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“Todo homem por natureza, deseja saber.”
(Aristoteles, 384 - 322 a.C)

“Deve-se evitar toda precipitacédo e todo o preconceito ao se analisar um assunto e
so ter por verdadeiro o que for claro e distinto.”
(René Descartes, 1596 - 1650).



RESUMO

Os plasticos sdo materiais que possuem larga escala de aplicagao industrial e
trazem importancia econémica para sociedade atual. O uso dos plasticos sintéticos
em embalagens e produtos descartaveis gera impactos sdcio-ambientais devido ao
descarte e disposicdo inadequada deste material. Uma das alternativas para
minimizar esses impactos é a producao de blendas que possuam caracteristicas
préprias ao uso e que apos a utilizagdo, sejam absorvidas em um periodo curto de
tempo pelo meio ambiente. Esse trabalho avaliou a biodegradacdo dos filmes de
PHBV (poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)), dos filmes de PEBD (polietileno de
baixa densidade) e da blenda de PEBD/PHBV (70/30), em coluna de solo, utilizando
metodologias como: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e avaliacdo da perda de massa. Foi observado que
o PHBV se biodegradou em 30 dias de exposicdo ao solo, periodo menor de
exposicao comparado ao PEBD e a blenda, 180 dias. Através do MEV foi possivel
observar mudangas micro morfoldgicas significativas na superficie dos filmes de
PHBV e da blenda (furos, fraturas, descamacodes e erosdes), 0 que complementa os
valores encontrados de perda de massa, em que o PHBV teve uma reducido de
43,9% e a blenda uma redugado de 15,7%, nos respectivos periodos do processo
biodegradativo. Os espectros de FTIR forneceram informagbes importantes para
avaliacdo da biodegradagdo, pois foram capazes de mostrar as alteragbes
estruturais relevantes apos o processo biodegradativo, tal como a hidrolise de
esteres do PHBV na interfase entre o PEBD e PHBV. Através das analises de FTIR
verificou se alteragdo de cristalinidade dos materiais poliméricos, que foi um
indicativo que auxiliou a avaliagdo da biodegradacédo dos filmes. A blenda nessa
proporcao (70:30), demonstrou ser susceptivel a comunidade microbiana do solo,

sofrendo mudangas significativas na sua morfologia.

Palavras-chave: PEBD. PHBV. Blendas. Biodegradagéo. Solo.



ABSTRACT

Plastics are materials with large-scale industrial application and economic
importance to modern society. The use of synthetic plastics in packaging and
disposable products generates socio- environmental due to improper disposal and
disposal of this material impacts . One alternative to minimize these effects is the
production of blends which have their own characteristics and use after use, to be
absorbed in a short period of time in the environment . This study evaluated the
biodegradation of PHBV films (poly ( hydroxybutyrate-co- hydroxyvalerate ) ) , films of
LDPE ( low density polyethylene ) and LDPE blend / PHBV ( 70/30 ) in the soil
column using methodologies as: Scanning Electron Microscopy (SEM ) , Fourier
Transform Infrared ( FTIR ) and weight loss evaluation. PHBV was biodegraded
within 30 days of exposure to the soil , the less exposure time compared to LDPE
and blends in 180 days . Through SEM we observed significant micro morphological
changes on the surface of PHBV and blend films ( holes , fractures , desquamation
and erosions ) , which complements the values found of mass loss , where the PHBV
decreased by 43.9 % and the blend showed a reduction of 15.7% in the respective
periods of the biodegradation process. The FTIR spectra provide important
information for assessing biodegradation because they showed the important
structural changes after the biodegradation process , such as hydrolysis of esters of
PHBV at the interface between LDPE and PHBYV . Using FTIR analysis was verified
crystallinity change of the polymer materials, which was an indication of the films
biodegradation. The blend in this ratio, shown to be susceptible to the soil microbial

community, undergoing significant changes in its morphology.

Keywords: LDPE. PHBV. Blends. Biodegradation. Soil.
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1 INTRODUCAO

Os plasticos sintéticos tém grande importancia econémica e estao inseridos
no cotidiano da sociedade atual. Por ser versatil, de baixo custo e possuir
caracteristicas que favorecem sua utilizagdo, esse material vem substituindo outras
matérias primas na confeccado de artefatos, trazendo beneficios como praticidade,
inovagdes de produtos e melhorias nos processos industriais (SCOTT, 1999;
CANGEMI; SANTOS; NETO, 2005; FARIA, 2009).

O campo de aplicagdo dos materiais plasticos, assim como seus beneficios,
sao inumeros, dentre eles se destacam a construcao civil, as industrias automotiva,
alimenticia, farmacéutica, a area agricola e, principalmente, o uso deste material
como embalagens e artigos descartaveis diversos (CANTO, 2001;
SARANTOPOULOS et al, 2002).

O uso dos plasticos sintéticos em embalagens e descartaveis gera impactos
soOcio-ambientais devido ao descarte e disposicdo inadequados deste material,
levando ao rapido acumulo e permanéncia no meio ambiente. Sendo assim, as
mesmas propriedades que conferem vantagens ao material, tais como a durabilidade
e a resisténcia, passam a ser desafios no que diz respeito a deterioracdo do mesmo
no meio ambiente (RIBEIRO et al, 2009; CAMPOS; MARCONATO; MARTINS-
FRANCHETTI, 2012; OLIVEIRA, 2012).

Diante do cenario atual mundial, que envolve maior preocupagcdo com
questdes ambientais, surgem diversas pesquisas sobre plasticos biodegradaveis,
buscando materiais que possuam um tempo de biodegradagdo menor que o dos
plasticos considerados convencionais sem prejuizo das propriedades que l|hes
conferem a viabilidade de uso. Esses estudos estdo presentes na producédo de
polimeros por micro-organismos a partir de fontes renovaveis, na obtengcdo de
blendas de polimero sintético com polimero biodegradavel, bem como na adigdo de
componentes que favoregam processos de degradagcdo (sais metalicos,
fotossensibilizantes, fibras vegetais, etc.), entre outros (SHAH et al, 2008; SINGH et
al, 2008; NOWAK et al, 2011; PASSOS, 2013).

A biodegradacéo, no que se refere as mudangas fisicas e quimicas causadas
pela agcdo microbiana em um determinado material, inicia-se pela aderéncia dos
micro-organismos a superficie do mesmo e depende das caracteristicas do préprio

material como hidrofobicidade, da quantidade de substrato e de condicbes



ambientais como pH, temperatura, luz, presenca de oxigénio e nutrientes essenciais.
Portanto, o conhecimento do processo de biodegradacdo desses plasticos é
importante e auxilia os estudos de obtencdo de materiais com essa propriedade.
(GU, 2003; SINGH; SHARMA, 2008; NOWAK et al, 2011).

Uma vez que o PEBD é um polimero amplamente utilizado em diversos
setores da sociedade, sendo alto 0 seu consumo e seu descarte, € importante
conhecer o comportamento do mesmo no meio ambiente, bem como propor
possiveis alternativas para minimizar o impacto ambiental que ele possa provocar.

O PHBYV é um copolimero natural, biodegradavel, sintetizado por bactérias e
que possui propriedades fisicas e mecanicas proximas aos termoplasticos mais
utilizados, tais como o polietiieno e o polipropileno (LUO; NETRAVALI, 2003;
REDDY et al 2003).

O uso de blendas poliméricas tem como objetivo obter materiais com
propriedades diferenciadas para o uso. No caso da blenda de PEBD/PHBV (70:30),
€ importante investigar a influencia do PHBV na biodegradagdo do PEBD, que é
bastante resistente ao ataque microbiano.

Este trabalho teve como objetivo a investigacdo da biodegradacdo em solo de
filmes de polietileno de baixa densidade (PEBD), de filmes de polihidroxibutirato-co-
valerato (PHBV), e da blenda desses polimeros PEBD/PHBV na proporgéo de 70:30.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O plastico esta presente nos mais variados setores com aplicacbes
diversificadas , sendo um importante segmento da industria quimica no Brasil. No
Perfil 2012 da Induastria Brasileira de Transformacao de Material Plastico a
ABIPLAST apresenta dados importantes da industria do plastico no pais, a qual
agrega cerca de 12 mil empresas, gerando renda e empregos, sendo o terceiro
maior empregador da industria de transformacgéo, com 348 mil postos de trabalho.
Ainda, segundo a mesma fonte de informacado, a industria de transformacédo do
plastico processou cerca de 6,66 mil toneladas de material, resultando num
faturamento de 56,49 bilhdes de reais.

Encontramos o plastico tanto em produtos simples como em produtos
complexos que exigem tecnologia de ultima geragdo para serem fabricados. Essa
diversidade de usos do material plastico decorre da sua capacidade de substituir
materiais como vidro, metal, madeira e papel, de maneira a manter ou melhorar a
qualidade e as propriedades dos produtos por ele constituidos (SCOTT, 1999;
GOMEZ; BUENO NETTO, 2001; ABIPLAST 2012). Com o avango das tecnologias,
podemos notar que o plastico estda ganhando espago e seu consumo vem
aumentando significativamente. Dentre esses setores, destacam se a construcdo
civil, industria automotiva, industria de embalagens para diversos fins, agricultura,
industria de eletrénicos e eletrodomésticos, area médico-farmacéutica, e outras
(CANTO,1995; SARANTOPOULOS et al, 2002; FARIA, 2009; ABIPLAST, 2012) . A
figura 1 apresenta os principais setores consumidores de plasticos, segundo o Perfil
de 2012 da Industria Brasileira de Transformagédo de Material Plastico (ABIPLAST
2012).



Figura 1 — Porcentagens de consumo de plasticos referentes a cada setor

industrial.

W Construcdo civil

W Alimentos e bebidas

W Automaveis e autopecas

W Moveis, eletronicos e eltrodomésticos

M Plastico e borracha

W Papel celulose & impressao
Agricultura
Maguinas e equipamentos
Medico e farmacé utico
Téxteis, vestuario e calcados
Qutros

Fonte: Adaptado (ABIPLAST, 2012)

Desta forma, o plastico surge como uma alternativa para solucionar
problemas decorrentes do avango da tecnologia e da demanda da sociedade por
bens de consumo duraveis e nao duraveis. Dentre as diversas resinas
termoplasticas existentes no mercado, destacam- se o polipropileno (PP), polietileno
(PE) e policloreto de vinila (PVC), que juntos representam 83% da matéria-prima
utilizada. Esses plasticos sdo obtidos principalmente do petréleo, através de reagdes
de polimerizagao, sendo, portanto constituidos de macromoléculas chamadas

genericamente de polimeros.

2.1 POLIMEROS

Polimeros sao macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura
quimica e interacbes intra e intermoleculares. Possuem unidades quimicas,
denominadas monémeros, que sao unidas por ligagdes covalentes, se repetindo ao
longo da cadeia (MANO; MENDES, 1999; SARANTOPOULOS et al, 2002;
HOURSTON, 2010). Quando a cadeia polimérica apresenta um unico tipo de
mondmero € chamada como homopolimero, quando na constituicdo de sua cadeia
houver mais que uma unidade monomeérica, se refere a um copolimero (MANO,
1991; FARIA, 2009).

Segundo Mano e Mendes (1999) os polimeros mais importantes

industrialmente sdo de origem sintética e possuem uma quantidade de



comondmeros (copolimeros) com o intuito de modificar algumas caracteristicas do
homopolimero de interesse.

Os polimeros podem ser, quanto a origem, naturais, como a seda e a
celulose, ou sintéticos, como o polipropileno (PP), o polietileno (PE), o poli(cloreto de
vinila) (PVC) etc (SPINACE; PAOLI, 2005); sendo classificados como termoplasticos
(plasticos), termofixos e borrachas (CANEVAROLO, 2002; MANO; PACHECO;
BONELLI, 2005).

Os termoplasticos mais utilizados sédo o PP, o PE, o PET (poli tereftalato de
etileno), o PVC e o poliestireno (PS). Eles possuem caracteristicas, como resisténcia
a impactos, baixo custo de obtencao e possibilidades de inumeras aplicacbes que
faz com que o consumo desses materiais seja grande mundialmente (SIVAN, 2011).

Os polimeros apresentam fracbes amorfa e cristalina. A fracéo cristalina dos
polimeros apresenta um empacotamento entre as moléculas de uma forma
ordenada. Devido essas interagdes intermoleculares, esses polimeros sao mais
duros e resistentes. Como exemplos de polimeros semicristalinos podemos citar o
polietileno, o polipropileno e as poliamidas (PACAKOVA; VIRT, 2005; HOURSTON,
2010).

Os polimeros amorfos possuem uma estrutura molecular suficientemente
irregular para evitar a cristalizagdo. Como exemplos de plasticos amorfos, podemos
citar o poliestireno, os copolimeros de acrilonitrilo-co-butadieno-estireno, estireno-co-
acrilonitrilo, polimetilmetacrilato, poli (cloreto de vinila), acetatos de celulose,
policarbonatos & base de dxido de fenileno, resinas, etc (CAIRE, 2005; PACAKOVA;
VIRT, 2005).

A figura 2 mostra esquematicamente a estrutura de um polimero amorfo e de

um polimero semicristalino.



Figura 2 - a) Polimero Amorfo, b) Polimero Semicristalino

a)

Fonte: (CAIRE, 2005).

A fragdo cristalina de uma molécula de polimero confere a resisténcia ao
material e a amorfa contribui para a elasticidade do mesmo (SARANTOPOULOS et
al, 2002).

Na década de 80, comegaram os estudos a respeito de plasticos susceptiveis
a ataque microbiano (biodegradaveis), em ambientes com populagdo microbiana
ativa (SHAH et al, 2008). Foi identificado que alguns poliésteres (polimeros
biodegradaveis), como os poli-hidroxialcanoatos (PHA), possuem propriedades
semelhantes aos plasticos convencionais, oferecendo uma oportunidade para
reduzir o consumo dos polimeros considerados n&do biodegradaveis (SHAH et al,
2008; BRITO et al, 2011).

2.1.1 Polietileno

O polietileno € uma poliolefina, cuja estrutura basica se da pela ligagao de
varias unidades de (-CH>-), tornando-o hidrofébico e de alta massa molecular, o que
dificulta sua degradagdo no meio ambiente (SARANTOPOULOS et al, 2002;
CANEVAROLO, 2004).

Possui ramificagcbes ou cadeias laterais curtas que sdo em sua maioria o
radical n-butila, porém grupos etila e n-hexila, também sao formados pela
transferéncia de cadeia intramolecular (SARANTOPOULOS et al, 2002; COUTINHO;
MELLO; MARIA, 2003).

Este polimero pode ainda ser classificado como polietileno de alta densidade
(PEAD) e polietileno de baixa densidade (PEBD). O ultimo é bastante utilizado pela
sua resisténcia a produtos quimicos, flexibilidade e transparéncia (RAJANDAS et al,
2012).

A figura 3 esquematiza uma molécula de polietiieno de baixa densidade

(PEBD) com suas respectivas ramificagoes.



Figura 3 - llustragdo esquematica das ramificagées presentes em uma

molécula de PE.

PERD _
Ramificacdes

.-" de cadeia curta

Ramificagtes
de cadeia longa

Fonte: (COUTINHO; MELLO; MARIA, 2003).

A estrutura quimica da molécula de um polimero determina suas
caracteristicas fisicas (resisténcia a tragado, transparéncia, flexibilidade, dureza,
hidrofobicidade, moldabilidade, ponto de fusdo, cristalinidade, densidade,
temperatura de transigéo vitrea, etc) (MANO; MENDES, 1999; SARANTOPOULOS
et al, 2002; CANEVAROLO, 2004). Por apresentar alta hidrofobicidade o PEBD é
considerado de dificil biodegradagédo, devido a baixa assimilagdo dos micro-
organismos por esse polimero. A tabela 1 apresenta algumas propriedades fisicas

do polietileno de baixa densidade.

Tabela 1 - Propriedades gerais do PEBD

Propriedades do PEBD

Propriedade Valores
Ponto de Fuséo - Tm (°C) 110 -120
Cristalinidade (%) 50 - 60
Densidade (g/cm3) 0,92 -0,94
Temperatura de Transigcao -120

Vitrea -Tg (°C)
Fonte: Adaptado pelo autor (MANO; MENDES, 1999; SARANTOPOULOS et al, 2002;
COUTINHO; MELLO; MARIA, 2003).




2.1.2 Polihidréxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sédo poliésteres naturais, biodegradaveis,
sintetizados por bactérias, através da fermentacdo de acucares, lipidios, acidos
organicos, entre outras substancias, que o produzem intracelularmente como fonte
energética (REDDY et al 2003; PHILIP; KESHAVARZ; ROY, 2007; SILVA et al,
2007).

Os PHAs possuem propriedades fisicas e mecanicas préximas as dos
termoplasticos mais utilizados, como o polipropileno (PP) e o polietileno (PE), além
de apresentarem a vantagem de serem provenientes de uma fonte renovavel e boa
suscetibilidade a biodegradagdo (LUO; NETRAVALI, 2003; REDDY et al 2003;
PASSOS, 2013). Apresentam excelentes aplicagbes no setor de embalagens e
filmes, devido a sua alta resisténcia a umidade, gordura e mudangas de
temperaturas e a propriedade de barreira a gases (PELLICANO; PACHEKOSKI;
AGNELLI, 2009).

O PHB, poli(hidroxibutirato) (PHB), € o polimero mais usual dos PHAs. A
adigdo de moléculas hidroxivalerato (HV) a cadeia de PHB configura o copolimero
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), que é obtido pela alteracao de
substratos no processo fermentativo de obtencdo do copolimero, resultando na
formagdo de um material com propriedades fisicas e mecanicas melhores em
relacédo ao PHB puro, por exemplo, maior resisténcia a quebra (EL-HADI et al, 2002;
SINGH et al, 2008; WENG et al, 2010).

A figura 4 mostra a estrutura monomérica do poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato).

Figura 4 - Formula estrutural do poli(hidroxibutirato-co-valerato)

-~

o 0
(‘H—(‘H:—y*—o (‘H—('H_,—y‘—()
(I"H‘ n (i’H_, m

(HB) CH, (HV)

Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)

Fonte: Adaptado pelo autor (ROSA et al, 2004)



Segundo Choi, Kim e Rhee (2004), a biodegradabilidade do PHBV aumenta a
medida que o teor de HV aumenta na macromolécula, pois apresenta um grau de

desordem maior, constituindo a parte mais amorfa.

2.1.3 Blendas

Blendas sdao misturas de polimeros que apresentam como vantagens:
melhorias nas propriedades de um polimero, adaptando-o a um uso especifico,
melhorias nos processos de obtencdo, reducdo de custos, aumento da
biodegradabilidade, entre outras (AVELLA et al, 2000; ROSTAMI, 2000).

Atualmente, muitas blendas tém sido estudadas mostrando um campo de
propriedades capaz de abranger um grande espectro de necessidades especificas.

Quando o foco é sustentabilidade ambiental, um polimero ideal é aquele
passivel de ser absorvido pelo ambiente depois de um tempo pré-determinado de
acordo com a vida util do material (RATAJSKA; BORYNIEC, 1998). Com a utilizagédo
de blendas é possivel melhorar a biodegradabilidade (diminuir o tempo) de materiais
considerados nao biodegradaveis.

Devido ao PHBV possuir propriedades proximas a dos polimeros sintéticos
utilizados em larga escala, como o PEBD e o PP, diversas blendas estdo sendo
estudadas visando a reducdo da quantia utilizada dos polimeros convencionais
(provenientes de fontes ndo renovaveis) e a melhoria de sua biodegradabilidade no
meio ambiente (AVELLA et al, 2000; PASSOS, 2013).

2.2 DEGRADAGAO POLIMERICA

O processo de degradacgao € o resultado da interagdo do material polimérico
com o ambiente no qual esta inserido, alterando sua estrutura e suas propriedades
mecanicas, elétricas, quimicas ou térmicas (ALBERTSSON; KARLSSON, 1990;
FERREIRA, 2004). As alteragbes causadas pela degradagdao fazem com que os
materiais poliméricos tenham perdas nas suas fungdes de uso (SIVAN, 2011).

Em relacdo a intensidade da degradacao ela pode ser superficial, alterando o
aspecto visual dos polimeros (cor, descamagao, trincas) e estrutural, quando ocorre
alteracdo das propriedades mecanicas, térmicas, elétricas, etc., comprometendo o

desempenho estrutural do material polimérico (PAOLI, 2008). Dentre os tipos de
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degradagcdo que podem ocorrer em um material polimérico temos: a degradagao
térmica, mecanica, hidrolitica, quimica, microbiolégica (biodegradagao) e a induzida
por radiagdo (exposigdo aos raios ultra-violeta) (FERREIRA, 2004; PAOLI, 2008;
SHAH et al, 2008).

As mudangas que ocorrem em um polimero durante a sua degradacio
dependem do tipo de polimero e sua composi¢ao, da sua forma fisica e do processo
de degradagao envolvido, sendo que elas podem ser classificadas em alteragbes
quimicas e fisicas. Nas alteragbes quimicas podemos encontrar formagédo de
insaturagdes e grupos funcionais tais como carbonilas, hidroperoxidos e hidroxilas.
Como alteracdes fisicas, temos a redugdo na massa molecular, resisténcia a tracao,
alongamento, erosado superficial, entre outros (SCOTT, 1999; FERREIRA, 2004;
BAYARY; SEVERCAN, 2005; SINGH et al, 2007; PAOLI, 2008; MUMTAZ; KHAN;
HASSAN, 2010).

Biodegragdo pode ser definida, para materiais expostos em ambientes
naturais, como sendo: a fragmentacdo, perda de propriedades mecanicas ou
modificagdes quimicas, através de agado microbiana. O processo degradativo de um
material polimérico pode ocorrer de maneiras diferentes, sendo abidtica ou bidtica ou
a combinagéo sinérgica dessas, conduzindo a diferentes graus de degradagdo do
polimero (fragilizagédo, fragmentagao, solubilizagéo, etc.) (MARTINS-FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006; MUMTAZ; KHAN; HASSAN, 2010).

A biodegradacgao é promovida por enzimas excretadas por micro-organismos
e pode ocorrer sob condigdes aerdbias ou anaerdbias, levando a uma desintegragao
completa ou parcial do material. Polimeros de cadeias lineares sdo geralmente
menos biodegradaveis do que os polimeros de cadeias ramificadas, devido o alto
grau de empacotamento molecular que apresentam. Ja os polimeros ramificados,
nao possuem um grau de empacotamento tdo elevado, devido as ramificagdes,
tornando as interacbes mais faceis de serem rompidas (AKMAL; AZIZA; MAJID,
2002; PHILIP; KESHAVARZ; ROY, 2007; AMMALA et al 2011).

Segundo Paoli (2008), o grau de cristalinidade de um polimero é uma
propriedade importante a ser considerada na biodegradacdo dos materiais
poliméricos. Os polimeros formam sélidos com uma fase cristalina e outra amorfa e
a relacao estequiométrica entre elas é chamada de grau de cristalinidade (expresso

em porcentagem). Nestas fases cristalinas podemos ter a formagao de cristalitos
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com diferentes morfologias (esferulitos ou lamelas) (CHANDRA; RUSTGI, 1998;
CANEVALORO, 2004; PAOLI, 2008).

A taxa da biodegradagdo enzimatica tende a diminuir com o aumento da
cristalinidade, do tamanho do cristalito e da temperatura de transigéo vitrea (Tg) (EL-
HADI et al, 2002; MONTORO et al, 2010). Entretanto, ha casos em que durante o
processo de biodegradacdo ocorre o consumo de ambas as fases, tanto amorfa
como cristalina, do polimero, verificando uma diminuicdo até mesmo proporcional de
ambas (SPYROS et al, 1997; LUO; NETRAVALI, 2003; FARIA, 2009).

A taxa de biodegradacao também ¢ influenciada pela populagao microbiana
presente no ambiente, pela temperatura, pH, umidade e propriedades do material
polimérico a ser degradado (AKMAL et al, 2003; PHILIP; KESHAVARZ; ROY, 2007;
LUCAS et al, 2008; SHAH et al, 2008).

A comunidade microbiana do solo se caracteriza pela abundancia e
diversidade, onde a maioria se encontra em micro coldnias, ligadas as superficies
das particulas do solo (figura 5) (MADIGAN et al, 2004; PREVIATI et al, 2012). Os
espacos presentes no solo sdo favorecidos pela diferenca de tamanhos das
particulas presentes, que podem variar de 0,002mm a 2 mm (MADIGAN et al, 2004).

A concentragdo da populagcao microbiana € maior na camada superficial do
solo (serapilheira) e engloba os fungos, bactérias e actinobactérias (MADIGAN et al,
2004; OZAKI, 2008; QUADROS, 2013) .

O comportamento dos micro-organismos no solo, € influenciado pela
quantidade e tipos de nutrientes, umidade, grau de aeragdo, temperatura e pH
(PELCZAR; REID; CHAN, 1997).

A avaliacdo das densidades populacionais na comunidade microbiana nos
solos pode ser realizada através de técnicas de cultivo em placas, exame
microscoépio direto e técnicas de enriquecimento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).
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Figura 5 — Habitat microbiano do solo

Micro-
colénia

Particula de argils

Fonte: (MADIGAN et al, 2004

Akmal et al (2003), realizaram um estudo onde foi comparado a taxa de
biodegradagdo do PHBV em relacdo ao PHB e constataram que essa taxa foi
aproximadamente cinco vezes mais rapida no copolimero do que no homopolimero,
observando que a degradagao destes dois poliésteres € dependente da quantidade
de unidades de HV na molécula. Nesse mesmo estudo, os autores identificaram que
0 mecanismo de biodegradagédo dos polimeros em questdo, ocorreu via ataque na
superficie pela hidrélise enzimatica (enzimas despolimerases), por micro-organismos
pré-selecionados de amostras de lodo ativado, solo, agua de lago e agua de mar
proveniente do oceano Indico (Bacillus sp., Enterobacter sp., Proteus sp.,
Alcaligenes sp., Micrococcus sp., Pseudomonas sp.), reduzindo a espessura do filme
(agdo nas camadas superficiais) e sua massa gravimétrica.

Os autores Ratajska e Boryniec (1998), citam uma sequéncia do que se
conhece sobre um processo biodegradativo de polimeros: a) as moléculas
biodegradaveis presentes na superficie do polimero s&o as primeiras a sofrerem
ataque dos micro-organismos; b) os fragmentos sdo removidos e a coesao do
material é reduzida, havendo aumento da raz&do entre a sua area superficial e o
volume, tornando o material mais susceptivel a agdo microbiana; c) os micro-
organismos conseguem atingir camadas mais profundas do material alterando
tensdes mecanicas no material. O que realmente degrada o material séo as enzimas
despolimerases, produzidas pelos micro-organismos (RATAJSKA; BORYNIEC,
1998; PHILIP; KESHAVARZ; ROY, 2007).



13

A figura 6 esquematiza o processo de biodegradagdo de um polimero, pela

acao da enzima despolimerase, em condi¢cbes aerdbias e anaerodbias.

Figura 6 - Diagrama esquematico de biodegradac¢ao de um polimero sob condi¢des
aerobias e anaerdbias

POLIMEROD
L
Il Enzimas
L
Oligomeros
Dimeros
Mondmeros
Aerdbia Anaercbia
Biomassa Microbiana Biomassa Microbiana
COy CHyH-S
H.0 CO,
H.O

Fonte: Adaptada (GU, 2003)

Philip, Keshavarz, Roy (2007) identificaram micro-organismos dos géneros
Pseudonocardiaceae, Micromonosporaceae, Thermomonosporaceae,
Streptosporangiaceae, Streptomycetaceae, predominantes no processo de
biodegradagdo do PHB em meio ambiente. Os autores também identificaram que a
maioria das bactérias produtoras de PHAs sdo capazes de degradar polimeros
intracelularmente. Além de bactérias, as algas e fungos presentes no meio ambiente,
sao capazes de atacar a superficie do polimero, através de excre¢cao das enzimas
extracelulares.

Para aumentar a biodegradabilidade do PE algumas ag¢des podem ser
aplicadas como: pré tratamentos térmico e radiacdo ultravioleta, adicdo de produtos
pré-oxidantes na formulagdo do polimero e a elaboragdo de blendas, utilizando
polimeros biodegradaveis, naturais ou sintéticos, com o PE (VIJAYA; REDDY, 2008;
ARKTKAR et al, 2009; BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI, 2012).
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2.3 AVALIACAO DA DEGRADACAO MICROBIANA

Diversas técnicas sdo utilizadas para avaliar a biodegradagdo de materiais
poliméricos como: Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV), Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) e com Refletdncia Atenuada (FTIR-ATR), Microscopia de Forga
Atdbmica (AFM), perda de massa e alteragao de massa molecular.

Dentre essas técnicas, medidas de perda de massa, MEV e FTIR, foram
utilizados neste trabalho para investigar mudangas morfolégicas e estruturais nos
filmes de PHBV, PEBD e da blenda PEBD/PHBV.

2.3.1 Medida de massa

A avaliacdo da perda de massa dos filmes poliméricos, € amplamente
aplicada em ensaios de biodegradac¢ao (SHAH et al, 2008).

Segundo Sudhakar et al (2008), a medida de perda de massa € uma maneira
simples e rapida de inferir a biodegradacao de polimeros, pois com a agao de micro-
organismos ocorre uma perda da integridade do polimero levando a perda de

massa.

2.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura é utilizada para avaliar a morfologia dos
polimeros. Em investigagdes de biodegradagdo em materiais poliméricos € utilizada
para verificar a extensdo da degradagdo microbiana na superficie do material
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; MUMTAZ; KHAN; HASSAN, 2010).

Apods o processo biodegradativo, a superficie dos filmes podem apresentar
erosdes, descamagdes, rugosidades, alteragdo de coloragdo, rachaduras e outras
alteragdes detectaveis pelo MEV (SHAH et al, 2008).
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2.3.3 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier

A Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) € um
dos métodos mais utilizados na analise de polimeros, pois permite identificar grupos
funcionais presentes na superficie polimérica e o indice de cristalinidade do material
(relagdo entre a fragdo amorfa e cristalina) (GULMINE et al, 2003; LUO;
NETRAVALI, 2003; PACAKOVA; VIRT, 2005).

Algumas pesquisas vem buscando medir a cristalinidade de forma indireta, e
a espectroscopia de infravermelho € uma dessas maneiras, utilizando para isso a
relagdo das intensidades das bandas relacionadas as fases cristalinas e amorfas,
presentes nos espectros dos polimeros analisados (FEI et al, 2003).

Os espectros de infravermelho até a regido de 4000 cm” sdo amplamente
empregados para caracterizar e verificar alteracbes moleculares em polimeros
submetidos a algum tipo de tratamento. Durante o processo de biotratamento, pode
ocorrer biodegradagao do material, resultando no aparecimento de algumas bandas,
devido a formagédo e/ou transformagdo de grupos funcionais, ou mesmo o
desaparecimento de outras, quando comparados o0s espectros antes e apdés o
biotratamento (SHAH et al, 2008; SUDHAKAR et al, 2008).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

3.1.1 Polimeros

Nesse estudo foram utilizados os seguintes polimeros:

¢ Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) — 18% de hidroxivalerato; (Mw
= 237.500) fornecido pelo Prof. José A. Agnelli - DEMA-UFSCar, Séo Carlos -
SP.

e Polietileno de baixa densidade (PEBD)- Fortymil: (densidade 0,922 g/cm?®),
indice de fluidez 3.8 g/10 min, fornecido pelo Prof. Guilhermino J. M. Fechine
— Escola de Engenharia Mackenzie/SP.

¢ Blenda: PEBD/PHBYV na proporgdo em massa de 70/30.

3.1.2 Coluna de Solo

O solo utilizado nos ensaios de biodegradagao foi coletado no campus da
UNESP de Rio Claro sem a serapilheira e devidamente peneirado em malha de 1,68

mm.

3.2 METODO

3.2.1 Preparo dos filmes

Os polimeros PEBD, PHBV e a blenda de PEBD/PHBV (70/30) foram
previamente processados em redmetro de torque, modelo Haake Polylab 900, a
170°C e 60 rpm (Depto. de Engenharia Metalurgica e de Materiais, USP/SP)
garantindo uma boa dispersdo dos materiais (GONCALVES; MARTINS-
FRANCHETTI, 2013).

Os filmes do polimero PEBD e da blenda de PEBD/PHBV (70/30) foram
preparados através da prensagem com aquecimento de aproximadamente 0,25g de

cada polimero a temperatura de 170°C, por 3 minutos a 89 kgf.cm™ de presséo e
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resfriados a temperatura ambiente de 26°C 1. Os filmes de PHBV foram prensados
a 71,3 kgf.cm?, a 170°C por um tempo de 2,5 minutos. Todos os filmes obtidos
apresentaram espessura média de 80 um e foram cortados em dimensdes de 3 cm x
3 cm.

Os filmes ndo submetidos ao biotratamento foram designados de filmes
originais, a fim de diferencia-los dos filmes biotratados, ou seja, submetidos ao

biotratamento.
3.2.2 Biotratamento

O biotratamento dos filmes poliméricos foi realizado em colunas de solo. Para
montagem dessas colunas foram utilizados recipientes de polipropileno contendo
350g de solo. O filme foi posicionado na coluna de solo, de modo que se
mantivessem as mesmas proporgdes de solo sobre e sob o filme. As colunas de solo
foram mantidas em estufa a 28°C, tendo a umidade do solo controlada por meio de

um sistema de gotejamento conforme mostra a figura 7.

Figura 7 - Colunas de solo em estufa BOD com sistema de gotejamento

indicado por setas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O periodo de biotratamento para os filmes de PHBV foi de 30 dias, sendo que

a cada 10 dias ocorreu uma retirada de amostra dos filmes para avaliagdo da
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biodegradagao. Para os filmes de PEBD e blenda, o periodo foi de 180 dias, sendo
as amostras dos filmes retiradas a cada 60 dias. Os ensaios foram realizados em
duplicatas e uma coluna contendo somente solo foi mantida como controle para
cada periodo de retirada das amostras para posterior avaliacio.

O periodo de retirada dos filmes de PHBV foi menor que os demais, por ser
um polimero cuja biodegradagao ocorre mais rapidamente quando comparado ao
PEBD e blenda.

As amostras biotratadas foram lavadas delicadamente com agua destilada,
secas em papel de filtro e submetidas as analises para posterior comparagao com os

filmes originais.

3.2.3 Caracterizagao do solo

O solo foi caracterizado em relacdo ao teor de matéria organica, pH e

umidade: antes e depois dos ensaios de biotratamento dos filmes.

3.2.3.1 Determinacéo do teor de matéria organica do solo

A determinacdo do teor de matéria organica foi realizada pelo método de
combustdo em mufla (PEREIRA et al, 2006), em que o solo foi colocado em
cadinhos de porcelana e submetido a temperatura de 600 °C por 4 horas, entdao
resfriado em dessecador. Nesse método, a matéria organica é queimada, restando
apenas a inorganica (mg). Através da expressédo abaixo, determinou-se o teor de
matéria organica na amostra de solo:

% MO = [(ms-mg)/ms].100
Sendo:
% MO = porcentagem de matéria organica do solo;
ms = massa inicial;

mq = massa do solo apds ser submetido a combust&o.

3.2.3.2 Determinacédo do pH do solo

Para determinar o pH do solo, foi utilizado o método sugerido pela Embrapa

(1997). Em que adiciona-se 25,0 mL de solugéo de CaCl; (cloreto de calcio) a 0,01



19

mol/L a 10,00g de solo. Homogeneizando essa suspensao por agitagdo magnética
durante 15 minutos e, em seguida, mantém-se em repouso por 15 minutos. Apds

este periodo, o pH da suspenséao foi determinado pelo método potenciométrico.

3.2.3.3 Determinacdo da umidade gravimétrica do solo

Para a determinagcdo da umidade gravimétrica do solo, foi utilizado o método
de secagem em estufa (EMBRAPA, 1997), em que 5,0 g de amostra foi colocada em
um cadinho de porcelana de massa conhecida, e submetida a uma temperatura de
105 °C por 24 horas. Apds este periodo, a amostra de solo foi resfriada em
dessecador (25°C 1) e a massa restante, determinada. Esta corresponde a amostra
seca, isenta de agua superficial (ms). Através da expressao abaixo, determinou-se o
teor de umidade gravimétrica na amostra de solo:

% Umidade Gravimétrica = [(m,-ms)/m,].100

Sendo:
% Umidade Gravimétrica = porcentagem de agua superficial no solo;
my = massa inicial;

ms = massa do solo apos ser submetido ao processo de secagem.

3.2.4 Quantificagdo de micro-organismos do solo

Para a determinagdo da contagem das unidades formadoras de colbnias
(UFC) dos micro-organismos do solo foi utilizada a técnica de contagem de células
viaveis em plaqueamento por Pour Plate, com diluicdes em série (PELCZAR; REID;
CHAN, 1997; TORTORA; FUNKE; CASE, 2003; MADIGAN et al, 2004).

A amostra foi preparada, adicionando-se 10,00g de solo em 90 mL de solugéo
salina (NaCl 0,85%m/v), sendo a suspensao homogeneizada em agitador magnético
por 15 minutos e mantida em repouso por mais 15 minutos. Uma aliquota de 1 mL
do sobrenadante foi retirada e transferida para um tubo de ensaio contendo 9,0mL
de solugdo salina estéril, homogeneizado e seguindo, dessa forma, sucessivas
séries de diluigdes decimais, conforme exemplifica a figura 8.

Para o plaqueamento dos fungos foi utilizada a diluicido de 102 e para o

plagueamento de bactérias e actinobactérias, a diluigdo de 10*. Essas diluicbes
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foram escolhidas mediante testes prévios de modo que as contagens fossem
possiveis e enquadradas entre 30 e 300 unidades formadoras de col6nias. Os meios
de cultivos utilizados para contagem foram o Plate Count Agar para bactérias,
Actinomycete Isolation Agar para actinobactérias e Potato Dextrose Agar com adi¢ao
de cloranfenicol para fungos. As placas de Petri (em duplicata) para cada diluicdo

foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30 °C £1, por 24 - 48 horas.

Figura 8 — Preparo e plagueamento para quantificagdo de micro-organismos

do solo.

10 g de solo +

90 mL de solucdo
salina (MaCl O,85%miv)

—
1 mL Diluigges (1mL de amostra +
m 9 mL de solugdo salina)
T mL 1 mL 1 mL
R

10 M2 1M0° M0

(10ty (109 (0% (10
Cr = s =
Adicdo do Incubacio
0.1 mL da meio de a 30°C
amostra cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 TECNICAS EMPREGADAS NA AVALIACAO DA DEGRADACAO
3.3.1 Determinag&o gravimétrica dos filmes poliméricos

Todos os filmes tiveram suas massas determinadas antes e apds o0 processo
de biotratamento, através de balanga analitica, marca Chyo modelo JK-200, a fim de
determinar o percentual de perda de massa dos filmes apds os ensaios de
biotratamento.

3.3.2 Espectroscopia de Absorgdo no Infravermelho

As analises de Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) das amostras, foram realizadas nos filmes (antes e
apo6s o biotratamento), utilizando espectrofotdbmetro de infravermelho, marca
Shimadzu, modelo Prestige, com resolu¢do de 4 cm™” e 16 varreduras para
identificacdo das bandas caracteristicas das amostras.

As regides espectrais correspondentes as vibragdes v c-o (grupo carbonila)
foram resolvidas por ajuste Lorentziano, afim de obter duas bandas, sendo uma
correspondente a vibragdo de carbonila de fase amorfa e outra, cristalina (FORATO
et al, 1997; FEI et al, 2003; KANZIS et al, 2007). A partir de entdo, os indices de
carbonilas amorfa e cristalina foram obtidos e comparados (FEI et al, 2003; FARIA,
2009; PASSOS, 2013).

3.3.3 Microscopia eletrénica de varredura
Os filmes poliméricos originais e biotratados foram analisados em microscépio

eletrbnico de varredura LEO 435 VP, apds serem metalizados com ouro em
metalizador Sputter Baltec SCD 050.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COLUNAS DE SOLO

Amostras do solo utilizado nas colunas de biodegradagao foram analisadas,
antes e apds os respectivos periodos em que os filmes foram submetidos ao
processo biodegradativo. Dessa forma, foi possivel avaliar as condi¢gdes essenciais
para o desempenho microbiano durante o processo.

Como relatado anteriormente, o PHBV é um polimero considerado
biodegradavel, sendo assimilado com mais facilidade pelos micro-organismos
presentes no solo em um periodo mais curto. Esta é razdo pela qual sua retirada foi
realizada em tempo menor (10, 20 e 30 dias). Por outro lado, as amostras de blenda
e de PEBD foram retiradas posteriormente e em um intervalo de tempo maior (60,
120 e 180 dias).

As amostras de solo utilizadas para a biodegradagao dos filmes de PHBV
foram coletadas em um periodo diferente das amostras coletadas para a
biodegradagao dos filmes de PEBD e PEBD/PHBV (70:30). Ambas foram retiradas
da mesma regido do jardim da Unesp/RC. O solo utilizado para biodegradagédo dos
flmes de PHBV foi denominado como Solo PHBV, o solo utilizado para
biodegradagdo dos filmes de PEBD, Solo PEBD e o solo utilizado para
biodegradagao da blenda, Solo BLENDA.

As investigacbes realizadas foram: teor de matéria orgéanica, pH, umidade e
contagem microbiana (células viaveis), conforme relatado anteriormente.

A matéria organica presente no solo é proveniente de fontes naturais, como
folhas, galhos, animais mortos e micro-organismos (PELCZAR; REID; CHAN, 1997).
Vijaya e Reddy (2008), identificaram que os micro-organismos presentes no solo,
durante a biodegradacgao, utilizam alguns tipos de polimeros como fonte de carbono
para seu desenvolvimento.

Os valores de matéria organica encontrados nas amostras de solo, estdo
presentes na tabela 2. Observamos que os valores referentes a porcentagem do teor
de matéria organica, apresentaram uma decaida comparando-os antes e apds o
processo de biodegradagao (ultimo periodo), o que se deve ao consumo da matéria
organica pelos micro-organismos. O solo PHBV, apresentou uma redugéo de 1,5%,
o solo PEBD 2,5% e o solo BLENDA 1,9%. O solo que teve uma reducgao do teor de

matéria organica mais expressiva foi o solo PEBD, provavelmente pela preferéncia
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dos micro-organismos autoctones pela matéria organica presente no solo, uma vez

que o PEBD tem baixa assimilagdo por estes.

Tabela 2 - Valores de porcentagem de matéria organica no solo, avaliados durante

os respectivos periodos de biotratamento.

- . o
Biotratamento Matéria Organica (%)

(dias) Solo PHBV Solo PEBD . S00

BLENDA

0 46,5 68 68

10 441 * *

20 471 * *

30 45,0 * *

60 * 69,7 69,3
120 * 56,7 62
180 * 65,5 66,1

* ndo amostrado Erro + 0,20%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro fator importante que afeta o desenvolvimento microbiano é o pH.
Durante as investigagcdes de biodegradacéo, essa caracteristica é sistematicamente
monitorada, pois pode tanto favorecer quanto inibir a agdo microbiana. Luo e
Netravali (2002) identificaram que o processo biodegradativo do PHBV em solo
preparado, ocorreu a um pH de 7,5. Weng et al (2010) avaliaram a degradagéao do
PHBV (3% de HV) em meio preparado e os valores de pH obtidos durante as 12
semanas do processo variou de 6,4 a 8,8.

Os valores de pH do presente trabalho se encontram na tabela 3. O solo
PHBV avaliado em um periodo de 30 dias, demonstrou uma tendéncia de elevacéao
do pH. Os solos PEBD e BLENDA apresentaram ao longo de 180 dias uma redugao
do pH, alterando de 6,5 a 5,6. As condigdes fisicas e quimicas no solo determinam

0s micro-organismos predominantes.
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Tabela 3 - Valores de pH encontrados nas amostras de solo durante os respectivos

periodos de biotratamento.

Biotratamento
(dias)

pH

Solo PHBV  Solo PEBD

Solo
BLENDA

0
10
20
30
60

120
180

6,0
6,3
6,2
6,4

*
*

*

6,5

*
*

*

6,3
59
5,7

6,5

*
*

*

6,3
6,0
5,6

* ndo amostrado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores do teor de umidade encontrados ao longo dos periodos

biodegradativo se encontram na tabela 4. A umidade do solo foi ajustada para 60%.

Durante os experimentos foi adicionado agua, por sistema de gotejamento, para

manutengdo da umidade nas colunas de biodegradagao. Estudos comprovam que a

manutengado do teor de agua, entre os valores de 40 a 50%, fornecem resultados

satisfatérios de biodegradacdo de polimeros satisfatorios (ALBERTSSON,;
KARLSSON, 1990; LUO; NETRAVALLI, 2002; VIJAYA; REDDY, 2008).

A média do teor de umidade, durante do experimento, para o solo PHBV foi
de 32,5%, solo PEBD, 48,1% e do solo BLENDA, 48,7%. Essa diferenca se deu pelo

processo de adigao de agua ocorrer manualmente. Mesmo o solo PHBV estando

abaixo dos 40%, ocorreu hidrélise enzimatica nos filmes presentes nessas colunas

(figura 10).
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Tabela 4 - Valores de porcentagem de umidade no solo, avaliados durante os

respectivos periodos de biotratamento.

H 0,
Biotratamento Umidade (%)

(dias) Solo PHBV  Solo PEBD BLSEOI\'I% A
0 33,7 47,8 47,8
10 31,1 * *
20 34,7 * *
30 30,5 * i
60 * 53,3 55,0
120 * 42,7 44.4
180 * 48,5 476
* ndo amostrado Erro £ 0,17%

Fonte: Elaborado pelo autor.

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam os valores das contagens de UFC para
bactérias, actinobactérias e fungos, respectivamente, considerando os periodos dos
processos biodegradativo.

Como relatado anteriormente, no solo ha abundancia e grande diversidade
microbiana. As bactérias representam a maior parte da populagédo, tanto em
quantidade quanto em variedade (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997). As espécies
mais comuns encontradas no solo sdo Bacillus, Staphilococcus, Streptococcus,
Clostridium, Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter, Comamonas e
Nitrobacter (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; MADIGAN et al, 2004; VIJAYA,
REDDY, 2008; BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI, 2012).

Os actinobactérias sao capazes de degradar substancias complexas e as
espécies mais comumente encontradas sado Nocardia, Streptomices e
Micromonospora (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; MADIGAN et al, 2004; VIJAYA,
REDDY, 2008; SHAH; HASAN; HAMEED, 2010).

A maioria dos fungos que habitam o solo estdo préximos a superficie devido a
presenca de oxigénio. Algumas espécies mais comuns s&o Penicillium, Mucor,
Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Gliocadium e Tricoderma
(ALBERTSSON; KARLSSON, 1990; PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; CHANDRA;
RUSTGI, 1998; GU, 2003; VIJAYA, REDDY, 2008; BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI,
2012).
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Tanto os fungos quanto os actinobactérias sao ativos na decomposicéo de

constituintes organicos complexos como lignina e pectina.
Os valores obtidos de UFC no presente estudo, indica que o processo de

biodegradagao dos polimeros nao alterou significativamente a microbiota existente

no solo.

Tabela 5 - Valores das contagens das UFC de bactérias nos solos utilizados nas

colunas de degradacgao, considerando o tempo do processo biodegradativo.

Biotratamento

UFC.mL" de Bactérias

Solo

(dias) Solo PHBV  Solo PEBD  p Zaia
0 45X10°  23,0X10° 23,0 X10°
10 4,5 X10° * *

20 4,9 X10° * *
30 6,5 X10° * *
60 * 3,8 X10° 7,3 X10°
120 * 4,3 X10° 6,7 X10°
180 * 6,8 X10° 12,2 X10°

* ndo amostrado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 - Valores das contagens das UFC de actinobactérias nos solos utilizados

nas colunas de degradagéo, considerando o tempo do processo biodegradativo.

Biotratamento

UFC.mL" de Actinobactérias

(@ias)  soloPHBV SoloPEBD 300 |
0 4,8 X10° 2,6 X10° 2,6 X10°
10 3,8 X10° * *

20 2,1 X10° * *
30 10,3 X10° * *
60 * 3,1 X10° 2,1 X10°
120 * 5,0 X10° 4,3 X10°
180 * 45X10°  62,5X10°

* ndo amostrado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Valores das contagens das UFC de fungos nos solos utilizados nas

colunas de degradacéo, considerando o tempo do processo biodegradativo.

-1
Biotratamento UFC.mL~_ de Fungos

(dias) Solo PHBV  Solo PEBD Solo

BLENDA
0 7,0 X10° 6,1 X10° 6,1 X10°
10 4,8 X10° * *
20 1,9 X10° * *
30 - . .
60 * 2,5 X102 1,5 X10?
120 * 3,9 X10° 4,9 X10°
180 * 4,2 X10° 4.4 X10°
* ndo amostrado **Nao houve desenvolvimento de coldnias

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 POLIMEROS
4.2.1 Anélise Visual

Os filmes de PHBV, PEBD e da blenda (70:30) foram fotografados antes e
apos os periodos de biodegradagdo em coluna de solo. As alteragbes visuais sao as
primeiras indicagbes de ataque microbiano nos filmes poliméricos (SHAH et al,
2005).

As fotografias dos filmes de PEBD estdo presentes na figura 9. Pode ser
observado uma superficie lisa e homogénea no filme original e no filme submetido a
60 dias de biodegradacdo. Algumas manchas apareceram apés 120 dias de
processo biodegradativo. Em nenhum periodo houve presencga de furos ou qualquer
tipo de ruptura nos filmes de PEBD causados pelo processo biodegradativo.
Mumtaz, Khan e Hassan (2010) evidenciaram visualmente uma significativa
biodegradagdo do PEBD em um periodo maior de exposigao ao solo (730 dias), sob

influéncia de radiagéo solar.



28

Figura 9 - Filmes de PE apds processo de biodegradagao em coluna de solo.

S

120 dias 180 dias |

Fonte: Elaborado pelo autor.

As fotografias presentes na figura 10, mostram as alteragdes visuais ocorridas
nos filmes de PHBV. O filme original apresentava uma homogeneidade em toda
superficie e apds 10 dias do processo, o filme apresentava modificagdo em toda sua
extensdo, como presenga de muitos pontos esbranquicados, opacidade e manchas.
Estava mais quebradico, havendo presenca de buracos, inclusive perda de partes do
filme. Nos periodos posteriores houve intensificacdo das manchas, fragilidade e
opacidade e algumas partes do filme ja ndo puderam ser detectadas devido ao
intenso processo biodegradativo. Os resultados corroboram com os encontrados em

outros estudos, como Weng et al (2010) e Gongalves (2009).
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Figura 10 - Imagens dos filmes de PHBV apd6s o processo de biodegradagdo em

coluna de solo.

original

Fonte: Elaborado pelo autor.

No filme original da blenda (figura 11), podemos identificar uma certa
heterogeneidade, devido a imiscibilidade do PE com o PHBV, apresentando areas
com translucidez diferenciadas. Apdés 60 dias de biodegradacdo os filmes se
apresentaram mais opaco, com manchas, se intensificando com o aumento de
exposicdo ao solo e havia descamacgdes evidenciando o inicio do processo

biodegradativo.
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Figura 11 - Filmes da Blenda apés o processo de biodegradagéo em coluna
de solo.

original

120 dias 180 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Medida de Massa

A variacdo de massa de filmes submetidos a biotratamento constitui um dado
importante para avaliar a biodegradagdo que o material pode ter sofrido. Quando
parte do material for consumida ou até mesmo desprendida para o meio, a variagao
de massa € negativa, indicando sua perda. Entretanto, ha casos em que a massa
aumenta conforme o biotratamento, o que pode ser verificado pela insercdo de
elementos de massa maior, como o0 oxigénio, a cadeia polimérica ou, até mesmo,
adesdo de micro-organismos e seus componentes extracelulares como hifas de
fungos e polissacarideos de bactérias. Quando a adesdo do biofilme for intensa e
ndao removida totalmente pelo processo de limpeza do material, apdés o
biotratamento, o filme pode apresentar um aumento da massa (CHANDRA,;
RUSTIGI, 1998; FLEMING, 1998; LUCAS et al, 2008; SHAH et al, 2008).



31

Na tabela 8 podemos comparar as perdas de massas dos fiimes de PHBV,
Blenda e PEBD ao longo do biotratamento. Os filmes de PHBV, com dez dias de
biotratamento, apresentaram perda significativa de massa em torno de 11% em
relagcdo ao original. Essa perda se intensificou, tendo um incremento de 27% nos
dez dias seguintes, atingindo o valor de 38% apés vinte dias. No entanto, apés mais
dez dias o incremento na perda foi de 5%, obtendo 44% apdés 30 dias de
biotratamento. Inicialmente a perda de massa aumenta lentamente, pois nesse
momento estdo envolvidas etapas que dependem da colonizagao da superficie do
polimero por micro-organismos, seguida da producédo e secre¢cao de enzimas que
promovem a hidrolise do material (FLEMING, 1998). Por ser mais suscetivel a
degradacédo, a medida em que ocorre o consumo do hidroxivalerato, resta uma
fragcdo maior de hidroxibutirato que, € mais cristalino e resistente a biodegradagéo
(CHANDRA; RUSTIGI, 1998; CHOI; KIM; HYUNG; RHEE, 2004; SHAH et al, 2008).

Resultados obtidos por Luo e Netravali (2002) corroboram este estudo,
demonstrando que os filmes de PHBV, perderam aproximadamente 80% da sua
massa original depois de 50 dias de exposicdo em meio de compostagem. Nesse
periodo, a degradagao foi tdo intensa que os filmes de PHBV se fragmentaram nao
sendo possivel sua recuperagao. Os autores evidenciaram que a taxa de perda de
massa muda com o aumento do tempo de biodegradagado, verificaram que essa
perda foi menor no inicio (10 primeiros dias), aumentando com o tempo (entre 10 e
40 dias) e diminuindo apés 40 dias de biodegradagao. Os autores atribuiram a perda
de massa dos filmes a atividade microbiana e a presenca da enzima despolimerase,
o que favoreceu o processo de biodegradagao dos filmes de PHBV, porém nao

houve consumo preferencial entre as fases amorfa e cristalina.
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Tabela 8 - Valores de porcentagem de perda de massa dos filmes de PHBV, blenda

e PEBD durante os respectivos periodos de biotratamento.

Biotratamento Perda de massa (%)
(dias) PHBV PEBD BLENDA
10 11,5 * *
20 38,5 * *
30 43,9 * *
60 * 0,0 15,5
120 * 0,5 15,8
180 * 1,5 15,9
* ndo amostrado Erro £ 0,17%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os filmes de PEBD apresentaram uma perda de massa de 0,5 e 1,5% apés
120 e 180 dias respectivamente (tabela 8), valores bastante inferiores quando
comparados a perda de massa do PHBV. O polietileno € um polimero resistente a
biodegradagdo, a auséncia de grupos hidrofilicos confere a este polimero
caracteristica hidrofébica o que dificulta a adesao e consequente colonizagdao da
superficie do material por micro-organismos (ALBERTSSON; KARLSSON, 1990;
CHIELLINI; CORTI; SWIFT, 2003; GU 2003). Neste estudo os filmes de PEBD nao
foram submetidos a nenhum tratamento prévio. Normalmente, quando se evidencia
biodegradagdo em polietileno, é porque o polimero foi submetido ao termo e/ou
fototratamento previamente, ou porque contém algum agente pro-oxidante em sua
composicao. Por outro lado, cadeias parafinicas lineares abaixo de 500 Da ou n-
alcanos com até 44 carbonos (tetracontano) podem ser significativamente utilizadas
como fonte de carbono por micro-organismos (CHIELLINI; CORTI; SWIFT, 2003).

A blenda de PEBD/PHBV na proporgao de 70:30, apresentou perda de massa
em torno de 15,7%. Uma vez que a constituicdo da mesma € uma mistura de fragbes
de ambos os polimeros, € plausivel que a fragdo consumida seja de PHBV, no
entanto o percentual de perda de massa ¢ inferior ao do co-polimero biodegradavel.
Isso pode ser explicado pelo menor teor de PHBV presente na blenda, portanto, uma
menor fragdo estaria susceptivel a agdo microbiana, além do que, a presencga do

PEBD atua como um “modulador” do processo de biodegradagao, de certa forma,
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conferindo, prote¢cao ao PHBV e, assim, impossibilitando o pleno acesso do mesmo
pelos micro-organismos presentes no solo, tal como em PP/PHB (FARIA; MARTINS-
FRANCHETTI, 2010).

4.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os aspectos micro-morfolégicos da superficie dos filmes submetidos ao
biotratamento foram analisados mediante medidas de MEV e comparados com o0s
filmes originais.

A figura 12 compara micrografias de filmes de PHBV submetidos ao
biotratamento durante 10, 20 e 30 dias com o filme original.

O filme original apresenta uma superficie relativamente regular com algumas
imperfeicbes e riscos provenientes da prensagem do material entre folhas de
aluminio durante a produgéo do mesmo. Aos dez dias de biotratamento, a superficie
do filme se mostrou modificada. A medida que transcorreu o tempo, vinte e trinta
dias, as modificagbes foram acentuando, surgindo, furos e descamacgdes na
superficie do filme; evidenciando que a degradagdo do material ocorreu
primeiramente pela erosdo da superficie, provocada pela agdo microbiana no filme e
depois se aprofundou, adentrando nas demais camadas do material (WENG et al,
2013).
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Figura 12 - MEV de Filmes de PHBV, original e biotratados

| original v 2
=4 > P ¥4

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ao analisar as imagens de MEV referentes aos filmes de PEBD, observa-se
que os filmes original e biotratado por 60 dias apresentam semelhancgas (figura 13),
riscos sdo encontrados na superficie de ambos (marcas do processamento do
material na prensa).

Nos filmes biotratados por 120 e 180 dias foram encontrados furos e
evidéncias de algum tipo de erosao que podem ser atribuidos a colonizagdo da
superficie do material. Os micro-organismos presentes no solo produzem material
extracelular, especialmente, exopolissacarideos e proteinas que aderem as
particulas do solo formando micro-agregados (BRADING; JASS; LAPPIN-SCOTT,
2003; MADIGAN et al, 2004). Quando em contato com a superficie do polimero,
esse material extracelular proveniente de bactérias e actinobactérias, juntamente
com hifas de fungos, podem aderir a0 mesmo e iniciar a colonizagdo do filme
(FLEMING, 1998; LUCAS et al, 2008), levando a erosao da superficie do material.
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Figura 13 - MEV de Filmes de PEBD, original e biotratados.

120 dias 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

As micrografias dos filmes de blenda de PEBD com PHBV original e
biotratados por 60, 120 e 180 dias podem ser observados na figura 14. Nota-se que
apo6s o biotratamento houve modificagdes na superficie dos filmes, que podem ser
entendidas como descamacdes, fraturas e erosbes atribuidas a atividade
microbiana.

As imagens sugerem que camadas do filme estdo descamando do mesmo, o

que poderia ter levado a variacido de massa verificada na tabela 8.
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Figura 14 - MEV de Filmes de blenda de PEBD/PHBV (70:30), original e biotratados

b

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.2.4 Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia de FTIR foi empregada para analisar os filmes originais e
biotratados. Os espectros dos filmes de PHBV foram normalizados pela intensidade
de absorbancia de uma banda considerada como padréo interno em 1380 cm™,
atribuida a deformacgao simétrica de grupos CH; (BLOEMBERGEN et al, 1986).

O padrao interno utilizado para normalizar os espectros de PEBD e da blenda,
foi a intensidade da banda em 1469 cm™, correspondente ao estiramento de grupos
CH, do PEBD (SUDHAKAR et al, 2008).

Como alteragdes espectrais, foram consideradas variagdes de intensidade,
aumento e diminuicdo maiores que 10%, deslocamento, surgimento e

desaparecimento de bandas.
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4.2.4.1 PHBV

Os espectros dos filmes de PHBV original e biodegradados, das regides
avaliadas se encontram na figura 15, com as principais bandas em evidéncia.

Foram verificadas alteracbes na regiao de 1800 — 1600 cm’, atribuidas a
grupos carbonilicos nas fases amorfas e cristalinas. Nas demais regides espectrais

nao foram observadas alteracdes significativas.

Figura 15 - Espectros de FTIR de filmes de PHBV original e biodegradados, com as

principais bandas em evidéncia.

} 1710 (C=0) 1283 ({C-O-C) 120

Cristalina

30 dias

20 dias

10 dias

Criginal

T I T I T I T I T I T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 200

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 16 compara os espectros de FTIR de filmes de PHBV, originais e
biotratados, na regizo entre 1800 e 1600 cm™, obtidos por ajuste Lorentziano. Sendo
a vibracdo em 1750 cm™ atribuida a carbonilas de fase amorfa e em 1710 cm™
atribuida a carbonilas de fase cristalina (XU et al, 2002; Li et al, 2003).

As relagbes entre os valores correspondentes as intensidades das
absorbancias das carbonilas pelo padrao interno em 1380 cm™' fornecem os valores

dos indices de carbonilas amorfa e cristalina, respectivamente.
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Figura 16 - Espectros de FTIR de filmes de PHBV ajustados pela fungao
Lorentziana, evidenciando as bandas correspondentes a vibragdes v c-o em 1750

cm™ (amorfa) e 1710 cm™ (cristalina).

12 1,2
PHBY original PHBV 10 dias.
1.0 1.0 4
P, 110 1710
YV = /f
N AN S
08 ’1 by \‘/ £ 08 Al
W o] |
f W 2 / i
| \. E i|
o8 1750 \ g %57 1750 |
‘x\‘\ | ! £ -
fu \ 8 |li " \\‘
0.4 - / \ § 044 \
/ \ @ / N
r \_\ u(: / \\_
02 / 0.2 S
S RSN 74 Saah
p——" T — e —
0.0 4 0.0+
T T T T T T T T
2000 1900 1800 1700 1600 1500 2000 1900 1800 1700 1600 1500
Namero de ondas (em ) Nimero de ondas (cm')
1.2
12 PHBV 30 dias
PHEBV 20 dias
1.0
10 A AT
(ANEY g
ro z 08
08 I 1 2 A 1697
) 1 g ./v nLE »
' E - W
064 1750 _ { 5 0.6 - 1750 | /
\ N A
N \ i ;
2 04 A
0.4 4 \ S / \
. o b
02 / N < 02 P Y
! ; '\-‘H-'\ A A f .\
7 N Y / "
— i o \*._,\ .
o 0.0 e 'u"'.dm-\i'
T T 8 T T T T T T
2000 1900 1800 1700 1600 1500 2000 1900 1800 1700 1600 1500
Mimero de ondas (em ') Numero de ondas (cm )

Padrzo interno: 1380 cm’™

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 9 compara os indices de carbonilas amorfa e cristalina obtidos para
os filmes de PHBV.
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Tabela 9 - indices de Carbonilas de fase amorfa e cristalina dos filmes de PHBV,

original e biotratados.

indices de Carbonilas

Biotratados

Original 35 dias  20dias 30 dias
Amorfa (A175o/1330) 0,41 0,40 0,42 0,52
Cristalina (A1710/1380) 0,74 0,70 0,81 0,61*
+ 0,05 * Deslocamento de banda (1697cm™)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que os filmes de PHBV biotratados por 10 dias ndo apresentam
variagao significativa nos indices carbonilas amorfa e cristalina. Entretanto, houve
perda de massa ap0s dez dias de biotratamento. Esses dados sugerem que mesmo
ocorrendo biodegradacgéo de parte do filme, a relagdo entre os indices de carbonilas
se manteve constante, indicando que houve consumo de ambas as fases
indistintamente. Luo e Netravali (2003) verificaram que a degradagédo do PHBV
ocorre na superficie e de forma indiscriminada, tanto na fase cristalina, como na
amorfa.

Os filmes biotratados por 20 dias apresentaram aumento de grupos
carbonilicos, na fase cristalina (conforme observado na tabela 9), o que pode indicar
aumento de cristalinidade (X;). Polihidroxialcanoatos submetidos a biodegradagéo
podem ter a cristalinidade aumentada, seja pelo consumo da fase amorfa, e pela
reorganizagdo da mesma, resultando em maior quantidade de fragdo cristalina.
Algumas enzimas agem, primeiramente, degradando a fase amorfa para depois
atuar sobre a cristalina e, assim, o indice de cristalinidade tende a aumentar nessa
etapa do processo de biodegradagao (SPYROS et al, 1997; CHANDRA; RUSTIGI,
1998; LUO; NETRAVALI, 2003; SHAH et al, 2008). Para confirmar o aumento de
cristalinidade é recomendado utilizar a técnica de difracdo de raios-x (DRX), pois
pode ocorrer aumento de carbonila na fase cristalina e ndo necessariamente,
aumento de cristalinidade (X.) de toda a matriz polimérica.

Apds 30 dias de biotratamento, observou-se que o indice de carbonila da fase
amorfa aumentou em relagéo ao filme original. O aumento da fragdo amorfa durante
a biodegradagéo do PHBV pode estar relacionado com o aumento da quantidade de

3HV livre proveniente da hidrélise de ligagbes éster entre as unidades de 3HV.
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Indicando uma exo-clivagem promovida pela enzima PHBV despolimerase (SHAH;
HASAN; HAMEED, 2010). A banda correspondente a carbonila de fase cristalina foi
deslocada de 1710 para 1697 cm™, sugerindo a formagdo de acidos carboxilicos
insaturados (SIVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1974). Eldsater, Karlsson e
Albertsson (1999) verificaram a formagdo de &anions carboxilatos durante a

compostagem do PHBV.
4.2.4.2 PEBD

Os filmes de PEBD, devido a hidrofobicidade que apresentam, tornam-se
mais resistentes ao ataque enzimatico e, consequentemente, sua biodegradacgéo é
muito mais lenta quando comparado a um biopolimero como o PHBV
(ALBERTSSON; KARLSSON, 1990; CHIELLINI; CORTI; SWIFT, 2003; Gu, 2003).
Na figura 17 pode-se observar que ndo houve mudancgas significativas quanto aos

espectros de FTIR na regido apresentada.
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Figura 17 - Espectros de FTIR de filmes de PEBD normalizados pelo padrao interno

a 1469 cm™.
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4.2.4.3 Blenda

A figura 18 mostra os espectros dos filmes da blenda antes e apds o processo

biodegradativo, tendo em evidéncia as principais bandas.
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Figura 18 - Espectros de FTIR de filmes de Blenda original e biodegradados, com as

principais bandas em evidéncia.
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O mesmo procedimento foi aplicado para calcular os indices de carbonilas
para as blendas de PEBD/PHBV. Porém neste caso, o padrao interno utilizado foi a
intensidade obtida em 1469 cm™.

A partir dos valores das intensidades das bandas obtidos nos graficos da
figura 19, foram calculados os indices de carbonilas de fase amorfa e cristalina,

referente a fragdo PHBYV constituinte das blendas (tabela 10).
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Figura 19 - Espectros de FTIR de blendas de PEBD/PHBV ajustados pela fungéao

Lorentziana, evidenciando as bandas correspondentes a vibragdes v c-o em 1745

cm™ (amorfa) e 1722 cm™ (cristalina).
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Conforme apresentado na tabela 10, os valores dos indices de carbonila de

fase amorfa (1745 cm™) dos filmes de blendas biotratados por 60, 120 e 180 dias

diminuiram em relac&o ao original, porém se mantiveram relativamente constantes

até os 180 dias de biotratamento. Os indices correspondentes as carbonilas de fase

cristalina (1722 cm™) nao alteraram significativamente. Este fato pode ser explicado

pelo consumo da fase amorfa componente da fragdo PHBV da blenda, uma vez que

a mesma € mais susceptivel a agcdo das despolimerases (SHAH; HASAN; HAMEED,
2010; WENG; WANG; WANG, 2011). Esses dados quando comparados com a

perda de massa (tabela 8), sugerem que o processo de biodegradacéao foi de certa
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forma interrompido pela presenca do PEBD na constituicdo da blenda, conferindo

protecéo ao biopolimero em relagao a atividade microbiana do solo.

Tabela 10 - indices de Carbonilas de fase amorfa e cristalina dos filmes de blenda de
PEBD/PHBYV, original, e biotratados.

indices de Carbonilas

Biotratados

Original 60 dias 120 dias 180 dias
Amorfa (A1745/1469) 0,71 0,43 0,43 0,45
Cristalina (A1722/1469) 0,52 0,47 0,48 0,53

+ 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 11 demonstra os indices de cristalinidade calculados através da
razao das intensidades das bandas, presentes na regidao de 1382 cm-' e 1185 cm-?,
atribuidas a vibragdo de grupos CHs na fase cristalina e C-O-C na fase amorfa,
respectivamente (BLOEMBERGEN et al., 1986; LUO; NETRAVALI, 2003; PASSOS,
2013). Ressaltando que o indice de cristalinidade ndo € absoluto, € um indicativo de

cristalinidade, que precisa ser melhor investigado por difragao de raios-x (DRX).

Tabela 11 - indices de Cristalinidade calculados para os filmes de PHBV e Blenda

original e biotratados

indices de Cristalinidade (1382/1185)

Biotratados

Original 10 20 30 60 dias 120 180
dias dias dias dias dias
PHBV 0,91 1,02 1,05 0,97 * * *
Blenda 0,85 * * * 1,03 1,03 0,98
+ 0,05 * Ndo amostrado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Durante os primeiros periodos da avaliagdo da biodegradagao, o indice de
cristalinidade das amostras de PHBV e da Blenda aumentou. Os filmes de PHBV

tiveram um aumento de aproximadamente 13% e os filmes da Blenda apresentaram
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um aumento de 17%. Apos a biodegradagdo da fase amorfa, a tendéncia é
aumentar o indice de cristalinidade, o que é atribuido ao consumo da fragdo amorfa
da matriz polimérica (CHANDRA; RUSTGI, 1998). Na blenda, houve uma maior
biodegradagao, talvez devida a presencga da interfase (ndo organizada) entre os dois
diferentes polimeros, o que favorece a acdo microbiana. Isto esta de acordo com o
trabalho de Gongalves e Martins-Franchetti (2013) que atribuiram as alteragbes
observadas no PHBV e na Blenda apds a agéo microbiana as hidrolises de grupos
ésteres de PHBYV, principalmente na interface entre as fases cristalinas e amorfas

(em PHBV) e na interfase das regides intermédiarias entre PE e PHBV na blenda.
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5 CONCLUSAO

e O solo utlizado neste estudo constitui um ambiente favoravel a
biodegradagao do PHBV.

e Os filmes de PHBV sofreram maior agdo dos micro-organismos, quando
comparado com a blenda e o PEBD.

e Durante o periodo de biotratamento, o PHBV constituinte da blenda teve sua
biodegradagao estabilizada pela presenca do PEBD.

e O FTIR foi capaz de mostrar alteracbes estruturais relevantes apds o
processo de biodegradagédo, tal como a hidrolise de ésteres do PHBV na
interfase entre PEBD e PHBYV (indices de carbonilas).

e Na blenda ocorreu maior aumento de cristalinidade relativa (FTIR).
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