,
2008; SAMSON et al.,
2004).

PEBD/amido, PU,
silicone, PP, PLA.

PEBD/Bionolle®, PE,

Nowak et al.,2012; Weiland et
al., 1995; Borghei et al., 2010;
Arkatkar et al., 2009a; Kaali et
al., 2010; Stromberg, Karlsson,

2009.

Trichoderma
virens
(sindnimo
Gliocladium
virens)
(WHILHITE
etal., 2001)

Sao deuteromicetos de vida
livre, saprofitos, comuns em
ecossistemas de solo e raiz.
Eles tém sido amplamente
estudados quanto a sua
capacidade de produzir
antibioticos, parasitar outros
fungos e de competir com
micro-organismos vegetais
(HARMAN et al., 2004).

PCL, PCL/PEBD,
PEBD, PP, Quitina,
POE/amido.

Tilstra, Johnsonbaugh, 1993;
Ammala et al., 2011;
Arutchelvi et al., 2008; Abd-
Aziz et al., 2008; Shang et al.,

2009.

Apergillus

niger

E um fungo filamentoso,
ascomiceto, encontrado no
solo e em plantas em
decomposic¢éo. Capaz de
crescer numa ampla faixa de

PH, sendo ubiquo,
aparecendo mais
frequentemente em
ambientes quentes e Umidos.
(SCHUSTER et al., 2002).

PCL, PCL/PEBD,
PEBD,

PLA, PU, silicone,
POE/amido.

PEBD/Bionolle®, PP,

Tilstra, Johnsonbaugh, 1993;
Nowak et al., 2012;
Stromberg, Karlsson, 2009;
Kaali et al., 2010; Manzur et
al., 2004; Volke-Sepulveda et

al., 2002.
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Ascomiceto celulolitico
Chaetomium capaz de ocasionar a PU, silicone, Kaali et al., 2010; Shang et al.,
globosum | podriddo mole, habita lugares | POE/amido, PUA. 2009; Oprea, Doroftei, 2011.
diversos (Oprea, Doroftei,
2011)

Obs: PHB (Polihidroxibutirato), PHBV (Polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato), PEBD (Polietileno de baixa densidade),
PELBD (Polietileno linear de baixa densidade), PEBD/amido (blenda de polietileno de baixa densidade com amido), PCL
(Policaprolactona), Bionolle® (Poli (butileno succinato)), PET (Politereftalato de etileno), PP (Polipropileno), PLA ( Poli

(&cido latico)), PU (Poliuretana), PUA (Acrilato de Poliuretana), POE (Polietileno octeno). Fonte: Elaborado pelo autor.

Alguns experimentos tém mostrado a eficiéncia destes fungos na degradacdo de polimeros.
Um deles trata de filmes de PEBD eriquecidos com pro-oxidante, que ap0s serem expostos a
radiacdo UV, foram incubados com o fungo Aspergillus oryzae, pelo periodo de 3 meses, tendo
como resultados a diminuicdo das propriedades mecéanicas do polietileno, bem como a degradacéo
dos grupos carbonil e carboxil (KONDURI et al., 2011).

Um estudo realizado por Nowak et al., 2011, analisou a biodegradagéo de filmes de PET e
da blenda PET/Bionolle® depois de incubados por 84 dias com o fungo Penicillium funiculosum.
Como resultados foram observadas: a reducdo do nameros de anéis aromaticos provenientes do
acido teraftalico e a inibicdo da degradacdo do Bionolle® (facilmente biodegradavel), pela presenca
do PET, na blenda.

Diversos outros estudos tém sido realizados e, em geral, estes tém demonstrado o grande

potencial de varias espécies de fungos para a degradacdo de diferentes filmes poliméricos.

3.4. Metodologias de avaliacdo da biodegradacéo

Alguns dos métodos mais empregados na avaliacgdo da biodegradacdo de materiais
poliméricos tém sido: a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), a
microscopia oOptica (M.O.), microscopia eletrénica de varredura (M.E.V.), teste de crescimento
(T.C.) e as medidas de massa.
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3.4.1. FTIR

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica utilizada na caracterizacdo de filmes poliméricos que sofreram foto e/ou biodegradacgéo
(XU; GUO, 1995).

Esta técnica permite identificar grupos funcionais presentes em um composto (ARKATKAR
et al., 2009b), seu desaparecimento ou modificacdo, em caso de biodegradacdo (SUDHAKAR et
al., 2007). Alem disso, possibilita a investigacdo de muitas mudancas no indice de cristalinidade
relativo de um polimero (BLOEMBERGEN et al., 1986).

Durante o processo de degradacdo h& um aumento na cristalinidade do polimero, que é
atribuida ao eventual desaparecimento das por¢fes amorfas do polimero. A degradacdo das regifes
amorfas ocorre, normalmente, antes das regifes cristalinas, pois 0s micro-organismos produzem
enzimas extracelulares que realizam uma degradacao seletiva, o que se deve ao fato de as regides
amorfas ndo serem muito organizadas, possibilitando assim um melhor contato entre as enzimas e a
cadeia polimérica (CHANDRA; RUSTGI, 1998).

No estudo da oxidacdo de polimeros, o FTIR é muito utilizado, pois permite quantificar a
oxidacdo das cadeias a partir da medida das intensidades das bandas de carbonila (cetona e éster)
(AMMALA et al., 2011). Weng et al., (2011), utilizaram o FTIR para avaliar a biodegradagéo de
filmes de PHB e alguns de seus copolimeros, apos passarem por 30 dias em compostagem. Depois
do biotratamento, foi observado o aparecimento de bandas na regido de 3385-3281cm™ indicando

que mais grupos hidroxil e carboxilicos foram formados.

3.4.2. Microscopia Optica (M.O.)

Dentre as diversas técnicas disponiveis para caracterizacdo e monitoramento da degradacao
de polimeros, a microscopia é a mais comumente usada na investigacdo da morfologia polimérica
(ROSA et al., 2005). Ela é uma técnica complementar e essencial na resolucdo de diferentes
morfologias de filmes poliméricos submetidos a foto e biodegradacdo (MARTINS-FRANCHETTI
et al. 2008b; GOLDSTEIN et al., 2003).
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Segundo Shah et al. (2008), o aparecimento de furos, fraturas, rugosidade, fragmentacéo,
mudanca de cor ou a formacdo de biofilme na superficie polimérica, sdo possiveis indicativos do
ataque do micro-organismo, e 0s mesmos podem ser visualizados através da microscopia.

Uemura & Martins-Franchetti (2010), realizando estudos com filmes de PP, PHB e blenda,
biotratados com agua de rio poluido, verificaram a importancia da microscopia para a investigacao
da morfologia do filme polimérico, através das alteracBes ocorridas na superficie do polimero

devido a ades@o de micro-organismos sobre a mesma.

3.4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Técnicas mais avangadas de microscopia como a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), tém sido utilizadas na investigacdo da morfologia dos polimeros, auxiliando na
compreensdo das propriedades e do comportamento dos materiais poliméricos (KACZMAREK,
1996). As mudancas superficiais tais como, furos, rachaduras, rugosidade séo sinais significativos
da degradacdo da superficie polimérica (SHAH et al., 2008).

Wang e colaboradores (2004) utilizaram MEV para investigar a biodegradacdo de filmes de
PHB, PHBHHXx e Ecoflex® em lodo ativado. A partir dessa metodologia eles puderam observar
mudangas nos filmes, como aparecimento de furos, adesdo de bactérias e aumento de sua

porosidade.

3.4.4. Teste de crescimento fungico em polimeros

A realizacdo deste teste foi baseada na ASTM-ISO 846 — 1997 - Testing of Plastics —
Influence of fungi and bacteria, a qual avalia a biodeterioracdo de materiais poliméricos por meio
de alteracbes visuais, variacdo de massa e alteracbes de propriedades mecanicas e fisicas
provocadas por micro-organismos.

O teste é realizado expondo-se os filmes poliméricos a acdo de micro-organismos de
espécies conhecidas, por um periodo pré-definido, de tempo. E utilizada uma suspenséo de esporos
de fungos para verificagdo da resisténcia de filmes plésticos a agdo dos mesmos.

Ap0s o periodo de incubacéo € verificada a ocorréncia de alteragdes fisicas ou quimicas

no filme, podendo haver crescimento do micro-organismo e/ou de biofilme sobre o polimero,
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provocando um efeito biofisico de dano ao mesmo (FLEMMING, 1998; MADDEVER;
CHAPMAN, 1987).

3.4.5. Medida de massa

Um método simples de medir a biodegradacdo de polimeros é realizado atraves da
determinacdo da perda de massa, que ocorre através de hidrolise e/ou quebras oxidativas da cadeia
polimérica (SHAH et al., 2008). O crescimento de micro-organismos na superficie do polimero
pode levar a um aumento da massa do mesmo, bem como pode levar a perda de integridade do
polimero e consequentemente a perda de massa, sendo esta proporcional a area da superficie, visto
que a biodegradacao geralmente € iniciada na superficie do polimero (SUDHAKAR et al., 2007).

Essa metodologia foi utilizada por Oprea & Doroftei (2011) para avaliar a biodegradacao de
PUA na presenca do fungo Chaetomium globosum. Como resultado eles observaram uma perda de

massa dos filmes de 16% , ap6s o periodo de 130 dias de incubacé&o.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Material
4.1.1. Polimeros

Neste estudo foram utilizados os seguintes polimeros:

e Polihidroxibutirato — co — valerato (PHBV) — 18% HV (doado pelo Departamento de
Engenharia de Materiais - Universidade Federal de Sdo Carlos);

e Polietileno (PE) (PB 681/59 - Fortymil): densidade = 0.922 g/cm?;

e Blenda PE/PHBV na proporcdo em massa de 70/30 (composicdo feita no laboratério para

testes).
4.1.2. Fungos
Foram utilizados os micro-organismos de referéncia recomendados pela norma ISO 846 :

= Penicillium funiculosum (ATCC 11797);
= Paecilomyces variotii (ATCC 16023);
= Trichoderma virens (IMI 45553);
= Aspergillus Niger (ATCC 9642);
= Chaetomium globosum (ATCC 16021).
As cepas padrdo utilizadas neste estudo foram adquiridas da Colecdo de Culturas Tropical,
Fundacdo André Tosello, Campinas, SP.

4.1.3. Meios de Cultura

4.1.3.1. Meio de Manutencdo
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Potato Dextrose Agar (PDA - HIMEDIA®), usado para o crescimento e manutencéo do

4.1.3.2. Meio Solido (Meio Mineral Completo):

200 g/L Infuséo de Batatas;

20 g/L Dextrose;
15 g/L Agar;

1000 mL  Agua destilada q.s.p.

30g Dextrose anidra;

2,09 NaNOs3;
0,79 KH,PQOy;
0,39 KoHPQOy;
0,59 KCI;

059  MgSO,.7H,0:
0,01g FeS0O,.7H,0;
209  Agar;

1000mL Agua destilada q.s.p.

4.1.3.3. Meio Liguido:

MEIO MINERAL COMPLETO

1,59
1,09
1g
0,79
0,79
0,005¢
0,79
0,002g
0,002g
0,001g

Dextrose (5%);

Extrato de Levedura (5%);
NHsNOs3;

KH,PO, .

K2HP04;

NaCl;

MgSQ, . 7H,0;

FeSO, . 7TH,0;

ZnSQ,. TH,0;

MnSQOy, . H,0O;

1000mL Agua destilada g.s.p.

MEIO MINERAL INCOMPLETO

1g NH4NO3;

079  KH,PO,.

079  KoHPOy;

0,005g NacCl,

079 MgSO, . 7TH,0:
0,002g FeSO, . THO:
0,002g ZnS0O,. 7TH,0;
0,001g MnSQO;, . H,0:;
1000mL Agua destilada q.s.p.
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4.1.4. Equipamentos

e Balanca analitica da marca CHYO modelo JK 200;

e Céamera digital, marca Sony, modelo DSC-S730;

e Espectrofotdmetro IR com transformada de Fourier, marca Shimadzu, modelo FTIR —
8300;

e Estufa bacterioldgica, marca SOLAB - Equipamentos para Laboratérios;

e Prensa hidraulica com aquecimento, marca SOLAB — Equipamentos para Laboratérios;

e Frascos Erlenmeyer de 250 mL,;

e Micrometro, marca Mitutoyo, modelo n°. 7301;

e Placas de Petri;

e Dessecador;

e Céamara de Neubauer;

e Microscopio 6ptico, marca BEL® photonics, B4 model, optech: optical technology
Germany;

e Microscépio Eletronico de Varredura, marca HITACHI TM 3000 - tablelop

microscope.

4.2. Métodos

4.2.1. Preparo dos filmes e da blenda polimérica

Os homopolimeros e a blenda PEBD/PHBV (70/30) foram processados em redmetro de
torque, modelo Haake Polylab 900 (Depto. de Engenharia MetalUrgica e de Materiais, USP/SP),
garantindo assim, uma boa dispersdo das fases. Essa blenda ainda ndo é comercializada, e sua
composicdo foi determinada como teste, a fim de se estudar quais as quantidades de cada polimero
permitem a melhoria tanto das propriedades mecanicas do material como de sua
biodegradabilidade.

Os filmes poliméricos foram obtidos fundindo-se 0,3 g de cada polimero, entre folhas de
aluminio, em prensa hidraulica, marca SOLAB, sob temperatura de 170 °C e pressdes de 53,4

Kgf./cm? para a blenda e para o PE, e de 44,5 Kgf./cm? para o PHBV, por um periodo de 3 minutos
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cada. Os filmes foram resfriados em condicGes de ambiente controlado (25°C) no Laboratério de
Tratamento de Polimeros do Departamento de Bioquimica e Microbiologia — UNESP/Rio Claro.

4.2.2. Esterilizacéo dos filmes
A esterilizacdo dos filmes poliméricos foi feita lavando-os em uma solu¢do com hipoclorito

0,3%, enxaguando-os em agua destilada estéril e secando-os entre papéis de filtro, também estéreis.

Apds essa etapa cada filme foi submetido a radiacdo UV, suave, durante 15 minutos, em cada face
(Fig. 3)

Figura 3 — Esterilizacdo dos filmes.

Obs.: o primeiro frasco contém hipoclorito a 0,3% e 0s outros trés contém agua destilada e esterilizada; secagem dos

filmes em papel de filtro e esterilizacdo com luz UV. Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3. Manutencéo das culturas de fungos

Para manutencdo das culturas puras fangicas, estas foram repicadas, isoladamente, em tubos
de ensaio contendo o meio de cultura PDA estéril, os quais, posteriormente foram colocados em

B.0.D & 28°C, para o crescimento e esporulagdo das mesmas.
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4.2.4. Preparo da suspensao de esporos

Em um tubo contendo a cultura pura do fungo esporulado, foram introduzidos 9 mL de
solucdo salina (0,85%) e posteriormente foi feita uma raspagem da superficie da cultura com uma
alca estéril até se obter uma suspensdo aquosa de esporos. Apds este processo, foi realizada a
filtracdo da suspensdo em funil de vidro contendo algodo e 14 de vidro (estéreis) para remogdo dos
fragmentos de micélio (Fig. 4). A concentracéo da suspensdo foi ajustada para 10° esporos / mL,

atraves da contagem em camara de Neubauer.

Figura 4 — Preparo da suspensao de esporos em salina a 0,85%.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 5. Teste de crescimento em meio sélido

Foi realizado um teste de crescimento fungico na presenca do polimero ou resisténcia do
polimero ao ataque fdngico, baseado na ASTM-ISO 846-1997, onde cada amostra de filme

polimérico foi exposta aos esporos dos fungos, isoladamente, em meio mineral completo na forma
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solida. Este método tem como objetivo avaliar se ha acdo direta dos fungos sobre o material, ou
seja, se 0 fungo € capaz de crescer sobre 0 material, utilizando o0 mesmo como fonte de carbono, e
também a acdo indireta, através da acdo de metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos sobre
os filmes.

Neste trabalho esse teste foi aplicado com os cinco fungos, listados no item 4.1.2, para se
descobrir quais desses fungos indicados pela norma possuem maior afinidade pelos polimeros em
questdo, e assim selecionar um desses fungos para realizar os experimentos em meio de cultura
liquido.

O teste foi realizado da seguinte maneira: uma suspensdo de esporos, de 200 uL, de cada um
dos fungos indicados pela ISO 846, foi inoculada em placas de Petri, previamente esterilizadas em
autoclave (121°C a 1 atm), contendo o meio mineral completo e sélido. Estas foram colocadas em
B.0.D., a 28°C, para o crescimento fungico.

Apds cerca de 5 dias de crescimento, foram adicionados, a cada placa, os filmes poliméricos
de interesse (Fig. 5), previamente pesados, analisados em FTIR e esterilizados em UV por 15
minutos. As placas foram levadas novamente para a B.O. D a 28°C por um periodo de 30 dias.

Foram feitos também controles negativos, em que os filmes poliméricos, sem os micro-

organismos, foram adicionados as placas estéreis contendo o meio mineral completo sélido.

Figura 5 — Teste para efeito de crescimento fungico.

t=0 t =5 dias t = 6 dias
Nota: t=0: adi¢do da suspensdo de esporos; t=5 dias: crescimento flngico e t=6 dias: adi¢do do filme polimérico Fonte:

Elaborada pelo autor.

A partir deste teste foi escolhido o fungo Penicillium funiculosum para ser utilizado como

inoculo, no tratamento em meio liquido.
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4.2.6. Tratamento microbiano em meio liquido

Para o experimento em Meio Mineral Completo, foram realizados 0s seguintes
procedimentos: em erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 200 mL do meio de cultura, foram
entdo tampados com rolhas e autoclavados a 121°C e 1 atm por 15 minutos. Posteriormente, com o0
auxilio de uma pipeta automatica, foram adicionados aos erlenmeyers 200uL da suspensdo de
esporos a uma concentracéo de 10°. Os frascos foram levados & estufa bacterioldgica por cerca de
10 dias, a 28°C e sem agitacdo, para o crescimento do fungo. Apds o crescimento, foram

adicionados os filmes poliméricos a cada frasco (Fig. 6).

Figura 6 — Esquema do biotratamento em Meio Mineral Completo.

t=0 t = 10 dias t =11 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o experimento em Meio Mineral Incompleto, os procedimentos foram semelhantes aos
descritos acima, com a diferenca de que, neste caso, foram adicionados os filmes poliméricos,
esterilizados, aos frascos contendo o meio de cultura autoclavado, e somente depois disso foi
introduzida a suspensédo de esporos. Os frascos também foram levados a incubadora a 28°C, sem

agitacédo (Fig. 7).
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Figura 7 — Esquema do experimento em Meio Mineral Incompleto.

t=0 t =5 dias t =10 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os experimentos foram feitos em duplicatas e os controles negativos foram feitos
colocando-se apenas os filmes poliméricos nos erlenmeyers, com o meio de cultura, sem inoculagéo
do fungo.

Para as anélises, os filmes foram retirados dos meios de cultura com o auxilio de uma
peneira e uma pinca, lavados com jatos de dgua destilada provenientes de uma pisseta e entdo secos
entre folhas de papel de filtro estéreis. Cada filme foi colocado em placa de Petri estéril,
devidamente identificada e mantido em dessecador a véacuo, por um periodo de 3 dias, afim de

retirar o excesso de umidade do mesmao.

4.2.7. Microscopia Optica (MO)

A microscopia Optica é um excelente instrumento investigativo das alteracdes superficiais e
morfoldgicas dos polimeros (ROSA et al., 2005).

Os fungos e os filmes foram analisados em microscépio éptico, com aumento de 400X
(marca B4 - BEL photonics, Germany) e fotografados.
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4.2.8. Medidas de massa

As massas dos filmes, antes e apds o biotratamento, foram obtidas em balanca analitica da
marca CHYO, modelo JK 200.

4.2.9. Espectroscopia de absorc¢édo no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR), é uma técnica aplicada na
investigacdo estrutural de matrizes poliméricas (BELTRAN et al., 1997) e tem sido bastante
empregada na analise de modificagdes estruturais do polimeros, ap6s o processo biodegradativo
(SUDHAKAR et al.,, 2007; UEMURA; MARTINS-FRANCHETTI, 2010; GONCALVES;
MARTINS-FRANCHETTI, 2010).

Os filmes originais e biotratados foram analisados em um espectrofotdmetro IR com
transformada de Fourier, marca Shimadzu, modelo FTIR — Prestige-21, com resolucdo 4 cm™
(Laboratério UNESP/Rio Claro — SP) .

4.2.9.1 Indices de carbonila

Aos espectros obtidos por FTIR foi aplicado um tratamento matematico (desconvolucdo ) a
fim de melhorar a separacéo e resolucdo das bandas, para tal foi utilizado o Software Origin 8.0, na
funcdo Lorentziana, sendo aplicada as bandas de carbonila (1720 cm™ fase cristalina e 1751 cm™,
fase amorfa). A partir destas bandas foram calculados os indices de C=0, através da raz&o das
bandas destas bandas em relacdo & banda de padrdo interno a 1380 cm™, (atribuida & vibracdo
simétrica de grupos CHj3 na fase cristalina do PHBV) (LAMBEEK et al., 1995; XU et al., 2002).

4.2.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Os filmes utilizados no trabalho, originais e biotratados, foram analisados por MEV. Estes

foram recortados e fixados em suportes de aluminio com o auxilio de uma fita adesiva e

posteriormente, recobertos com pé de ouro, em camara a vacuo, utilizando o metalizador MED 010,
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da marca Balzers. Apds a metalizacdo os filmes foram observados no microscépio eletronico de
varredura (marca HITACHI TM3000) com os aumentos de 300X, 1000X e X2000X. Este
equipamento esta alocado no Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia
da Unesp - Rio Claro — SP.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a incubacdo dos filmes de PE, PHBYV e blenda, tanto no meio s6lido, quanto no meio
liquido, foram analisados com a finalidade de se verificar quais as mudancas ocorridas durante o
periodo de biotratamento.

Os filmes incubados nos meios de cultura, sem a inoculagdo dos fungos (controle negativo),
foram analisados através de FTIR, M.O. e tiveram sua massa aferida em balanca analitica, porém
ndo apresentaram nenhuma mudanca, conforme esperado.

Primeiramente foram analisados os filmes incubados por 30 dias em meio solido. A
avaliagdo foi feita a olho nu, por microscopia éptica e por medidas de FTIR, para verificacdo do
crescimento fungico e da ocorréncia de alteragdes nos filmes. Este € um método viavel para
verificar a interacdo do fungo com o filme polimérico, em meio de cultura s6lido completo,

podendo ocorrer: a adesdo do fungo sobre o filme ou nas bordas do mesmo.

5.1. Teste em meio solido

5.1.1. Avaliacgéo visual

As figuras 8 a 12 mostram o teste de crescimento dos fungos Aspegillus niger, Paecilomyces
variotii, Chaetomium globosum, Trichoderma virens e Penicillium funiculosum.

Através de uma avaliacdo visual, dentre os cinco fungos testados, os que apresentaram
menor adesdo foram Aspergillus niger e Chaetomium globosum (Fig. 8 e 10), ou seja, séo fungos
com pouca afinidade relativa aos polimeros utilizados neste trabalho.

Os fungos Paecilomyces variotii e Trichoderma virens (Fig. 9 e 11) também apresentaram
pouca adesdo ao PE, mas tornaram os filmes de PHBYV e da blenda mais opacos, apés o periodo de
incubacéo.

Por outro lado, o fungo Penicillium funiculosum aderiu aos filmes poliméricos de PHBV e
da blenda. Este resultado foi satisfatorio, pois a adesdo do fungo ao filme polimérico é o primeiro
passo para iniciar a biodegradacdo, possibilitando que metabdlitos secundarios produzidos pelo
mesmo, interajam com o polimero. Devido a este fato, o Penicillium funiculosum foi escolhido para

a continuidade ao trabalho em meio liquido.
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Figura 8 — Crescimento do fungo Aspergillus niger com os polimeros A: Polietileno, B: PHBV e C:
Blenda, em meio sélido, a 28°C, durante 30 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 9 — Crescimento do fungo Paecilomyces variotii com os polimeros A: Polietileno, B: PHBV
e C: Blenda, em meio sélido, a 28°C, durante 30 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 10 — Crescimento do fungo Chaetomium globosum com os polimeros A: Polietileno, B:
PHBV e C: Blenda, em meio sélido, a 28'C, durante 30 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Crescimento do fungo Trichoderma virens com os polimeros A: Polietileno, B: PHBV
e C: Blenda, em meio sélido, a 28°C, durante 30 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 12 — Crescimento do fungo Penicillium funiculosum com os polimeros A: Polietileno, B:
PHBV e C: Blenda, em meio sélido, a 28 'C, durante 30 dias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.2. Avaliagéo por FTIR

Na avaliacdo dos filmes por FTIR, os resultados foram mais satisfatérios (com maiores
mudancgas) para os fungos Paecilomyces variotii e Penicillium funiculosum. Apesar de nédo ter
aderido tanto quanto o fungo Penicillium funiculosum aos filmes, o fungo Paecilomyces variotii, em
meio sélido, foi capaz de alterar alguns desses polimeros a nivel molecular, como pode ser visto na
figura 13.

No espectro da blenda biotratada com P. variotii (Fig.13), a banda a 1750 cm™ (estiramento
de grupos C=0 na fase amorfa) diminuiu de intensidade, a banda a 1720 cm™ (estiramento de
grupos C=0 na fase cristalina) ndo sofreu mudanca e novas bandas apareceram a 1643 cm™ e 1546
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cm™ (estiramento de C=0 de 4cido e C=C, respectivamente). O aparecimento da banda a 3270 cm™
(alargada) corresponde ao estiramento O—H, de 4cidos. As bandas a 1280 cm™, 1228 cm™ e a 1055
cm™ sofreram diminuicéo na intensidade, indicando mudanca na cristalinidade e alteracio do grupo
C-O-C do éster, respectivamente. A mudanca estrutural significativa da matriz polimérica, notada
no FTIR, mostrou que a blenda PEBD/PHBYV (70/30) sofreu biodegradacéo pelo fungo P. variotii, 0

que, neste caso, pode ser atribuido a estrutura quimica e morfoldgica desta blenda.

Figura 13 — FTIR das blendas original e biotratada com P. variotii (ATCC 16023), durante

30 dias, em meio sélido.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o fungo P. funiculosum os melhores resultados foram obtidos em meio liquido, portanto

serdo apresentados apenas 0s espectros provenientes desse biotratamento (ver item 5.6).
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5.2. Tratamento com P. funiculosum em meio liquido

Este tipo de tratamento é importante, pois o meio liquido gera melhor contato entre os
micro-organismos e a superficie do filme e favorece a acdo enzimatica.

Os filmes de PEBD e blenda incubados tanto durante 15 dias quanto por 6 meses,
apresentaram vérias mudangas a olho nu, tais como: maior opacidade dos filmes, aderéncia
microbiana, quebras e descamacfes, como pode ser observado nas figuras 14-16. Os filmes de PE,
apos o biotratamento com os dois meios, apresentaram uma superficie mais rugosa (Fig. 14). Os
filmes de PHBYV incubados por 6 meses, tanto no meio mineral completo como no incompleto, bem
como os incubados durante 15 dias em meio mineral completo, foram totalmente biodegradados
(mineralizados), porém os incubados em meio mineral incompleto, apresentaram biofilme aderido
em sua superficie, perceptivel mudanca na espessura e tornaram-se quebradicos (Fig. 15).

A blenda (Fig. 16), apresentou uma superficie bastante heterogénea e descamada ap6s 0
biotratamento (Fig. 16 — B e C).

Figura 14 — Fotografias dos filmes de PE incubados em meio liquido durante 15 dias a 28°C. A:

filme original; B: filme biotratado em M.M.I e C: filme biotratado em M.M.C.

A B C

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 15 — Fotografias dos filmes de PHBV incubados em meio liquido durante 15 dias, a 28°C.
A: filme original; B: filme biotratado em M.M.I e C: filme biotratado em M.M.C.

A B C

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Fotografias dos filmes da Blenda incubados em meio liquido durante 15 dias, a 28°C.
A: filme original; B: filme biotratado em M.M.I e C: filme biotratado em M.M.C.

A B C

Fonte: Elaborada pelo autor.

As figuras 17 e 18 mostram a adesdo do fungo a superficie dos filmes de PE e da Blenda

ap6s terem sido incubados pelo periodo de 6 meses no meio de cultura liquido, a 28°C.

Figura 17 — Fotografias dos filmes de PE incubados em meio liquido durante 6 meses, a 28°C. A:
filme original; B: filme biotratado em M.M.I e C: filme biotratado em M.M.C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 18 — Fotografias dos filmes da blenda incubados em meio liquido durante 6 meses, a 28°C.

A: filme original; B: filme biotratado em M.M.I e C: filme biotratado em M.M.C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Isto mostra que provavelmente, no meio rico em nutrientes, o fungo se desenvolve mais,

acelerando assim o processo de biodegradacdo, porém, fica evidente também que, no meio
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incompleto, a Unica fonte de carbono utilizada pelo P. funiculosum, é o polimero, mostrando assim
o0 grande potencial desse fungo em assimilar esse tipo de material, como fonte de carbono.
As mudancas visuais ndo provam o processo de biodegradagdo, mas sdo indicativas do

ataque microbiano a superficie polimérica (SHAH et al., 2008).

5.3. Microscopia Optica (M.O.)

Os filmes de PE e blenda, biotratados em meio liquido, durante 6 meses, a 28°C, mostraram
mudancas em sua morfologia. Nas figuras 19 a 23 (com aumentos de 400X), foram observadas
alteracBes na superficie polimérica, através da presenca de rachaduras, descamacdes e da adesdo
microbiana, evidenciada pela presenca de hifas e esporos fungicos.

Figura 19 — Micrografias de M.O. dos filmes de PE (400X). A: filme original, sem biotratamento;
B: filme biotratado por 6 meses em M. M. I. e C: filme biotratado durante 6 meses, a 28°C, em M.
M. C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 20 — Micrografias de M.O. dos filmes da Blenda (400X). A: filme original, sem
biotratamento; B: filme biotratado por 6 meses, a 28°C, em M. M. I. e C: filme biotratado durante 6
meses, a 28°C, em M. M. C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os filmes de PE e blenda biotratados em meio mineral liquido, durante 15 dias, estdo
apresentados nas figuras 21 e 22, ressaltando que neste periodo, ainda foi possivel analisar 0s
pedacos do filme de PHBV, mas somente em meio mineral incompleto (Fig. 23).

Figura 21 — Micrografias de M.O. dos filmes de PE (400X). A: filme original, sem biotratamento;
B: filme biotratado por 15 dias, a 28°C, em M. M. I. e C: filme biotratado durante 15 dias, a 28°C,
em M. M. C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 22 — Micrografias de M.O. dos filmes da Blenda (400X). A: filme original, sem

biotratamento; B: filme biotratado por 15 dias, a 28°C , em M. M. I. e C: filme biotratado durante
15 dias, a 28°C, em M. M. C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 23 — Micrografias de M.O. dos filmes de PHBV (400X). A: filme original, sem
biotratamento e B: filme biotratado durante 15 dias, a 28°C, em M. M. I.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os filmes originais e biotratados foram analisados também por Microscopia Eletrénica de
Varredura, a qual € muito importante na investigacdo da morfologia dos filmes poliméricos.

As micrografias de MEV dos filmes de PE biotratados em M.M.l e em M.M.C estdo
apresentadas nas figuras 24 e 25, respectivamente. Nas figuras 24 e 25 — A (300X), pode ser
observada a superficie do filme original, com a presenca de algumas marcas e riscos, provenientes
do processo de prensagem utilizado para producéo dos filmes poliméricos. As figuras 24 e 25 — B,
C e D mostram diferentes aumentos (300X, 1000X e 2000X, respectivamente) dos filmes apos o
biotratamento, podendo ser observados pequenos granulos, os quais acredita-se serem devido a
adesdo fungica a superficie polimérica. Estes provavelmente sdo residuos do biofilme que restou no

material apos a lavagem do mesmo.
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Figura 24 - Micrografias de MEV dos filmes de PE. A: filme original, sem biotratamento; B, C e D:
filmes biotratados durante 6 meses, a 28°C, em M.M.I.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 25 — Micrografias de MEV dos filmes de PE. A: Filme original, sem biotratamento; B, C e

D: filmes biotratados durante 6 meses, a 28°C, em M.M.C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As micrografias de MEV correspondentes aos filmes da blenda originais e biotratados, estdo
apresentadas abaixo (Fig. 26 e 27). Estas micrografias apresentam tanto a adesdo do fungo a
superficie polimérica (Fig. 26-D; 27-B,C e D), quanto a evidéncia do processo de degradacao desse
tipo de material, que ocorre pela descamacdo de camada por camada (Fig. 26 — C e D; 27 — D)
(CORREA et al., 2008).

Figura 26 — Micrografias de MEV dos filmes da blenda. A: filme original, sem biotratamento; B, C
e D: filmes biotratados durante 6 meses, a 28°C, em M.M.1.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 27 — Micrografias de MEV dos filmes da blenda. A: filme original, sem biotratamento; B, C
e D: filmes biotratados durante 6 meses, a 28°C, em M.M.C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 28-A, referente a micrografia de MEV do filme original de PHBV, mostra uma
superficie com marcas da prensa e do papel aluminio, nos quais o filme foi produzido. Apds o
biotratamento do filme de PHBV em meio mineral incompleto, observa-se uma estrutura com
grande adesdo de micro-organismos, evidenciada pelo aparecimento de hifas (Fig. 28- B, C e D) e
esporos (Fig. 28- D). Além disso, podem ser observados buracos e rachaduras na superficie do filme
(indicadas pelas setas nas fig. 28 B e C), causados pelo processo de degradacdo ocasionado pelo

fungo P. funiculosum.
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Figura 28 — Micrografias de MEV dos filmes de PHBV. A: Filme original, sem biotratamento; B, C
e D: filmes biotratados durante 15 dias, a 28°C, em M.M.| (Obs: as setas indicam o aparecimento de
furos e rachaduras).

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5. Medidas de massa

Este é o0 método mais comumente aplicado e que tem relativa sensibilidade na determinacéo
de mudancas de massa causadas pelo ataque de micro-organismos ao polimero (FLEMMIMG,
1998). Comparando-se as variagdes de massa que ocorreram nos biotratamentos, tanto a blenda
como o PHBV sofreram a maior perda de massa, tanto no periodo de 6 meses como no de 15 dias,
respectivamente. Os filmes de PHBV biotratados por 6 meses foram totalmente biodegradados,
diferentemente dos tratados por apenas 15 dias, mostrando a relagéo entre o tempo de exposi¢cdo ao
micro-organismo e a taxa de biodegradacao (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 — Porcentagem de perda de massa dos filmes de PHBV, de PE e da Blenda submetidos
aos biotratamentos durante 6 meses, a 28°C.

Polimero Meio Completo Meio Incompleto
PHBV 100 100
PE -05 -0,3
Blenda 14 14

Obs: a) PE sofreu aumento de massa (valores negativos). Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 2 — Porcentagem de perda de massa dos filmes de PHBV, de PE e da Blenda submetidos

aos biotratamentos durante 15 dias, a 28°C.

Polimero Meio Completo Meio Incompleto
PHBV 96 54
PE 0 -0,3
Blenda 12 14

Fonte: Elaborada pelo autor.

O PHBV sofreu a maior perda de massa, seguido da blenda. O PE ndo sofreu perda
significativa, mostrando inclusive um pequeno aumento da massa, causado provavelmente pela

adesdo microbiana a sua superficie.

5.6. FTIR

Os espectros dos filmes originais e biotratados em meio de cultura liquido estdo
apresentados nas figuras 29 a 33. Os espectros de PE e da Blenda foram normalizados pela
intensidade da absorbancia da banda considerada como padréo interno em 1465 cm™ (deformagéo
simetrica de CH3 do PE) (ALBERTSSON et al., 1987). Para o PHBV, o padrdo utilizado foi a
banda a 1463 cm™ (deformacéo simétrica de CH,) (BLOEMBERGEN, 1986).
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Atraveés da analise espectral, verificou-se que o PE ndo sofreu mudancas a nivel de estrutura
molecular, nos dois meios, apesar da adesdo do fungo sobre o polimero com consequente mudanca

na sua morfologia (vista por microscopia).

Figura 29 — FTIR do PE original e o biotratado com P. funiculosum (ATCC 11797), durante 6

meses, a 28°C, em meio mineral completo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 30 - FTIR do PE original e o biotratado com P. funiculosum (ATCC 11797), durante 6

meses, a 28°C, em meio mineral incompleto.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As blendas, nos dois meios, mostraram mudangas evidentes: houve diminui¢cdo na
intensidade da banda a 1751 cm™, atribuida ao estiramento de C=O de fase amorfa e pequeno
aumento na banda a 1720, referente a fase cristalina (Fig. 31), bem como diminuicéo na intensidade
e deslocamento das mesmas bandas tratadas no meio de cultivo incompleto (Fig. 32).

As bandas relativas a0 PHBYV, sensiveis a cristalizacdo, 1278 e 1228 cm™ (BLOEMBERGEN,

1986) sofreram diminuicdo, indicando, assim, queda na cristalinidade da blenda.
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Figura 31 — FTIR das blendas original e biotratada com P. funiculosum (ATCC 11797), durante 6

meses, a 28°C, em meio mineral completo.

1,24 Meio Completo —— Blenda - original
ffffffff Blenda - biotratada

1,04 / | 1200 [
| 2R

1751 |
0,8 ~ i

0,6 4 ,"‘ ‘\ J

0,4

0,2 1

ABS ( unidades arbitrarias)

0,0 : , : : g
2000 1500 1000 500

. A
numero de ondas cm

Obs: flechas indicativas da ocorréncia das mudancas mais evidentes. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 32 — FTIR das blendas original e biotratada com P. funiculosum (ATCC 11797), durante 6

meses, a 28°C , em meio mineral incompleto.
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Obs: flechas indicativas da ocorréncia das mudancas mais evidentes. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 33 — FTIR de PHBYV original e biotratado com P. funiculosum (ATCC 11797), durante 15

dias, a 28°C, em meio mineral incompleto.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No espectro do PHBV original (Fig. 33), foram observadas as bandas 1761 cm™, 1735 cm™
e 1707 cm™ que correspondem ao estiramento de grupos C=0 da fase amorfa, fase cristalina menos
ordenada (PADERMSHOKE et al., 2004) e fase cristalina propriamente dita, respectivamente; que
no PHBV biotratado estdo diminuidas e mais alargadas, juntamente com a cristalina a 1720 cm™,
indicando a degradacéo das diferentes fases do PHBV. Além disso, a presenga de uma nova banda
a 1546 cm™, relativa ao aparecimento de grupos C=C na cadeia, aliada & presenca da banda a 3373
cm™, alargada, que corresponde ao estiramento O—H, sdo fortes evidéncias da formacdo de &cido

insaturado (2-butendico), apds a biodegradacdo do PHBV (JENKINS et al., 2007).
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5.6.1. indices de carbonila

A partir dos espectros obtidos dos filmes antes e ap6s o biotratamento, foram calculados os
indices de carbonila dos polimeros estudados, a fim de se entender melhor quais as mudancas
morfoldgicas e estruturais ocorridas nos filmes.

Como pode ser observado na Tabela 3, hd& um consumo da carbonila (C=0) do PHBV, tanto
da fase amorfa como da cristalina, apos o biotratamento em meio mineral incompleto (27 e 56% de

diminuicao, respectivamente).

Tabela 3 - indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina, calculados para os filmes de PHBV
original e biotratado, por 15 dias, a 28°C, em Meio Mineral Incompleto.

PHBV Original Biotratado
Fase amorfa (ABS 1751/1463) 0,37 0,27
Fase cristalina (ABS 1720/1463) 0,50 0,22

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para as blendas biotratadas em meio completo (Tab.4), observou-se uma diminui¢do no
indice de carbonila de fase amorfa (30%), com um consequente aumento do indice de carbonila da
fase cristalina (9%), o que pode indicar um aumento da cristalinidade do material como um todo. O
consumo de fase amorfa induz a uma reorganizacdo das cadeias remanescentes e consequente
aumento de cristalinidade. Neste meio, mais rico em nutrientes e portanto, com grande quantidade
de enzimas e biofilme, as fases amorfa e interfase dos dois diferentes polimeros (mais

desorganizadas, sdo as mais accessiveis as varias e diferentes enzimas presentes.

Tabela 4 - indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina, calculados para os filmes das blendas
original e biotratado, por 6 meses, a 28°C, em Meio Mineral Completo.

Blenda Original Biotratado
Fase amorfa (ABS 1751/1463) 0,64 0.45
Fase cristalina (ABS 1720/1463) 0,65 0,71

Fonte: Elaborada pelo autor.

Entretanto para as blendas biotratadas em meio mineral incompleto (Tabela 5), houve uma

diminuigdo do indice de carbonila das fases amorfa e cristalina, sendo a da fase amorfa mais
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significativa. Neste meio, contendo uma fonte de carbono apenas, as enzimas provavelmente séo
mais especificas e estdo em menor quantidade, sendo mais fécil seu acesso a fase amorfa, mais
desorganizada.

Tabela 5 - indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina, calculados para os filmes das blendas,

original e biotratado, por 6 meses, a 28°C, em Meio Mineral Incompleto.

Blenda Original Biotratado
Fase amorfa (ABS 1751/1463) 0,90 0,44
Fase cristalina (ABS 1720/1463) 0,91 0,70

Fonte: Elaborada pelo autor.

No PHBV ocorre a biodegradacdo através do ataque hidrolitico a carbonila do grupo éster,
tanto na fase amorfa, quando na cristalina. Na blenda, o processo ocorre por consumo da carbonila
da fase amorfa (hidrélise do PHBV, também) e o0 aumento da mesma na fase cristalina, no meio
mais rico em nutrientes. No meio pobre em nutrientes, ocorre 0 consumo das duas fases: amorfa e
cristalina, sendo a amorfa, a mais consumida.
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6 CONCLUSOES

- Os fungos Penicillium funiculosum e Paecilomyces variotii mostraram-se eficientes em
degradar a blenda constituida de um polimero sintético e um biodegradavel.

- O meio de cultura e tempo de incubacdo sdo fatores importantes na taxa de biodegradacgéo
dos polimeros envolvidos neste estudo. O meio rico em nutrientes com fonte de carbono e
nitrogénio, provavelmente, possibilitou que o fungo produzisse uma variedade maior de enzimas,
aumentando a eficécia para a degradacdo total do PHBV neste meio (15 dias e 6 meses), como
também permitindo que houvesse um consumo da fase amorfa da carbonila da blenda, seguida de
sua reorganizagédo e aumento da fase cristalina.

- No meio pobre em nutrientes, tendo o polimero como Unica fonte de carbono, o P.
funiculosum, deve ter produzido enzimas mais especificas para degradar o polimero, por isso, tanto
para 0 PHBV quanto para a blenda, foi observado um consumo da carbonila das fases amorfa e
cristalina do polimero.

- O PE ndo sofreu biodegradacao no periodo estudado, mas sofreu alteracGes morfoldgicas,
devido a adesdo do fungo.

- Na blenda, o PE influenciou a biodegradacdo (durabilidade) da mesma, protegendo a
fracdo de polimero biodegradavel contra o ataque fangico.

- As metodologias utilizadas para avaliagdo da biodegradacdo, foram eficientes e
complementares, pois a microscopia Optica permitiu a visualizacdo da adesdo fungica, bem como
das mudancas de cor do filme, ap6s o biotratamento. Através do MEV, notou-se ndo s a adesdo de
esporos e hifas, como também o aparecimento de furos, rachaduras e descamacgdes. O FTIR
permitiu identificar mudangas estruturais nas cadeias poliméricas e o mecanismo de acdo dos
fungos no processo de biodegradacéo.

- A blenda de PE/PHBV (70/30) é um material promissor em aplicacbes na area de
embalagens, devido a sua biodegradacdo na presenca de um fungo comumente encontrado no meio

ambiente.
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