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Resumo

Neste trabalho, estudou-se a biodegradacdo dos filmes de PHB-V, PCL, PP e das
blendas de PCL/PHB-V (4:1) e PP/PHB-V (4:1) em solo. Os filmes poliméricos foram
preparados por compressdo a quente e analisados através das andlises de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e difracdo de raio-X (DRX), para
investigar os processos de biodegradacdo por um periodo de 120 dias. A atividade microbiana
foi monitorada durante todo o periodo de experimento, bem como vérios parametros: pH,
temperatura, umidade, matéria organica, quantidade de CO, e quantificagdo de
microrganismos.

Ap6s os diferentes tempos do ensaio em solo, os filmes poliméricos apresentaram
alteracdoes quanto a sua estrutura molecular e morfologia em diferentes intensidades. Os
processos de biodegradacdo observados nos diferentes filmes poliméricos, ocorreram via
erosdao superficial. O filme de PHB-V, foi o mais suscetivel ao ataque microbiano, sendo
completamente decomposto em 30 dias. O grau de cristalinidade de PHB-V permaneceu
inalterado, pois a biodegradacdo ocorreu simultaneamente nas fases amorfa e cristalina. Para
os filmes de PCL a biodegradacdo ocorreu tanto na fase amorfa como na interface do
polimero. Os filmes de PP, apds a biodegradagcdo apresentaram uma ordenagdo na estrutura
cristalina, denominada como ‘“quemi-cristalizacdo”. A biodegradacdo das blendas de
PCL/PHB-V (4:1) e PP/PHB-V (4:1) ocorreu na interfase dos dois componentes da blenda,
indicando que a imiscibilidade/morfologia sdo fatores que influenciam significativamente no

processo de degradacao.

Palavras chave: Biodegradacao; Polimeros; Blenda; Solo.



Abstract

In this works, we studied the biodegradation of the films of PHB-V, PCL, PP and the
blends of PCL / PHB-V (4:1) and PP / PHB-V (4:1) in soil. The polymer films were prepared
by melt-pressing and was evaluated by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TGA) and X-ray diffraction (XRD), and investigated with respect to their
microbial degradation in soil after 120 days. Microbial activity was monitored during the
whole experiment, and various parameters: pH, temperature, moisture, organic matter, amount
of CO, and quantification of microorganisms.

After different times of the test in soil, the polymer films showed changes in their
molecular structure and morphology in different intensities. The processes of biodegradation
observed in various polymer films, occurred via surface erosion. The film of PHB-V was the
most susceptible to microbial attack and was completely decomposed in 30 days. The degree
of crystallinity of PHB-V remained unchanged since the degradation occurred in both
crystalline and amorphous phases. For films of PCL biodegradation occurred in both the
amorphous phase as the interface of the polymer. The films of PP after biodegradation
underwent an arrangement of the crystalline structure, known as "chemi-crystallization". The
biodegradation of the blends of PCL / PHB-V (4:1) and PP / PHB-V (4:1) occurred in the
interphase of the two components of the blends, indicating that the immiscibility/morphology

are factors that significantly influence the process of degradation.

Keywords: Biodegradation. Polymers. Blend. Soil.
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1. Introducao

Um dos produtos comerciais de maior consumo em nosso planeta sdao os polimeros,
que, sob diversas formas, tornaram-se indispensdveis a sociedade atual. A ampla aplicacao
dos polimeros, em fung¢do dos avangos tecnoldgicos em vdrias dreas, aliada a motivos
econ0micos, tornam estes materiais proprios para aplicacdo em bens durdveis e em
embalagens. Apesar das suas propriedades e aplicabilidade, a durabilidade e resisténcia dos
polimeros sintéticos, constituem um sério problema ao ambiente devido seu aumento poés
consumo. Os problemas decorrentes do descarte inadequado dos materiais poliméricos t€ém
levado a reflexdo sobre possiveis alternativas para amenizar tal questdo. Dentre as
alternativas, a biodegrada¢do tem sido proposta como uma op¢do para a reducao do acimulo
de residuos sélidos, resultando em materiais mais acessiveis a assimilacdo microbiana. A
biodegrada¢do da maioria dos polimeros sintéticos na natureza € um processo lento que
envolve tanto as condi¢des ambientais, quanto a composi¢do ou formulacdo dos polimeros,
que aceleram ou ndo as taxas de degradacao.

Polimeros biodegraddveis tém sido uma alternativa ambientalmente correta para
aplicacdes nas quais possam substituir os ndo biodegraddveis. No entanto, propriedades
mecanicas insatisfatorias, dificuldade de processamento e alto custo, restringem seu uso.

A obtencdo de blendas poliméricas a partir da mistura de polimeros biodegradadveis
com os sintéticos, podem permitir uma interacdo maior com 0s microrganismos do meio
ambiente e portanto, uma maior degradagdo e reducdo do impacto ambiental por parte dos
residuos plésticos descartados.

Este trabalho tem como propdsito investigar a biodegradacdo de filmes poliméricos
em solo, de materiais biodegradaveis - poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHB-V), poli(e-
caprolactona) (PCL) e material ndo biodegraddvel — polipropileno (PP) e suas respectivas

blendas — PCL/PHB-V (4:1) e PP/PHB-V (4:1).



2. Revisao Bibliografica

Os polimeros sintéticos substituiram outros materiais em diversas aplicacdes em
funcdo da sua leveza, facilidade de processamento, menor custo, propriedades mecanicas e
quimicas satisfatdrias, e atualmente sdo indispensaveis em nossa vida. Foram desenvolvidos,
originalmente, visando sua durabilidade e resisténcia a todas as formas de degradacdo (Blass,
1988). Os polimeros plasticos apresentam uma alta resisténcia quimica e certa elasticidade e
por essa razdo, sdo utilizados em muitos bens de consumo durdveis e ndo duraveis (Reddy et
al., 2003).

Plasticos convencionais apresentam muitas vantagens frente a outros materiais. Sua
versatilidade faz com que os materiais poliméricos sejam largamente utilizados. Porém apds
completar seu ciclo de vida util, sdo dispostos nos diferentes ecossistemas, causando sérios
problemas ambientais. Atualmente hd um aumento no consumo de plésticos, sendo o setor de
embalagens responsdvel por um terco do total de resinas transformadas no Brasil (Falcone et
al., 2007). Este aumento no consumo de materiais pldsticos gera um maior acimulo dos
residuos destes materiais acarretando inimeros problemas ecoldgicos.

No Brasil, segundo dados da Associagdo Brasileira das Industrias Quimicas
(ABIQuim) o consumo aparente (resultado da soma da produ¢do com as importa¢des, menos
as exportacoes) de resinas termoplésticas em 2008 foi de aproximadamente 4,5 milhdes
toneladas (com aumento 8% em relacdo a 2007), este levantamento engloba o polietileno
(PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), poli(cloreto de vinila) (PVC) e o copolimero de
etileno e acetato de vinila (EVA), ndo incluindo poli(tereftalato de etileno) (PET)
(www.abiquim.org.br, capturado em 27/01/09).

Dentre as solu¢Oes mais utilizadas para minimizar o impacto ambiental, destacam-se
os métodos combinados de reciclagem, incineracdo e biodegradagdo. A reciclagem tem sido
uma das melhores saidas para a resolucdo do problema, ao menos parcialmente. Entretanto,
apenas ela, ndo € suficiente para processar a grande quantidade de plésticos descartados e nem
todos os polimeros apresentam boa resposta a reciclagem, por causa da queda de suas
propriedades, quando comparadas as resinas virgens (Ramis et al., 2004). Uma das idéias
colocadas em pratica, para a diminuicdo do impacto ambiental causado pelos residuos, é o
conceito que visa Reduzir, Reutilizar e Reciclar, conhecido como 3 R’s, que estimula a

populacdo a pensar de forma consciente em tudo aquilo que consomem.
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Ja a incineracdo, quando controlada de maneira apropriada, é uma alternativa ja
praticada em muitos paises. No entanto, a queima de polimeros pode produzir materiais
voléteis, téxicos, como € o caso do PVC, cuja incineracgdo libera cloreto de hidrogénio (Blass,
1988). Outro fator que inviabiliza a utilizacdo da incineracdo de materiais plasticos é o custo
de operacdo de incineradores.

A tendéncia atual é desenvolver a¢des para minimizar a geracao de residuos plésticos;
como exemplo o desenvolvimento de materiais que, apds o consumo, gerem menos residuos
e/ou residuos menos agressivos ao meio ambiente. Sendo, que uma destas tendéncias € o

emprego de polimeros biodegradéveis e suas blendas.

2.1. Polimeros biodegradaveis

O crescimento do consumo de polimeros acarreta uma necessidade de estudos para a
substituicdo dos materiais convencionais por materiais biodegradaveis. Para um polimero
biodegraddvel ser utilizado, ele deve degradar no meio apds seu consumo, em um periodo de
180 dias e ter no minimo 90% do carbono organico convertido a diéxido de carbono
(ABNT/NBR 15448-2).

Os polimeros ambientalmente degraddveis (PADs) sdo compostos por materiais
naturais e sintéticos que sofrem alteracdes quimicas, sob a influéncia de fatores ambientais.
Os produtos de degradacdo devem sofrer completa assimilacdo microbiana e/ou associa¢ao
aos processos metabélicos normais dos microrganismos (Rosa & Filho, 2003). E
imprescindivel que tanto a degradacdo como os produtos produzidos por ela ndo causem
qualquer altera¢cdo no ambiente.

Dentre os polimeros biodegradaveis, destacam-se os polihidroxialcanoatos (PHAS),
que recebem atencdo especial particularmente por serem materiais produzidos por fontes
renovdveis e também por apresentarem varias aplicagdes, tais como nas dreas médica,
farmacéutica, agricola e de embalagens (Zagar et al. 2006). Polihidroxialcanoatos (PHAs) sao
poliésteres aliféticos, produzidos e acumulados intracelularmente como reserva de carbono e
energia por indmeros microrganismos, quando no meio de cultura, com limitacio de
nutrientes essenciais (nitrogénio, potdssio, magnésio, ferro etc.), e excesso de fonte de

carbono (Formolo et al., 2003). Sdo sintetizados por mais de 75 géneros diferentes de
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bactérias gram-positivas e gram-negativas (Reddy et al., 2003). Apresentam propriedades
mecanicas similares a vdrios termopldasticos sintéticos e nio sio téxicos, além de possuirem
alto grau de polimerizacdo e alta cristalinidade. S0 oticamente ativos e insoldveis em dgua
(Reddy et al., 2003).

A producdo de PHAs ocorre sobre uma ampla variedade de substratos, a partir de
fontes renovaveis (sacarose, amido, celulose, triacilglicerol), fontes fdésseis (metano, dleo
mineral), residuos agroindustriais (melaco, soro de queijo, glicerol), quimicos (4acido
propiodnico, dcido 4-hidroxibutirico) e diéxido de carbono (Reddy et al., 2003)

Uma caracteristica dos PHAs € sua capacidade de degradacdo, tanto por mecanismos
enzimdticos e/ou hidroliticos, em uma variedade de ecossistemas, incluindo condi¢des

aerdbias e anaerdbias (Luo & Netravali, 2003).

2.1.1. Polihidroxibutirato (PHB) e Polihidroxibutirato—co—valerato(PHB-V)

O polihidroxibutirato (PHB) pertence quimicamente a classe dos poliésteres -
polihidroxialcanoatos (PHASs), possuindo propriedades termopldsticas e caracteristicas fisicas
e mecanicas semelhantes as do polipropileno (PP) e apresentando a particularidade de ser
biodegradavel quando exposto & ambientes biologicamente ativos. E ndo téxico, possui alta
regularidade da cadeia polimérica linear e elevada massa molar. O interesse pelo PHB ndo se
restringe a sua biodegradabilidade, mas a sua sintese a partir de fontes renovaveis de carbono,
oriundas da agroindustria, permitindo um processo ciclico sustentdvel para sua produgdo e uso
(Formolo et al., 2003).

O processo de producdo do PHB constitui-se de uma etapa fermentativa, onde o
microrganismo metaboliza o agucar disponivel no meio e acumula o polimero no interior da
célula, como fonte de reserva. Sdo armazenados na forma de granulos (medindo 0,2 — 0,5 pm
de diametro) no interior de bactérias gram-positivas e gram-negativas, podendo chegar a até
90% da massa seca da célula, como pode ser observado na figura 01 (Braunegg et al.,1998;
Reddy et al., 2003).

Na etapa posterior, o polimero acumulado no interior do microrganismo € extraido e
purificado até a obtencdo do produto final sélido e seco, pronto para ser utilizado em

processos convencionais de transformacdo de termoplésticos.



Figura 01 - Micrografia eletronica de Transmissdo de corte fino de células de R. eutropha, contendo grande
quantidade de PHA (Sudesh & Doi, 2000).

O PHB tem uma temperatura de fusdo (Ty) de aproximadamente 179°C e possui um
grau de cristalinidade que pode variar de 60-70% , sendo rigido e quebradico (Kanziz et al.,
2007).

O copolimero PHB-V, poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato), ¢ um material
semicristalino de cadeia linear, que apresenta unidades de hidroxibutirato (HB), e unidades

hidroxivalerato (HV) em menor propor¢ao (Figura 02).

N B B
CH—CH,—C—0 CH—CH,—C—O
X y
(HB) (HV)

Figura 02 - Férmula estrutural do poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato).

As propriedades fisicas e térmicas desses copolimeros sdo fortemente dependentes do
conteido de unidades de hidroxivalerato (HV). O PHB-V também possui propriedades
mecanicas e térmicas similares a apresentadas pelos termopldsticos convencionais, como o
polipropileno e polietileno (Kanziz et al., 2007).

Apesar de apresentar melhores propriedades em relacdo ao PHB, principalmente, com
relacdo a reducdo da fragilidade, o PHB-V tem limitacdes na sua aplicabilidade em relagdo
aos polimeros convencionais, devido ao seu alto grau de cristalinidade, baixa resisténcia ao
impacto e custo relativamente alto (Avella et al., 2000).

A variacao da estrutura quimica da unidade monomérica e a quantidade de copolimero
resultam em uma variacao nos pontos de fusdo e cristalinidade e também nas propriedades
mecanicas. A temperatura de fusdo decresce significativamente com o aumento da fracdo de
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HV no copolimero, podendo chegar a temperaturas de 71°C para PHB-V com 40% molar de
HV (Kanziz et al.,2007).

A preparacdo de blendas de PHB-V com outros polimeros flexiveis é possivel, sendo
importante para melhorar as propriedades dos componentes, ¢ também como controle do

perfil de biodegradacdo (Ikejima & Inoue, 2000).

2.1.2. Poli(e-caprolactona) (PCL)

Poli(e-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico sintético (Figura 03), que ¢é
degraddvel nos diferentes ambientes biologicamente ativos, incluindo rios e solo. Apresenta

alta massa molar e cristalinidade, sendo estes, alguns dos fatores que afetam a

biodegradabilidade. (Eldsiter et al., 2000)

0
(CHy)s—C—=0

X

Figura 03 - Férmula estrutural do poli(e-caprolactona).

PCL é um poliéster semicristalino (com aproximadamente 50% cristalinidade), sendo
conhecido por sua biodegradabilidade e ndo toxicidade. Este material polimérico é bastante
utilizado em aplicagdes biomédicas como suturas reabsorviveis, em sistemas de liberagao de
drogas e também como enxertos. PCL € um dos polimeros comercialmente biodegraddvel e
hidrofébico, possui boas propriedades mecanicas e € compativel com muitos outros polimeros
(formando blendas), um fato que aumenta seu campo de aplicagdes. (Elzien et al., 2004).
Possui temperatura de fusdo (Ty) a aproximadamente 60°C, temperatura de transi¢do vitrea
(T,) de aproximadamente - 60°C e é considerado biodegraddvel por sua susceptibilidade a

hidrolise das liga¢des do grupo éster (Estellés et al., 2008).



2.2. Blendas

Blenda polimérica € a mistura fisica de dois ou mais polimeros estruturalmente
diferentes, com a possibilidade de baixa quantidade de interacdo quimica. Normalmente, as
propriedades resultantes da mistura sao associagdes entre as propriedades dos homopolimeros.
O preparo de uma blenda pode atender a diferentes propdsitos, obtendo um material com
novas caracteristicas e/ou reduzir custos sem alterar de forma critica as propriedades de
interesse para uma determinada aplicacao.

A miscibilidade entre dois componentes € importante papel na morfologia,
propriedades térmicas e mecanicas e também na biodegradabilidade do material. As blendas
bindrias podem ser classificadas usualmente por serem misciveis, parcialmente misciveis e
imisciveis.

Do ponto de vista tecnoldgico as blendas s@o normalmente classificadas em
compativeis e incompativeis. Diz-se que uma blenda é compativel quando suas propriedades
finais apresentam um comportamento aditivo ou sinérgico em relacdo aos valores
apresentados pelos componentes individuais. Um sistema incompativel é aquele que apresenta
valores de propriedades inferiores aos apresentados pelos componentes, em separado.

Polimeros biodegraddveis ainda ndo sdo capazes de competir com os polimeros
tradicionais, especialmente devido ao custo elevado e desempenho inferior em algumas
propriedades (Falcone et al., 2007). Em conseqiiéncia, o interesse por materiais menos
agressivos ao ambiente, levou a investigacdes do uso de blendas com polimeros ndo
degraddveis e diferentes materiais biodegradaveis. A expectativa é a obten¢ao de uma reducao
no impacto ambiental, por parte dos polimeros nao degraddveis, reduzindo seu tempo de
biodegradacdo.

Polipropileno (PP) € um dos polimeros sintéticos mais baratos, de ampla aplicacao
tecnoldgica, de elevada resisténcia quimica a solventes e grande versatilidade. Largamente
utilizado em aplicagdes como recipientes para embalagem, sacaria, pisos tipo carpete,
seringas de injecdo descartdveis, pecas automotivas, carcacas de eletrodomésticos,
brinquedos, material hospitalar (Mano & Mendes, 1999).

O PP € um polimero termopldstico de estrutura semicristalina do grupo das
poliolefinas, com T, = 4-12°C e T = 165-175°C. Sua alta cristalinidade, entre 60 e 70%, lhe

confere elevada resisténcia mecénica, rigidez e dureza (Figura 04) (Blass, 1988).
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Figura 04 - Férmula estrutural do polipropileno

Contudo o PP € um polimero ndo biodegradavel, sendo os microrganismos incapazes
de metabolizd-lo em um periodo de 180 dias, conforme a NBR 15448-2 (ABNT, 2008).
Porém, é um polimero altamente suscetivel a fotodegradacdo quando exposto ao tempo
(Bonelli et al., 2001). Mudangas nas propriedades do PP, podem ser originadas através de
mudancas quimicas no material por pds-cristalizacdo, degradacdo térmica durante
processamento (Billiani & Fleischmann, 1990) ou por envelhecimento fisico (Fiebig et
al.,1999), até mesmo as caracteristicas geométricas da rosca da extrusora podem acelerar o
processo de degradacdo do polimero (Canevarolo, 2000).

Estudo da obtenc¢do de blendas de polipropileno isotatico (iPP) com amido plastificado
com glicerol (TPS) proveniente da producdo do biodiesel, e a analise de biodegradacdo em
solo simulado, foram estudados por Bardi et al. (2008) A biodegradacdo das diferentes
composi¢cdes da blenda iPP/TPS em solo simulado, apds o periodo de 30 dias, mostrou que
quanto maior o teor de TPS, maior a taxa de perda de massa, devido a acdo dos
microrganismos na fase do TPS na blenda.

Ramis et al. (2004) também estudaram a biodegradabilidade da blenda de
polipropileno (PP) e Mater-Bi (amido/copolimero etileno vinil dlcool — EVOHs) em solo por
um periodo de 12 meses. A partir dos resultados, os autores concluiram que a mistura de
PP/Mater-Bi sofrem transformagdes (aumento da estabilidade térmica), e indicaram que o
processo de biodegradagdo ocorre essencialmente no amido e nao matriz PP.

Blendas entre polimeros biodegradaveis e sintéticos também podem ter como
propdsito o aumento a resisténcia e degradacdo como no estudo realizado por Reddy et al.
(2008) de blendas de fibras de poli(acido latico) (PLA) e polipropileno. Neste caso, foram
produzidas blendas a partir de cinco propor¢des, para melhorar a resisténcia a hidrdlise e
degradacdo, com relacdo a fibras de PLA puras. Os autores concluiram que a extensdo da
hidrdlise e biodegradacdo da blenda podem ser controladas pela varia¢do da quantidade de PP

na blenda. Os resultados dos ensaios de biodegradacdo em compostagem, realizados por 45



dias, indicaram que a biodegradabilidade de PLA reduz de 70% no PLA (em fibras puras)
para 56, 36 e 9% em blendas contendo 20, 50 e 80% de PP.

2.3. Microbiologia do solo

O solo € considerado como um recurso natural, constituido por material mineral e por
matéria organica, que cobre, de forma mais ou menos continua, a maior parte da superficie
continental da Terra (Freire, 2006). O solo pode ser considerado como um sistema complexo
e muito dindmico e se constitui um excelente habitat para populacdes microbianas (Figura

05.)

Figura 05 — Agregado de solo (Madigan et al, 2004)

O solo € um ambiente muito heterogéneo, descontinuo e estruturado pela fase solida
(argila, himus e complexos organominerais) formando unidades cujos tamanhos variam de <
0.2 mm a > 2 mm de diametro. A variabilidade no tamanho das particulas ou agregados do
solo faz com que ele seja composto por indmeras pequenas comunidades (micro habitat).

O solo contém provavelmente maior nimero de individuos e maior diversidade que
qualquer outro habitat ou ecossistema. Os organismos que o compdem desempenham funcdes
essenciais para o funcionamento do ecossistema, reacdes de ciclagem e fluxos dos varios
nutrientes essenciais, influenciando assim diretamente a fertilidade do solo, além de exercer

efeitos na formagdo da estrutura e manutencao dos agregados.



Cada microrganismo possui uma estrutura caracteristica e requer condigdes
nutricionais especificas, dispde de distintas habilidades bioquimicas, e tem uma tolerancia as
condi¢des do ambiente. Nas comunidades microbianas, nem todos os organismos possuem a
mesma importancia na determinacdo de suas caracteristicas, sendo que apenas algumas
espécies exercem maior influencia devido ao nimero de individuos, produtividade ou
atividade. Em ecossistemas particulares, determinados microrganismos atuam se estdo
adaptados no meio fisico-quimico, e também toleram a influencia bidtica da comunidade
(Heinz, 1988).

As condicdes fisico-quimicas de um microambiente podem sofrer rdpidas alteragcdes
em relacio ao tempo e espaco. As comunidades microbianas exibem diversos tipos de
interacdes, podendo ou ndo ser benéficas. Em muitos casos, as populacdes interagem e
cooperam entre si, otimizando suas capacidades nutricionais, em que os produtos metabdlicos
finais de alguns microrganismos servem como nutrientes para outros (Madigan et al, 2004).
Por meio das atividades metabdlicas, os organismos removem nutrientes do meio e os
utilizam na biossintese de novas células. Ao mesmo tempo, 0S organismos excretam uma
série de produtos finais de metabolismo no meio.

As propriedades de um ecossistema sdao controladas, em grande parte, pelas atividades
microbianas. Gradualmente um ecossistema microbiano sofre modificagdes quimicas e fisicas
em decorréncia dos processos metabdlicos. Em virtude de sua historia evolutiva e da
necessidade de adaptacdo aos mais diversos ambientes, os microrganismos acumularam uma
grande diversidade genética, constituindo a base de processos ecoldgicos, além de manterem
relacdes vitais entre si. Um grama de solo pode conter 10 bilhdes de microrganismos,
representando milhares de espécies (Zilli et al., 2003).

Um dos principais fatores que afetam a atividade microbiana no solo corresponde a
disponibilidade de 4gua (Mandigan et al., 2004). A 4gua do solo € em grande parte,
responsdvel pelo controle do ar e da temperatura do solo. Em solo compostado a umidade
considerada ideal varia de 50 — 60% e niveis abaixo de 30% inibem a atividade microbiana e
em meio muito umido (acima de 65%) resulta em decomposi¢do lenta e anaerobiose (Fialho
et al., 2005). A agua € essencial para os microrganismos do solo, pois afeta o metabolismo
intracelular, o movimento dos nutrientes, de produtos téxicos e a aderéncia as particulas de
argila. Outro fator importante para a atividade enzimatica € a temperatura do solo (Mandigan
et al., 2004), pois afeta o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos. A elevagdo da

temperatura, até certos limites, leva ao aumento do crescimento e das atividades metabdlicas.
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Entretanto, acima de uma certa temperatura, determinadas proteinas podem sofrer danos
irreversiveis. Cada microrganismo apresenta uma temperatura minima (abaixo da qual é
incapaz de crescer), uma temperatura Otima (crescimento ocorre rapidamente) e uma
temperatura maxima (crescimento torna-se impossivel). Em ambientes terrestres sao
encontrados microrganismos meséfilos, com 6timo crescimento em temperaturas medianas.

O efeito da temperatura de incubacgdo de espécies de Aspergillus isoladas de solo, na
degradacdo de PHB e PHB-V (16 % HV), estudada por Sanyal et al. (2006), mostra que a
degradacido dos polimeros foi maior na temperatura de 37 °C, porém com significativa
inibicdo de crescimento dos microrganismos. Esta variacdo de temperatura é devido a
diferenca entre a temperatura 6tima de crescimento do fungo e da atividade da despolimerases
de PHA. Espécies de Streptomyces isoladas e utilizadas na degradacao de PHB (Manna et al.,
1999), apresentaram um aumento de degradacio na temperatura de 30 °C, que estd associada
ao aumento da populacdo microbiana e de sua atividade, devido a natureza mesofilica dos

microrganismos.

2.4. Biodegradacao

A biodegradacdo € considerada um tipo de degradacdo, envolvendo atividade
bioldgica, sendo definida como: “um processo importante e irreversivel para uma significativa
mudanca da estrutura do material, tipicamente caracterizado pela perda de propriedades (isto
¢: integridade, massa molar, deformacdes estruturais e mecanicas) e/ou fragmentagdo. A
degradacao ¢ influenciada pelas condi¢des do meio em um determinado periodo, composto de
uma ou mais etapas” (Krzan et al., 2006). Geralmente a biodegradacdo de materiais
poliméricos nos diferentes ecossistemas € afetada pelas caracteristicas inerentes do material a
ser degradado, e os vdrios fatores microbioldgicos e ambientais, sendo estes interdependentes.

Fatores microbiolégicos t€ém grande importancia na biodegradabilidade dos materiais
plasticos, tais como a distribuicdo, abundancia, diversidade, atividade e adaptacdo da
microbiota. A adaptacdo da microbiota pode resultar em um aumento na biodegradacdo do
substrato devido a mudancas no genétipo da populacdo, induzindo a producdo de enzimas
extracelulares capazes de degradar o substrato, ou ocorrer uma mudanga na estrutura da

comunidade com o aumento de determinadas populagdes que estdo envolvidas no processo de
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biodegradacdo (Palmisano & Pettigrew, 1992). Virias populagdes podem atuar em um
consércio microbiano para atacar e clivar o substrato. O ataque inicial comeca com a

colonizagdo da superficie do polimero, representado no esquema da figura 06.

Figura 06 - Representacdo esquematica do processo de degradacdo no ambiente (Shah et al., 2008)

Materiais poliméricos sdo normalmente biodegradados por hidrélise seguido de
oxidacdo. Na fase inicial ocorre a desintegracdo, que estd associada a deterioracdo das
propriedades fisicas: descoloragdo, fragilidade e fragmentacdo. A segunda fase, a ultima, é a
conversao dos fragmentos dos polimeros, depois da quebra em tamanho menor, para CO,,
dgua, biomassa (condicdes aerdbias) e CHs e biomassa em casos de condi¢des anaerdbias e
em energia para os microrganismos, em ambos os casos (Krzan et al., 2000).

A influéncia da porosidade (rugosidade) da matriz polimérica é também um dos
fatores determinantes na velocidade de degradacdo e inducdo ao crescimento celular. A
biodeterioracao de um polimero sintético pode ser considerada como um fenomeno de adesdao
da superficie polimérica (Martins-Franchetti & Marconato, 2006), onde ocorre a colonizagdo
dos microrganismos na forma de biofilme, que consiste em uma mistura complexa de
microrganismos, dgua e substancias poliméricas extracelulares (Flemming, 1998).

Em geral, nos processos de respiragdo aerdbia, compostos organicos naturais € a

maioria dos sintéticos, sdo oxidados (perdendo elétrons), promovendo a sintese de adenosina
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trifosfato (ATP), um composto rico em energia. O O, comumente atua com aceptor terminal
de elétrons, e as moléculas do substrato poderdo ser completamente oxidadas a CO,, com
maior producdo de ATP (Madigan et al., 2004). O consumo de oxigénio ou a formacdo de
diéxido de carbono sdo bons métodos para indicar a degradacdo de polimeros (Shah et al.,
2008).

A clivagem das cadeias carbOnicas dos materiais poliméricos pela acdo dos
microrganismos ocorre por acdo biofisica, bioquimica e estd diretamente influenciada pela
acdo enzimatica (Jayasekara et al., 2005).

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente protéicas, imprescindivel aos seres
vivos, pois aceleram as reacdes quimicas que mantém e regulam os processos vitais (Mueller,
2006). Os microrganismos representam uma excelente fonte de enzimas devido a sua
diversidade bioquimica. As enzimas produzidas por microrganismos podem estar localizadas
dentro das células (intracelulares) ou podem ser sintetizadas e excretadas no meio
(extracelulares).

As enzimas extracelulares sdo capazes de digerir as cadeias poliméricas em unidades
menores (mondmeros e/ou oligdbmeros), que serdo metabolisadas como fonte de nutriente
(carbono) pelos microrganismos (Jayasekara et al., 2005).

A degradacdo enzimatica procede na superficie do substrato, onde a enzima adequa-se
sobre a conformacdo estereoquimica do polimero, que sofre, entdo, erosdo superficial. As
enzimas degradam seletivamente a regido amorfa ou menos ordenada que permite a difusao
das mesmas sob o substrato, embora a regido cristalina também possa ser degradada. Os
ataques enzimdaticos podem ocorrer em qualquer ponto ao longo da cadeia polimérica (tipo -
endo) e ataque seletivo, principalmente em finais de cadeia e/ou grupos especificos (tipo —
exo) (Mochizuki, 1997; Herzog, 2006).

A degradacdo pode alterar a rugosidade da superficie, levar ao aparecimento de furos e
crateras, a fragmentacdo, mudancas na cor, ou a formacdo de biofilmes na superficie
polimérica. Estas mudangas podem ser usadas como indicativo de ataque microbiano. (Shah
et al., 2008). Porém, a deterioracdo pode ser resultado da fragmentacdo dos polimeros, mas
ndo necessariamente sua completa mineralizagdo (Palmisano & Pettigrew, 1992).

A razdo de biodegradacdo ¢é influenciada por diferentes fatores do meio como a
populacdo microbiana, temperatura, pH e suplementacdo de nutrientes e como mencionado,

anteriormente, da composi¢do do polimero (Sridewi et al., 2006).
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Portanto as propriedades quimicas e fisicas dos polimeros tém grande influéncia na
biodegradabilidade. A massa molar é um fator determinante, sendo que a baixa massa molar
favorece a biodegradagdo (Tokiwa & Calabia, 2004). Assim como a temperatura de fusdo do
polimero, que possui grande efeito na degradabilidade enzimatica, isto €, geralmente ocorre
uma menor taxa de degradacdo, com o aumento da temperatura de fusdo (Tokiwa & Calabia,
2004).

Devem ser considerados os aspectos como a area superficial, presenga na cadeia
principal de determinados grupos funcionais, ligacdes hidrolisaveis e/ou oxiddveis, natureza
dos substituintes, estereoconfiguragdo, flexibilidades conformacional, grau de cristalinidade, a
presenca de aditivos e a acessibilidade enzimatica, que também afetam a biodegradabilidade
destes materiais (Palmisano & Pettigrew, 1992). Polimeros amorfos tendem a degradar mais

rapidamente pelo menor empacotamento das cadeias (Rosa et al., 2004).

2.5. Biodegradacao de polimeros

Os PHAs como mencionados anteriormente podem ser biodegradados em diferentes
ecossistemas, Sridewi et al (2006) estudaram a biodegradacdo de filmes de PHB, PHB-V (5%
HV) e PHB-HHX (5% HHX) - poli(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) em trés diferentes
areas de manguezais no sul da Maldsia, por 8 semanas. A razdo de degradacdo para os
copolimeros foram maiores devido as diferencas de cristalinidade e morfologia da superficie.
As amostras dos filmes de PHB foram degradadas em 6 semanas e as amostras dos
copolimeros ocorreram em 4 semanas. Nas diferentes dreas de trabalho também foram
observados resultados diferentes, sendo a drea intermedidria entre o manguezal e o rio, a que
apresentou mais rdpida degradacdo dos filmes, atribuidas a grande atividade de
microrganismos.

A relagdo entre a biodegradacao de PHB-V e o nimero de microrganismos capazes de
degrada-lo em trés diferentes suspensdes de solo, foram investigadas por Song et al (2003). O
nimero de microrganismos foi estimado pelo método de niimero mais provavel (NMP), sendo
4.3 x 10° UEC / grama solo jardim; 5.06 x 10° UFC / grama solo alagado, 3.87 x 10’ UEC /
grama solo rio. Depois de cinco semanas a perda de massa de PHB-V (espessura 0,05-0,08

mm) foi de 18.26 %, 22.32% e 16.77%, respectivamente para as suspensdes de solo de
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jardim, alagado e rio. Os resultados sugerem que a razdo de biodegradacdo de PHB-V para
cada tipo de solo, estd relacionada com o maior niimero de microrganismos.

Mergaert et al (1993) estudaram a degradaciao microbiana de PHB e PHB-V(10% HV)
(filmes com espessura 2 mm) em solo, incubados a temperatura constante de 15, 28 e 40°C
por 200 dias. Concluiram que a degradacdo em solo, é devido a acdo dos microrganismos,
resultando na perda das propriedades mecénicas dos polimeros. Os filmes poliméricos sofrem
degradacdo em solo, pois a superficie dos polimeros é degradada enzimaticamente, gerando
fragmentos de baixa massa molar, que sdo rapidamente metabolisados pela comunidade
microbiana, resultando na perda de massa das amostras dos polimeros. O copolimero (PHB-
V) tende a ser degradado mais rapidamente que o homopolimero, mas as diferencas entre as
razdes de degradacdo variam com o tipo de solo, temperatura e nas diferentes composi¢des da
microbiota dominante na degradacdo. Das amostras usadas nos estudos de biodegradacao,
foram isolados e identificados 250 espécies capazes de degradar PHB e PHB-V, sendo 105
bactérias gram-negativas, principalmente pertencentes as espécies Acidovorax facilis e
Variovorax paradoxus, 36 espécies Bacillus, 68 espécies Streptomyces, e fungos,
principalmente Aspergillus fumigatus e espécies do género Penicillium.

Fungos também sdo capazes de crescer sobre o substrato, podendo excretar
metabolitos agressivos, causando deterioragdo do material devido a produgdo de dacidos
organicos. Sanyal et al (2006), analisaram a biodegradacao de PHB e PHB-V (16%HV) por 6
fungos isolados de solos, sendo todos Aspergillus spp. Para todos os Aspergillus spp testados,
o maximo de biodegradacdo ocorreu em temperatura de 37°C, pH 6timo entre 6.5-7.0,
entretanto a suplementagdo do meio com fonte de carbono externa (glucose, frutose, lactose
entre outros) teve um efeito inibitério na taxa de degradagcao para ambos polimeros.

A degradabilidade de poliésteres natural e sintético (PHB, PHB-V e PCL, com
espessura de 100um) foi investigada por Abou-Zeid et al. (2001) em dois lodos anaerdbios,
sendo isoladas e caracterizadas culturas capazes de degradar estes materiais, que foram
estudados em condi¢des controladas em laboratério. Os filmes de PHV e PHB-V incubados
em dois lodos anaerdbios exibiram significativa degradacdo entre 6-10 semanas, sendo
monitoradas a perda de massa e a formagao de biogas. Os filmes de PCL tendem a degradar
mais lentamente que os poliésteres naturais. Em outro trabalho dos mesmos autores (Abou-
Zeid et al., 2004) foram testados os mesmos polimeros e os sintéticos poli(trimetileno
adipato) em condi¢des anaerdbias, e verificaram que diferentes enzimas sdo especificas para

degradar cada um dos poliésteres, apresentado despolimerases com caracteristicas similares.
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Mudancas quimicas na estrutura polimérica podem ocorrer durante a fusdo dos
polimeros a altas temperaturas em uma atmosfera com deficiéncia de oxigénio, isto € a
degradacdo térmica pode ser empregada anteriormente ao processo de biodegradacdo. Rosa et
al. (2004) estudaram a biodegradabilidade dos polimeros PHB, PHB-V e PCL (espessura de
Imm) ap6s envelhecimento térmico de 100, 120 e 140°C, para os filmes de PHB ¢ PHB-V, e
para os filmes de PCL 30, 40 e 50°C, por um periodo de 192, 425 e 600 horas. Apés estes
testes térmicos os filmes foram biodegradados em solo compostado a pH 11, monitorando a
massa residual a cada 30 dias, em um periodo total de 10 meses. Dos polimeros estudados o
PHB-V foi mais biodegradavel que PCL, quando colocado em solo compostado a pH 11.
Segundo os autores, o PHB-V apresenta um alto nivel de biodegradacdo devido a hidrdlise
das ligacdes ésteres de sua estrutura. Os diferentes tempos usados nos testes térmicos nao
foram suficientes para degradar PHB-V, mas a temperatura e o tempo de exposi¢ao exerceram
efeitos significativos em PHB e PCL.

Ishigaki et al (2004) estudaram a degradabilidade de PHB-V, PCL, blenda amido/PVA
e acetato de celulose. Foram realizados testes em reatores landfill em condi¢des anaerdbia e
aerébia. Os filmes de PCL mostraram tendéncia similar em ambos reatores, com perda de
massa de aproximadamente 30% em 80 dias. Foram observados por MEV, furos e quebras
superficiais. Para os filmes de PHB-V a massa foi reduzida a quase 100% em 120 dias, sendo
que apds 25 dias havia muita fragmentacio no reator aerébio. J4 em condi¢des anaerdbias a
perda de massa e quebra nos filmes de PHB-V ndo foram significativas. Os filmes da blenda
amido/PVA e acetato de celulose apresentaram degradacdo similar, ndo sendo observadas
quebras dos filmes.

Filmes de blendas de PCL / PHB (70/30) (2mm espessura) foram incubadas na
presenca de um consorcio de microrganismos isolados do meio ambiente jad contaminado com
residuos plésticos, por La Cara et al (2003). Os microrganismos coletados do solo, foram
isolados e mantidos em meio de cultura. Nas condi¢cdes usadas no trabalho, os homopolimeros
foram degradados apresentando erosdo nas dreas amorfas. A blenda mostrou ap6s 20 dias de
incubacdo a presenca de “esferas” de PCL e esferulitos de PHB indicando completa
degradacao do material.

Lefevre et al., 2001 estudaram a interacdo entre microrganismos e substrato, utilizando
PCL (80 um de espessura) e culturas puras isoladas de residuos industriais em meio liquido.
Foram realizados testes em duas diferentes condicdes, uma sob alta e outra sob baixa

agitacdo. Os dados experimentais sugerem que na biodegradacdo de PCL sob alta agitacao,
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nao ocorre formagdo de biofilme na superficie do polimero, sendo que a degradacdo ocorre
preferencialmente nas regides amorfas. Em condi¢des de baixa agitacdo, apés 150 horas de
inoculacdo, houve a formacdo de biofilme na superficie polimérica, resultando no
aparecimento de estruturas na forma de esferas, no polimero.

Eldsiter et al., 2000 estudaram a erosdo superficial dos filmes de PCL (espessura de
40 wm) em meio compostado por um periodo de 45 dias, em lodo de esgoto anaerébio, e em
meio liquido com cultura pura contendo o fungo Aspergillus fumigatus (periodo de 49 dias), e
comparados com hidrolise quimica em solucdo de tampao fosfato a pH 10,5 e temperaturas de
23 e 50°C. As amostras que foram biotratadas apresentaram ranhuras ou quebras, jd as
amostras tratadas em meio abidtico ndo apresentaram alteracdes superficiais. Diferencas na
microbiota e morfologia das amostras resultaram em diferentes mecanismos de erosdo. A
degradacio em compostagem resultou em ranhuras paralelas ou quebras, enquanto as
amostras biotratadas por A.fumigatus produziu um padrao de erosdo na forma esferulitica. A
fase amorfa foi degradada mais rapidamente que a cristalina, produzindo fracdes com baixa
massa molar.

A biodegradagdo aerdbia e anaerdbia de PCL, da blenda amido/PCL (Mater—bi®), PLA
e Eastar bio® (polibutadieno adipato-co-tereftalato) (espessura de 20 wm) foram estudados
em fase sélida em condicdes aerdbias e na fase liquida (meio cultura) tanto aerobiamente e
anaerobiamente por Massardier-Nageotte et al., 2006. Neste estudo, foram determinadas
variagdo de massa, geracdo de biogds, porcentagens de biodegradacdo, andlises térmicas,
caracterizacdo por FTIR e RMN, entre outros. Apds 28 dias, ocorreu a degradagdo em meio
liquido e em condi¢Oes aerdbias, para Mater-bi® e PCL inoculados com microrganismos
isolados do lodo da estagcdo de tratamento de dgua. As perdas de massa foram de 45% e 35%,
respectivamente para Mater-bi® e PCL. Testes realizados em meio sélido mostraram a total
colonizagdo da superficie de PCL pelos microrganismos, impedindo a avaliagcdo do polimero
apds o tratamento microbiano.

As propriedades da biodegradabilidade de PCL e da blenda de PCL/amido adipato
plasticizado com Edenol (50:35:15) (espessura 0,5 mm) foram realizados em solo, utilizando
um método respirométrico, de acordo com a norma ASTM D 5988-96 , avaliando a evolucdo
de diéxido de carbono e perda de massa, por um periodo de 90 dias(Mariani et al., 2007). Um
pequeno aumento na cristalinidade da blenda, em funcdo do tempo de incubacdo foi

observado, confirmando o ataque preferencial dos microrganismos no amido. Segundo os
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autores, como conseqiiéncia do consumo de amido, houve a reorganizacdo das cadeias de
PCL resultando no aumento da cristalinidade do polimero ap6s 90 dias.

Contat-Rodrigo et al. (2001), estudaram amostras de PP com um aditivo biodegraddvel
Bioefect 72000 (amido e outros compostos — ndo mencionados) e avaliaram a
biodegradabilidade em solo por 21 meses, sendo as amostras caracterizadas por
termogravimetria. Os resultados de Contat-Rodrigo et al, mostraram que o aditivo Bioefect
sofreu maiores mudangas pelo processo de degradacdo em solo do que a matriz de PP.
Através das analises de DMTA (analise térmica dinimico mecénica), os autores concluiram
que as regides interfaciais (fase cristalina-amorfa) sofrem as maiores alteracdes durante o
processo de degradacdo e isto influi na fase cristalina do polimero.

Morancho et al., 2006 estudaram a biodegradabilidade em solo da blenda de PP/Mater-
Bi AFO5H (amido plasticizado com EVOH - etileno vinilalcool) (espessura de 1,8mm)
durante um ano e compararam o efeito foto-oxidativo da blenda antes do tratamento
microbiano(2006). A blenda PP/Mater-Bi sofreu mudangas morfolégicas apds tratamento
microbiano, sendo que os resultados sugerem que o processo de degradacdo comeca na regiao
amorfa do amido e ndo afeta a matriz de PP, devido a heterogeneidade da blenda. A foto-
oxidag¢do reduziu a cristalinidade da blenda, devido a formacdo de radicais livres que podem
favorecer as quebras das cadeias.

Blendas de PP/Lignina foram estudadas por Canetti et al. (2004), que observaram um
aumento da temperatura de degradacao térmica em funcio do conteido de lignina na blenda,
que por outro lado, ndo influenciou na cinética de cristalizacdo de PP. Na presenca de lignina,
o PP cristalizou tanto na forma cristalina o como B. Em um outro estudo com a blenda
PP/Lignina, Canetti et al. (2006), investigaram a degradacado térmica em condi¢des oxidativas
e nao-oxidativas. Andlises morfolégicas mostraram boa dispersdo e boa aderéncia entre a
lignina e a matriz PP. A fragdo cristalina [3, é fortemente influenciada pelo tratamento térmico.
A formacdo da fase [ durante o processo de cristalizagdo foi promovida por um aumento na
taxa de cristalizacdo. A lignina presente na mistura é capaz de produzir um elevado
rendimento de cinzas que € responsavel pelo aumento da temperatura de degradacdo.

Estudos das propriedades da blenda PP(oxidado)/PCL e sua degradag¢do enzimatica em
meio liquido, foram realizados por Arcana et al. (2007). A degradacdo enzimdtica da blenda
PP-PCL ocorreu em menor propor¢do do que a de PCL, porém a razdo de degradacdo
aumentou com o aumento do teor de PCL na blenda. A utilizagdo de PP oxidado na

preparacdo de blendas melhorou a degradacido devido ao aumento da compatibilidade de cada
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componente na blenda, pois reduz as fases cristalinas de cada componente. Além disso, os
autores atribuiram a biodegradacdo ao processo de hidrélise do PCL e das regides interfaciais
(compativeis) entre os polimeros, reduzindo as fases cristalinas de cada polimero.

Blendas de polipropileno (PP) com polihidroxibutirato (PHB), foram preparados por
casting, seguido por moldagem para obtencdo de filmes finos (espessura 0,2 mm).
Polipropileno foi oxidado com peréxido de hidrogénio, produzindo novos grupos funcionais,
tais como grupos carbonila e hidroxila na cadeia polimérica. Filmes de PHB foram
parcialmente degradados em 30 dias (48% perda de massa), e polipropileno oxidado
praticamente ndo foi biodegradado (0% perda de massa) neste mesmo periodo, usando lodo
ativado em meio solido. A biodegradacdo da blenda foi menor comparada com a do
homopolimero PHB, e a biodegradabilidade tendem a aumentar com o aumento do conteido
de PHB. Os autores concluiram que embora os microrganismos tivessem dificuldade para
atacar a fracdo de polipropileno na blenda, a anélise da superficie (MEV) mostrou que houve
erosdo na superficie polimérica (Arcana et al., 2006).

A biodegradabilidade de filmes de copolimeros etileno-propileno, polipropileno
1sotdtico e polietileno de baixa densidade (PEBD) (espessura aproximadamente de 100 wm),
previamente irradiados por raios UV (100 horas), foram estudados por Pandey & Singh
(2001). A taxa de degradacdao foi fortemente dependente da composicdo do copolimero e
aumentou acentuadamente com a diminui¢@o do teor de etileno. Importante erosdo superficial
foi detectada por MEV apds os filmes serem submetidos a compostagem. Os autores
estimaram que a cis@o das cadeias foi diretamente relacionada com a foto — irradiagdo, sendo
esta, um precursor da biodegradacao.

Cacciari et al. (1993) estudaram a biodegradagdo de polipropileno isotdtico, com um
consoércio microbiano sem fonte de carbono adicional. Foram testadas tiras de polipropileno,
incubadas durante cinco meses, em um meio mineral. A partir dos resultados, concluiram que
tanto as espécies aerObias como as anaerdbias, com diferentes capacidades catabdlicas, agiram
em cooperagao para degradar filmes de polipropileno. A biodegradacgdo foi atribuida a perda
de massa das amostras de PP. Os materiais extraidos do meio de cultura foram caracterizados
pela realizacdo de andlises cromatogréficas e espectrais. Estas revelaram que os produtos
encontrados neste material continham uma mistura de hidrocarbonetos, e uma mistura de
ésteres aromaticos, estes ultimos utilizados como plastificantes de poliolefinas.

Os intimeros ambientes e as caracteristicas particulares de cada polimero, nas

diferentes condi¢cbes em que foram estudados, bem como a diversidade e capacidade

19



microbiolégica em biodegradar e/ou biodeteriorar polimeros naturais e sintéticos, foram
fatores motivantes para o estudo da biodegrada¢do de materiais poliméricos, empregando solo

de jardim.
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3. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo investigar a degradacdo de filmes poliméricos de
poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHB-V), poli(e-caprolactona) (PCL), poli(propileno) (PP) ,
e as respectivas blendas PCL/PHB-V e PP/PHB-V, obtidos por fusdo, através da acdo de
microrganismos do solo.

Os ensaios de biodegradacdo realizados em coluna de solo foram acompanhados
através de medidas de pH, umidade, temperatura, evolu¢ao de CO, (respirometria), teor de
matéria organica e quantificacdo de microrganismos.

Para a avaliacdo da biodegradacdo dos filmes poliméricos foram utilizadas as técnicas
de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), calorimetria exploratdria diferencial (DSC), termogravimetria

(TG), difragdo de raio — X (RDX) e perda de massa.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Polimeros

Na tabela 01 estdo apresentadas algumas propriedades dos polimeros utilizados no
trabalho. Os polimeros foram doados pelo Departamento de Engenharia de Materiais -
Universidade Federal de Sao Carlos, sem os dados de grau de cristalinidade; foram utilizados

como tais.

Tabela 01 - Propriedades dos polimeros.

Polimero M®(g/mol) Tg("C) T¢(°C) AH;(J/g)

Poli hidréxibutirato — co — valerato
(PHB-V) * 650.000 -1 180 109

Poli e- caprolactona
(PCL) 85.000 65 60 136

Poli propileno
(PP) 145.000 4 175 209

*6,2 % HV

4.2. Preparo dos filmes poliméricos

Os filmes poliméricos foram obtidos em prensa hidrdulica, marca Solab com
aquecimento 2 temperatura de 180°C e submetidos 2 pressdo de 89.10 kgf/cm” por 5 minutos,
com resfriamento nas condicdes de ambiente controlado — temperatura 25 - 26°C
(Laboratorio IV, Departamento de Bioquimica e Microbiologia — UNESP/Rio Claro). Para a
obtencdo das blendas, os polimeros foram pesados, colocados em almofariz e misturados

manualmente, produzindo blendas a partir de uma mistura de 20 % (em massa) de PHB-V em
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relacdo a massa de PCL e PP. Todos os filmes preparados, apresentavam espessura média de

100 pm.

4.3. Solo

As amostras de solo utilizadas para os ensaios de biodegradagdo, foram coletadas de
uma drea do jardim do Campus UNESP/ Rio Claro, e os experimentos realizados entre os

meses de novembro/2006 — marco/2007. As propriedades do solo estdo apresentadas na tabela
02.

Tabela 02 - Propriedades do solo

P K Ca Mg H + Al Al S
Fésforo Potassio Calcio Magnésio  Ac.Potenci  Aluminio Enxofre
(mg/dm (mmolc/dm (mmolc/dm (mmolc/dm al (mmolc/dm (mg/dm
%) %) %) %) (mmolc/dm %) %)
)
51 2,7 136 26 25 0 7
B Cu Fe Mn Zn CTC
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco Cap.TrocaCat.
(mg/dm’) (mg/dm’) (mg/dm’) (mg/dm’) (mg/dm®) (mmolc/dm’)
0,96 2,8 168 40 33 189,7

P,K,Ca,Mg: Resina; H + Al: Tampao SMP; Al: KCl; S: Fosf. Célcio; B: 4gua quente; Cu, Fe, Mn, Zn: DTPA-
TEA
Laboratério de Solos AFOCAPI/COPLACANA - Piracicaba / SP

As amostras dos solos foram peneiradas em malhas de grossa (3 mm), e colocadas em

caixas (36x56x31 cm) para os ensaios de biodegradacdo (Fotografia 01). A umidade foi

controlada por um sistema de gotejamento de dgua, indicado pelas setas (Fotografia 01-b).
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Fotografia 01 — a - Coluna de solo; b - detalhe sistema de gotejamento de dgua.

4.4. Ensaio de biodegradacao — coluna de solo

Os filmes poliméricos (5x5 cm), em duplicatas, foram enterrados em caixas contendo
solo. Foram colocados uma primeira camada de solo de aproximadamente 15 cm, Fotografia
02 e acima dos filmes poliméricos uma camada de aproximadamente 10 cm de solo. As
amostras dos filmes permaneceram durante 4 meses em ambiente controlado (Laboratério 1V,
Departamento de Bioquimica e Microbiologia — UNESP/Rio Claro), sendo removidas apos
15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias. As amostras tratadas foram cuidadosamente limpas,

com 4gua e colocadas em dessecador por 48 horas, para posterior anélises.

Fotografia 02 — Polimeros na coluna de solo
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4.5. Analises do solo

No periodo do ensaio de biodegradacdo dos filmes poliméricos foi acompanhado o
perfil do solo empregado nas colunas. As amostras de solo foram coletadas a cada 15 dias e

analisadas, segundo as técnicas descritas a seguir.

4.5.1. Determinacao do pH do solo

Foi determinado o pH do solo segundo a metodologia pH em CaCl, 0,0IM da
Embrapa (1997). Colocou-se 10 g amostra do solo, previamente peneirado (malha 0,2mm),
adicionou-se 25 mL da solu¢do de CaCl, 0,01M. Aguardou-se 15 minutos para completo
molhamento da amostra. Agitou-se, apds 30 minutos de repouso, determinou-se o pH da

solu¢do, em medidor de pH (Digimed DMPH-1, Ag/AgCl, pH £0,01,).

4.5.2. Temperatura do solo

A temperatura do solo foi monitorada através de termOmetro de mercurio, em graus
Celsius (°C). Foram determinadas as temperaturas do solo da camada superficial, logo acima

das amostras dos polimeros.

4.5.3. Determinacao da umidade

Amostras de 5 g de solo, foram levadas para secar em cadinho de porcelana tarado, em
estufa a 105 °C £ 3°C por 24 horas, em trés repeticdes. Apds este periodo esfriou-se em
dessecador.

A umidade foi determinada, em porcentagem, pela diferenca dos pesos dos solos antes

e apds a secagem em estufa (Embrapa, 1997).
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4.5.4. Determinacao do Teor de Matéria Organica

A determinacdo do teor da matéria organica do solo foi analisada seguindo a
metodologia de combustdo de matéria organica em forno mufla (Pereira et al., 2006).
Segundo Pereira et al. (2006) os teores de matéria organica determinados em mufla sdo
satisfatérios para amostras de solo com elevado contetdo de carbono orgénico.

Pesou-se 2 g amostra de solo peneirada em malha 0,2 mm , submeteu-se a amostra a
550 °C por 5 horas em mufla. Em seguida esperou-se o total resfriamento da amostra, em
ambiente livre de umidade (dessecador).

O cdlculo do teor de matéria organica foi realizado pela diferenca das massas dos solos

antes e apds a secagem na mufla.

4.5.5. Respiracao Microbiana (Evolucao de CO,)

A atividade de microrganismos no solo foi avaliada pela técnica de respirometria. A
metodologia utilizada foi a descrita por Bartha & Pramer (Cetesb, 1990), que quantifica o
dioxido de carbono desprendido na respiracdo microbiana do solo.

Foram utilizados 50 g de solo de cada amostra de solo, adicionados em um
respirometro de Bartha, um sistema fechado constituido de duas camaras interligadas

(Fotografia 03).

Fotografia 03 — Respirometro de Bartha
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O diéxido de carbono desprendido foi coletado em 10 mL de KOH (0,2 N). As
amostras de KOH retiradas foram adicionadas em erlenmeyer, contendo 1,0 mL de solu¢édo de
cloreto de bario (BaCl,) 1M (para precipitar todo o CO;) e 2 gotas de fenolftaleina como
indicador, sendo tituladas com acido cloridrico (HCI) 0,1 N.

As amostras do solo, em duplicata, foram incubadas a temperatura de 28 + 2 °C, e
monitoradas por 3 dias consecutivos.

A produgao de CO; no respirdmetro foi calculada pela seguinte expressao:
mg CO, = (A —B) *50 * 0,044 * f y4¢

onde:

A — volume de solucao de HC1 0,1 M gasto na titulacao, prova em branco, em mL;
B — volume de solu¢do de HC1 0,1 M gasto na titulagdo, utilizando o solo, em mL;
50 — fator conversao equivalente em pmol de CO»;

0,044 — fator de conversido pmol de CO, em mg de CO»;

f gy — fator de solugdo de HC1 0,1 M

4.5.6. Quantificacao de Microrganismos

Para a determinac@o da comunidade microbiana presente no solo foi utilizado a técnica
do nimero mais provdavel (NMP) em plaqueamento por Pour Plate, fazendo —se dilui¢do em
série a extincdo (Jahnel, 1999). O niimero de microrganismos foi avaliado a cada 30 dias,
sendo realizadas as andlises em duplicatas.

Foram pesados 10 g de solo e adicionados em erlenmeyer contendo 90 mL de solucao
salina (NaCl 0,85%), previamente esterilizados em autoclave. Os erlenmeyers foram agitados
por 10 minutos a 150 rpm em agitador circulante. Aliquotas de ImL do sobrenadante foram
retiradas do erlenmeyer e adicionadas a tubos de ensaio, contendo 9,0mL de solucdo salina
estéril, seguindo-se a série de dilui¢cdes.

As dilui¢cdes adequadas, com contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC),
sendo entdo as diluicdes para bactérias de 10°-10%¢ para fungos a partir de 102-10°. A

partir destas dilui¢des foram inoculadas em placa de petri (em duplicata) contendo os meios
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de cultura Plate Count Agar (PCA) para bactérias; e o meio Potato Dextrose Agar
suplementado com cloranfenicol (PDA — cloranfenicol) para fungos.
As placas de petri foram incubadas durante 48 horas a 30°C. Apés este periodo foram

realizadas a contagem da presenca de unidades formadoras de colonias (UFC).

4.6. Métodos de Caracterizacao dos Polimeros

4.6.1. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

As andlises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
das amostras foram feitas no espectrofotometro modelo FTIR 8300, Shimadzu, com resolucao
4 cm™, para identificar as bandas caracteristicas das amostras antes e apds a biodegradagio.
Todos os filmes poliméricos foram analisados por FTIR antes e também apds o tratamento

microbiano.

4.6.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As morfologias das blendas produzidas, assim como os homopolimeros, foram
avaliadas utilizando-se um microscépio eletronico de varredura modelo Zeiss DSM 940 - A
operando a 4 keV (ESALQ / USP — Piracicaba/SP). As amostras analisadas por microscopia
eletronica de varredura foram metalizadas com ouro, metalizador MED 010 - Balzers e o

suporte foi feito com fita de carbono.
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4.6.3. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

As andlises de DSC, foram realizadas em equipamento DSC 204 — NETZSCH (FTC /
UNESP - Presidente Prudente/SP), usando-se aproximadamente 5 mg de amostra, em panela
de aluminio selada. As medidas foram feitas em fluxo de nitrogénio com uma razdo de
aquecimento 10°C/min, na faixa de temperatura 20 a 200°C, para a aquisi¢io da primeira
varredura.

A cristalinidade relativa determinada por DSC seguiu a seguinte relacao:

Xc = (AH; / AHP) * 100

onde: AH; = calor de fusio da amostra e AHfO = calor de fusdo de um polimero

hipoteticamente 100% cristalino.

4.6.4. Termogravimetria (TG)

A termogravimetria das blendas produzidas foram realizadas na faixa de temperatura
entre 20°C e 600°C, a uma razdo de aquecimento de 20°C/min. Todas as andlises foram
efetuadas em uma termobalanca TGA 209 — NETZSCH (FTC / UNESP - Presidente
Prudente/SP), usando-se aproximadamente 5 mg de amostra, em porta amostra de alumina,

em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 15 mL/min.

4.6.5. Difracao de Raio — X (DRX)

As andlises de difracdo de Raio-X foram realizadas com uma varredura de 10 a 35
graus (20) e com uma velocidade de 0,36° /minuto em um difratométro RIGAKU
ROTAFLEX, Modelo RU200B, Camara de Multpurpose de Raios-X, de fonte de radiacdo
CuKa (IFSC / USP — Sao Carlos)

Os célculos de indice de cristalinidade foram baseados na equacao.
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% XC = (Ic/Ic+IA) *100

onde, la € a drea abaixo da linha da regido amorfa e Ic € a drea remanescente abaixo dos picos
cristalinos.

Para o célculo das cristalinidades relativas foram determinadas as 4reas
correspondentes a Ic e Ia Para isto a linha de separacdo entre ambas as fases € obtida pela
interpolacao da selecdo manual de varios pontos. A drea dos picos cristalinos foram obtidos
através de ajustes matemadticos (curvas de Gauss e Lorentz) a partir da indexacdo das
reflexdes de Bragg, e estimadas as porcentagens de taxa de cristalinidade.

O tamanho dos cristalitos foi calculado pela equacdo de Scherrer (Ray, et al., 2003),

descrita a seguir:

B k*A
B *cos@

D — didmetro médio dos cristalitos;

B — largura a meia altura do pico de maior intensidade;

0 - angulo do pico de maior intensidade;

k — constante, cujo valor depende do formato da particula —adotou-se o valor para particulas
de formato esférico =0,9;

A - comprimento de onda dos raio-x
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5. Resultados e Discussoes

Os ensaios de biodegradacido em coluna de solo sdo importantes como indicativos da
suscetibilidade dos diferentes materiais poliméricos ao ataque microbiolégico. A atividade
metabdlica e a diversidade dos microrganismos existentes no solo contribuem para a
degradacdo dos materiais sintéticos.

A atividade microbiana estd correlacionada com as condi¢des do solo, portanto foram
analisados o pH, temperatura, umidade, matéria organica, quantidade de CO, e nitrogénio. A
monitoracao destas condicdes do solo permitiu um entendimento da dinamica e do processo

de biodegradacao dos materiais poliméricos.

5.1. Solo

Os resultados de granulometria sdo apresentados na forma de valores médios de areia,
silte e argila do solo utilizado no inicio do experimento (Tabela 03), e sdo importantes na

determina¢do da quantidade de dgua retida e populagcdo microbiana.

Tabela 03 - Composi¢do média (g/Kg) do solo acondicionado nas caixas usadas neste trabalho.

Solo Areia Silte Argila

392 446 163

A classe textural do solo utilizado no experimento é franca (Freire, 2006) pois
apresenta uma mistura equilibrada de areia, silte e argila. Geralmente esses solos apresentam
as caracteristicas boas dos solos arenosos (retém pouca dgua, apresentam boa permeabilidade
e boa aeracao) e as dos solos argilosos (sdo coesos, plasticos € pegajosos).

A porcentagem da umidade e a temperatura do solo, do experimento deste trabalho,

estdo apresentadas na Figura 07. Observamos que a umidade média do solo durante os 120
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dias do experimento foi de 40 %, sendo que a capacidade de campo do solo foi de 60 %. A

temperatura do solo apresentou pequenas flutuagoes, sendo que a média foi de 22°C.
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Figura 07 — Representacdo dos teores de umidade e temperatura do solo

Os microrganismos presentes no solo, precisam de uma fonte de carbono para o
crescimento celular, assim como de uma fonte de energia além de nitrogénio para a
manutencao das fun¢des metabdlicas necessdrias para o crescimento (Mandigan et al., 2004).
O carbono organico constitui o elemento fundamental da matéria organica dos solos uma vez
que € composta por cerca de 60 % desse elemento, enquanto os demais elementos perfazem o
restante.

No periodo do experimento, observamos na Figura 08 que a quantidade de matéria
organica apresentou uma média de 258,7 g/ Kg de solo. A matéria orginica do solo se
constitui num componente importante da fertilidade do mesmo, exercendo multiplos efeitos
sobre as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo (Freire, 2006).

A maior quantidade de matéria organica se encontra nos horizontes superficiais
(Freire, 2006), que € o caso do solo utilizado no experimento, com grande quantidade de

matéria organica, devido a serrapilheira existente no local de retirada do solo. A maior
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atividade microbiana ocorre nas camadas superficiais, ricas em matéria organica. A atividade
e nimero de microrganismos no solo, dependem, em grande parte, do balanco dos nutrientes

presentes (Mandigan et al., 2004).
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Figura 08 - Matéria orgénica do solo

O contetddo de carbono e nitrogénio presente no solo é dado pela relagao entre C/N.
Para o inicio do processo de compostagem o intervalo de valores de C/N entre 25 e 45 ¢é
definido como 6timo. Valores mais elevados significam que ndo hé nitrogénio suficiente para
um 6timo desenvolvimento das populagcdes microbianas sendo, a velocidade de decomposi¢ao
reduzida (Fialho et al., 2005).

A relagdao C/N do solo ao longo do periodo do ensaio de biodegradacao esta listada na
Tabela 04. Esta relagdo mostra que o solo manteve alto conteudo de carbono em relacdo ao
nitrogénio, neste tipo de solo, durante os 120 dias, favorecendo a velocidade de decomposi¢ao

da matéria organica.
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Tabela 04 — Relacdo C/N

Tempo (dias) 0 30 60 90 120

Relagido C/N 17/1 11/1 17/1 15/1 14/1

Outra propriedade importante do solo, ligada ao desenvolvimento microbiano € a
acidez ou neutralidade (reacdo do solo) expressa pelo pH. A maioria dos microrganismos
possui uma faixa de pH onde seu crescimento € possivel, sendo esta entre pH 5 ¢ 9 (Mandigan
et al., 2004). Seu mecanismo de acdo pode ser diferente para diferentes microrganismos. Os
efeitos podem ser diretos sobre o metabolismo, permeabilidade das membranas e adsorcao, ou
indiretos sobre a fisiologia e solubilizacdo de elementos téxicos. Segundo Sanyal et al. (2006)
para todas as espécies de Aspergillus isoladas, a degradacdo de PHB e PHB-V foi maior na
faixa de pH 6,5 — 7,0. PHB despolimerases de Penicillium spp. apresenta maior atividade na
faixa de pH 5,0 — 6,5, ja para A. fumigatus apresenta maxima atividade em pH 8,0 — 9,0
(Sanyal et al. 2006).

Os resultados apresentados na Figura 09 indicam que o solo possui caracteristicas
acidas, acentuando-se ao final do experimento.

A acidez do solo verificado durante todo o periodo de biodegradacdo, provavelmente
tenha sido um fator de grande influéncia no pequeno desenvolvimento das bactérias e na
proliferacao de fungos, jd que muitos fungos apresentam seu melhor desenvolvimento em

faixas dcidas de pH (Espdsito & Azevedo, 2004).
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Figura 09 - pH do solo durante o periodo de biodegradagao

O comportamento da respiracdo microbiana é considerado um indicador da atividade
da microbiota no solo, podendo ser avaliado pela monitoracdo da producdo de diéxido de
carbono durante a biodegrada¢do dos compostos organicos. Como CO, é um produto da
respiragdo aerdbia, seu monitoramento pode ser utilizado como parametro no estudo da
atividade metabdlica de microrganismos.

Na Figura 10 apresenta-se os dados de evolucao de CO, das amostras do solo
utilizadas nas caixas no periodo de 120 dias, exibindo uma tendéncia de aumento com o
tempo, refletindo, portanto uma maior atividade microbiana em funcdo do tempo do

tratamento microbiano.
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Figura 10 - Evolugdo de CO, das amostras do solo nos diferentes tempos de biodegradacio

As contagens de UFC para bactérias e fungos, durante os 120 dias de experimento,

estdo apresentadas na Tabela 05.

Tabela 05 — Numero de bactérias e fungos (em duplicata) nas amostras de solo.

Tempo Bactérias Fungos
(dias) (UFC/g solo) (UFC/g solo)
0 43x 10 1.7x 10
30 3.8x 10 22x10°
60 2.0x 10’ 3.5x 10°
90 5.0x 10’ 6.4x 10°
120 1.9x 10’ 7.8 x 10°

Observou-se a partir da contagem das UFC que o nimero de fungos presentes no solo

teve um aumento significativo em todos os periodos, tendo um favorecimento ao
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desenvolvimento da populacdo fingica apés 90 dias. Este aumento foi influenciado pela
acidez do solo verificado anteriormente (Figura 09) durante todo o periodo de biodegradacao.
Em relacdo ao nimero de bactérias, os resultados apresentados mostram uma diminui¢do da
populagdo, porém também no periodo de 90 dias, houve um aumento significativo.

Estes resultados indicam que as variacdes das condicdes ambientais, tais como
temperatura e pH, influenciam no comportamento das espécies e consequentemente na
atividade desta microbiota.

As condi¢des do solo durante o periodo do ensaio de biodegradacao foram, portanto
favordveis a biodeterioracdo dos materiais poliméricos. Os diversos fatores estudados e
apresentados, indicam que € possivel a decomposi¢do / alteracdo dos filmes poliméricos em
solo. Os distirbios causados no sistema com a adi¢do dos diferentes polimeros, ndo gerou
mudangas severas e/ou drasticas nas propriedades do solo, mantendo controlada a atividade
microbiana.

As mudancas observadas com relagdo ao tempo, sdo resultados das atividades da
comunidade microbiana e dos fatores fisicos do solo. Estas alteracdes do ambiente e da
atividade dos microrganismos estdo interligadas, e influenciam na biodeterioracdo das

matrizes poliméricas.
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5.2. Polimeros

Os homopolimeros e suas respectivas blendas, ap6s os diferentes tempos do ensaio de
biodegrada¢do em solo, apresentaram alteracdes quanto sua estrutura e morfologia em

diferentes intensidades, relacionado as caracteristicas de cada material.

5.2.1. PHB-V

5.2.1.1. Observagao visual

Os filmes do homopolimero PHB-V foi fotografado antes e apds o tratamento
microbiano em coluna de solo (Fotografia 04). Visualmente observamos a deterioracdo do
filme de PHB-V apds curto periodo (15 dias) do ensaio de biodegradacdo. Para os demais
periodos do experimento de biodegradacdo, nao foi possivel detectar os filmes de PHB-V
devido ao alto nivel de desintegracdo (completamente biodegradados), impossibilitando

andlises posteriores.

Fotografia 04 - PHB-V (a) original; (b) apds 15 dias em coluna de solo
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5.2.1.2. FTIR

A espectroscopia de absor¢do no FTIR foi utilizada para a verificagdo de mudancas
estruturais nas cadeias poliméricas, apds o tratamento microbiano no solo.

Os espectros de FTIR dos filmes de PHB-V originais (antes do tratamento microbiano)
e biotratados, apds 15 dias em solo, estdo apresentados na Figura 11, sendo possivel a
identificacdo dos grupos funcionais apresentados na tabela 06 (Xu et al., 2002; Vogelsanger et
al., 2003; Li et al., 2003). Estes espectros foram normalizados em rela¢ao a banda de padrao

interno, 1452 cm™, escolhida por ndo mudar durante o tempo de biodegradagao.

—974

0
o
-
1
W —— PHB-V: original
——— PHR-V: 15 dias

AT

Abs. (u.a.)

I [ |
2000 1500 1000 500
cm’”

Figura 11 — Espectros de FTIR dos filmes de PHB-V: original e biotratado apds 15 dias em coluna de solo
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Tabela 06 - Atribui¢des das bandas de absorcao de FTIR, para os filmes de PHB-V.

A (cm™) Grupos funcionais
973 Cc-C
983 C-C
1093 C — O estiramento éster
1105 C — O estiramento éster
1182 C - O — C cstiramento (3)
1245 C - O - C cgtiramento
1352 CH geformacao + CH3 deformacao simétrica
1380 CH3 deformagio simétrica (C)
1452 CH3 deformagio assimétrica
1722 C = O estiramento (€)
1745 C = O estiramento ()

(c) fase cristalina (a) fase amorfa - Xu et al.(2002); Vogelsanger et al. (2003); Li et al. (2003)

Comparando-se os espectros observamos diferencas que fornecem informacdes a

respeito da cristalinidade do poliéster. A diferenga de intensidade de certas bandas é sensivel

ao grau de cristalinidade, sendo algumas em maior ou em menor extensdo (Luo & Netravali,

2003). Na Tabela 07 estdo as relagdes das intensidades de absor¢do (I/ 1Ip) dos filmes de PHB-

V, referente a banda de padrao interno (Ip), 1452 cm’! (grafico A1, Apéndice A).

Tabela 07 - Relagdo de intensidade de absorc¢do no IR no filme de PHB-V.

A (em™) 1/1, I/1,
original 30 dias
974 1,18 ---
980 --- 1,26
1101 --- 1,21
1105 1,07 ---
1381 1,00 1,21
Obs.: --- auséncia de banda
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Com relagdo ao filme apds o tratamento microbiano no solo, houve a supressido das
bandas na regido de 1245 — 1319 cm’', referentes a vibracdo de estiramentos de grupos C-O-
C, tanto na fase cristalina como na amorfa. Observamos o deslocamento na banda em 1352
cm™ para 1357 cm™, referente a deformacdo do grupo C-H e deformacdo simétrica do grupo
CH;. No espectro do filme original, verificamos duas bandas a 1093 e 1105 cm'l, referentes a
vibragdo de estiramento de grupo C-O em ésteres (Li et al., 2003). Para o espectro do filme
biotratado, ocorrem o deslocamento para 1101 cml.

Para o filme de PHB-V original existem duas bandas em 974 e 983 cm’! (C-C), no
espectro do filme apds o tratamento microbiano hd uma tnica banda em 980 cm™. A banda
em 980 cm™' pode ser atribuida a grupos C-H do 4cido 2-butenéico, que é o principal produto
de degradacdo térmica de PHB (Jenkins et al., 2007). Li et al. (2003) também demonstraram
que os produtos de degradacdo térmica de PHB-V, através dos picos de absorcdo nos
espectros de TG-FTIR, sdo principalmente €steres insaturados, acidos carboxilicos e pequena
quantidade de 4dgua. Ainda neste mesmo trabalho, os autores identificaram o &4cido 2-
butendico como o principal produto de degradaciao, em porcentagem (45,47 %) da pirdlise de
PHB-V, através de cromatografia — espectrometria de massa a 590°C em 10 segundos.

Comparando os valores de intensidades observamos um pequeno aumento de
intensidade em 1381 cm’l, banda relativa a fase cristalina, que € insensivel ao grau de
cristalinidade e a composi¢do do copolimero (Luo & Netravali, 2003; Bloembergen et al.,
1986). Na regido de 1700 — 1760 cm’, também ocorreram mudancgas, apds o tratamento
microbiano, tanto nas fases cristalinas como nas amorfas, do grupo carbonilico.

Desta maneira, os filmes de PHB-V submetidos ao tratamento microbiano no solo,
foram biodegradados pela a¢do dos microrganismos, ocorrendo reacdes hidroliticas de grupos

ésteres e quebras oxidativas da cadeia polimérica.

5.2.1.3. MEV

A morfologia da superficie da matriz polimérica pode indicar a instabilidade do
material quando exposto ao tratamento microbiano. As micrografias do filme de PHB-V

original e apds o tratamento microbiano, estdo apresentados na Figura 12.
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Verificamos que o filme submetido ao tratamento microbiano no solo apresenta
crateras e erosdo por toda a extensdo da superficie, diferente da superficie lisa do filme
original. Isto reflete a ocorréncia da erosdo superficial do polimero, atribuido ao ataque
microbiano, resultando em mudancas morfoldgicas da superficie polimérica. Avella et al.
(2000) estudaram a biodegradabilidade de PHB/reforcado com fibras de palha de trigo
utilizando solo compostado, a morfologia dos filmes foi analisada por MEV, e mostrou, no
caso de PHB-V puro, uma textura esferulitica, apds 38 % de perda de massa, confirmando a
erosdo preferencial da fase interlamelar (fase amorfa), como conseqiiéncia da erosdo

microbiana, de maneira semelhante a Figura 12b.

5.2.1.4. Medidas de massa
Os valores de porcentagem de perda de massa dos filmes de PHB-V estio

apresentados na Figura 13. No periodo de 15 dias a perda foi de aproximadamente 35 % e em

30 dias ocorreu total decomposi¢ao dos filmes.
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Figura 13 - % perda de massa filmes PHB-V apds tratamento microbiano.

5.2.1.5.DSC
Na Figura 14 estdo apresentadas as curvas de calorimetria exploratdria diferencial

(DSC) para os filmes de PHB-V original e biotratado em coluna de solo, para verificagdo de

possiveis modificacoes.

43



endo

fluxo de calor (mW / mg)

—— PHB-V - original
—— PHB-V - 15 dias solo

| T T T
50 100

150

temperatura ( °C)

Figura 14 — Curvas de DSC dos filmes de PHB-V: original e biotratado em solo.

250

Pode-se verificar a presen¢a de um dnico pico a 167°C, correspondente a fusdo do

PHB-V. Conforme a literatura (Bluhm et al., 1986) a temperatura de fusdo (Tr) de PHB puro é

179°C e PHV puro é 105 — 108°C. Observamos que os valores das Ty (temperatura de fusdo -

transicdo endotérmica) e as entalpias de cristalizacdo (AHs), dos polimeros original e

biotratado ndo sofreram alteracdes (Tabela 08). As derivadas das curvas de DSC, para

determinacao das T, estdo no apéndice A (figura A2).

Tabela 08 - Valores de temperatura de fusio (T¢); entalpias de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade (X¢), para os

filmes de PHB-V

Tempo degradacio T AHy Xc
dias °C Jig %

0 167,7 70,7 65

15 167,8 69,3 64
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O grau de cristalinidade dos filmes de PHB-V foi calculado a partir dos dados de calor
de fusdo tedrico do PHB-V hipoteticamente 100% cristalino, AHfO = 109 J/g (Qiu et al.,
2005). O estado cristalino caracteriza-se por apresentar um arranjo tridimensional e regular ao
longo de pelo menos uma parte das cadeias poliméricas, uma vez que este estado ¢é
caracterizado por apresentar um arranjo molecular ordenado. Sendo assim, as cadeias
poliméricas podem existir em dois diferentes estados: amorfo e cristalino, que indicam as
regides de desordem e ordem no polimero, respectivamente.

Os graus de cristalinidade dos filmes de PHB-V também permaneceram constantes,
nao sendo possivel a deteccdo de mudangas entre a composi¢do das fases cristalina e amorfa
do polimero pela técnica utilizada. Tsuji & Suzuryoshi (2002) estudando filmes de PHB e
PCL ap6s biodegradacdo em dgua do mar, verificaram que as T e T, (temperatura de
transicdo vitrea) permaneceram inalteradas apds 5 semanas de testes. Ndo detectaram
mudangas de biodegradacdo através de medidas de DSC,e concluiram que os processos de
degradacdo ocorreram via mecanismos de erosdo superficial. Segundo a literatura (Timmins
et al.,1996 e Luo & Netravali, 2003), as regides cristalinas de PHB sdo degradadas na mesma

razdo que as regides amorfas, e a cristalinidade do filme permanece constante.

5.2.1.6. TG

Os filmes de PHB-V original e biotratado em solo também foram analisados por
termogravimetria (TG), para avaliar a degradacao térmica dos mesmos (Figura 15). Na Tabela
09 apresenta os dados de temperatura inicial de perda de massa (Topser) € temperatura maxima
de perda de massa (Tpico) para os filmes de PHB-V. Os valores de T;c, foram determinados a
partir das temperaturas maximas dos picos observados na primeira derivada das curvas de TG,

apresentadas no Apéndice A (figura A3).
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Figura 15 — Curvas de TG dos filmes de PHB-V: original e biotratado.

Tabela 09 - Valores das temperaturas de inicio (Tons¢) € médxima velocidade (Tpic,) para os filmes de PHB-V

Tempo degradaciio T onset Thico
dias °C °C
0 288,7 304,1
15 2823 296,7

Observamos que a decomposi¢do térmica para os filmes de PHB-V ocorrem em uma
Unica etapa. Os valores de Topset € Tpico t€m um decréscimo de 6,4°C e 7,4°C, respectivamente,
demonstrando uma menor estabilidade térmica para o filme de PHB-V apds tratamento
microbiano. Provavelmente devido a hidrolise e quebras das cadeias poliméricas, visto a

ocorréncia do ataque microbiano na superficie dos filmes (ver MEV e FTIR).
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5.2.1.7. Difragdo de raio-X (DRX)

Foram realizados estudos de difracdo de raio-X com a finalidade de investigar a
estrutura cristalina de PHB-V, ja que pelas andlises de DSC nao foi possivel notar a diferenca

de fracdo cristalina nas amostras original e biotratadas (Figura 16).
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Figura 16 — DRX dos filmes de PHB-V: original e biotratado.

A tabela 10 apresenta os parametros dos difratogramas de raio-X, graus de difracdo (2
0) no plano (110), largura a meia altura do pico (FWHM) e espacamento interlamelar (d) para

os filmes de PHB-V.
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Tabela 10 - Valores dos graus de difragdo (20), largura a meia altura do pico (FWHM) e espagamento
interlamelar (d) para os filmes de PHB-V.

Tempo degradaciao 20 FWHM d
dias (110) nm
0 16,86 0,35 5,25
15 16,84 0,40 5,26

Os picos principais de reflex@o para os filmes de PHB-V original e biotratado, foram
respectivamente em (110) em 20 ~ 16,86°, (101) em 20 ~ 21,62° ¢ (121) em 26 ~ 25,52° e em
(020) em 26 ~ 13,4° (Figura 16) (Galego et al., 2000). Segundo Mitomo et al. (1995) o pico
de difracdo caracteristico da fase cristalina de PHV (polihidroxivalerato) no plano (110)
também ocorre em 26 ~ 13°, e que o aumento na intensidade deste pico estd relacionado com
0 aumento da composicao HV.

Os valores de espacamento interlamelar d(110) determinados para cada polimero
permaneceram constantes (Tabela 10). O tamanho dos cristalitos foi calculado utilizando a
equacgdo de Scherrer (Ray et al., 2003), e o tamanho médio dos cristalitos foi de 0,39 e 0,35
nm, respectivamente para os filmes de PHB-V original e biotratado.

O grau de cristalinidade calculado utilizando os dados de difracao de raio-X, estd apresentado
na Tabela 11, que foi realizado em relagdo ao pico cristalino no plano 110. Nao houve
diferenca significativa na fracdo cristalina do filme de PHB-V, apds 15 dias de tratamento

microbiano em coluna de solo.

Tabela 11 — Grau de cristalinidade dos filmes de PHB-V por DRX

Tempo degradacao X,
dias %

0 59

15 56

Estudos de cristalizacio de PHB-V (Bluhm et al., 1986; Bloembergen et al., 1989;
Yoshie et al., 2001) mostram que este polimero apresenta o fendmeno de isodimorfismo. No
PHB-V com baixo contetido de unidades HV (valerato), ha abundancia de longas seqiiéncias

das unidades de HB (butirato), existindo a tendéncia de que o nicleo seja composto
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totalmente pelas unidades de HB e as unidades de HV se localizarem somente nas arestas.
Nesta situacdo, as unidades de HV estdo provavelmente concentradas na superficie dos

ntcleos, como apresentado no esquema da Figura 17.

Figura 17 - Esquema lamela tipo “sandwich”: ndcleo composto pelas unidades de HB, e as unidades HV nas

arestas (Yoshie et al., 2001).

Todos os resultados apresentados sdo consistentes com o modelo de isodimorfismo de
PHB-V, indicando que a razdo de degradacido do filme polimérico foi atribuida a erosdao
superficial. Sendo degradadas, simultaneamente, tanto a fase amorfa e cristalina,
consequentemente a razdo de cristalinidade do polimero, permanece inalterada durante os
primeiros 15 dias de tratamento microbiano (DSC, DRX).

A diferenca entre os graus de cristalinidade determinados por DSC e DRX,
respectivamente 65 e 59%, para os filmes originais, pode ser explicada pelas diferencas
intrinsecas de cada um dos métodos usados no célculo de cristalinidade. Os picos
endotérmicos (DSC), mais extensos, incluem os vdrios tipos de cristais, ndo sé os cristais
maiores (mais ordenados), como também os menores (menos ordenados). No caso do DRX, o
calculo de cristalinidade se faz a partir do pico cristalino principal.

Resultados obtidos no estudo de degradagdo de PHB-V em solo por Sang et al. (2002),
demonstraram que a degradacdo foi resultado do consdrcio microbiano que colonizou a
superficie do polimero. A deterioracdo do filme polimérico ocorre através do ataque
microbiano, que pode ser devido a acdo tanto de exo e/ou endo enzimas. O ataque enzimatico
pode comecgar pelos sitios mais acessiveis, como os finais de cadeia existentes nas arestas
cristalinas. Este tipo de ataque € atribuido a a¢do de exo enzimas, que podem reduzir o plano
lamelar, prosseguindo para cada aresta cristalina em direcao ao centro do cristal polimérico. A
acdo das endo enzimas, estd relacionada com a cis@o das cadeias, onde o ataque seria iniciado
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nas ‘“dobras” das cadeias, continuando perpendicularmente no plano lamelar, sendo
interrompido no denso nicleo lamelar, onde a ordenacao das cadeias € maior (Hocking et al.,
1996).

Os filmes de PHB-V sofreram modificacdes estruturais e morfolégicas, via erosio
superficial durante os primeiros 15 dias de tratamento microbiano no solo, caracterizando o
processo de biodegradacdo. As mudancas ocorridas foram atribuidas ao ataque dos
microrganismos do solo, ocorrendo reacdes hidroliticas e oxidativas na cadeia polimérica.

Estas mudangas levaram a uma menor estabilidade térmica do material (TG).
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5.2.2. PCL

5.2.2.1. Observagao visual

A deterioragdo dos filmes de PCL pode ser visualizada na Fotografia 05, que apresenta
os filmes antes e apds os diferentes tempos do tratamento microbiano no solo. Fragmentacao e
rupturas sdo observados para todos os filmes que foram biotratados; apos 60 dias aparecem

algumas regides mais opacas (indicado pelas setas vermelhas), indicios de ataque microbiano.

Fotografia 05 - PCL (a) original ; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120 dias apds tratamento microbiano

em coluna de solo

5.2.2.2. FTIR

Foram realizadas as andlises de FTIR para os filmes de PCL, os espectros estdo
apresentados na Figura 18 e as atribui¢Oes das respectivas bandas de absorcdo de FTIR estdao

apresentadas na Tabela 12. Os espectros foram normalizados em relagdo a banda de padrao

interno do PCL 2864 cm’".
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Figura 18 — Espectro de FTIR dos filmes de PCL:original e biotratado em diferentes tempos.

Tabela 12 - Atribui¢des das bandas de absor¢do de FTIR, para os filmes de PCL

A (cm™) Grupos funcionais
1174 C(=0)-0 geformagio axial assimétrica
1245 C-0O-C estiramento assimétrico
1294 C-O / C-C estiramento(€)
1722 C=0 cstiramento (€)
1745 C=0 cstiramento (2)
2866 CH3 estiramento simétrico
2943 CH: estiramento assimétrico
2950 CH; estiramento assimétrico

(c) fase cristalina; (a) fase amorfa (Elzien et al., 2004; He & Inoue, 2000; Campos, 2004)



De maneira geral, apds 60 dias do ensaio de biodegrada¢cdo em solo, os espectros de
FTIR dos filmes de PCL apresentam baixa resoluc¢do, ndo permitindo uma adequada

interpretacdo (ver Figura B1, Apéndice B).

Ap6s o tratamento microbiano no solo, observamos deslocamentos na faixa de 2930 —
2950 cm™, atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo CH,. Na regio de
1700 cm'l, verificam-se as bandas definidas, a 1745 cm’e 1724 cm'l, atribuidas a grupos
carbonila (C=0), nas fases amorfas e cristalinas respectivamente. Ha uma diminui¢ao de
intensidade da carbonila na fase amorfa (1745 cm'l), Tabela 13. Também observamos perdas

de grupos carbonilicos a 1737 cm™.

Os filmes de PCL foram biodeteriorados, preferencialmente, na fracdo amorfa do
polimero, indicada pela diminuic¢ao de intensidade da banda de vibrag¢do do grupo carbonilico

e pelas quebras das ligacdes éster das cadeias de PCL.

Tabela 13 — Relacdo de intensidade de absor¢do no IR no filme de PCL.

A (em™) I/1y I/1,
original 30 dias
1726 0,92 1,15
1737.7 1,77 1,14
1745.4 1,88 1,12
2937.3 --- 1,35
2943.1 2,24 -
2952.8 --- 1,37

I, referente a banda de padrio interno 2864 cm™

5.2.2.3. MEV

As mudangas na morfologia dos filmes de PCL podem ser observadas na Figura 19,
onde estdo apresentadas as microscopias eletronicas. Apds a exposi¢cdo dos filmes por
diferentes periodos ao tratamento microbiano no solo, suas superficies apresentaram crateras,
fissuras e erosdo atribuidas ao ataque dos microrganismos. O aparecimento de estruturas

organizadas pode ser visualizado no filme retirado do solo, depois de 60 dias.
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Inicialmente a superficie dos filmes poliméricos € lisa e uniforme, com o aumento do
tempo da biodegradacdo, as mudancas morfoldgicas ficam mais intensas. A deterioracdo e/ou
erosdo da superficie polimérica € um processo interfacial, que depende fortemente dos
parametros ambientais (Flemming, 1998). Como conseqiiéncias do ataque microbioldgico

surgem mudancas nas propriedades da superficie polimérica.

Figura 19 — MEV dos filmes de PCL (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120 dias apds

tratamento microbiano em coluna de solo
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5.2.2.4. Medidas de massa

As perdas de massa dos filmes de PCL estdo apresentadas na Figura 20. No periodo de
120 dias a perda foi de aproximadamente 36%, evidenciando o processo de biodegradagao.
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Figura 20 - % perda de massa filmes PCL apds tratamento microbiano

5.2.2.5.DSC

As curvas de DSC para os filmes de PCL original e biotratado em solo estdo
apresentadas na Figura 21. As temperaturas e entalpias de fusdo, juntamente com os cdlculos
das porcentagens de cristalinidade estdo apresentadas na Tabela 14. A cristalinidade de PCL
foi calculada usando como referéncia a entalpia de fusdo 136 J/g (Qiu et al., 2005) para o
polimero hipoteticamente 100% cristalino.

A diferenca da temperatura de fusdo para os filmes original e biotratado ¢ minima,
respectivamente 58,9 °C e 60,7 °C ap6s 30 dias de ensaio em solo. Nao havendo alteragdes
significativas da Ty para os diferentes tempos de degradacdo (derivadas das curvas de DSC,

Apéndice B).
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Os graus de cristalinidade também nao apresentaram mudangas significativas, com um

pequeno aumento de 59,5 % (filme original) para 63,3 %, ap6s 90 dias de ensaio.
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Figura 21 — Curvas de DSC dos filmes PCL: original e biotratado em diferentes tempos

temperatura (°C)
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Tabela 14 - Valores de temperatura de fusdo (Ty); entalpias de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade (X¢), para os

filmes de PCL
Tempo degradaciio T AH; Xc
dias °C g %

0 58,9 81,0 59,5

30 60,7 80,2 59,0

60 60,8 83,6 61,4

90 60,0 86,1 63,3

120 60,0 78,4 57,6
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5.2.2.6. TG

As curvas de TG do polimero original e biotratados estdo apresentadas na Figura 22. A
degradacdo térmica de PCL ocorre em uma Unica etapa. A temperatura inicial da degradacao
térmica (Tonser) para o filme original de PCL é 399,3°C diminuindo em média 12°C para os
filmes apds tratamento microbiano no solo, que pode ser verificado na Tabela 15. Os picos de
temperatura maxima (Tpico) também sdo em média 18,8°C mais baixos para os filmes, apés o

tratamento microbiano, Tabela 15 e Apéndice B.
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Figura 22 — Curvas de TG dos filmes de PCL: original e biotratado em diferentes tempos
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Tabela 15 - Valores das temperaturas de inicio (Topns) € médxima velocidade (Tpic,) para os filmes de PCL

Tempo degradacio Tonset Tyico
dias °C °C
0 399,3 4322
30 387,2 415,0
60 386,6 412,1
90 383,8 411,0
120 390,3 415,5

Para os filmes de PCL hd uma diminui¢do da estabilidade térmica em funcdo do
aumento do tempo de biodegradacdo. A partir dos resultados de FTIR pode-se concluir que a
biodegradagdo ocorre preferencialmente nas regides amorfas e interfaciais (fases cristalina —

amorfa) do polimero, o que concorda com a literatura (Eldsiter et al., 2000).

5.2.277. DRX

Os difratogramas de raio-X para os filmes de PCL estdo apresentados na Figura 23. Os
indices de reflexdo em (110) em 206 ~ 21,3° e em (200) 206 ~ 23,6° (Tokiwa et al, 2007) estdo
apresentados na Tabela 16. Observamos que os valores de espacamento das lamelas nao
sofreram mudangas durante o periodo de biodegradacdo, assim como os valores de largura a

meia altura no plano (110).
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Figura 23 — DRX dos filmes de PCL: original e biotratado em diferentes tempos

Tabela 16 - Valores de 20, largura a meia altura do pico (FWHM) e espacamento (d) para os filmes de PCL

Tempo degradacao 20 FWHM d
dias (110) nm
0 21,30 0,30 4,17
30 21,32 0,30 4,17
60 21,28 0,30 4,17
90 21,38 0,30 4,15
120 21,40 0,35 4,15

Os valores de largura a meia altura no plano (100) sdo constantes, assim como 0s

tamanhos médios dos cristalitos calculados (0,46 nm), apds o tratamento microbiano.
59



O grau de cristalinidade dos filmes de PCL sofre pequenas alteracdes nos diferentes tempos
do tratamento microbiano no solo (Tabela 17), até 90 dias de tratamento microbiano. O

célculo foi realizado em relag@o ao pico cristalino no plano 110 de PCL.

Tabela 17 — Grau de cristalinidade dos filmes de PCL por DRX

Tempo degradacao Xe
dias %

0 51

30 46

60 42

90 45

120 50

O efeito da degradacdo enzimditica de filmes de PCL foi investigado em uma
temperatura de 37 °C utilizando Pseudomonas lipase por Vidaurre et al. (2008). Com a
degradacdo enzimdtica dos filmes observaram erosdo e um aumento da rugosidade na
superficie das amostras. Também observaram que o processo de degradagcdo enzimdtica, nao
alterou a cristalinidade (resultados observados por DSC), pois eram afetadas tanto as fases
amorfa como a cristalina. No entanto, ocorreu modificacdo da estrutura da fase cristalina,
atribuida como conseqiiéncia da fragmentacdo da cadeia, causada pela diminui¢do da massa
molar das cadeias poliméricas.

Os mecanismos envolvendo endo e exo enzimas envolvidos na deterioracdo do
polimero, variam com a taticidade e também com a cristalinidade dos filmes poliméricos.

Neste trabalho, observou-se a biodegradacdo do PCL (FTIR, MEV), principalmente
nas fases amorfa e interfaciais, por quebras das ligagcdes ésteres na cadeia macromolecular. O
ataque microbiano se fez pela acdo enzimatica (exo-enzimas) agindo na superficie dos filmes

(erosdo — MEV).
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5.2.3. PCL / PHB-V

5.2.3.1. Observagao visual

A blenda de PCL/PHB-V (4:1) foi estudada pela comparagdo com os homopolimeros.
As amostras foram fotografadas apds o ensaio de biodegradagdo em solo, a andlise visual esta
apresentada na Fotografia 06. Todos os filmes tratados no solo, apresentaram quebras e
fissuras. As setas (vermelho) indicam regides mais opacas e “aglomerados”. Notou-se que o
filme exposto ao tratamento microbiano de 60 dias apresentou coloracdo amarelada

(pigmentado).

%

Fotografia 06 — Filmes da blenda de PCL/PHB-V (4:1) (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120

dias apds tratamento microbiano em coluna de solo.
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5.2.3.2. FTIR

Os espectros de FTIR dos filmes da blenda PCL/ PHB-V (4:1) original e biotratadas,
estdo apresentados na Figura 24, e a identificacdo dos grupos funcionais apresentados na

Tabela 18. Os espectros foram normalizados em relacdo a banda de padrdo interno 2866 cm’

v &  —— PCL/PHB-V: original
<& % —— PCL/PHB-V: 30 dias
()]
A
© |
= .'
@ A
( |
il
.
)
' ] ! | ' 1 ! | ' 1 ' 1
2000 1750 1500 1250 1000 750 500

cm”

Figura 24 — Espectros de FTIR dos filmes da blenda PCL/PHB-V (4:1): original e biotratado em solo

Tabela 18 - Atribui¢des das bandas de absorcao de FTIR, para os filmes de PCL / PHB-V (4:1)

A (em™) PHB-V PCL
1 186 C — O - C estiramento (a)
1242 C-0-C estiramento assimétrico

1294 C-O / C'C estiramento(c)




1722 C=0 estiramento (C) C=0 estiramento (C)
1745 C=0 estiramento (a) C=0 estiramento (a)
2866 CH2 estiramento simétrico CH2 estiramento simétrico

(c) fase cristalina; (a) fase amorfa

Como os homopolimeros utilizados na preparacdo da blenda sdao poliésteres alifaticos
seus espectros sao similares e nao ha mudancas nas posicoes das bandas. Como observado
para os filmes de PCL, apds 60 dias de experimento em solo, os espectros de FTIR da blenda
PCL/PHB-V (4:1) apresentam baixa resolucdo, ndo permitindo uma adequada interpretagao
(item C Apéndice).

Nos primeiros 30 dias de experimento verificamos uma diminui¢cdo de intensidade da
banda em 1190 cm™ (atribuida 2 vibracdo dos grupos C-O-C relativo a fase amorfa de PHB-
V, e também em 1244 cm’e 1294 cm™! (respectivamente, estiramento assimétrico de C-O-C e
C-O de PCL).

Os filmes da blenda PCL/PHB-V (4:1) apresentaram-se biodeteriorados apds o
tratamento microbiano no solo, mostrando erosdo superficial € mudancgas estruturais (hidrélise

das ligacOes ésteres).

Tabela 19 - Relacao de intensidade de absor¢@o no IR do filme de PCL / PHB-V (4:1).

A (cm™) I/1, 1/1,
original 30 dias

979 0,67 0,46

1190 2,35 1,89

1244 2,33 1,94

1294 2,15 1,83

I referente a banda de padrio interno 2866 cm’'

5.2.3.3. MEV

As microscopias eletrOnicas das blendas estdo apresentadas na Figura 25. A
morfologia dos filmes da blenda de PCL/PHB-V (4:1), ap6s os ensaios de biodegradacdo em
solo, apresenta crateras e erosdao, em todos os tempos de tratamento microbiano, sendo

evidente a deterioracdo em 120 dias de tratamento microbiano. Segundo Corréa et al. (2008),
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a morfologia das amostras de PHB expostas a biodegradacdo em solo muda, apresentando
ranhuras, fissuras e poros. Apds as amostras ficarem enterradas por trés meses, a camada mais
superficial de PHB foi completamente degradada e iniciou-se a degradacdo em uma nova
camada, e os autores sugeriram que a biodegradacdo ocorreu de modo “layer by layer”

(camada por camada).

a( ; ._ .:'\:.

5 f,f' ‘
Figura 25 — MEV dos filmes da blenda PCL/PHB-V (4:1): (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e)

120 dias apds tratamento microbiano em coluna de solo
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5.2.3.4. Medidas de massa

Os valores de porcentagem de perda de massa da blenda durante os ensaios de
biodegradag¢do em solo estdo apresentados na Figura 26. As perdas de massa para os filmes
das blendas foram semelhantes aos filmes de PCL, ao longo do experimento. Porém, apds 120
dias houve uma perda ligeiramente maior para os filmes da blenda, de aproximadamente 39%,

evidenciando o processo de biodegradacao.

% perda massa

60

120

tempo (dias)

Figura 26 - % perda de massa filmes da blenda PCL/PHB-V (4:1) ap6s tratamento microbiano

5.2.3.5.DSC

Na Figura 27 apresenta-se as curvas de DSC para os filmes da blenda de PCL/PHB-V
(4:1) original e biotratada. Verificamos a presenca de dois picos em aproximadamente a 60°C
e 167°C, correspondendo respectivamente a Ty de PCL e a de PHB-V (Apéndice C).

Nao ha alteragcdes significativas da Ty para as blendas submetidas ao ensaio de

biodegradag¢do comparada ao filme original da blenda.
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O grau de cristalinidade obtido a partir da andlise de DSC normalizado para a
composi¢cao de cada componente da blenda, apresentou aumento de 10% nos primeiros 30
dias de experimento para a fracio de PCL (Tabela 20). Para os demais tempos observamos

um menor aumento no grau de cristalinidade de 5 e 6%, comparado com o filme original.

S
o PCL / PHB-V : 120 dias
5 PCL / PHB-V : 90 dias
=
= |
- PCL / PHB-V : 60 dias
S
R E— p )
O ~ / _—
L \,H PCL / PHB-V : 30 dias
5
>< v
=2
PCL / PHB-V: original
1 | 1 | 1 T T 1 I

T T | |
25 50 75 100 125 150 175 200

temperatura (° C)

Figura 27 — Curvas de DSC dos filmes da blenda PCL / PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos
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Tabela 20 - Valores de temperatura de fusio (Ty); entalpias de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade (X¢), para os

filmes da blenda PCL/PHB-V (4:1).

Tempo PCL PHB-V
degradacao
Tf AHf XC Tf AHf XC
dias
°C J/g % °C Jlg %
0 59,5 64,3 47 166,7 8,6 24
30 60,6 71,7 57 167,4 9,3 25
60 60,8 70,6 51 167,1 5,7 16
90 61,1 72,9 53 167,2 4,9 13
120 60,4 74,1 54 167,2 4,7 13

Na fracdo de PHB-V ocorreu uma diminui¢do de 8 e 11% no grau de cristalinidade
apos 60 e 90 dias. O grau de cristalinidade de PHB-V apresentado na blenda foi menor que
nos filmes do homopolimero puro.

Qiu et al. (2005) estudaram a cristalizacdo da blenda PCL/PHB-V, indicando que a
adicao de PCL reduz aparentemente a razao de cristalizacdo de PHB-V na blenda. A presenca
de PCL suprime a nuclea¢do de PHB-V. Também, associam o baixo grau de cristalizacao de
PHB-V como uma restricdo fisica do crescimento de esferulitos, devido a presenga dos
dominios de PCL. A presenca de PCL na blenda de PCL/PHB-V ndo influencia no
mecanismo de cristalizacio de PHB-V, mas reduz o grau de cristalizagdo. Chun & Kim
(2000) também estudaram a blenda de PHB-V/PCL preparadas por “casting”, concluindo que
a nucleacdo de PHB-V na blenda é suprimida pela adicdo de PCL, indicando um efeito
negativo de PCL sobre a nucleacdo primdria de PHB-V. Os resultados aqui obtidos
concordam com estes estudos.

No presente estudo, verificou-se uma diminuicdo da porcentagem da fracdo cristalina
de PHB-V na blenda, apds o tratamento microbiano, sugerindo ataque microbiano em finais
de cadeias na fase cristalina, devido a a¢do microbiana nas interfases dos dois polimeros,
sendo preferencialmente nas unidades de HV concentradas nas superficies dos nucleos
cristalinos de HB (modelo Figura 17).

Para a fracdo de PCL na blenda, ocorre preferencialmente, ataque microbiano na fase

amorfa e interfase (PCL — PHB-V), havendo rearranjo de cadeias e aumento da fracao
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cristalina, portanto o PHB-V ao sofrer o ataque microbiano (cisdo de cadeias) e conseqiiente
deterioracdo, favorece as mudancas morfologicas do PCL, na interfase entre os dois

polimeros.

5.2.3.6. TG

Na Figura 28 estdo ilustradas as curvas de TG da blenda original e biotratadas. A
degradacao térmica da blenda ocorre em duas etapas, relativo a perda de massa de PHB-V e
PCL, respectivamente. A temperatura inicial da degradacdo térmica (Tonser) para o filme
original é 288,3°C e 396,3°C diminuindo para 284,7°C e 391,2°C para os filmes ap6s 120 dias
de tratamento microbiano em solo (Tabela 21). Os picos de temperatura maxima (Tpico)

também sdo em média 7,5°C mais baixo para os filmes apGs o tratamento microbiano,
Apéndice C.

100 4 - 100
80 - - 80
<
S 60+ )
/)]
®
€
)
T 404 - 40
®
o
0]
o
204 —— PCL/PHB-V : original - 20
—— PCL / PHB-V : 30 dias
PCL/PHB-V : 60 dias
04 ——PCL/PHB-V: 120 dias L0
T | T I T
200 300 400 500

temperatura (°C)

Figura 28 — Curvas de TG dos filmes da blenda PCL / PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos.
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Tabela 21 - Valores das temperaturas de inicio (Toye) € mdxima velocidade (Tyic,) para os filmes da blenda

PCL/PHB-V (4:1)

Tempo PCL PHB-V
d daca
ceracdagao Tonset Tpico Tonset Tpico
dias
°C °C °C °C
0 396,3 420,0 288,3 307,5
30 386,1 414,1 281,4 301,6
60 389,1 409,6 286,5 296,6
120 391,2 414,0 284,7 301,5

Os resultados das andlises térmicas nos permitiram concluir que a blenda de
PCL/PHB-V (4:1) € imiscivel, como ja relatado na literatura (Qiu et al., 2005; Chun & Kim,
2000; Lovera et al, 2007). As mudangas em temperaturas de decomposi¢ao ocorridas durante
o periodo de biodegradacdo da blenda foram correspondentes aos apresentados para cada
homopolimero, individualmente.

Segundo Lovera et al. (2007), que estudaram a biodegradaciao da blenda de PHB/PCL
(diferentes proporcdes 90:10; 80:20; 70:30; 60:40 e 50:50) preparadas por ‘‘casting”
(evaporagdo de solvente), as blendas eram preferencialmente atacadas, em comparacdo com
os homopolimeros. No caso do presente trabalho, a imiscibilidade dos polimeros parece
melhorar de modo geral o processo de degradacdo, devido a defeitos e imperfeicdes na

interfase entre os dois diferentes polimeros.

5.2.3.7. DRX

Na Figura 29 estdao apresentados os difratogramas de raio-X para os filmes da blenda
de PCL/PHB-V (4:1). Os indices de reflexdo dos polimeros sdo: para o PHB-V d(110) 26 ~
16,8° e para o PCL d(110) 26 ~ 21,3°. Os pardmetros dos difratogramas estdo listados na
Tabela 22.
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Intensidade (u.a.)

PHB-V/ (020)

PHB-V (110)

PCL (110)

PCL (200)

PCL / PHB-V : 120 dias

PCL / PHB-V : 90 dias

PCL / PHB-V : 60 dias

PCL / PHB-V : 30 dias

PCL / PHB-V: original

20

Figura 29 — DRX dos filmes da blenda PCL / PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos

Tabela 22 - Valores de 20, largura & meia altura do pico (FWHM) e espacamento (d) para os filmes de

PCL/PHB-V (4:1)

Tempo PCL PHB-V
deg?dagﬁ" 20 FWHM d 26 FWHM d

. (110) nm (110) nm
0 21,36 0.33 4,15 1686 0.33 5.25
30 21,26 0.30 417 16,76 0.24 5.8
60 21,34 0,30 4,16 16,88 0,40 5.25
90 21,26 0,30 417 16,82 0.24 5.26
120 21,40 0,30 4,15 15.74 0,19 5.62
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Os valores de espacamento das lamelas para a fracio de PCL na blenda ndo sofreram
mudancas durante o periodo de biodegradacdo. Para a fracdo de PHB-V observamos um
aumento no espacamento das lamelas ap6s 120 dias de experimento e altera¢des dos valores
de largura a meia altura com os diferentes tempos de biodegradacao, que podem ser atribuidos
ao ordenamento do reticulo, conforme Tsuji & Ikarashi (2004). Os tamanhos médios dos
cristalitos (calculados) da blenda, nao mudaram com o tratamento microbiano.

Os graus de cristalinidade calculados para os filmes da blenda, apds tratamento
microbiano no solo, estdo apresentadas na Tabela 23. O cdlculo foi realizado em relagao aos

picos cristalinos no plano 110 e 200 de PCL (componente em maior concentragcdo na blenda).

Tabela 23 — Graus de cristalinidade dos filmes de PCL/PHB-V (4:1) por DRX

Tempo degradacdio X,
dias %

0 40

30 39

60 38

90 36

120 40

A partir dos resultados de DRX pode-se observar que na blenda, apds o tratamento
microbiano, a fragdo cristalina permanece inalterada, em relagdo aos filmes da blenda
original.

As enzimas sdo conhecidas como catalisadores, em muitos casos, com uma alta
especificidade do substrato, o que significa que uma distinta enzima catalisa apenas uma
reacdo especial com alta eficiéncia (Mueller, 2006). Oda et al. (1995) isolaram de um solo,
cinco espécies de fungo capazes de degradar tanto PHB como PCL. Uma das espécies foi
identificada como Paecilomyces lilacinus, e em 10 dias degradou quase completamente PHB
e 10 % de PCL. A producdo de ambas enzimas despolimerases de PHB e PCL, por P.
lilacinus foi observada, sendo o pH e temperatura 6timos diferentes para cada enzima.

No presente trabalho, prevaleceu a deterioracdo superficial (erosdo) da blenda

provocada pela acdo enzimdtica (especifica para cada componente da blenda) e
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consequentemente hidrélise de grupos ésteres dos dois polimeros. Na blenda, onde ocorre a
restri¢cdo da nucleacdo de PHB-V devido a presenca de PCL, a deterioragdo acontece nas fases
amorfa e interfase PCL/PHB-V. Portanto, induzindo mudancas nas fases de PCL préximas
dos dominios de PHB-V (interfase). Isto levaria a rearranjos da cadeia do PCL e um aumento
da fracdo cristalina (verificada por DSC — item 5.2.3.5.). Além disso, a fase amorfa de PCL

também vai sendo consumida.
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5.2.4. PP

5.2.4.1. Observagao visual

Filmes de polipropileno também foram submetidos ao ensaio de biodegradacdo em
solo, e fotografados, Fotografia 07. Através da analise visual ndo foi possivel observar

nenhuma alteracao dos filmes de PP.

Fotografia 07 - PP (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120 dias apds tratamento microbiano no

solo.

5.2.42. FTIR

Na Figura 30 estdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes de PP original e

biotratados, e a identificacdo dos grupos funcionais apresentados na Tabela 24.

A analise dos espectros de FTIR, quando comparada com a literatura (Koenig, 1999),
permite a determinacdo da conformacgdo da cadeia polimérica, que neste caso, é isotdtica. A
estrutura isotdtica de PP, apresenta todos os grupos metilas posicionados no mesmo lado

quando a cadeia estd na conformacdo zigue-zague planar (Auriemma, et al, 2000). Para
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diferentes polimeros isotdticos, diferentes angulos de torsdo helicoidal sdo obtidos, devido a

interacdo estérica dos grupos metilicos. A cadeia isotdtica de PP assume sua conformacao

mais estdvel na forma de hélice com simetria terndria, pois favorece o acomodamento dos

grupos metilicos laterais ao longo da cadeia.

1375 — PP: original
PP: 30 dias
1456
<
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Figura 30 - Espectro FTIR dos filmes de PP original e biotratado em diferentes tempos

Tabela 24 - Atribui¢des das bandas de absorcao de FTIR, para os filmes de PP

A (em®) Grupos funcionais
840 C — C estiramento (*) (#) CH2/ CH3 rocking
972 C — C cstiramento (2) CH2/ CH3 rocking
997 C — C estiramento (*) CHa/ CH3 rocking
1357 C-H (¢
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1375 C-H deformagdo angular simétrica (a)

1456 CH3 deformagdo angular assimétrica (a)

2872 CH3 deformagdo axial simétrica

(*) fase o cristalina; (#) mesofase; (c) fase cristalina; (a) fase amorfa (Parthasarthy et al., 2002)

Nao ocorreu nenhuma alterac@o significativa nos espectros de absor¢do de FTIR em
relagdo aos diferentes tempos de tratamento microbiano (Apéndice D).

Na Tabela 25, estao apresentadas as relacdes de intensidade de absorcdo (I / Ip) dos
filmes de PP, referente a banda de padrdo interno (Ip), 2835,1 cm’'. Também ndo houve

nenhuma alteracdo significativa.

Tabela 25 - Relacdo de intensidade de absor¢do no IR no filme de PP.

A (em™) I/1 I/1 I/1 I/1, I/1,
original 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
840 0,18 0,16 0,19 0,22 0,19
972 0,22 0,20 0,23 0,28 0,22
997 0,20 0,19 0,22 0,26 0,21
1375 1,06 1,07 1,08 1,07 1,06
1456 0,78 0,73 0,81 0,98 0,72
5.2.43. MEV

Na Figura 31 estdo apresentadas as micrografias eletronicas dos filmes de PP, nos
diferentes tempos de tratamento em solo. A literatura (Arcana et al., 2006) apresenta o
polipropileno resistente a decomposi¢do pelos microrganismos, porém em nosso estudo,
observamos alteragdes, sugerindo diferencas na morfologia dos filmes, apds os diferentes

tempos de tratamento microbiano.
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microbiano em coluna de solo.

Obs.: filmes obtidos por fusdo a 180°C e resfriados em ambiente climatizado (temperatura 25-

26°C).
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5.2.4.4. Medidas de massa

As perdas de massa para os filmes de PP ndo foram significativas, apds 120 dias de
tratamento microbiano a perda de massa foi de aproximadamente 1%, mostrando que nao

houve degradagdo.

5.2.4.5.DSC

As curvas de DSC para os filmes de PP original e biotratados, estdo apresentados na
Figura 32. Na Tabela 26 estdo as temperaturas e entalpias de fusdo e também o grau de
cristalinidade das amostras. Foi usada como referéncia a entalpia de fusao 209 J/g (Costa et al,
2007) para o polimero hipoteticamente 100% cristalino.

O polipropileno foi caracterizado pela presenca de um pico de transi¢do térmica em
162,6°C e um ombro em 155,6°C, correspondendo a temperatura de fusdo (Alamo et al, 1999;
Cho et al, 2003; Qiu et al, 2007). Nao observou-se diferencas apds 120 dias do ensaio em
solo.

O grau de cristalinidade também ndo apresentou mudancas significativas, durante os

diferentes tempos de ensaio de biodegradagao.
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Figura 32 — Curvas de DSC dos filmes de PP: original e biotratado em diferentes tempos

Tabela 26 - Valores de temperatura de fusdo (Ty); entalpias de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade (X¢), para os

filmes da blenda PP

Tempo degradacdio T, AH, X¢
dias °C g %

0 162,6 91,8 48

30 162,4 93,9 49

60 163,3 88,6 46

90 163.2 87,9 46

120 163,2 93,8 49
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A derivada da curva calorimétrica, Apéndice D, apresenta os picos de temperaturas
aproximadamente em 165°C, 159 °C e 152 °C. Dependendo das condi¢bes de cristaliza¢do
(temperatura e taxa de resfriamento), pode-se obter diferentes fases cristalinas de PP. Em
condicoes de rdpido resfriamento do polimero, produz uma fase mesomorfica, que
corresponde a uma ordem intermedidria entre o estado cristalino e amorfo (Zia et al, 2000).

Devido a configuracdo estérica dos grupos metila, a cadeia isotdtica assume uma
configuragdo helicoidal de simetria terndria, isto €, que se repete apds trés unidades
monoméricas. Polipropileno isotatico possui trés formas cristalinas, conhecidas como fase a,
fase B e fase y. Uma forma difere da outra pela simetria da célula unitdria, empacotamento e
grau de desordem estrutural (Auriemma et al, 2000; Naiki et al., 2000; Drozdov &
Christiansen, 2003; Yuan et al 2004; Chen et al, 2005; Qiu et al, 2007; Nakamura et al.,
2008).

A principal forma cristalina do PP isotatico € a forma o, que pode ser formada pela
rotacdo da cadeia para o lado direito ou para o esquerdo, com respeito ao seu €ixo
longitudinal. As cadeias helicoidais podem ter orientagdo para cima e/ou para baixo durante o
dobramento das cadeias, formando cristais da forma cristalina o, denominadas o; € Op
(Auriemma et al, 2000; Naiki et al., 2000; Drozdov & Christiansen, 2003; Yuan et al 2004;
Chen et al, 2005; Qiu et al, 2007; Nakamura et al., 2008).

A estrutura o (estrutura desordenada) é formada pela distribuicdo aleatéria das
posicdes dos grupos metila das cadeias para cima e para baixo, ja a estrutura o, (estrutura
ordenada) é caracterizada pela regularidade das posi¢des acima e abaixo dos grupos metila ao

longo da cadeia (Auriemma et al. 2000; Naiki et al., 2000; Yuan et al 2004), Figura 33.

-
a sinfi

Ldw Rdw "j]_

(@) (b

Figura 33 — Modelo de PP na forma o (a) estrutura desordenada - a; (b) estrutura ordenada - o, (Auriemma et al.
2000)
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Segundo Hikosaka e Seto apud Auriemma et al (2000), podem existir regides
intermedidrias de PP, onde as estruturas o; e 0, coexistem, em vérias quantidades dentro de
um mesmo cristal.

Na cristalizagdo do polipropileno isotatico, como mencionado anteriormente, forma-se
preferencialmente a forma o que pode ser acompanhada por uma menor ou maior quantidade
de forma 3 (Cho et al, 2002; Gu et al, 2002; Yuan et al., 2004; Nakamura et al., 2008). A
transformagdo da forma P (fase menos estdvel) para a forma o estdvel, ocorre durante
processo de recristalizacdo (Zhu et al., 2001; Yuan et al., 2004; Chen et al., 2005; Nakamura
et al., 2008). Também, alguns resultados deste processo de transformacao de fase, referem-se
ao efeito de memoria causado por nicleos residuais da forma o do PP (Gu et al, 2002; Cho et
al., 2003). O processo de transformacdo de fase consiste de vdrios estdgios intermedidrios
baseados na rotacdo e transicdo das cadeias de PP (Cho et al.,, 2003). Estes processos
dependem da estrutura molecular e da regularidade das cadeias, e sdo dependentes da historia

térmica da amostra (Cho et al., 2003).

5.2.4.6. TG

As curvas de TG estdo apresentadas na Figura 34, para os filmes de PP, original e
biotratado em solo. A Tabela 27 apresenta os dados de temperatura inicial de perda de massa
(Tonset) € temperatura médxima de perda de massa (Tpico) para estes filmes. Os valores de Tpico
foram determinados a partir das temperaturas maximas dos picos observados na primeira

derivada das curvas de TG, apresentadas no Apéndice D.
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Figura 34 — Curvas de TG dos filmes de PP: original e biotratado em diferentes tempos.

Tabela 27 - Valores das temperaturas de inicio (Toue) € mdxima velocidade (Tyi,) para os filmes de PP

Tempo degradacio Toncet Tpico
dias °C °C

0 4433 468.4

30 4454 468,5

60 443,7 467,1

90 448,1 471,9

120 4475 4732

Os filmes de PP apds o tratamento microbiano tornaram-se mais resistentes a
degradacdo térmica, pois 0 Tonset das amostras sdo maiores que a do material original. Esta
tendéncia a0 aumento na estabilidade térmica € resultado das mudangas que o polimero sofre

quando submetido aos ensaios em solo, que € diferente da tendéncia observada para os filmes
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de PHB-V e PCL. Esta resisténcia, neste caso, é dificil explicar, uma vez que o grau de

cristalinidade é semelhante nos filmes antes e apds o tratamento microbiano.

5.2.477. DRX

Os difratogramas de raio-X para os filmes de PP estdo apresentados na Figura 35.

Observamos os picos da forma o nos planos (110) em 26 ~ 13,9°, (040) em 26 ~ 16,7°, (130)

em 20 ~ 18,4° ¢ (111) em 26 ~ 21,7°. Também observamos os picos da forma B nos planos

(300) em 26 ~ 15,9° ¢ (301) em 26 ~ 21°, atribuidos por Machado et al (2005). Os pardmetros

da difracao referentes ao plano (110) da forma o do PP estao apresentados na Tabela 28.

Intensidade (u.a.)

PP : 120 dias

PP : 60 dias

\ PP : 30 dias
/,// ‘\_,J\u’\%/\'x__ﬁ__%_'h

a (111) + B (301)

PP : original

10 15 20 25 30 35
26

Figura 35 — DRX dos filmes de PP: original e biotratado em diferentes tempos
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Tabela 28 - Valores de 20, largura a meia altura do pico (FWHM) e espacamento (d) para os filmes de PP.

Tempo degradacio 20 FWHM d
dias (110) nm

0 13,96 0,33 6,34

30 14,06 0,40 6,30

60 13,96 0,35 6,34

90 13,94 0,35 6,35

120 14,00 0,35 6,32

Os valores de espagamento das lamelas para PP ndo sofreram mudangas durante o
periodo de biodegradagdo, assim como os tamanhos médios dos cristalitos (0,42 nm).
Na Tabela 29 estao apresentados os graus de cristalinidade calculados dos filmes de

PP, a partir do pico cristalino no plano 110, apds tratamento microbiano em solo.

Tabela 29 — Grau de cristalinidade dos filmes de PP por DRX

Tempo degradacio X,
dias %

0 48

30 51

60 46

90 46

120 55

O grau de cristalinidade dos filmes de PP sofre pequenas alteracdes nos diferentes
tempos do tratamento microbiano no solo, sendo maior apds 120 dias de experimento.

Como os resultados de DRX mostram que as formas o e B coexistem nas amostras, a
quantidade relativa da modificagdo B foi estimada de acordo com o termo empirico K,

calculado seguindo a equacdo (Cho et al. 2002):

K =TI300)g/ (Tzooyp + Li110) o + L040) o« + L130) o)
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Onde I(110), Lio40) e L(130) s@0 as intensidades dos picos da forma o nos respectivos planos (110,
(040) e (130);e I300) € a intensidade do pico no plano (300) da forma . O valor de K sera 1
somente quando a forma [ estd presente.

O valor de K para o filme de PP original foi de 0,08 passando para 0,06 ap6s 120 dias
de experimento em solo. Diminui a fra¢do cristalina menos estavel (), que sofre transicido
para a fase mais estdvel (o).

Trabalhos envolvendo uma variedade de processos de degrada¢do molecular incluindo
a fotodegradacdo do polipropileno, atribuem o aumento de cristalinidade ao fendmeno de
quemi-cristalizacao (Craig et al., 2005; Obadal et al., 2005; Rabello & White, 1997). Segundo
Maia e De Paoli (2000), quemi-cristalizacdo € uma cristalizacdo secundéria, que ocorre
durante a degradacdo, causada pela aproximacdo de cadeias de diferentes dominios. Com a
irradiacdo de luz UV, observa-se o aumento da cristalinidade, que pode ser causado tanto por
uma criacdo de novos cristalitos na fase amorfa, ou pela incorporacdo de moléculas em
cristais pré-existentes — "quemi-cristalizacao” [Obadal et al., 2005; Rabello & White, 1997].
Pode-se supor que a cadeias moleculares menores com maior mobilidade podem ser
incorporadas em regides cristalinas ja existentes (principalmente se a Tg do polimero for
menor que a temperatura ambiente). Uma das conseqiiéncias da quemi-cristalizacdo é o
aparecimento de fissuras causado pela contracdo das camadas superficiais (Craig et al., 2005;
Obadal et al., 2005; Rabello & White, 1997).

A existéncia de uma interface (estrutura intermediaria entre as lamelas da fase
cristalina — ordenada e a fase amorfa — ndo ordenada), possibilita a ocorréncia da ordenacao
das cadeias de PP, proposto por Rabello & White (1997). Neste caso, a adesdo microbiana
induz a alteracdo das cadeias de PP, apés o tratamento microbiano em solo, considerando
também a influencia da morfologia inicial dos filmes de polipropileno submetidos ao

tratamento.
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5.2.5. PP/PHB-V

5.2.5.1. Observagao visual

As amostras da blenda de PP/PHB-V (4:1) foram fotografadas apds o ensaio de
biodegradagdo em solo, a andlise visual estd apresentada na Fotografia 08. Observamos que os
filmes tratados no solo, apresentaram pigmenta¢do amarela. A pigmentac¢do ocorre de forma
radial, sendo sempre mais intensa nas bordas dos filmes, sugerindo que a degradacdo segue a

direcdo da cristalizac¢do radial do PHB-V.

Fotografia 08 — Filmes da blenda PP/PHB-V (4:1): (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120 dias

apos tratamento microbiano no solo.

5.2.5.2. FTIR

Foram realizadas as anédlises de FTIR para os filmes da blenda PP/PHB-V (4:1), os
espectros estdo apresentados na Figura 36 e as atribuigdes das respectivas bandas de absor¢ao
de FTIR estao apresentadas na Tabela 30. Os espectros foram normalizados em relagdo a

banda de padrdo interno, 2835 cm’'.
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Figura 36 - Espectro FTIR dos filmes da blenda PP/PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos

Tabela 30 - Atribuicdes das bandas de absor¢do de FTIR, para os filmes de PP / PHB-V (4:1)

A (em™) PHB-V PP
972 C — C cstiramento (@) CHa / CH3 rocking
997 C — C estiramento (*)  CH2/ CHj3 rocking
1166 C — C estiramento (€)
1357 C-H(c)
1377 CH3 geformagio angular simétrica
1454 CH3 geformagio angular assimétrica
1718 C = O estiramento (€)
1739 C=0

(a) fase amorfa; (c) fase cristalina; (*) fase o cristalina
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Na Tabela 31, estdo apresentadas as relacdes de intensidade de absorcdo (I / Iy) dos
filmes da blenda PP/PHB-V (4:1), utilizando-se como a banda de padrao interno (Ip), 2835
cm’’ (Apéndice E). Observamos que apds 60 dias de experimento ocorreu um aumento de
intensidade da banda em 1357 cm’ (atribuida 2 vibragdo dos grupos C - H). Também
ocorreram alteracdes na banda de carbonila a 1718 e 1739 cm'l, tanto na fase cristalina como

na amorfa, com aumento de intensidade, indicando altera¢des na fase de PHB-V da blenda.

Tabela 31 - Relacdo de intensidade de absor¢@o no IR no filme de PP / PHB-V (4:1)

A I/1, I/1, I/1, 1/1, I/1,
1 original 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
cm
1357 0,32 0.33 0.71 0.82 0.86
1377 1.01 1.04 1.16 1.10 1.06
1454 0.88 0.90 0.97 0.98 0.98
1460 0.88 0.95 0.99 1.00 0.99
1718 0.10 0.18 0.63 0.77 0.82
1739 0.09 0.15 0.62 0.76 0.81
5.2.5.3. MEV

As microscopias eletronicas dos filmes da blenda de PP/PHB-V estao apresentadas na
Figura 37. Apds a exposi¢do destes ao tratamento microbiano no solo, observamos que as
superficies dos filmes apresentaram fissuras e erosdo. E possivel verificar o aparecimento de
estruturas organizadas no filme retirado do solo, depois de 90 dias de tratamento microbiano.

As mudancas morfolégicas ficam mais intensas com o aumento do tempo da
biodegradagdo. A deterioracdo e/ou erosdo da superficie da blenda PP/PHB-V (4:1) é maior
ap6s 120 dias, conseqiiéncia do ataque microbioldgico (biodegradacdo ocorrendo por

camadas, na fase do PHB-V).
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o

Figura 37 — MEV dos filmes da blenda PP/PHB-V (4:1) (a) original; (b) 30 dias; (c) 60 dias; (d) 90 dias; (e) 120

dias apds tratamento microbiano em coluna de solo
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5.2.5.4. Medidas de massa

As perdas de massa para os filmes da blenda PP/PHB-V (4:1) ndo foram significativas,

apo6s 120 dias de tratamento microbiano a perda de massa foi de aproximadamente 4%.

5.2.5.5.DSC

Na Figura 38 estdo apresentados as curvas de DSC para os filmes da blenda de
PP/PHB-V (4:1) original e biotratadas. No filme original verificamos a presenca de um ombro
a 155°C e um pico a 162°C, e apds 60 dias de tratamento microbiano outro ombro em
aproximadamente 147°C. Os picos em 155°C e 162°C correspondem as temperaturas de fusdo
do polipropileno. A temperatura de fusdo (Ty) do PHB-V é 167°C (item 5.2.1.5), néo foi
possivel sua visualizagdo devido a proximidade da Ty do PP (162°C) e também a pequena
quantidade do homopolimero (PHB-V) utilizado na blenda.

Na Tabela 32 estdo as temperaturas e entalpias de fusdo, e os graus de cristalinidade.
Foi usada como referéncia a entalpia de fusdao 209 J/g do PP (Costa et al, 2007) para o
polimero hipoteticamente 100% cristalino.

O grau de cristalinidade e Ty para as blendas submetidas ao ensaio de biodegradacao,

ndo apresentaram mudancas significativas.
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Figura 38 — Curvas de DSC dos filmes da blenda PP/PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos.

Tabela 32 - Valores de temperatura de fusio (Ty); entalpias de fusdo (AHy) e grau de cristalinidade (X¢), para os

filmes da blenda PP/PHB-V (4:1)

Tempo PP PHB-V

degradacio T, AH, X T,
dias

°C Jig % °C

0 162.5 89,8 43 155,2

30 162,9 98,3 47 155,8

60 162,8 88,8 43 1554

90 162,7 88,8 43 154,6

120 1625 92,9 45 154,2
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De modo semelhante ao observado para PP, a derivada da curva calorimétrica,
Apéndice E, apresenta os picos nas temperaturas aproximadamente em 165°C, 160°C e 152°C.
Ap6s os filmes serem submetidos ao tratamento microbiano, também aparece um pico em
170°C, atribuida a transi¢do de fases do PP (cristalizagdo secunddria) (Maia & De Paoli,

2000).

5.2.5.6. TG

Na Figura 39 estdo ilustradas as curvas de TG da blenda original e biotratadas. A
degradacdo térmica da blenda ocorre em duas etapas, relativo a perda de massa de PHB-V e
PP, respectivamente. A temperatura inicial da degradacao térmica (Topset) para o filme original
da blenda é 273,4°C e 445,7°C (Tabela 33). Observamos uma diminui¢do de Topse de 42°C €
Tpico de 13°C para a fragdo de PP na blenda, ap6s 120 dias de tratamento microbiano em solo.

Os picos de temperatura maxima (Tpico) estdo apresentados no Apéndice E.

Figura 39 — Curvas de TG dos filmes da blenda PP/PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos.
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Tabela 33 - Valores das temperaturas de inicio (Tone) € madxima velocidade (Tpi,) para os filmes da blenda

PP/PHB-V (4:1)

Tempo PP PHB-V

degradasao Tomse Thico Tome Toio

dias
°C °C °C °C

0 4457 470,1 273.4 287,6

30 444.6 470,5 275,5 285,5

60 438,5 476,1 278,2 288,60

90 443.5 472.6 284,3 295,1

120 403,3 456,7 275,5 286,7

Comparando-se as mudangas em temperaturas de decomposi¢do ocorridas durante o
periodo de biodegradacdo da blenda com cada homopolimero individualmente, observamos
algumas diferencgas. Para a fracio de PHB-V na blenda, a temperatura inicial da degradacdo
térmica (Tonser) € temperatura de maxima perda massa (Tpico) S30 respectivamente 15°C e 16°C
menores comparada com o homopolimero puro e também na blenda com PCL (Tpet = 288,7
°C e Tpico= 304,1°C, homopolimero).

Analisando a fracdo de PP na blenda com os valores obtidos para o homopolimero
puro (item 5.2.4.6), observamos que Tonset € Tpico $30 aproximadamente 2°C maiores para os
filmes originais. J4 mencionado anteriormente, com o aumento do tempo de biodegradagdo
(120 dias) a Tonset € Tpico diminuem para a fragdo de PP na blenda, respectivamente 44 °Ce
16°C, comparadas com o homopolimero no mesmo periodo de biodegradacdo. No caso dos
filmes de PP homopolimero (item 5.2.4.6), hd uma maior estabilidade térmica apds a
biodegradacdo.

O tratamento microbiano tornou os filmes da blenda menos estdveis termicamente. Na
blenda, pode ocorrer uma restricdo da nucleacdo de PHB-V, devido a presenca de PP e, a
biodegradagdo acontece preferencialmente na fase de PHB-V. Este processo induz mudangas
nas fases de PP proximas dos dominios de PHB-V (interfase — drea onde ha contato entre as

fases de PP e PHB-V).
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5.2.5.7. DRX

Na Figura 40 estdo apresentados os difratogramas de raio-X para os filmes da blenda
de PP/PHB-V (4:1). Os parametros de DRX estdo apresentados na Tabela 34, para PP d(110)
em 20 ~ 13,9°.

Observamos que o pico de reflexdo em 20 ~ 16,7° é referente a sobreposi¢do dos
planos da forma o (040) de PP e a (110) de PHB-V. Também observamos a associa¢ao dos
picos em 20 ~ 13,3° (PHB-V - 020) € 26 ~ 13.9° (PP - o 110).

PP/ PHB-V : 120 dias

e PP / PHB-V : 90 dias
)]
9
3 PP / PHB-V : 60 dias
7 |
c fa
[ I
E :'I III ;\
AUV, PP / PHB-V : 30 dias
— PP o (110) e

" PP« (040) + PHB-V (110)

PHB-V (020)
PP / PHB-V : original

26

Figura 40 — DRX dos filmes da blenda PP/PHB-V (4:1): original e biotratado em diferentes tempos.
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Tabela 34 - Valores de 20, largura a meia altura do pico (FWHM) e espacamento (d) para os filmes de PP/PHB-
V 4:1).

Tempo degradacio 20 FWHM d
dias (110) nm

0 13,94 0,33 6,35

30 13,94 0,35 6,35

60 13,94 0,33 6,35

90 13,94 0,33 6,35

120 14,04 0,33 6,30

Os valores de espagamento das lamelas, tomando como referencia o plano (110) de PP
para a blenda, e os tamanhos médios dos cristalitos (0.42 nm) nio mudaram com o tratamento
microbiano.

Na Tabela 35 estdo apresentados os graus de cristalinidade dos filmes de PP/PHB-V
(4:1), apds tratamento microbiano em solo. O célculo foi realizado em relagdo ao pico

cristalino, referente ao plano (110) de PP.

Tabela 35 — Grau de cristalinidade dos filmes de PP/PHB-V (4:1) por DRX

Tempo degradacéo X,
dias %

0 59

30 60

60 50

90 64

120 58

Também nao houve alteracdo da fracao cristalina da blenda com relagdo ao tratamento
microbiano, seguindo o mesmo comportamento da blenda de PCL/PHB-V (4:1). E importante
ressaltar que os picos da fase de PP e PHB-V sdo préximos, o que dificulta a andlise da

porcentagem de cristalinidade por DRX.
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Na blenda de PP/PHB-V (4:1) a deterioracdo superficial pelo ataque microbiano foi
observado por MEV. Considerando os resultados a blenda de PP/PHB-V (4:1) o processo de
biodegradagdo é semelhante a do PCL/PHB-V, prevalecendo a deterioracdo na fase de PHB-V
(FTIR), que acontece na interfase entre os polimeros. Ha indicacdes que ocorreram mudancas
nos dominios de PP préximos aos dominios de PHB-V (interfase), com rearranjos das cadeias

de PP (TG).
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6. Sintese dos Resultados

Os processos de biodegradagdo e/ou biodeterioracdo foram observados nos diferentes
filmes poliméricos utilizados neste estudo. Tais processos, em geral ocorreram via erosao
superficial, sendo as camadas superficiais biodegradadas primeiramente. A morfologia
(MEV) muda com o tempo de exposi¢ao dos filmes ao tratamento microbiano.

Todas as modificacdes sofridas pelos diferentes filmes polimeros foram atribuidas a
acdo das populacdes microbianas existentes no solo. A alta diversidade e a atividade
microbiana, contribuiram para o processo de degradacdo, que é dependente das condi¢des do
solo e também das diferentes espécies de microrganismos. As condi¢des Otimas para o
desenvolvimento dos microrganismos, em 90 dias de experimento, contribuiram para
aumentar o processo de biodegradacdo nos diferentes polimeros estudados.

A colonizag@o microbiana sobre as superficies poliméricas € um processo dindmico e
heterogéneo, em funcdo da populacdo microbiana presente no solo. A taxa de biodegradagdo €
dependente da atividade enzimética, e de sitios acessiveis na superficie polimérica (regides
onde ocorre a adsorcdo das enzimas — dreas amorfas). A aderéncia e adaptacdo dos
microrganismos aos materiais poliméricos sdo processos complexos que dependem de uma
série de fatores relacionados tanto a0 microrganismo, como as caracteristicas fisico-quimicas
de cada um dos polimeros.

O polimero biodegradavel, PHB-V, foi o mais suscetivel ao ataque microbiano, sendo
completamente decomposto em 30 dias. Com relacdo as anélises de perda de massa, o outro
filme mais biodegradado em solo, foi a blenda de PCL/PHB-V (4:1), seguido dos filmes de
PCL. J4 os filmes da blenda de PP/PHB-V (4:1) e PP sofreram pequenas mudancas em
relacdo a perda de massa.

Para os filmes de PHB-V a biodegradagdo ocorreu simultaneamente nas fases amorfa e
cristalina, permanecendo o grau de cristalinidade do polimero inalterado.

A biodegradagdo dos filmes de PCL ocorreu preferencialmente na fase amorfa do
polimero (FTIR), permanecendo a fragdo cristalina, onde as moléculas estdo regularmente
arranjadas nas lamelas, inalterada apds o tratamento microbiano.

Os filmes de PP sofreram transformagdes morfoldgicas, ocorrendo uma transicao das
fases (a; e/ou B) do polimero (cristalizagdo secunddria), apds o tratamento microbiano no solo

(DSC, DRX), atribuidas principalmente a acdo dos microrganismos.
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Nas blendas de PCL/PHB-V (4:1) e PP/PHB-V (4:1), ocorreu a restri¢do da nucleacao
de PHB-V devido a presenga de PCL e PP, respectivamente. A presenca do polimero
biodegraddvel (PHB-V), facilita a biodegradag¢do, que se inicia por ele, e nas regides de
contato entre os polimeros (interfase). A biodegradacio do PHB-V, nas blendas induziu ao

rearranjo das cadeias poliméricas de PCL e PP.
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7. Conclusoes

- A biodegradacdo dos polimeros ocorre principalmente na superficie dos filmes como erosao

superficial;
- O polimero biodegradiavel PHB-V € mais suscetivel a acdo microbiana, sofrendo erosdo e
hidrélise de grupos ésteres da cadeia. Sofre deterioracdo por camadas e degrada nas fases

amorfa e cristalina;

- Os filmes de PCL sofrem biodegradagdo principalmente na fase amorfa e intefaces através

de erosdo superficial e hidrélise de grupos ésteres da cadeia;

- O ataque microbiano nos filmes de PP induz a transicoes de fases cristalinas do polimero;

- A biodegradacdo nas blendas ocorre na interfase (drea de contato) entre os polimeros

diferentes;

- A biodegradacdo do PHB-V na blenda com PCL induz a rearranjos da cadeia do PCL, sendo

a fase amorfa de PCL também consumida.

- A biodegradacdo do PHB-V na blenda com PP também induz a rearranjos da cadeia do PP.

- A imiscibilidade dos polimeros biodegradavel/sintético na blenda induz a biodegradagao dos

polimeros sintéticos.

- A futura aplicacdo deste tipo de material (blenda de polimeros biodegraddvel/sintético) esta
condicionada a futuros testes fisico-quimicos e mecanicos. Porém, a blenda de PP/PHB-V ¢
promissora para o uso em embalagens plasticas, cuja decomposi¢ao do residuo descartado €

fundamental.
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Apéndice A - PHB-V
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Figura Al - Espectro FTIR: PHB-V original e biotratado em solo.
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Figura A2 — DSC e DDSC: (a) PHB-V: original; (b) biotratado 15 dias.
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Figura A3 — TG e DTG: (a) PHB-V: original; (b) PHB-V: biotratado 15 dias.
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Apéndice B - PCL
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Figura B1 - Espectro FTIR: PCL original e biotratado em solo.
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Figura B2 — DSC e DDSC: (a) PCL: original; (b) PCL: biotratado 30 dias;
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Figura B2 — DSC e DDSC: (c) PCL: biotratado 60 dias; (d) PCL: biotratado 90 dias;
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Figura B2 — DSC e DDSC: (e) PCL: biotratado 120 dias.
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TG /DTG
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Figura B3 — TG e DTG: (a) PCL: original; (b) PCL: biotratado 30 dias;
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Figura B3 — TG e DTG: (c) PCL: biotratado 60 dias; (d) PCL: biotratado 90 dias;
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Figura B3 — TG e DTG: (e) PCL: biotratado 120 dias.
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Apéndice C - PCL/PHB-V (4:1)

FTIR

JL PCL / PHB-V : 120 dias W

PCL / PHB-V : 90 dias

I
| PCL /PHB-V : 60 dias F fﬂ
k ;ﬂ——J \_}W V MLLJ\,U

Abs. (u.a.)

PCL / PHB-V : 30 dias

PCL / PHB-V : original

| ! | ! | ! | ! | !
3000 2500 2000 1500 1000 500
A (cm'1)

Figura C1 - FTIR: PCL / PHB-V (4:1) original e biotratado em solo.
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Figura C2 — DSC e DDSC: (a) PCL/PHB-V (4:1): original; (b) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 30 dias;
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PCL / PHB-V : 60 dias
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Figura C2 — DSC e DDSC: (c) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 60 dias; (d) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 90 dias;
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Figura C2 — DSC e DDSC: (e) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 120 dias.

124



TG /DTG
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Figura C3 — TG e DTG: (a) PCL/PHB-V (4:1): original; (b) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 30 dias;
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PCL / PHB-V : 60 dias
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Figura C3 - TG e DTG: (c) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 60 dias; (d) PCL/PHB-V (4:1): biotratado 120 dias.
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Apéndice D - PP
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Figura D1 - Espectro de FTIR: PP original e biotratado em solo
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DSC/DDSC
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Figura D2 — DSC e DDSC: (a) PP: original; (b) PP: biotratado 30 dias;
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Figura D2 — DSC e DDSC: (c) PP: biotratado 60 dias; (d) PP: biotratado 90 dias;
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Figura D2 — DSC e DDSC: (e) PP: biotratado 120 dias.
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Figura D3 — TG e DTG: (a) PP: original; (b) PP: biotratado 30 dias;
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Figura D3 — TG e DTG: (c) PP: biotratado 60 dias; (d) PP: biotratado 90 dias;
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Figura D3 — TG e DTG: (e) PP: bitratado 120 dias.
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Apéndice E — PP/PHB-V (4:1)

FTIR
Iy
//
PP / PHB-V : 120 dias
—_ PP / PHB-V : 90 dias
©
=)
) AR
8 PP / PHB-V : 60 dias
< .
W
A
'l PP/PHBV:30dias |
| i
_______7_/ \\-4\- AN A \“v‘a”JJL\_A -

PP / PHB-V : original w
/L
1 | 1 /A 1 I 1 I 1
3500 3000 2000 1500 1000 500
A (cm'1)

Figura E1 - Espectro de FTIR: PP/PHB-V (4:1) original e biotratado em solo
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Figura E2 — DSC e DDSC: (a) PP/PHB-V (4:1): original; (b) PP/PHB-V (4:1): biotratado 30 dias;
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Figura E2 — DSC e DDSC: (c) PP/PHB-V (4:1): biotratado 60 dias; (d) PP/PHB-V (4:1): biotratado 90 dias;
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Figura E2 — DSC e DDSC: (e) PP/PHB-V (4:1): biotratado 120 dias.
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Figura E3 — TG e DTG: (a) PP/PHB-V (4:1): original; (b) PP/PHB-V (4:1): biotratado 30 dias;
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Figura E3 - TG e DTG: (c) PP/PHB-V (4:1): biotratado 60 dias; (d) PP/PHB-V (4:1): biotratado 90 dias;
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Figura E3 — TG e DTG: (e) PP/PHB-V (4:1): biotratado 120 dias.
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