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Resumo

Plasticos sintéticos, como o polipropileno (PP), sdo persistentes no meio ambiente,
seu alto consumo pela sociedade contemporénea gera acumulo de material poluindo
0 meio ambiente. Uma possivel solugédo para o problema pode ser a substituicdo de
polimeros sintéticos por outros biodegradaveis obtidos a partir de fontes renovaveis
como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB). As blendas sdo uma opg¢éo para a substituicao
parcial dos polimeros sintéticos por polimeros biodegradaveis, considerando que a
total substituicdo dos polimeros sintéticos é algo, ainda, impraticavel. A
biodegradagdo, por ser um processo natural que ocorre em ambientes
biologicamente ativos, € vista como uma alternativa para o tratamento dos residuos
plasticos. Este trabalho verificou a biodegradacéao de filmes de PHB, PP e blenda de
PP/PHB por microrganismos de aguas de rio poluido e efluente bruto de refinaria de
petréleo. As analises utilizadas para avaliar as transformacdes no filme foram perda
de massa, microscopia Optica, espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourrier (FTIR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os resultados
mostraram que a degradacdo do PHB ocorre tanto na fase amorfa como na
cristalina, sendo mais intensa em efluente bruto da refinaria de petroleo, seguida da

agua de rio que recebeu o efluente tratado.



Abstract

Synthetic plastics such as polypropylene (PP), are persistent in environment, the
high consumption by contemporary society generates accumulation of material that
pollute the environment. A possible solution to this problem may be replacing
synthetic polymers by biodegradable ones obtained from renewable sources like the
poly (3-hydroxybutyrate) (PHB). Blends are an option for replacement part of
synthetic polymers by biodegradable polymers, however overall replacement of the
synthetic polymer is impracticable. Degradation, natural process that occurs in
biologically active environments, is aiming as an alternative for the treatment of
waste plastics. This work verified the degradation of films PHB, PP and blends of
PP/PHB films by microorganisms of water from polluted river and effluent from oil
refinery. The analysis used to measure changes in the film were: loss of mass,
optical microscopy, Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy and scanning
electron microscopy (SEM). The results showed that the degradation of PHB occurs
in the crystalline and amorphous phases, being more intense in the effluent followed

by water from the river that received the treated effluent.
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1. INTRODUGAO

Os plasticos tém papel fundamental na sociedade atual, onde s&o utilizados
de multiplas formas. Além disso, tem-se desenvolvido inUmeras aplicagdes para as
quais anteriormente eram utilizados outros materiais, como metais, vidro, madeira,
papel, etc. Ou seja, os plasticos representam um grande mercado, como também um
mercado em crescimento.

Devido ao fato de algumas aplica¢des dos plasticos, como por exemplo, 0 seu
uso em embalagens, ser de descartabilidade muito rapida, associado a grande
dificuldade de degradacdo desses materiais no ambiente, os plasticos tém
despertado grande preocupacdo. No Brasil sdo geradas diariamente cerca de
228.413 toneladas de residuo por dia, sendo que no Estado de S&o Paulo a
producao diaria de residuo € de 105.582 toneladas, das quais aproximadamente 11%
correspondem a materiais plasticos. Dentre os materiais provenientes de coleta
seletiva, 20% séo plasticos.

O destino final desses materiais, muitas vezes é incerto. Quando sao
descartados em meio aquatico, fica dificil remové-los, restando-lhes a possibilidade
de ali permanecer, podendo ou néo degradar.

O crescente comprometimento da qualidade dos ecossistemas aquaticos tem
sido causado nao sé pelo excesso de esgotos domésticos langados sem tratamento
nos corpos hidricos, como pela variedade de residuos quimicos e orgéanicos
provenientes de descartes industriais e agricolas que perfazem uma extensa gama
de substancias potencialmente toxicas. A quantidade e os tipos de materiais
organicos e inorganicos que agem como nutrientes e estdo presentes no ambiente
aquatico, influenciam significativamente o crescimento microbiano.

Muitos rios encontram-se poluidos, contendo materiais plasticos em seu leito,
além de substancias provenientes de esgotos domésticos e industriais,
comprometendo a qualidade de suas aguas.

O objetivo deste trabalho consiste na investigacdo da biodegradacéo dos
homopolimeros, polipropileno e poli(3-hidroxibutirato), bem como da blenda obtida
dos mesmos na proporgao (1:1) por microrganismos presentes no efluente bruto de
refinaria de petrdleo e nas aguas do Rio Atibaia antes e ap6s o descarte do efluente

tratado.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas constituidas por unidades (meros) que se
repetem ao longo da cadeia polimérica. Quando o polimero possui apenas um tipo
de mero, é chamado de homopolimero. Quando sua cadeia for constituida por duas
ou mais unidades monoméricas, trata-se de um copolimero. Ainda existem as
blendas que s&o misturas de diferentes polimeros, sem que haja reagcao quimica
entre eles (SCOTT, 1999; MANO e MENDES, 1999). Os polimeros sao classificados
como termoplasticos (plasticos), termofixos, borrachas e fibras. O termo plastico vem
do grego, plastikus, que significa material adequado a moldagem. Os plasticos sao
materiais que, embora solidos a temperatura ambiente em seu estado final, quando
aquecidos acima da temperatura de “amolecimento” tornam-se fluidos e passiveis de
serem moldados por agdo isolada ou conjunta de calor e pressdo (MANO e
MENDES, 1999; SPINACE e PAOLI, 2005).

Os polimeros podem ser de origem sintética ou natural.

2.1.1. Polimeros sintéticos

Os polimeros sintéticos, em sua maioria, sdo derivados de petréleo, sendo
largamente empregados na confeccao de artefatos e, resistentes a decomposicao,
como exemplo de polimero sintético, temos o polipropileno.

O polipropileno (PP) (Fig. 1) € uma parafina da familia das olefinas e é um
homopolimero, termoplastico, semicristalino, produzido pela polimerizacdo do
mondmero propileno (propeno). O PP tem ponto de fusédo definido em torno de 170
°C. Trata-se de um polimero resistente de alta durabilidade e dificil biodegradacao
amplamente empregado na confecg¢ao de varios artefatos presentes no cotidiano do
homem moderno, sua aplicabilidade vai desde carcacas de eletrodomésticos a

cabos de escovas dentais e revestimento interno de automédveis. Sua temperatura



de transicdo vitrea (T4) € -17°C, sendo flexivel e versétil para muitas aplicagbes
(FORMOLO et af., 2003).
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Figura 1: Estrutura quimica do PP

2.1.2. Polimeros naturais

Os polimeros naturais sdo aqueles normalmente encontrados na natureza,
sendo produzidos por organismos vivos e, neste caso, sdo chamados de
biopolimeros. Dentre os polimeros naturais estdo os poli(hidroxialcanoatos) (PHAS).

Os PHAs pertencem a familia de poliésteres de acidos hidroxialcandicos
acumulados por diversas bactérias, na forma de granulos intracelulares de reserva
de carbono e energia, que atingem até 80% em peso seco da biomassa bacteriana
(ANDERSON e DAWES, 1990; GOMEZ et af., 1993; STEINBUCHEL, 1991; SUDESH
et al., 2000). Em geral, a sintese de PHA por bactérias em um meio nutritivo ocorre
quando ha excesso de fonte de carbono e a limitacdo de pelo menos um nutriente
necessario a multiplicacdo das células (N, P, Mg, Fe etc.) (ANDERSON e DAWES,
1990; BRANDL et af, 1990; STEINBUNCHEL e VALENTIN, 1995). Estes polimeros
despertam grande interesse, pois s&do termoplasticos, biodegradaveis,
biocompativeis e podem ser sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis pela
agricultura, como da cana-de-agucar (BYROM, 1990; NONATO, 2001; RAMSAY et
al., 1995).

As caracteristicas mais importantes dos PHAs sdo a sua rapida
biodegradabilidade e suas propriedades termoplasticas (DOI, 1990). Suas
propriedades permitem que sejam utilizados como substitutos dos plasticos
convencionais, de origem petroquimica, em algumas aplicagdes, que vao desde
embalagens e materiais descartaveis, matriz para liberagdo controlada de farmacos

até implantes e moldes da area médica. Os poliésteres podem oferecer grande



variedade de propriedades, desde plasticos rigidos altamente cristalinos a polimeros
ducteis (CHANDRA e RUSTGI, 1998). Entre os polimeros biodegradaveis o mais
conhecido é o poli(3-hidroxibutirato) (PHB).

O PHB (Fig. 2) é o polimero mais estudado dentre os PHAs, possuindo
propriedades termoplasticas e caracteristicas fisicas e mecanicas semelhantes as do
polipropileno, polimero derivado do petréleo (SUDESH et af, 2000). E um polimero
cristalino com alta temperatura de fusdo (Tf = 180 °C) e temperatura de transicédo
vitrea (Tg4) de cerca de 5° C (AMASS ez af, 1998). Sua producdo em grande escala
acontece por um processo de fermentacéo bacteriana, sendo ainda um processo
relativamente caro (CHIELLINI e SOLARO, 1996).
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Figura 2: Estrutura quimica do PHB

2.3. Blendas

Blendas poliméricas sdo misturas de diferentes polimeros com ligagbes nao
covalentes dos componentes poliméricos individuais. Em alguns casos, cada
componente polimérico contribui de uma maneira especifica para um perfil global,
ocorrendo um tipo de sinergismo nas propriedades dos materiais obtidos (La
MANTIA, 1999; KONNING et af, 1998; UTRACKI, 1999). A mutua influéncia dos
componentes poliméricos reflete-se na resisténcia térmica da blenda contra o
estresse ambiental, no potencial de deterioracédo e nas propriedades mecéanicas da
mesma (La MANTIA, 1999).

A miscibilidade da blenda é caracterizada por uma unica transigéo vitrea (Tg)
dos componentes da blenda, o que varia com a composi¢céo da blenda, medida pela
técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial (AMASS et af., 1998), que baseia-se

no fato de que o processo de mudancga fisica ou quimica de uma substancia é



acompanhada por uma variagcédo de entalpia (ROSA et af, 2003). A transicao vitrea &
um fendmeno relacionado a parte amorfa do polimero, ndo ha razdo para a
irregularidade estrutural interferir com a Tg, como interfere com a cristalinidade e
conseqientemente com o ponto de fusdo. A vantagem de produzir blendas misciveis
inclui a possibilidade de conseguir, morfologicamente, uma unica fase dos
componentes da blenda, revelando interagbes intermoleculares entre os dois
polimeros (AMASS et af, 1998).

A miscibilidade e a compatibilidade dos componentes poliméricos séao
importantes propriedades do material. Blendas poliméricas podem ser homogéneas
ou heterogéneas na escala microscépica, mas nao devem exibir heterogeneidade na
escala macroscépica (FOX, 1999). A blenda heterogénea na escala macroscopica
apresenta indicio na segregagao polimérica sendo considerada incompativel.
Apresenta variedade de morfologia, incluindo freqientemente dispersdao de um
polimero na matriz do outro e/ou duas fases morfologicas (KONNING et al., 1998). A
morfologia das blendas e as -caracteristicas das interfaces influenciam na
degradacao das mesmas (POSPISIL et al, 1999).

A baixa qualidade da compatibilidade € um sério problema encontrado nas
blendas poliméricas. Conseqlientemente existe forte tentativa para aumentar a
compatibilidade, pelo uso de aditivos (compatibilizadores). Eles diminuem as
dimensbes das particulas dispersas e previnem o0s processos indesejados como
separacao de fases, aglomeragdo e a caréncia fisica (KONNING et af, 1998). A
degradacgao da blenda polimérica é influenciada pela estrutura e co-reatividade dos
componentes poliméricos e/ou pela influéncia positiva ou negativa da estabilidade
final da blenda (POSPISIL et af., 1999).

Elas sao importantes biotecnologicamente devido a modificagcdo de
propriedades mecanicas em relagdo aos polimeros originais, a melhora da forga de
impacto as baixas temperaturas, em particular, resisténcia ao aquecimento
(BILLINGHAM et al., 1999).



2.4. Consumo e descarte dos plasticos

Os plasticos sdo moldaveis a quente e possuem baixa densidade, boa
aparéncia, sdo atoxicos e isolantes termo-elétricos, resistentes ao impacto e
possuem baixo custo, portanto, apresentam uma larga faixa de aplicagées. Devido a
estas propriedades o consumo dos polimeros vem crescendo (SPINACE e PAOLI,
2004). No Brasil, o consumo de resinas termoplasticas em 1998 foi cerca de 3,3
milhdes de toneladas e 5,3 milhdes de toneladas em 2008, o que representa um
crescimento de 60,6% em dez anos (ABIQUIM, 2009).

Um grande problema decorrente da utilizagdo de materiais poliméricos é, sem
duvida, o acumulo gerado apés o descarte. Os polimeros de hidrocarbonetos séo
resistentes ao ataque quimico e biologico, de tal forma que isso Ihes assegura
longevidade e outras propriedades que se mantém por longo tempo, podendo levar
mais de uma centena de anos para se decompor, resultando em problemas
ambientais que podem ser desastrosos para a humanidade (ROSA et af,, 2002). E
dificil pensar e praticar um destino efetivamente adequado para os materiais que
descartamos. A taxa de geracéo de residuos sélidos urbanos esta relacionada aos
habitos de consumo de cada cultura, onde se nota uma correlagao estreita entre a
producéo de residuos e o poder econdmico de uma dada populagdo. Os residuos
fazem parte da histéria do homem, ja que a sua producgéo € inevitavel (FADINI e
FADINI, 2001). Como alternativas para minimizar este problema, existem diferentes
medidas, cada qual com suas vantagens e desvantagens (FADINI e FADINI, 2001;
FRANCHETTI e MARCONATO, 2006)

2.4.1. Incineragao

A incineragcdo pode ser praticada com a finalidade de diminuir
significativamente o volume de material descartado, entretanto € um método que
demanda altos investimentos e libera gases na atmosfera, como CO, que contribui

com o efeito estufa e o HCI, da queima do PVC, que contribui com a formacéo da



chuva acida (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006). No Brasil apenas 0,45% dos

materiais descartados sao incinerados (IBGE, 2000).

2.4.2. Aterros

O aterramento é utilizado para acondicionar grandes volumes de materiais
presentes no lixo, inclusive os plasticos. Existem, basicamente, dois tipos de aterros,
o controlado e o sanitario. O primeiro caracteriza-se pela disposi¢cao do material em
local controlado, onde os residuos solidos recebem uma cobertura de solos ao final
de cada jornada, geralmente ndo possui impermeabilizagcdo dos solos nem sistema
de dispersdo de chorume e gases, sendo comum nestes locais a contaminacéo de
aguas subterraneas. O aterro sanitario, ao contrario, € impermeabilizado e possui
sistema de drenagem de chorume e de dispersao de gases (FADINI e FADINI,
2001). Segundo dados do IBGE (2000), 37,03% do lixo sao destinados ao aterro

controlado e 36,18%, ao aterro sanitario.

2.4.3. Reciclagem

A reciclagem de polimeros pode ser classificada em quatro categorias:
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. A reciclagem primaria consiste na
conversao dos residuos poliméricos industriais por métodos de processamento
padrao em produtos com caracteristicas equivalentes aquelas dos produtos originais
produzidos com polimeros virgens; por exemplo, aparas que s&o novamente
introduzidas no processamento. Na reciclagem secundaria ocorre a conversao dos
residuos poliméricos provenientes dos residuos sélidos urbanos por um processo ou
uma combinagéo de processos em produtos que tenham menor exigéncia do que o
produto obtido com polimero virgem, por exemplo, reciclagem de embalagens de PP
para obtencdo de sacos de lixo. A reciclagem terciaria se da por processo

tecnolégico de produgcao de insumos quimicos ou combustiveis a partir de residuos
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poliméricos. Por fim, a reciclagem quaternaria, em que ocorre um processo
tecnolégico de recuperacdo de energia de residuos poliméricos por incineragéo
controlada. A reciclagem primaria e a secundaria sdo conhecidas como reciclagem
mecanica ou fisica, o que diferencia uma da outra é que na primaria utiliza-se
polimero pos-industrial e na secundaria, pos-consumo. A reciclagem terciaria
também é chamada de quimica e a quaternaria de energética (SPINACE e PAOLI,
2004).

Atualmente, estuda-se a possibilidade de reciclar os plasticos quimicamente,
através da gaseificagao térmica e/ou catalitica, convertendo-os em gas de sintese
(syngas), mistura de gases, como metano, monoxido de carbono, hidrogénio e vapor
d’agua, que pode ser utilizada na geracdo de energia, sintese de combustiveis,
etanol, acetato e outros produtos por via fermentativa microbiologica (He et al., 2009;
YOUNESI et af, 2005).

A Figura 3 relaciona, em valores percentuais, as quantidades de residuos
sélidos descartados (lixo) com os seus diferentes destinos, segundo dados do IBGE
do ano de 2000.

I Aterro controlado 37,03%
[ Aterro sanitario 36,18%
H Lixdo 21,16%

I Compostagem 2,87%

Triagem 0,99%
I Incineracdo 0,45%
I Outro 1,33%

Figura 3: Percentual de lixo coletado segundo o destino final, considerando as regides
metropolitanas e capitais do Brasil (IBGE, 2000).
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O manejo ambientalmente saudavel dos residuos deve ir além do simples
depodsito ou aproveitamento por métodos seguros dos residuos gerados, buscando
resolver a causa fundamental do problema e procurando mudar os padrées n&o
sustentaveis de produgdo e consumo. Isso implica na utilizagdo do conceito de
manejo integrado do ciclo vital, o qual apresenta oportunidade uUnica de conciliar o
desenvolvimento com a protecdo do meio ambiente. Nesse contexto, serao
apresentadas as varias opg¢des para a disposicao final e o tratamento de residuos
solidos, envolvendo a aplicagdo dos 3 Rs (Redugédo do consumo e desperdicio,
Reutilizagdo de residuos e Reciclagem) (FADINI e FADINI, 2001). E importante
ressaltar que o papel da educacéo € fundamental para a efetiva conscientizagao da

sociedade.

2.4.4. Biodegradagao

Os problemas decorrentes da poluigdo ambiental gerada pelo lixo plastico tém
levado a comunidade cientifica a refletir sobre possiveis alternativas para o
problema. Para o gerenciamento do residuo, a biodegradagcdo €& uma das
alternativas que tem sido proposta (ROSA et af, 2002).

A biodegradacgdo é um processo natural pelo qual os compostos orgénicos no
meio ambiente sdo convertidos em compostos simples, mineralizados e
redistribuidos através dos ciclos tais como, ciclo do carbono, nitrogénio e enxofre. A
biodegradacgao pode ocorrer somente na biosfera, sendo que 0os microrganismos sao
os principais responsaveis pela mesma (CHANDRA e RUSTGI, 1998).

A adesdo microbiana sobre a superficie do material, bem como a sua
colonizagdo é uma etapa importante na biodegradacdo dos polimeros. Os
microrganismos ao colonizar a superficie, formam biofiimes que s&o células
embebidas em uma matriz de biopolimeros constituida de polissacarideos e
proteinas que eles mesmos produzem. Os biofilmes contém populagdes de
bactérias, fungos e protozoarios e, se as condigdes permitirem, também poderéo
existir nematoides e larvas (FLEMMING, 1998).
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Segundo estabelecido pela American Standard for Testing and Methods
(ASTM-D-883-00, 2000), polimeros biodegradaveis sdo polimeros degradaveis nos
quais a degradacado resulta primariamente da agdo de microrganismos tais como
bactérias, fungos e algas de ocorréncia natural. Em geral, derivam desse processo
CO,, CH4, componentes celulares microbianos e outros produtos. A maioria dos
compostos de alta massa molar que apresentam biodegradabilidade s&o poliésteres.
Estes s&o polimeros contendo grupos funcionais ésteres em suas estruturas, que
sdo facilmente atacadas por fungos através de hidrélise (ROSA et af, 2002). Além
dos fungos, bactérias e algas também atuam na biodegradacdo de materiais
poliméricos. A biodegradacdo pode ocorrer em diferentes niveis estruturais:
molecular, macromolecular, microscépico e macroscopico, dependendo do
mecanismo (SINGH e SHARMA, 2007).

Estudos sobre a biodegradacédo de polimeros de origem bacteriana mostram
que microrganismos secretam despolimerases extracelulares. A primeira descoberta
sobre hidrélise de um polimero microbiano por enzimas especificas foi realizada com
PHB. O nome destas enzimas (PHB-despolimerases) permaneceu mesmo depois de
descobrir que tais enzimas séo efetivas na catalise hidrolitica de outros poliésteres.
Entretanto, em muitos estudos sobre biodegradacédo de poliésteres, alguns autores
adotam outra nomenclatura, utilizando a abreviatura do nome do poliéster seguido
de “despolimerase” (LUCAS et al, 2008).

Dentre as caracteristicas comuns das hidrolases (por ex. despolimerase)
encontra-se o mecanismo de reagcdo que utiliza trés aminoacidos, aspartato,
histidina e serina. O aspartato interage com o anel da histidina pra formar uma
ligagdo de hidrogénio. O anel da histidina & entdo orientado para interagir com a
serina. A histidina ataca como uma base, desprotonando a serina para gerar um
grupo alcoxido muito nucleofilico. Na verdade é este grupo que ataca a ligagao éster
(o grupo alcéxido é um nucledfilo mais forte do que um grupo alcool) induzindo a
formacao de um grupo alcool terminal e um complexo acil-enzima. A seguir, a agua
ataca a ligacdo acil-enzima para produzir um grupo carboxila terminal e a enzima
livre. Esta combinagdo de serina, histidina e aspartato é denominada de triade
catalitica (LUCAS et af, 2008).

Vaérias bactérias e fungos capazes de excretar a enzima PHB-despolimerase
foram isolados de diversos ambientes, por exemplo, Acidovorax facilis, Aspergillus

fumigatus, Pseudomonas lemoignei, Pseudomonas pickettii (de solos), Alcaligenes
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faecalis (de lodo ativado), Acinetobacter johnsonii, Comamonas testosteroni,
Flavobacterium johnsoniae, Pseudoalteromonas haloplanktis, Vibrio ordalii, Zooglea
ramigera (de agua do mar) e Pseudomonas stutzerii (de lago) (AKMAL et af,, 2002;
HOCKING et al, 1996; LEATHERS et af, 2002; SPYROS et af,, 1997).

Linos et al (1999) isolaram uma Actinobactéria Gram-positiva, Gordonia
polyisoprenivorans, de pneu, que demonstrou ser uma potente degradadora de
borracha. Estudos realizados por Saeki et al. (2009) demonstraram que Gordonia sp
€ produtora de biosurfactantes que podem ser utilizados na remediacédo de
derramamento de petréleo. Esta bactéria também pode ser potencialmente capaz de

degradar outros polimeros, tanto sintéticos como naturais.

2.5. Avaliagao da Biodegradagao

A biodegradacéo pode ser caracterizada por perda de massa, mudangas na
forca ténsil, nas dimensdes e nas propriedades quimicas e fisicas, bem como a
producéo de diéxido de carbono. Geralmente, o processo de degradacao afeta a
estabilidade térmica, as propriedades mecéanicas, a cristalinidade, a distribuicdo e a
espessura das lamelas e comeca na interface amorfo/cristalina (SINGH e SHARMA,
2008).

Segundo Chandra e Rustgi (1998), durante a degradagao, a cristalinidade do
polimero aumenta. Isto & atribuido ao eventual desaparecimento das porcdes
amorfas do polimero. A degradagédo dessas regides (amorfas) ocorre antes que a
das regides cristalinas. Os microrganismos produzem enzimas extracelulares
responsaveis pela degradacéao seletiva. Esta seletividade pode ser atribuida a menor
organizacdo das regides amorfas, que permite o facil acesso das enzimas as
cadeias poliméricas.

Algumas caracteristicas como rugosidade, formagdo furos ou fraturas,
fragmentacdo, mudancas de cor ou formagao de biofilmes na superficie do polimero
podem ser indicacbes de ataque microbiano. Apds uma degradacao inicial,
esferulitos cristalinos aparecem na superficie, o que pode ser explicado pela

degradacao preferencial da fragdo amorfa do polimero (SHAH et af, 2008).
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Hocking et af (1996) relataram que a despolimerase A isolada de
Pseudomonas lemoignei apresentou alta eficiéncia na degradacao de ambas regides
(cristalina e amorfa) do PHB. Timmins et af (1996), Tomasi e Scandola (1995) e
Nishida e Tokiwa (1993) verificaram em seus estudos que a mudanga na
cristalinidade do PHB, durante a degradacao enzimatica, € pequena. Luo e Netravali
(2003) constataram que a degradacédo do PHBV durante a compostagem ocorre na
superficie do polimero e ndo discrimina entre as fases cristalina e amorfa. Estudos
realizados por Spyros et al. (1997) demonstraram que a degradagdo do PHB e do
PHBV por enzima PHB-despolimerase B de P. lemoignei ocorre tanto na fase
amorfa como na fase cristalina, sendo que, no estagio inicial, a enzima degrada
preferencialmente a fase amorfa; depois, a fase cristalina e, no estagio final, a
degradacgao ocorre em ambas as fases, indiscriminadamente

Outro método empregado para avaliar a biodegradabilidade de polimeros, é o
plagueamento em agar, que consiste de inoculacéo de espécies de microrganismos,
na presenca do polimero como unica fonte de carbono, sob condigdes favoraveis de
crescimento. Ap6s a remocdo das espécies, sdo verificadas as mudancas nas
propriedades fisicas ou quimicas do material polimérico (KUMAR et af, 1992). Na
avaliacdo da biodegradabilidade de plasticos, também se utiliza o teste de zona
clara em meio agar sélido (AUGUSTA et af, 1993). O meio sélido contém particulas
de polimeros suspensos ou fragmento do filme polimérico e o inéculo de
microrganismos especificos como bactéria ou fungo, sobre o polimero. A formagao
de uma area clara, distinta, em geral de forma circular, indica a degradagéo do
polimero em moléculas menores e/ou soluveis ao redor da colénia (AUGUSTA et af.,
1993; SHAH et al, 2008).

Uma vez que a interacdo entre microrganismos e polimeros inicia-se pela

superficie, sdo empregadas técnicas especificas na analise da superficie polimérica.

2.6. Caracterizacao dos filmes

As técnicas mais empregadas para investigar as alteracbes na superficie

polimérica tém sido espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR) e com reflectancia total atenuada (IR-ATR), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), absor¢cdo no UV-Vis e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
(RATNER et af, 1993).

2.6.1. FTIR

A técnica de espectroscopia de absor¢ao no infravermelho, com transformada
de Fourier (FTIR), é aplicada na investigagdo estrutural das matrizes poliméricas
(BELTRAN et af., 1997). E uma técnica bastante sensivel as pequenas mudancas na
matriz polimérica, que é um sistema contendo regides amorfas e cristalinas.
(HONDA e OSAWA, 2002; KARAL, et al, 1997; XU e GUO, 1995).

FTIR tem sido aplicado com sucesso nos estudos de processo de transicéo
de fase cristalino-amorfa dos polimeros, devido ao fato de que as bandas de
absorcdo no infravermelho sdo sensiveis as mudangas nas interagdes
intermoleculares e intramoleculares, bem como mudangas conformacionais (CONTI
et al., 2006).

Os espectros de absor¢do no infravermelho de polimeros nos estados
cristalino e amorfo podem diferir por, pelo menos, duas razdes: primeira, interagdes
intermoleculares especificas podem existir no polimero cristalino resultando na
separagdo ou no estreitamento de determinadas bandas; segunda, algumas
conformacdes especificas podem existir em apenas uma das fases, resultando em
bandas que sao caracteristicas exclusivas de cada fase do material, amorfo ou
cristalino (CONTI et af, 2006). A espectroscopia no infravermelho permite explorar
estrutura e interagcbes moleculares em relacdo aos grupos funcionais. Por esta
razao, ela tem sido usada extensivamente para elucidar a estrutura cristalina e
amorfa dos polimeros (FURUKAWA et af., 2007).

A técnica de FTIR também tem sido utilizada para detectar produtos de
oxidacdo em filmes de poliolefinas e em PVC fototratado por UV (HOLLANDE e
LAURENT, 1997), bem como para analisar possiveis interacbes entre componentes
de blendas apés a a¢ao microbiana (CAMPQOS et al, 2004).
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De acordo com HUANG ez af. (2005), bandas entre 1000 e 900 cm™ fornecem
uma util regido para monitorar propriedades morfolégicas, tais como a cristalinidade,
do PHB em blendas. As bandas em 1228 e 1279 cm™ s&o sensiveis a cristalinidade
e sao atribuidas a vibragdes de grupos C — O — C (GALEGO et af, 2000).

Segundo SATO et af (2004 e 2005), a banda em 1720 cm™ é atribuida ao
estiramento do grupo C=0 da fase cristalina e em torno de 1740 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento do grupo C=0 na fase amorfa.

As bandas em 980, 1230, 1278 e 1724 cm™' aumentam com o aumento da
fase cristalina e aquelas em 1186 e 1741 cm com a fase amorfa. Na fase cristalina,
os segmentos predominantes sdo formados por estruturas helicoidais (banda em
1230 cm™), devido & aproximagdo dos atomos dos grupos carbonilas com os
hidrogénios de outros segmentos da molécula. A banda em torno de 1380 cm™ &
atribuida a deformacdo dos grupos CHs. As bandas em 1186 e 1133 cm™ sdo
caracteristicas de estiramento assimétrico e simétrico do grupo C — O - C,
respectivamente (XU ez af, 2002).

Poucos estudos se referem a regido correspondente ao estiramento de C-C
(1000-800 cm'1). Cinco bandas cristalinas em 978, 938, 929, 896 e 825 cm’™ podem
ser identificadas. Percebe-se que uma parte da estrutura molecular dos monémeros
de PHB é a mesma do PP e as bandas correspondentes aparecem entre 1000 e 800
cm™ (ZHANG et af, 2005).

2.6.2. Microscopia Eletronica

A morfologia dos polimeros tem sido investigada utilizando-se técnicas de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmisséo (MET), contribuindo para a
elucidacdo das propriedades e comportamento de materiais poliméricos
(KACZMAREK, 1996).

Filmes de PVC submetidos a tratamento biolégico, em chorume apresentaram

numerosas bolhas na superficie polimérica observadas por MEV (FRANCHETTI ez
al., 1999).
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Segundo Corréa et af. (2008), a biodegradagdo do PHB ocorre por camadas
(layer-by-layer) e a técnica de MEV pode ser utilizada para visualizar ranhuras,
fraturas e poros nas amostras de PHB expostas a biodegradacao, constituindo

evidéncias de tal processo.

2.7. Caracterizagao do Rio Atibaia

O rio Atibaia localiza-se na bacia hidrografica do Rio Piracicaba, SP, Brasil, € um
dos afluentes do Rio Tieté, possui cerca de 182 km de extensao e sofre um desnivel
altimétrico de 238 m. A regido caracteriza-se pela intensa exploragdo agricola
(principalmente culturas de milho, cana-de-agucar e citricos), industrializagdo e
desenvolvimento populacional. Em determinados segmentos nao atende as
especificacbes presentes na legislagdo para aguas de abastecimento publico
(COMITE DAS BACIAS HIDROGRAFICAS DOS RIOS PIRACICABA, CAPIVARI E
JUNDIAI, 2000; UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, 2001).

Segundo a pesquisadora Maria Rejane Siviero numa entrevista ao Jornal da
Unicamp em outubro de 2003, as cidades Campinas, Valinhos, Vinhedo, Itatiba,
Morungaba, Jarinu, Braganga Paulista e Atibaia langam grande volume de esgoto
doméstico e industrial no Rio Atibaia.

A refinaria de petréleo localizada na cidade de Paulinia, faz parte do pélo
petroquimico de Paulinia, captando agua do Rio Jaguari e descartando seu efluente
no Rio Atibaia. Esses dois rios, em confluéncia, formam o Rio Piracicaba. O Rio
Atibaia recebe nesta regido grande aporte de esgoto urbano vindo da cidade de
Campinas, Sumaré e Paulinia fazendo com que a qualidade da agua deste corpo
hidrico seja deteriorada neste ponto (CETESB, 2002).

A degradacgédo dos filmes depende do tipo de ambiente e da microbiota
envolvida, uma vez que as interagdes interfaciais polimero/meio/microrganismos sao

relevantes para o processo de biodegradacéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Polimeros

Os polimeros utilizados foram polipropileno (PP), Suzano Petroquimica S.A.,
TS-6.100, Mw 145.000 g.mol” e Poli(B-hidroxibutirato) (PHB), Mw 603.810 g.mol™,
doacao do Depto de Engenharia de Materiais - DEMA-UFSCar, S&do Carlos-SP.

3.1.2. Fonte dos microrganismos

Os microrganismos envolvidos nos ensaios de biodegradagcédo foram os
autéctones presentes nas aguas do Rio Atibaia e no efluente bruto da refinaria de

petrdleo.

3.1.3. Meios de cultivo

Meio de cultura “plate count agar” (PCA) para plaqueamento e contagem de
microrganismos. Composi¢cdo do meio de cultura PCA (m/v) segundo Atlas (2004):
0,5% peptona; 0,25% extrato de levedura; 0,1% glicose; 1,5% agar; agua destilada;
pH 7,0 (£ 0,2) a 25° C.

Meio de cultura “agar nutriente” (AN) para isolamento de bactérias.
Composicao do meio de cultura NA (m/v) segundo a Anvisa (2004): 0,3% extrato de

carne; 0,5% peptona; 1,5% agar; agua destilada; pH 6,8 (+ 0,2) a 25° C.
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3.1.4. Meios de biotratamento

Os meios de biotratamento foram agua do rio Atibaia coletada a montante e
jusante, ou seja, antes e depois do descarte do efluente industrial de refinaria de

petroleo, bem como o efluente bruto.

3.1.5. Equipamentos

e Balancga analitica da marca CHYO modelo JK 200;

e Camara digital da marca Sony modelo DSC P93;

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

o Estufa bacteriologica, modelo SL-101, marca SOLAB Equipamentos
para Laboratérios;

e Frascos Erlenmeyer de 300 mL;

e Micrometro, marca Mitutoyo, modelo no. 7301;

e Microscopio eletronico de varredura, marca Zeiss, modelo DSM 940-A;

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

e Prensa hidraulica com aquecimento modelo SL-099, marca SOLAB.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparo dos filmes e blendas

Filmes de 70um de espessura foram obtidos por &sdos polimeros em

prensa aquecida (Fig. 4) sob temperatura de 175° C e 0,8 toneladas de press&o por
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2 minutos e resfriados em temperatura ambiente de 25 a 26° C por 40 minutos. Nos
filmes de PP e PHB foram utilizados 0,2g de cada polimero em pé. Os filmes da
blenda (50% de PP e 50% de PHB) foram obtidos utilizando-se 0,19 de cada

homopolimero.

Figura 4: prensa hidraulica com aguecimento
modelo SL-099, marca SOLAB.

3.2.2. Preparo dos meios de tratamento microbiano

Como meio de tratamento, utilizou-se a agua do Rio Atibaia coletada em dois
pontos, montante (antes do descarte) e jusante (apds o descarte do rejeito tratado
da refinaria de petroleo) e, ainda, o efluente bruto, no qual a contagem microbiana
foi maior. Os microrganismos autéctones, isto €, a propria microbiota dos respectivos
meios, foram preservados e ativados com humus de minhoca, a fim de aumentar a
populacdo microbiana.

Os meios para tratamento dos filmes foram classificados em A, B e C

conforme a Figura 5.

Figura 5: Meios empregados
no tratamento dos filmes.
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3.2.3. Tratamento microbiano

Os ensaios foram realizados em duplicatas. A cada Erlenmeyer foram
adicionados 250 mL de meio liquido e 1,5 g de humus de minhoca autoclavado.

Os meios liquidos nado foram esterilizados, pois se pretendia verificar a
biodegradacgao dos polimeros promovida pela microbiota do rio e do efluente.

O humus foi esterilizado, uma vez que, sua funcao era servir de fonte inicial
de carbono para o aumento populacional dos microrganismos presentes nos meios
liquidos.

Como controle, foram mantidos, em duplicatas, frascos contendo 250 mL dos
meios liquidos (A, B e C) com 1,5 g de humus e, também, sem humus. Para verificar
a possibilidade de hidrélise quimica dos polimeros, amostras de filmes foram
adicionados aos meios liquidos (A, B e C) autoclavados, bem como, em agua
destilada (Fig. 6).

Figura 6: Tratamento microbiano dos filmes de PP, PHB e blenda de PP/PHB em 3 condigdes: A, e
A, — Rio Atibaia antes do descarte; B4 e B, — Rio Atibaia ap6s o descarte; C4 e C, — Efluente bruto.
Obs.: Controles dos meios com/sem humus e controle dos filmes em meios autoclavados e agua
destilada para verificar possivel hidrélise.

Todos os frascos foram mantidos fechados com folha de aluminio em
incubadora a 28° C. Transcorridos cinco dias de incubacéo, tempo para que a

populacéo microbiana aumentasse devido a fonte de carbono oferecida pelo humus,
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os filmes foram, entdo, colocados nos meios liquidos, onde permaneceram por 120
dias.

Obs.: De cada filme, foi removido 4 (um quarto), que ficou guardado (filme
original) para posterior comparagdo, submetendo-se % (trés quartos) ao

biotratamento (filme biotratado).

3.2.4. Plagueamento e contagem microbiana

Para verificar a quantidade de microrganismos presentes no efluente bruto e
na agua do rio Atibaia no inicio e no fim dos tratamentos dos filmes, realizou-se um
plagueamento inicial, apds cinco dias de incubacao e outro final, ap6s os 120 dias
de tratamento dos filmes em meio PCA pelo método pour plate.

As placas foram mantidas em estufa a temperatura de 35° C por cinco dias,
quando procedeu-se a contagem, que foi expressa em unidades formadoras de
colénias (UFC).

3.2.5. Isolamento bacteriano

Das placas obtidas ap6s a contagem microbiana final, foram isoladas
bactérias pelo método de estriamento em placa contendo meio de cultura agar
nutriente (AN) (PELCZAR et af, 1997).
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3.2.6. Identificagdo de bactéria

Um biotipo de colbnia de bactéria destacou-se numericamente no
biotratamento dos filmes, sendo isolada em meio de cultura agar nutriente por
espalhamento, purificada por estriamento e enviada para identificagdo, que foi
realizada pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, utilizando dados moleculares de
sequenciamento e analise filogenética de fragmentos do gene RNA ribossomal 16S
(LINOS et af, 1999).

3.2.7. Analise visual

Os frascos contendo filme durante o ensaio foram fotografados com camara

digital da marca Sony modelo DSC P93.

3.2.8. Microscopia optica

Os filmes originais e biotratados foram analisados em microscépio 6ptico,

marca BEL® photonics, B4 model, optech: optical technology Germany.

3.2.9. Medidas de massa

As massas dos filmes, antes e ap6s o biotratamento, foram obtidas em

balancga analitica da marca CHYO modelo JK 200.
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3.2.10. Contagem microbiana

Para monitorar a quantidade de microrganismos presentes na agua do rio no
inicio e no fim do tratamento dos filmes, utilizou-se a técnica do numero mais
provavel com um plaqueamento inicial e outro final, ap6s os 120 dias, em meio PCA
pelo método pour plate. As contagens foram expressas em unidades formadoras de
colénias (UFC).

3.2.11. Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho (FTIR)

Os filmes originais e biotratados foram analisados por FTIR, em
espectrofotdbmetro IR com transformada de Fourier, marca Shimadzu, modelo FTIR —
8300, com resolugao 4cm™. Aos espectros obtidos foi aplicado um tratamento
matematico (desconvolugdo) para melhorar a resolugédo das bandas (Software:
Origin 8.0, funcado Lorentziana, aplicada as bandas de carbonila, desconvoluidas

para 2 bandas).

3.2.12. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os filmes originais e biotratados foram analisados sobre suportes de aluminio
e recobertos com ouro, em cdmara a vacuo, utilizando o metalizador MED 010,
marca Balzers, com “sputtering”, num microscopio eletrénico de varredura (MEV)
Zeiss DSM 940-A, a 3KV (Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrénica
Aplicada a Agricultura-NAP/MEPA/Esalq/USP-Piracicaba, SP).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds incubacdo por 120 dias, os filmes de PP, PHB e blenda foram
analisados, a fim de verificar mudancgas ocorridas durante o biotratamento.

Em um dos frascos contendo efluente bruto, verificou-se que o filme de PHB
degradou em 15 dias, destacando-se dos demais. Deste frasco foram retiradas
aliquotas para isolamento e identificacdo dos microrganismos presentes. Do
isolamento, resultou uma linhagem que se destacou na degradagdo. Esta linhagem
foi identificada como sendo uma actinobactéria (actinomiceto) da espécie Gordonia

polyisoprenivorans, degradadora de borracha descrita por Linos et al (1999).

4.1. Analise visual

4.1.1. Filmes de PHB

Nos biotratamentos em agua do Rio Atibaia antes do descarte do efluente
(Fig. 7-a), o filme ficou recoberto com uma camada fina e clara de biofilme. No
biotratamento em agua do Rio Atibaia ap6s o descarte do efluente (Fig. 7-b), o filme
ficou totalmente coberto por um biofilme escuro e espesso. O ensaio correspondente
ao efluente bruto (Fig. 7-c) apresentou degradagdo mais acentuada dos filmes de
PHB, com turvacdo do liquido apdés 15 dias de biotratamento e sinais de
deterioragdo dos filmes. Apds seis semanas de tratamento neste meio, foi
impossivel recupera-los para analises. Deste meio foi isolada e identificada a

bactéria Gordonia polyisoprenivorans (Fig. 8)
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a b c

Figura 7: Filmes de PHB em agua do rio Atibaia ap6s 90 dias de biotratamento: (a) antes do descarte
do efluente, (b) apés o descarte do efluente e (c) efluente bruto.

200pm

Figura 8: Gordonia polyisoprenivorans isolada do meio de biotratamento correspondente
ao efluente bruto.

4.1.2. Blendas de PP/PHB

As blendas continham um claro e fino biofilme em toda sua superficie,
indicando a colonizagdo das mesmas por microrganismos.
O biofilme formado sobre a blenda submetida ao biotratamento em efluente

bruto era mais escuro que os submetidos ao biotratamento em agua do rio Atibaia
(Fig. 9).
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a b c

Figura 9: Blendas de PP/PHB em agua do rio Atibaia apés 120 dias de biotratamento: (a) antes do
descarte do efluente, (b) ap6s o descarte do efluente e (c) efluente bruto.

4.1.3. Filmes de PP

Os filmes de PP nao apresentaram biofilme que pudesse ser visualizado ao

olho nu, portanto ndo foram fotografados.

4.2. Microscopia optica

Os filmes foram retirados de seus respectivos meios de biotratamento, e
observados ao microscopio 6ptico, visualizando-se bactérias, fungos e protozoarios
sobre os mesmos.

O filme de PHB original apresentou em sua superficie marcas de riscos e
ranhuras da base metalica da prensa e do Teflon® no qual o filme foi produzido (Fig.
10-a). Ap6s o biotratamento em agua do rio Atibaia, tais marcas ndo foram mais
visualizadas, sugerindo que essa camada com as impressdes dos riscos fora

removida do filme, expondo camadas mais internas (Fig. 10-b e 10-c).
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Figura 10: Filme de PHB: (a) filme original e filme biotratado em agua do rio Atibaia: (b) antes e (c)
apos o descarte do efluente bruto.

Os filmes originais de PP/PHB também apresentaram riscos e outras marcas
da prensa e do Teflon®, além de fases distintas, presenca de heterogeneidades
(Fig. 11-a).

Apds o biotratamento em efluente bruto, a blenda sofreu significativas
modificagbes em sua superficie, apresentando furos (Fig. 11-b) e remocao de

camadas, descamacbes (Fig. 11-c).

Figura 11: Blenda de PHB/PP (a) original; (b) e (c) biotratada em efluente bruto por 120 dias.

Blendas submetidas ao tratamento em agua do rio Atibaia, antes e apos o
descarte do efluente, sofreram modificacdes em suas superficies, inclusive alteracao
de cor (Fig. 12).

Segundo Flemming (1998), biofilmes podem conter microrganismos que
produzem pigmentos. Alguns destes pigmentos, em particular aqueles formados por
algumas linhagens de fungos, sao lipofilicos e tendem a difundir para dentro da

matriz lipofilica do polimero.
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Figura 12: Blendas biotratadas em agua do rio Atibaia: (a) antes e (b) ap6s o descarte do efluente
bruto.

Os filmes de PP n&o apresentaram modificagdes observadas por microscopia
optica. Segundo Arcana et al. (2006), o polipropileno é resistente a decomposi¢ao por

microrganismos no meio ambiente.

4.3. Variagado de massa

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

Comparando as variagdes de massa ocorridas nos meios de biotratamento,
tanto a blenda como o PHB sofreram maior perda de massa no biotratamento em
efluente bruto. Os filmes tratados em agua do rio Atibaia ap6s o descarte do efluente
apresentaram maior perda de massa do que os tratados em agua antes de receber o
descarte (Tabela 1). Tal fato sugere que existe relacdo entre a taxa de

biodegradacgéo dos filmes e o efluente langado no rio Atibaia.
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Tabela 1: Valores percentuais de perda de massa dos filmes de blenda (PP/PHB) e
homopolimeros submetidos ao biotratamento.

Perda de massa (%)

Filmes Antes do descarte ApO6s o descarte Efluente bruto Controle

Blenda 25 26 36 -
PP - - - -
PHB 55 66 ~100 ---

Comparando-se as variagbes de massa dos filmes, a Tabela 1 indica que o
PHB sofreu maior perda de massa em relagéo a blenda. Ao passo que o PP néao
apresentou perdas de massa em nenhum dos biotratamentos.

A variacdo de massa evidencia que a biodegradagao nas blendas de PP/PHB
(1:1) foi menor que no PHB, homopolimero. Este resultado indica que os
microrganismos presentes no meio podem ter produzido enzimas que hidrolisaram o
PHB. Estes resultados concordaram com Arcana et al (2006), que realizaram
experimentos com PHB e blendas de PHB/PP utilizando microrganismos de lodo
ativado, observando que a biodegradacdo em blendas € menor do que no
homopolimero (PHB) e constatou que a biodegradabilidade tende a aumentar

lentamente com o aumento da fragédo de PHB contida na blenda.

4.4. Contagem microbiana

Na tabela 2 estdo apresentados os valores relativos a contagem microbiana
em unidades formadoras de coldnias (UFC). Seguindo o método pour plate em meio
de cultura PCA.

A contagem é maior no efluente bruto, seguida da agua do rio Atibaia ap6s o
descarte e, finalmente, da agua do rio Atibaia antes do descarte. Observa-se que
ap6s 120 dias, o numero de UFC por mL diminuiu em todos os biotratamentos,
sendo que nos meios em que havia o filme de PHB a contagem manteve-se maior

em relacédo a blenda e esta em relacdo ao PP, evidenciando que o PHB constitui
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uma fonte de carbono que alguns microrganismos podem utilizar para o seu
desenvolvimento (SHIMAO, 2001).

Tabela 2: Contagem microbiana em unidades formadoras de colénias por mL de
agua do rio Atibaia antes e ap6s do descarte do efluente e efluente bruto.

Unidades formadoras de colénias. mL™

Tempo (dias) Antes do descarte ~ Apds o descarte  Efluente bruto
5 (inicial) 2,8x10° 3,1x10° 2,9x10°
Blenda 1,8x10° 1,2x10° 2,4x10*
120 (final) PP 1,4x10? 2,1x10° 3,1x10?
PHB 2,6x10* 3,0x10° 1,7x10’

Em relagdo ao PP sua hidrofobicidade limita a interagé&o entre o polimero e as
enzimas, dificultando o ataque das mesmas e, conseqiientemente, a biodegradacao
(ARCANA, 2006). Por isso, a contagem foi menor nos biotratamentos em que havia
PP, uma vez que este polimero ndo serviu de fonte de carbono aos microrganismos.

Nos meios que continham a blenda, microrganismos se desenvolveram e se
mantiveram em maior numero em relacdo ao PP, provavelmente devido a fragao

PHB constituinte da blenda.

4.5. FTIR

Estas medidas analisam os filmes originais em comparagdo com o0s
biotratados.

Os espectros dos fimes de PHB e blenda foram normalizados pela
intensidade de absorbancia de uma banda considerada de padrao interno em 1380
cm'1, atribuida a deformacgéo simétrica de grupos CH3 Para os espectros de PP, o
padrdo foi 1461 cm™, banda atribuida ao estiramento dos grupos CH-
(BLOEMBERGEN et af., 1986; FURUKAWA ¢t af, 2007; HADAD et af. 2005; XU et af,
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2002) e deconvoluidos pela funcao Lorentziana (FORATO et af, 1997; KANSIZ et af,
2007), para obter melhor resolugéo das bandas (separagéo em picos).

Foram consideradas alteragdes espectrais como aumento ou diminuicdo de
intensidade (mais que 10%), deslocamento, aparecimento e desaparecimento de
banda(s).

E importante observar que os filmes de PBH e blendas ndo sofreram reagéo
de hidrélise quimica nos controles (agua do rio autoclavada e agua destilada).
Portanto, as mudancas espectrais verificadas por FTIR foram atribuidas a acgao

microbiana.

4.5.1. Filmes de PHB

A figura 13 compara os espectros de FTIR dos filmes de PHB original (a) com
o biotratado (b) em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente da Replan. A

partir destes foram obtidos os indices de carbonila apresentados na Tabela 3.
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Figura 13: Espectros de FTIR com ajuste Lorentziano de filmes de PHB original (a) e biotratado (b),
na faixa de 1860 — 1600 cm™, em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente. Obs.:
absorbancia em 1380 cm™ como padréao interno.
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Tabela 3: indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina calculados para filmes de
PHB original e biotratado em agua do Rio Atibaia antes do descarte do efluente.

indice de Carbonila

PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS1743/1380) 0,54 0,53
Fase cristalina (ABS1719/1380) 0,73 0,70

A figura 14 apresenta outra faixa do espectro de FTIR (1500 — 1000 cm™)
para o PHB original e biotratado em agua do Rio Atibaia antes do descarte do

efluente.
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Figura 14: Espectros de FTIR de filmes de PHB original e biotratado, na faixa de 1500 — 1000 cm™,
em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente. Obs.: absorbancia em 1380 cm™ como padrao
interno.

A Tabela 4 compara indices de fase amorfa e de fase cristalina dos filmes de
PHB original e biotratado em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente. Para
isso foram utilizados os dados da figura 14, dividindo-se os valores de absorbancia
da banda em 1186 cm™ atribuida ao estiramento simétrico de grupo C-O-C de fase
amorfa e da banda em 1230 c¢cm " atribuida & conformacao helicoidal de cadeia (fase
cristalina) pela banda de referéncia em 1380 cm™, mantida como padrdo interno
(BLOEMBERGEN et af., 1986; XU et al., 2002).
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Tabela 4: indices de fase amorfa e cristalina de filmes de PHB original e biotratado
em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente.

PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS1186/1380) 0,54 0,53
Fase cristalina (ABS1230/1380) 0,73 0,70

ABS

Os indices de fase amorfa e fase cristalina, calculados a partir das bandas de
carbonila, bem como os calculados a partir dos grupos C-O-C e conformacao
helicoidal de cadeia evidenciam que ndo houve diferencas significativas entre as
fases (amorfa e cristalina) apds o biotratamento dos filmes de PHB em agua do Rio
Atibaia antes do descarte do efluente. Sugerindo que a degradagéo evidenciada pela

perda de massa ocorre em ambas as fases, amorfa e cristalina.

A figura 15 compara os espectros de FTIR dos filmes de PHB original (a) com
o biotratado (b) em agua do Rio Atibaia ap6és o descarte do efluente da Replan. A

partir destes foram obtidos os indices de carbonila apresentados na Tabela 5.
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Figura 15: Espectros de FTIR com ajuste Lorentziano de filmes de PHB original (a) e biotratado (b),
na faixa de 1860 — 1600 cm'1, em agua do rio Atibaia apds o descarte do efluente. Obs.: absorbancia
em 1380 cm™ como padrao interno.
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Tabela 5: indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina calculados para filme de
PHB original e biotratado em agua do Rio Atibaia apds o descarte do efluente.

indice de Carbonila

PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS1743/1380) 0,51 0,49
Fase cristalina (ABS1719/1380) 0,67 0,65

Em relagdo ao indice de carbonila, ndo ha diferenca significativa entre fases
amorfa e cristalina, sugerindo que o ataque enzimatico (microbiano) ocorre em
ambas as fases, diminuindo, tanto a carbonila da fase amorfa como da fase

cristalina.

A figura 16 apresenta outra regido do espectro de FTIR (1500 — 1000 cm™)
para o PHB original e biotratado em agua do Rio Atibaia apés o descarte do

efluente.
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Figura 16: Espectros de FTIR de filmes de PHB original e biotratado, na faixa de 1500 — 1000 cm'1,
em agua do rio Atibaia apds o descarte do efluente. Obs.: absorbancia em 1380 cm™ como padréo
interno.

A Tabela 6 compara indices de fase amorfa e de fase cristalina, relativos as
bandas em 1186 cm™ e 1230 cm™, respectivamente, dos filmes de PHB original e

biotratado em agua do Rio Atibaia apds o descarte do efluente.
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Tabela 6: indices de fase amorfa e cristalina de filmes de PHB original e biotratado
em agua do Rio Atibaia apds o descarte do efluente.

PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS1186/1380) 0,96 0,89
Fase cristalina (ABS1230/1380) 1 ,00 1 ,03

Os dados da Tabela 6 permitem inferir que houve uma diminuigdo de ambas
as fases apo6s o biotratamento, sendo que o consumo da fase amorfa foi maior. Isto
pode ser explicado pelo fato de o ataque enzimatico ocorrer nas extremidades das
cadeias, principalmente da fase amorfa. Para que o indice de fase cristalina se
mantivesse praticamente inalterado apds o biotratamento, levando em consideragao
que houve perda de massa, houve consumo da fragéo cristalina, caso contrario esta
teria aumentado significativamente, sendo verificado pela banda em 1230 cm™.

Segundo Bonartseva et af. (2002) e Chandra e Rustgi (1998), a degradacgéo do
PHB é seguida de aumento de cristalinidade do polimero. Enquanto que Spyros et al.
(1997) verificaram que pode ocorrer degradagdo de ambas as fases e isto depende
do tipo de enzima, microrganismo e do tempo de biotratamento do polimero.
Timmins et al (1996) explicaram que, como a degradacao das regides cristalinas
ocorreram na mesma propor¢cdo das regides amorfas, entdo a razdo entre fases
amorfa e cristalina se mantiveram constante no material remanescente. Spyros et al
(1997) explicam que a cristalinidade pode afetar a taxa total de degradacao devido a
mudancas de caracteristicas da interface amorfa/cristalina, bem como das
caracteristicas da superficie do filme, como sua hidrofobicidade, modificando, assim,

a interagdo com as enzimas.

4.5.2. Filmes de PP

Os filmes de PP né&o sofreram mudangas quando analisados por FTIR.

O que é mostrado na figura 17 ocorre com os filmes de PP originais e
biotratados nos meios propostos neste trabalho.

Segundo Arcana et al. (2006), o PP é um polimero que resiste a umidade
devido a suas propriedades hidrofébicas o que dificulta o ataque enzimatico,

tornando-o resistente a decomposig¢ao por microrganismos no ambiente.
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Figura 17: Espectros de FTIR de filmes de PP original e biotratado em efluente bruto, na faixa de
3500 — 1000 cm™'. Obs.: absorbancia em 1461 cm™ como padrao interno.

4.5.3. Blendas de PP/PHB

A blenda biotratada em agua do rio Atibaia antes do descarte do efluente
apresentou diminuicdo na intensidade das bandas em 1745 e 1721 cm™, atribuidas
ao estiramento de grupos C=0O de fase amorfa e cristalina respectivamente
(FURUKAWA et al., 2007; XU et al., 2002) (Fig. 18).
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Figura 18: Espectros de FTIR com ajuste Lorentziano de blenda original (a) e biotratada (b), na faixa
de 1850 — 1600 cm™, em agua do Rio Atibaia antes do descarte do efluente. Obs.: absorbancia em
1380 cm™ como padr&o interno.

A Tabela 7 compara indices de carbonila de fase amorfa (1745 cm™) e de
fase cristalina (1721cm™) dos filmes de blenda PP/PHB original e biotratado em

agua do Rio Atibaia antes do descarte do efluente.

Tabela 7: indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina calculados para filmes da
blenda de PHB/PP original e biotratado em agua do Rio Atibaia antes do descarte do
efluente.

indice de Carbonila

PP/PHB Original Biotratado
Fase amorfa (A1745/1380) 0,29 0,14
Fase cristalina (A1721/1380) 0,39 0,19

Apos o biotratamento em agua do Rio Atibaia antes do descarte do efluente
houve uma diminuigdo em torno de 52% do indice de carbonila, tanto para a fase
amorfa, como para a fase cristalina. Evidenciando a degradacéo proporcional de
ambas as fases devido a solubilizacdo dos compostos oxidados apds o ataque
microbiano.

A partir dos dados obtidos dos espectros de FTIR dos filmes de blenda

original e biotratado em agua do Rio Atibaia apds o descarte do efluente (Fig. 19),



ABS

39

foram calculados os indices de carbonila amorfa e cristalina apresentados na Tabela
8.
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Figura 19: Espectros de FTIR com ajuste Lorentziano de blenda original (a) e biotratada (b), na faixa
de 1850 — 1600 cm'1, em agua do rio Atibaia apés o descarte do efluente. Obs.: absorbancia em 1380
cm” como padrao interno.

A Tabela 8 compara os indices de carbonila de fase amorfa e cristalina dos
filmes da blenda de PP/PHB original e biotratado em agua do Rio Atibaia ap6s o

descarte do efluente.

Tabela 8: indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina calculados para filmes de
blenda PHB/PP original e biotratado em agua do Rio Atibaia apés o descarte do
efluente.

indice de Carbonila

PP/PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS1745/1380) 0,38 0,08
Fase cristalina (ABS1721/1380) 0,54 0,12

Houve uma diminuigcéo proporcional de cerca de 78% dos indices de carbonila
tanto amorfa como cristalina ap6s o biotratamento, concordando com Spyros et al.
(1997).

No presente trabalho, verificou-se que houve diminuicao proporcional de fase

amorfa e cristalina para a fragdo PHB da blenda de PHB/PP.
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E provavel que a diminuicdo dos indices de carbonila de fase amorfa e de
fase cristalina também tenha sido proporcional na blenda biotratada em efluente
bruto (Fig. 20).

Original Biotratado
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Figura 20: Espectros de FTIR com ajuste Lorentziano de blenda original (a) e biotratada (b), na faixa
de 1850 — 1600 cm'1, em efluente bruto. Obs.: absorbancia em 1380 cm™ como padrao interno.

A Tabela 9 compara os indices de carbonila de fase amorfa e cristalina dos

filmes de blenda PP/PHB original e biotratado em efluente bruto.

Tabela 9: indices de Carbonila de fase amorfa e cristalina calculados para filmes da
blenda de PHB/PP original e biotratado em agua do Rio Atibaia ap6s o descarte do
efluente.

indice de Carbonila

PP/PHB Original Biotratado
Fase amorfa (ABS 1745/1380) 0,40 —-
Fase cristalina (ABS1721/1380) 0,50 0,1

Entretanto a intensidade para a banda amorfa foi muito baixa o que pode ter
impossibilitado o tratamento pelo ajuste da fungéo Lorentziana naquele ponto.

O filme da blenda biotratado em efluente bruto apresentou-se mais degradado
do que os biotratados em agua do Rio Atibaia (antes e ap6s o descarte do efluente),
provavelmente, devido a presenca de grande quantidade da actinobactéria Gordonia

polyisoprenivorans, que foi eficiente na degradacéo de PHB.
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E provavel que a degradacdo ocorra tanto na fase amorfa como na cristalina,
proporcionalmente, como verificado nos ensaios realizados com blendas e PHB

(homopolimero) em agua do Rio Atibaia.

4.6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Esta medida, antes e apds os diferentes biotratamentos, foi importante para a

investigacéo da morfologia dos filmes.

4.5.1. Filmes de PHB

A figura 21-a, referente a micrografia de MEV do filme original de PHB, mostra
uma superficie com marcas da prensa e do Teflon® nos quais o filme foi produzido.
Apb6s o biotratamento do filme de PHB em &gua do rio Atibaia antes e apés o
descarte do efluente da Replan, observa-se uma estrutura porosa com furos,
sugerindo degradacéao e remog¢éao da camada com as marcas da prensa (Fig. 21-b e

21-c). As formagbes regulares percebida nesta micrografias aparecem com

formacgdes esferuliticas, que restaram apds a remocao de fase amorfa e cristalina do
PHB.

Figura 21: MEV de filmes de PHB: (a) filme original; (b) biotratado em agua do rio Atibaia antes do
descarte do efluente; (c) biotratado em agua do rio Atibaia ap6s o descarte do efluente da Replan.
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A remocgao de camadas e a formagao de poros, devido a agdo microbiana na
superficie do filme, intensifica mais a colonizacdo do mesmo por microrganismos,
expondo o polimero ao contato com hidrolases que agem sobre os carbonos dos
grupos carbonila que séo os sitios de ataque destas enzimas (LUCAS et af, 2008).

4.5.2. Filmes de PP

As micrografias de MEV dos filmes de PP estdo apresentadas na figura 22.

Na figura 22-a tem-se uma superficie de filme original com marcas e riscos
resultantes do processo de produgdo do filme, prensa e Teflon® e esferulitos,
estruturas geométricas, poliédricas, indicando um alto grau de organizacgao estrutural
do polimero.

Os granulos na superficie dos filmes biotratados (figuras 22-b e 22-d) podem
ser residuos de biofilme que restaram ap6s a lavagem dos mesmos, ou algum outro
material aderido ou depositado durante o biotratamento. A estes granulos néo foi
associado algum indicio de biodegradacdo por estar evidente que os mesmos

encontram-se acima dos riscos e marcas da prensa e do Teflon®.

descarte do efluente; (c) biotratado em agua do rio Atibaia apds o descarte do efluente; (d)
efluente bruto da Replan.

Entretanto, ainda em relagdo aos filmes biotratados (figuras 22-c e 22-d),
existem manchas escuras em suas superficies, que podem ser material oleoso

depositado no filme, uma vez que o polipropileno é hidrofébico e interage com os
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hidrocarbonetos presentes no efluente da Replan e na agua do rio Atibaia apés
receber o efluente.

Torna-se dificil atribuir ao PP algum indicio de biodegradacéo nos 120 dias de
biotratamento, uma vez que sua hidrofobicidade dificulta a colonizagdo de sua

superficie por microrganismos, bem como o ataque enzimatico.

4.5.3. Blendas de PP/PHB

As micrografias de MEV das blendas revelam uma caracteristica do processo

de biodegradacao, a descamacgao de camada por camada que é uma particularidade
do PHB (CORREA et al., 2008).

Figura 23: MEV de blendas de PP/PHB: (a) filme original; (b) biotratado em &agua do rio Atibaia
antes do descarte do efluente; (c) biotratado em agua do rio Atibaia ap6s o descarte do efluente;
(d) efluente bruto da Replan.

A mistura de PP e PHB produziu um material heterogéneo concordando com
Arcana et al (2006)., marcado pela prensa e Teflon® (Fig. 23-a, ver também
micrografia 6ptica Fig. 11-a).

Na figura 23-b, € possivel visualizar uma primeira camada com sinais de
degradagao, provavelmente de PHB, que contém as marcas do processamento do
filme. Nas figuras 23-c e 23-d, nota-se que outras camadas estdo sendo expostas,
além de furos e irregularidades observadas, sugerindo que a biodegradacéo ocorre
na fracado de PHB por camadas (layer-by-layer) como em Corréa et af. (2008). Na
figura 23-d (seta indicativa), parece ter ocorrido adeséo de actinobactéria sobre a

superficie do filme. Pode-se sugerir que na blenda, o PHB encontra-se circundado
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por PP o que o torna menos disponivel a degradacéo, neste caso o PP encapsula o
PHB, funcionando como uma barreira e impedindo que as 0s microrganismos e/ou

suas enzimas tenham acesso ao PHB na blenda.
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5. CONCLUSAO

O efluente bruto de refinaria de petrdleo e a agua do Rio Atibaia possuem
microrganismos capazes de degradar o PHB, como a actinobactéria, Gordonia
polyisoprenivorans, que encontrou condigdes para seu desenvolvimento em meio
contendo hidrocarbonetos de baixa massa molar.

O filme de PHB é mais facilmente degradado que a blenda de PP/PHB (1:1),
enquanto que o PP ndo sofre degradagao no periodo estudado.

Quando tratados em efluente bruto, onde a carga microbiana é maior, a
degradacao dos filmes de PHB e blenda é mais intensa, seguida pelo tratamento em
agua do Rio Atibaia ap6s o descarte do efluente e, finalmente, por agua do Rio
Atibaia antes do descarte do efluente.

O PP (homopolimero) mostra-se resistente a biodegradagcdo mesmo quando
tratado pela carga microbiana presente no efluente e na agua do Rio Atibaia, no
periodo estudado.

A degradacéao dos filmes de PHB e da fragcdo PHB das blendas de PP/PHB
ocorre proporcionalmente nas fases amorfa e cristalina do PHB.

A actinobactéria, Gordonia polyisoprenivorans, mostrou ser potencialmente
capaz de degradar os filmes de PHB e da blenda de PP/PHB (1:1), nas condigbes

estudadas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho evidenciou que um rejeito industrial (efluente bruto) pode ser
utilizado como fonte de microrganismos para a degradagéo de polimeros.

A bactéria isolada do efluente (Gordonia polyisoprenivoras) vem sendo
estudada na producédo de biosurfactantes e na degradacéo de borracha.

Trabalhos futuros serdo realizados com G. polyisoprenivorans para a

verificagdo de seu potencial aplicado a biodegradacéo de polimeros.
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