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RESUMO

Os polimeros vém substituindo materiais como madeira, vidro e metal em variadas
aplicacdes. Nos dias atuais, seu uso tem sido extensivamente alto em todo o mundo, tornando
0 volume de material descartado um grande problema. Acredita-se, portanto, que
investigacBes sobre a capacidade microbiologica em degradar residuos gerados pela atividade
humana sejam de extrema importancia. Um dos polimeros avaliados nesse trabalho, o poli
(cloreto de vinila) (PVC) € o segundo termoplastico mais consumido no mundo. A poli
(caprolactona) (PCL) € um poliéster sintético facilmente degradado por enzimas como lipases,
esterases e despolimerases extracelulares de bactérias e fungos. Neste contexto, o presente
estudo avaliou a eficiéncia de degradacdo de filmes poliméricos de PVC e PCL utilizando a
linhagem Phanerochaete chrysosporium CCB 478 e um consorcio padrdo de espécies
fangicas recomendado pela metodologia 1ISO 846-1978 - Testing of Plastics - Influence of
fungi and bacteria. Os filmes foram individualmente mergulhados em suspensdes de esporos,
incubados em placas de Petri contendo meio completo (suplementado com glicose) e meio
incompleto (sem glicose). As placas foram acondicionadas em cdmaras Umidas por trinta dias
a 28°C. A biodegradacdo dos filmes foi avaliada mediante andlises de perda de massa,
coloracdo, microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura (MEV). Né&o foi
observado o crescimento de P. chrysosporium nos filmes havendo, porém, a presenca de
estirpes contaminantes, que foram isoladas e caracterizadas. Em amostras de PVC biotratadas
a perda de massa foi insignificante. A degradacdo dos filmes de PCL pelo consércio foi mais
eficiente do que pelos micro-organismos isolados, nos dois meios testados. Com relagdo a
estes meios, também foram encontradas diferencas estatisticas para tratamentos com o PCL.
Dentre os fungos do consorcio, o ascomiceto Chaetomium globosum foi o Unico capaz de
colonizar a superficie de filmes de PVC e degradar expressivamente os filmes de PCL. As
mudangas morfologicas resultantes da acdo dos fungos nos filmes, também foram

significativas.

Palavras-chave: biodegradacdo, PVC, PCL, Chaetomium globosum, ISO 846-1978.



ABSTRACT

Polymers have been replacing materials such as wood, glass and metal in different
applications. Nowadays their use have extensively increased worldwide, making the volume
of discharged material a great problem. Therefore, scientific investigations on the microbial
ability to degrade plastic waste are considered extremely important. One of the recalcitrant
polymers evaluated in this work, poly (vinyl chloride) (PVC) is considered the second most
consumed thermoplastic in the world. Poly (caprolactone) (PCL), is a synthetic polyester
easily degraded by enzymes such as lipases, esterases and extracellular depolimerases of
bacteria and fungi. In this context, this study evaluated the capability of Phanerochaete
chrysosporium, strain CCB 478, and a set of fungal species recommended by 1ISO 846-1978
(Testing of Plastics - Influence of fungi and bacteria), to degrade PVC and PCL films. The
films were individually immersed in a spore suspension, and incubated in Petri dishes
containing complete medium (supplemented with glucose) and incomplete medium (without
glucose). The plates were kept in humidity chamber for thirty days at 28°C. The
biodegradation of the films was investigated through the analyses of weight loss, color
changes, optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM). In our results, there
was no growth of P. chrysosporium on the films, however interesting contaminates were
isolated and characterized. Samples of the biotreated PVC presented no weight losses. The
degradation of PCL films by the recommended fungal set was more efficient than the isolated
microorganisms in both culture media. With respect to these media, statistical differences
were also found for treatments with the PCL. Among all fungi tested, the ascomycete
Chaetomium globosum was the only one able to colonize the surface of PVC films and
degrade the PCL films significantly. Morphological changes resulting from the action of fungi
on the PVC and PCL films were also important.

Keywords: biodegradation, PVC, PCL, Chaetomium globosum, ISO 846-1978.
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biotratados por 30 dias com a presenca de poros. Aumento final de 20x. Setas indicam
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Figura 46. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B e C) biotratados por 30 dias contendo
rachaduras nas regides de eroséo e (D, E e F) biotratados por 30 dias apresentando esporos de
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Figura 47. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratado por 30 dias apresentando
eroséo superficial dos esferulitos, (C) biotratado por 30 dias com esporos de Aspergillus e (D)
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ABREVIATURAS E SIGLAS

AAC — Copoliéster Alifatico-Aromatico
AcC — Acetil celulose

ASTM — American Society for Testing and Materials
ATCC — American Type Culture Collection
BDA — Batata Dextrose Agar

CCB - Centro de Ciéncias Bioldgicas

ISO — International Standard Organization
kDa — Kilodalton

MEYV — Microscopia eletronica de varredura
MO — Microscopia 6ptica

NRRL — Northern Regional Research Laboratory
NY11 - Nylon 11

PBAT — Tereftalato de polibutadieno adipato
PBS — Poli (succinato de butileno)

PBSA — Poli (butileno succinato adipato)
PCL - Poli (caprolactona)

PE — Polietileno

PEBD - Polietileno de baixa densidade

PES — Poli (éter sulfona)

PET - Poli (tereftalato de etileno)

PGA — Acido poliglicélico

PHA — Poli (hidroxialcanoato)

PHB — Poli (hidroxibutirato)

PHBYV — Poli (hidroxibutirato co-valerato)
PHEMA — Poli (metacrilato de 2-hidroxietil)
PHH — Poli (hidroxihexanoato)

PHV — Poli (hidroxivalerato)

PLA — Poli (4cido latico)

PTMAT - Poli (tereftalato de metileno adipato)
PVC — Poli (cloreto de vinila)

RSU — Residuos Sélidos Urbanos

UFC — Unidade formadora de col6nia

UV — Ultravioleta



SIMBOLOS

£ — Epslon
Ty — Transicdo vitrea
Mo — Massa molar média em massa

T¢— Temperatura de fuséo
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1 INTRODUCAO

Apesar dos beneficios de sua aplicacdo, os plasticos sdo considerados materiais ndo
biodegradaveis devido ao longo tempo que levam para se decompor. Dessa forma, a natureza
é incapaz de assimilar suas substancias em um ciclo equilibrado de producéo, uso e descarte,
0 gue provoca consequéncias ambientais comprometedoras para o equilibrio do planeta
(MORAES, 2003). Uma vez descartados, ddo origem as enchentes, fazendo transbordar aguas
pluviais e provocando graves problemas nas proximidades dos rios e mares. No solo
diminuem a produtividade de espécimes vegetais, pois liberam aditivos toxicos e
plastificantes. Muitos animais e peixes tém morrido devido a ingestdo de restos de plasticos
sintéticos, que por sua vez, perturbam o ecossistema (YANG et al. 2004). O avango
tecnoldgico e industrial associado ao adensamento populacional desordenado nos grandes
centros urbanos, vem contribuindo negativamente para formacao deste cenario.

Nos ultimos anos, o homem vem descobrindo a necessidade da preservacdo do
ambiente em que vive, tendo em vista 0 aumento significativo do uso de polimeros sintéticos
desde o comeco do século XX (SAPONARO et al. 2008). De acordo com estimativas, sdo
produzidos no mundo cerca de 100 milhdes de toneladas/ano de polimeros sintéticos.
Praticamente metade de toda essa producdo € descartada rapidamente, permanecendo em
depdsitos de lixo e aterros sanitarios por décadas. Desse modo, 0s plasticos sintéticos vém se
acumulando na natureza com uma taxa crescente de 25 milhdes de toneladas/ano (AHN, et al.
2001; JARA, 2007).

O manejo total dos residuos plasticos requer combinacdes complementares de
biodegradacdo, incineracdo e reciclagem (MARTINS-FRANCHETTI; MARCONATO,
2006). A biodegradacao consiste na transformacao bioquimica de compostos, realizada pelos
micro-organismos, podendo constituir-se de: mudancas nas propriedades da superficie
polimérica ou perda de forga mecénica; assimilacdo pelos micro-organismos; degradacao por
enzimas; quebra da cadeia principal e subsequente reducdo nos valores de massa molar
(SINGH; SHARMA, 2008).

A busca de micro-organismos capazes de degradar compostos xenobidticos € de grande
interesse para 0s processos de biorremediacdo, principalmente na remocdo de plésticos.
Estirpes de Phanerochaete chrysosporium, Poliporus spp. e Pleurotus spp. sdo conhecidas
pelo potencial enzimatico na degradacao de lignina, e por conseguinte, apresentam habilidade

de degradar pléasticos (KIRBAS et al. 1999). Alguns géneros fungicos e bacterianos também
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sdo comumente citados como promissores no processo de biodegradacdo de materiais como:
Aspergillus (fluoropolimeros e couro artificial); associacdes de Aspergillus, Penicillium e
Pseudomonas (poliamidas); Aspergillus, Penicillium, Pseudomonas e Corynebacterium (poli-
imidas); Fusarium, Pseudomonas e Arthrobacter (borrachas); Aspergillus, Fusarium e
Scopulariopsis (silicones); e Aspergillus e Penicillium (poliésteres) (KURAKQV et al. 2008).

A biodegradacdo tem sido descrita como um processo fundamental para reduzir o
acumulo dos polimeros contaminantes ambientais e inimeras pesquisas sdo desenvolvidas
com a finalidade de degradar os plasticos sintéticos. Os poliésteres, como a poli (e-
caprolactona) (PCL), tém sido alvo de atencdo dos pesquisadores pelas suas propriedades
mecanicas e potencial biodegradabilidade, dos quais 0s grupos ésteres sofrem acédo
microbiana por meio de hidrélise enzimética e degradacdo oxidativa (TSUJI; SUZUYOSHI,
2002). Por outro lado, os termopléasticos sintéticos como o poli (cloreto de vinila) (PVC),
apesar de sua grande aplicacdo tecnoldgica, sdo mais resistentes a biodegradagdo no meio
ambiente (LUCAS et al. 2008).

Visto que normas internacionais sugerem o emprego de consércios fungicos padrdes na
otimizacdo do processo de degradacdo, nosso estudo torna-se promissor no que diz respeito ao
PVC, um plastico de grande aplicacdo e com propriedades que Ihe conferem resisténcia a
degradacdo, e ao PCL, por ser biodegradavel, colaborando com métodos eficazes de

diminuicéo dos residuos descartados no meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de degradacdo de filmes
poliméricos de PVC e PCL utilizando o Phanerochaete chrysosporium e um consorcio padrao
de espécies fungicas (ISO 846-1978), verificando as alteragdes mediante analises de perda de
massa, coloracéo, Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Polimeros Sintéticos e Biodegradaveis

Na sociedade contemporanea, os plasticos vém sendo utilizados em quase todos 0s
setores da economia como alternativa para a substituicdo de outros materiais, pela escassez
destes, altos custos de obtencdo dos mesmos ou simplesmente pelas melhores propriedades
apresentadas em relacdo aos materiais substituidos (ROSA; PANTANO FILHO, 2003).

Quantidades enormes de materiais poliméricos sintéticos de varias formulacbes sdo
produzidas e utilizadas em varias esferas da atividade humana (Figura 1). No ano de 2009, no
Brasil, foram produzidos 5,19 milhdes de toneladas de plasticos, representando um aumento
de 1% em relacdo ao ano anterior (ABIPLAST, 2009).

Figura 1. Segmentacdo do mercado de transformados plasticos por aplicagao (2009).
Fonte: Anuario da Industria Quimica Brasileira 2009 / Tabulagdo ABIPLAST

Os plésticos mais representativos sdo os destinados as aplica¢fes técnicas, tais como
borrachas vulcanizadas, feitas com matérias-primas naturais e sintéticas, poliuretanas,
plasticos fenolicos, polietileno, poliamidas, tereftalatos, fluorpolimeros, silicones organicos,
poliacrilatos, polipropileno e PVC (Figura 2) (LUGAUSKAS et al. 2004; TOKIWA et al.
2009).
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Figura 2. Consumo aparente de resinas termoplasticas (2009).
Fonte: Anuario da Industria Quimica Brasileira 2009 / Tabulagdo ABIPLAST

A questdo € que a vida util desses materiais é pequena (menos de dois anos em geral),
em contraste com sua elevada resisténcia a degradacdo (ROSA et al. 2009). Muitos dos
plasticos quando descartados sdo resistentes aos fatores ambientais, condigdes climaticas,
diversidade biologica e fatores antropoldgicos (FLEMMING, 1998). Essa degradabilidade
limitada € preocupante devido aos efeitos deletérios de seu acimulo no meio ambiente. Para
minimizar o efeito do grande volume de residuos descartados, tem-se empregados métodos
como:

Aterros sanitarios — locais afastados da cidade que sdo preparados para acondicionar o
material plastico que ficara exposto ou serd utilizado para geracdo de energia por meio da
reciclagem térmica (AMASS et al. 1998);

Incineragdo — apresenta a vantagem da reducdo do volume de material descartado em
80%, porém ndo é um método recomendavel, devido ao alto custo e liberacdo de poluentes
volateis e toxicos (PACI; LA MANTIA, 1999);

Reciclagem — tem como vantagem a diminui¢do da quantidade de residuos sélidos,
economia de matéria-prima e energia, aumento da vida util dos lixGes e alto rendimento no
processo. Dados da Plastivida (2010) referentes ao periodo de 2003-2007, apontam um indice
médio de 21,2% de plasticos pds-consumo reciclados no Brasil. Trata-se de um percentual
muito positivo em comparagdo as taxas da Unido Européia (18,3%), Espanha (17,9%), Reino
Unido (14,9%), Portugal (11,8%), e Grecia (5%). Alguns fatores corroboraram para o
crescimento desses percentuais, como: baixo custo e qualidade similar se comparado ao
plastico ndo reciclado; diminuicdo do consumo de energia e baixo investimento no setor;

Biodegradacdo — consiste na avaliagdo da biodegradabilidade de polimeros em

laboratdério com a aplicacdo de micro-organismos que modificardo fisica ou quimicamente o
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material, sob certas condi¢bes de calor, umidade, luz, oxigénio e nutrientes organicos
(ABOU-ZEID et al. 2001; SAPONARO et al. 2008).

Nos dias atuais, os polimeros biodegradaveis vém se destacando cada vez mais. Busca-
se um material com durabilidade em uso e degradabilidade apds o descarte. Devido a acdo de
micro-organismos (fungos, bactérias, algas e protozoarios) e macro-organismos, estes por sua
vez, serdo degradados em compostos de baixa massa molar. Outra caracteristica importante
refere-se ao fato de serem provenientes de fontes renovaveis (FALCONE et al. 2007).

Os bio-plasticos consistem em plasticos biodegradaveis, produzidos por materiais
fosseis, ou plasticos bio-baseados, sintetizados a partir de biomassa ou fontes renovaveis,
como por exemplo, o poli (hidroxibutirato) (PHB), o poli (acido latico) (PLA) e as blendas
com amido. Existem algumas excecdes como o polietileno (PE) e o nylon 11 (NY 11) que sdo
considerados ndo biodegradaveis, apesar de serem produzidos de biomassa ou fontes
renovaveis. Policaprolactona (PCL) e polibutileno succinato (PBS), entretanto, sao fabricados
a partir do petréleo, mas também podem ser degradados por micro-organismos. Dependendo
da quantidade de acetil celulose (AcC) adicionada, esta pode ser biodegradavel ou néo

(TOKIWA et al. 2009). A inter-relacdo entre os bio-plasticos é mostrada na Figura 3.

Bio-pléasticos

Plésticos bio-baseados

Figura 3. Bio-plasticos: plasticos biodegradaveis e plasticos bio-baseados.

Os plésticos biodegradaveis encontraram aplicacGes na area médica (fios de sutura,
implantes, sistema de liberagdo controlada de drogas, enxerto vascular, etc) em decorréncia de
sua biocompatibilidade, capacidade de dissolucdo no interior do organismo e propriedades
mecanicas adequadas as tais aplicacbes. Com o tempo, poderdo também encontrar aplicagdes
no setor de embalagens e setor agricola (FALCONE et al. 2007). Quando dispostos no
ambiente, esses materiais oferecem vantagens como o aumento da fertilidade no solo e baixo
volume acumulado no ambiente, minimizando danos aos animais e diminuindo custos com o
gerenciamento do lixo. As propriedades dos polimeros e parametros fisico-quimicos do

ambiente tém importante papel no processo de degradacéo (Tabela 1) (TOKIWA et al. 2009).
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Tabela 1. Parametros e fatores envolvidos no processo de degradacéo

Parametros Fatores
Fisico-quimicos do ambiente Temperatura
Potencial hidrogeni6nico
Quantidade de agua

Quantidade de oxigénio
Potencial redox
Suplemento nutriente
Presenca de inibidores

Microbioldgicos no ambiente Densidade da populacéo
Diversidade microbiolégica
Atividade microbiolégica
Distribuicéo de micro-organismos
Habilidade para adaptagédo

Propriedades dos materiais Composicao do polimero
Massa molar
Distribuicdo da massa molar
Cristalinidade
Temperatura de transi¢do vitrea
Porosidade
Hidrofobicidade
Tipo de ligagdes entre 0s monémeros

Processamento do material Tipo de processamento
Caracteristicas da superficie
Aditivos
Espessura do material
Revestimentos

Fonte: BRANDL, 1990; TOKIWA et al. 2009.

3.1.1 Poli (cloreto de vinila) (PVC)

No ano de 2008, o consumo de resinas termoplasticas foi de 27,7 kg/hab. As estimativas
séo de que nos Estados Unidos gire em torno de 100 kg/hab, na Franca por volta de 60 kg/hab
e na Argentina cerca de 30 kg/hab. Desse total, o consumo per capta de resinas de PVC
situou-se em torno de 5,6 kg/hab (ABIQUIM, 2010). Em 2009 foram produzidas 5,5 milhdes
de toneladas de resinas termoplésticas, destas, 14% corresponderam ao PVC (ABIPLAST,
2009).

Em termos estequiométricos o PVC é obtido a partir de 56,8% de cloro, proveniente do
cloreto de sodio, e 43,2% de insumos provenientes de fontes ndo renovaveis como o petroleo
e 0 gas natural. O cloro presente na estrutura molecular do PVC provem do sal marinho ou do
cloreto de sddio mineral (salgema), uma fonte praticamente inesgotavel de matéria-prima
(Figura 4).
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Figura 4. Férmula estrutural do PVC.

O cloro é utilizado na producdo do PVC e também em diversas aplicacGes devido as
suas propriedades oxidantes, germicidas e alvejantes. Por outro lado, sua persisténcia no
ambiente é muito questionada. Muitos compostos organoclorados, oriundos tanto de fontes
agricolas como industriais, apresentam alta resisténcia a degradacdo quimica e bioldgica
(NUNES et al. 2006). Os halogénios compreendem o cloro, bromo, iodo e fldor, sendo
considerados 0s mais importantes elementos quimicos de carater xenobi6tico (BOSNA et al.
2001).

O grande teor deste halogénio na estrutura molecular do PVC garante resisténcia a pro-
pagacdo de chamas, contribuindo para aplicac6es ligadas a construcdo civil tais como em fios
e cabos elétricos, eletrodutos e forros/revestimentos residenciais (BIDOKI; WITTLINGER,
2010). Devido a presenca do cloro, a molécula de PVC é extremamente polar, aumentando
sua afinidade e permitindo sua mistura com uma gama muito maior de aditivos que a de
qualquer outro termoplastico. Isso possibilita a preparacdo de formulacdes com propriedades
e caracteristicas perfeitamente adequadas a cada aplicacdo, variando do rigido ao
extremamente flexivel (Figura 5) (RODOLFO JR; MEI, 2007).

Figura 5. Segmentagdo do mercado de transformados plasticos do PVC (2009).
Fonte: Anuario da Indistria Quimica Brasileira 2009 / Tabulacdo ABIPLAST

Muitos instrumentos utilizados em exames, cirurgias e recuperacdo de pacientes

utilizam produtos a base de PVC: bolsas de sangue, tubos endotraqueais, bolsas de soro,
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catéteres cardiovasculares, tubos que saem do coracdo do paciente e levam o sangue até a
maquina de circulagdo extracorpdrea, sondas e equipamentos de alimentacdo enteral, canulas
de perfusdo, ponteiras para micropipetadores e equipos para soro. A existéncia do PVC,
associando alta tecnologia e baixo custo, proporcionou a criagdo de produtos descartaveis,
encontrando uma solucdo definitiva para as infecgdes causadas pela reutilizacdo de artigos
médicos. Permitiu também a cria¢do e desenvolvimento de 6rgéos artificiais como as proteses
(INSTITUTO DO PVC, 2010).

Recentemente o PVC vem substituindo materiais como fibras, madeira, concreto e a
argila em muitas areas. Diante da demanda crescente no consumo de plasticos e posterior
descarte, torna-se necessaria a administracdo dos residuos solidos gerados. 1sso requer
métodos complementares de reciclagem, incineracdo e biodegradacdo. Em 2007, o volume de
PVC reciclado p6s-consumo foi de 22 mil toneladas/ano, para um total de 556 mil toneladas
de pléasticos de diferentes formulagdes (Figura 6) (PLASTIVIDA, 2010). A incinera¢éo, sob 0
ponto de vista ambiental, € uma alternativa invidvel, pois produz materiais volateis, toxicos e
poluentes como o cloreto de hidrogénio, dioxinas e furanos (KRUPP; JEWELL, 1992).
Segundo Roaf et al. (2007), 82% dos dejetos de PVC véo para o lixo e apenas 15% sao

incinerados.

Figura 6. Volume de material plastico reciclado pds-consumo
produzido no Brasil em 2007 (mil tons/ano).
Fonte: PLASTIVIDA, 2010

O processo de degradacdo do PVC ocorre com a liberacdo de cloreto de hidrogénio
(HCI), acompanhado da formacdo de sequéncias poliénicas e ligagOes cruzadas na cadeia,
resultando em um rapido processo de degradacdo, revelado normalmente pela mudanca de
coloracdo gradual, do amarelo, passando pelo castanho, até ao negro (RODOLFO JUNIOR;

MEI, 2007). O mecanismo de degradacdo dos polimeros envolve a utilizacdo do polimero e/
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ou aditivos como fonte de carbono e energia para 0s micro-organismos (GU et al. 1996). Os
fatores que podem induzir esses processos no meio ambiente sdo a temperatura, a umidade, as
impurezas e a propria microbiota, podendo ocorrer também devido a fenémenos complexos
combinados tais como termo-oxidacéo e fotodegradacdo (GRISA et al. 2009).

Estudos sobre colonizacdo de fungos e biodeterioracdo de filmes de PVC contendo
plastificantes por EI-Aghoury et al. (2006) evidenciaram que os fungos produzem esterases,
enzimas capazes de realizar a quebra das ligacOes ésteres presentes nos plastificantes. Os
fragmentos das moléculas produzidos podem ser metabolizados pelos fungos e a formacéao de
fissuras e microporos na superficie do material polimérico é o resultado da atividade dos
micro-organismos. Grisa e Zeni (2008) observaram nas anélises por microscopia eletronica de
varredura, irregularidades na superficie polimérica, adesdo bacteriana, formacdo de material
extracelular, fissuras e microporos em amostras de PVC aterradas por 11 meses. Concluiram
que as amostras de PVC aterradas sofreram modificacGes estruturais, térmicas, colonizacgao e

erosdo na superficie polimérica.

3.1.2 Poli (caprolactona) (PCL)

A maior parte dos polimeros biodegradaveis descobertos durante os ultimos 25 anos
contém ligacOes hidrolisaveis de amida, éster, uréia e/ou uretano em sua cadeia polimérica
(MORAES, 2004). Segundo Pacia (2002), as ligacdes ésteres sdo facilmente biodegradaveis,
possuindo propriedades fisicas e quimicas muito variadas. Por esse motivo, 0s polimeros
biodegradaveis mais utilizados sdo os poliésteres, que por sua vez, dividem-se em dois

grandes grupos: os alifaticos e os aromaticos (Figura 7).
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PHA — Poli (hidroxialcanoato) PHB — Poli (hidroxibutirato)

PHH — Poli (hidroxihexanoato) PHYV — Poli (hidroxivalerato)

PLA- Poli (acido latico) PCL — Poli (caprolactona)

PBS — Poli (butileno succinato) PBSA — Poli (succinato de butileno adipato)
AAC — Copoliéster Alifatico-Aromaético PET — Poli (tereftalato de etileno)

PBAT — Tereftalato de polibutadieno adipato PTMAT — Poli (tereftalato de metileno adipato)

Figura 7. Grupos de poliésteres biodegradaveis.
Fonte: PACIA, 2002.

A poli (e-caprolactona) se tornou comercialmente disponivel devido aos esforgcos em se
identificar polimeros sintéticos que pudessem ser degradados por micro-organismos. Trata-se
de um poliéster sintético preparado pela abertura do anel da e-caprolactona, um derivado do
petrdleo cru, facilmente degradado por micro-organismos de ecossistemas marinhos, do solo e
esgoto. A secrecdo de enzimas como lipases, esterases e despolimerases extracelulares
permite que bactérias e fungos degradem o PCL utilizando-o como nutriente (KHATIWALA

et al. 2008; KUNIOKA et al. 2007; PREMRAJ; DOBLE, 2005) (Figura 8).
0

0 —(CHq)s —C

Figura 8. Formula estrutural do PCL.

O PCL caracteriza-se por ser um polimero semi-cristalino e sua cristalinidade tende a
diminuir com o aumento da massa molar. Quando cristalizado a partir do estado liquido, sdo

formados esferulitos, que consistem em um agregado de lamelas que se irradiam a partir de
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um ponto central, nas trés direcdes formando esferas. A boa solubilidade, a baixa temperatura
de fusdo (59-64°C), de transicdo vitrea (Tg) em —60°C, e excepcional compatibilidade tem
estimulado amplas pesquisas sobre sua potencial aplicacdo na area da biomedicina (Figura 9)
(CALLISTER Jr, 2001; NAIR; LAURENCIN, 2007; OKADA, 2002).

Figura 9. Estruturas a base de PCL: (a, b) nanoesferas; (c, d) nanofibras; (e, f) espumas; (g, h, i)
malha; (o-j) scaffolds seletivos sinterizados a laser; (p-u) scaffolds modelados por fusdo e
deposicéo.

Fonte: WOODRUFF; HUTMACHER, 2010

Devido a sua baixa transicdo vitrea e habilidade em aumentar a mobilidade molecular,
tem sido usado como plastificante polimérico (GASSNER; OWEN, 1994). Vaérios estudos
estéo voltados ao PCL, principalmente no contexto de sistemas de liberacdo de drogas, sendo
aplicado na area biomédica em dispositivos de uso temporario, como suturas, fibras, material
fortalecedor de sapatos e talas ortopédicas. Ainda na area médica produtos como scaffolds,
malhas utilizadas para direcionar o crescimento celular durante o processo de reparacdo ou
regeneracdo dos tecidos que tem trazido 6timos resultados (CHIELLINI; SOLARO, 1996;
CHUNG et al. 2011; ZHAO et al. 2008). O PCL ¢ principalmente usado em poliuretanas
termoplasticas, revestimento de superficie de resinas, adesivos e couros sintéticos, além de
seu emprego em embalagens na agricultura, gracas as suas excelentes propriedades mecéanicas
e de flexibilidade (ROSA; PANTANO FILHO 2003; KUNIOKA et al. 2007).
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Ensaios realizados in vivo demonstraram que o PCL apresentou degradacdo total em 2 -
4 anos, dependendo da massa molar do dispositivo ou implante (GUNATILLAKE;
ADHIKARI, 2003; MIDDLETON; TIPTON, 2000). A partir de estudos de degradacdo
apresentados na literatura, pode-se concluir que o PCL sofre uma degradacdo de duas fases: a
primeira, trata-se da clivagem ndo enzimatica hidrolitica de grupos ésteres. A segunda ocorre
quando o polimero é altamente cristalino e possui massa molar inferior a 3000 kDa, sofrendo
assim, degradacao intracelular (WOODWARD et al. 1985) (Figura 10).

Regia Fragmentos
€910 cristalinos
cristalina

Regido

amorfa

Superficie do PCL durante o inicio da Fragmentacdo das regides
erosao superficial e degradacéo da cristalinas durante a erosao
regido amorfa da superficie

Superficie do PCL

Figura 10. Mecanismo de hidrdlise e degradacéo do PCL.
Fonte: ZHANG et al. 2001.

Dentre 341 actinomicetos termofilicos isolados do solo, 198 (58,1%) foram capazes de
degradar o PCL, numero bem acima daquele para os degradadores de poli (hidroxibutirato)
(PHB) e poli (éter sulfona) (PES) (TSENG et al. 2007). Oda e colaboradores (1995) isolaram
cinco estirpes fungicas capazes de degradar PHB e PCL, sendo uma delas, a D218,
identificada como Paecilomyces lilacinus, produtora potencial de PCL despolimerase.
Pesquisas sobre o mecanismo de degradacdo deste polimero tém assumido que varias
despolimerases de PCL reagem preferencialmente na regido amorfa do PCL semicristalino,
combinando endo e exo clivagens (KHATIWALA et al. 2008). Bardi e Rosa (2007) em solo
simulado verificaram que a morfologia do PCL influencia na biodegradacéo, visto quando o
mesmo se apresenta com esferulitos e ondulagdes, favorece a agcdo microbiana e absorcéo de
agua. Filmes de PCL misturados com 40% de acetato de celulose apresentaram perda de
massa maior quando comparados ao PCL puro, 25,8% e 8,4% respectivamente (CALIL et al.
2006).
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3.2 Materiais Plasticos e 0 Meio Ambiente

No Brasil, 0 consumo aparente de plasticos transformados em 2009 foi de 5,38 milhGes
de toneladas, um aumento de 1,6% em relacdo ao ano anterior. Para 0 mesmo ano, 0 consumo
per capta foi de 27,94 kg/hab (ABIPLAST, 2009). A ampla aplicagdo destes materiais tem
por consequéncia a geracdo de enorme quantidade de residuos sélidos que perduram por
muito tempo no ambiente até serem degradados. A Figura 11 apresenta, em termos
percentuais, as modalidades de destinacdo final de residuos sélidos urbanos (RSU) praticadas
no Brasil em 2008 e 2009.

Figura 11. Destinacdo final de Residuos sélidos
urbanos no Brasil em 2009.
Fonte: Pesquisas ABRELPE 2009.

A comparacdo entre os dois periodos (2009 e 2008) leva a constatacdo positiva de que
houve um crescimento na adequacdo da destinacdo final dos RSU coletados no Brasil em
2009, indicando uma gradual evolucdo dessa atividade. Todavia 43,2% dos residuos coletados
no pais ainda sdo destinados de maneira inadequada, pois aterros controlados pouco se
diferenciam de lixfes, uma vez que ambos ndo possuem o conjunto de sistemas necessarios
para protecdo do meio ambiente contra danos e degradacbes (ABRELPE, 2009). Ocupando
indices expressivos dentre os residuos sélidos, os polimeros, como todos os materiais de
origem organica, podem servir de substrato para micro-organismos heterotréficos, como
bactérias e fungos. Investigagdes sobre a capacidade microbiologica em degradar tais

materiais sdo consideradas de extrema importancia.
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3.3 Biodegradagdo de Plasticos

A biodegradacdo constitui-se na transformacdo bioquimica de compostos, realizada
principalmente pelos micro-organismos. Tem sido definida de varias formas por diversos
autores, podendo se constituir de: mudancas nas propriedades da superficie polimérica ou
perda de forca mecanica; assimilagdo por micro-organismos; degradacdo por enzimas; quebra
da cadeia principal e subsequente reducdo nos valores de massa molar (SINGH; SHARMA,
2008). Segundo a “American Society for Testing and Materials” - ASTM D-5488-94d, a
mineralizacdo é definida como um processo capaz de decompor os materiais em dioxido de
carbono (CO,), metano (CH,), &gua (H,O), compostos inorganicos ou biomassa, no qual o
mecanismo predominante € a a¢do enzimatica dos micro-organismos.

A degradacdo de materiais poliméricos inclui varios passos, que podem eventualmente
ser interrompidos (Figura 12). A acdo combinada de comunidades microbianas, outros
organismos decompositores e/ou fatores abiéticos fragmentam os materiais biodegradaveis
em fracGes minusculas. Esse passo € denominado biodeterioracdo (EGGINS; OXLEY, 2001;
WALSH, 2001). Os micro-organismos secretam/excretam agentes cataliticos como enzimas e
radicais livres capazes de clivarem moléculas poliméricas, diminuindo progressivamente a
massa molar. Tal processo, denominado despolimerizacdo, origina oligbmeros, dimeros e
mondémeros. Muitas moléculas sdo reconhecidas por receptores em células microbianas e
atravessam a membrana plasmatica. Outras permanecem externamente circundantes podendo
ser objetos de diferentes modificacdes. No citoplasma, as moléculas transportadas integram o
metabolismo produzindo energia, biomassa, vesiculas de armazenamento e numerosos
metabolitos primarios e secundarios, sendo tal passo chamado de assimilacéo.
Concomitantemente, muitos metabdlitos simples e complexos podem ser excretados e
alcancar as proximidades extracelulares, como por exemplo, &cidos organicos, aldeidos,
terpenos e antibidticos. Moléculas simples como CO,, N,, CHs H,O e diferentes sais
advindos de metabdlitos intracelulares que sdo completamente oxidados liberam-se no

ambiente. Este metabolismo é denominado mineralizagdo (LUCAS et al. 2008).
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Figura 12. Esquema da degradag&o polimérica envolvendo micro-organismos.
Fonte: LUCAS et al. 2008.

As reacdes de degradacdo dos polimeros podem ser classificadas como degradacédo

térmica, mecénica e quimica (fotodegradacdo, termo-oxidacao, foto-oxidacéo), denominadas

de degradacdo abidtica e a degradacdo por intermédio de micro-organismos, chamada de
degradacéo bidtica (KAMO et al. 2004; MARONGIU et al. 2004). Os diferentes tipos de

degradacdo polimérica podem ser analisados segundo Kelen (1983) sob os seguintes aspectos

em relagéo:
©
©

b

a severidade da degradacéo, que pode ser superficial ou estrutural;

aos mecanismos gerais das reacdes de degradacdo, ocorrendo com ou sem a
cisdo da cadeia principal;

a atuacdo dos agentes degradantes, podendo ter como causa 0 processamento do
polimero ou condic¢des de uso do material polimérico;

aos agentes ou fatores causadores da degradagdo, que pode ocorrer pela acéo de
agentes fisicos (radiacdo solar, temperatura, atrito mecanico), agentes quimicos
(dgua, écidos, bases, solventes,

oxigénio, ozobnio e outros poluentes

atmosféricos) e biologicos (fungos, bactérias e outros).
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3.4 Méetodos de Andlise de Biodegradagédo

O fator mais importante na determinacdo da biodegradacdo é a selecdo do método
adequado baseado na natureza do pléstico e condicBes de estudo. Muitas destas metodologias
padrdes sdo desenvolvidas pela “International Standard Organization” (ISO) e “American
Society for Testing and Materials” (ASTM) (Tabela 2) (SINGH; SHARMA, 2008).

Tabela 2. Testes padrdes internacionais para degradacao de plasticos

ISO/ASTM n° Meio Titulo
Determinacdo da degradabilidade aerébia de materiais
ISO 14851 Aqguoso plasticos em meio aquoso — Método de mensuramento da

demanda de O, em respirémetro fechado.

Determinacdo da degradabilidade aerébia de materiais
ISO 14852 Aqguoso plasticos em meio aquoso — Método de analise de CO,
liberado.
Determinacdo da degradabilidade aerébia de materiais
plasticos em condi¢cbes de compostagem controladas -
Método de andlise de CO, liberado — parte 1. métodos
gerais.
Determinacdo da degradabilidade aerébia de materiais
plasticos em condi¢cbes de compostagem controladas -
ISO 14855-2 Compostavel Método de andlise de CO, liberado - parte 2:

mensuramento gravimétrico de CO, liberado em testes

laboratoriais.

Determinagdo dos graus de desintegracdo dos materiais
ISO 16929 Desintegragdo plasticos sob condicdes de compostagem definidas na

pratica.

Determinacdo dos graus de desintegracdo dos materiais
ISO 20200 Desintegragdo plasticos sob condi¢cBes de compostagem simuladas em

laboratério.

Determinacdo da degradabilidade aerdbia em solo pelo
ISO 17556 Solo mensuramento da demanda de O, em respirdbmetro ou

quantidades de CO, liberado.

Determinacdo da biodegradacdo anaerGbia de materiais
ISO 14853 Anaeroébio plasticos em meio aquoso — Método de mensuramento da

producdo de biogas.

Determinagdo da biodegradacdo anaerdbia e desintegragdo

ISO 14855-1 Compostavel

ISO 15985 Anaerobio sob condicdes de digestdo anaerdbia de sélidos — Método
de mensuramento do biogas produzido.
ISO 17088 Especificacdo Especificacfes de plasticos compostaveis.

ASTM D-6400-04 Especificacdo Especificacfes de plasticos compostaveis.
ASTM D-5338-98 Compostagem Determinacdo da degradabilidade aerobia de materiais
plasticos em condi¢Ges de compostagem controladas.

ASTM 6288-98 Separacio Separacédo e lavagem de plasticos reciclados antes do teste

de degradacéo.
ASTM D-5208 Fotodegradacdo Préatica e exposic¢do de plasticos fotodegradaveis em UV.
ASTM D-5526 Anaerébio Dgte_rmlnaqao da degradagdo anaerébia de materiais
plasticos em aterrados.
ASTM D-5988 Aerébia Determinacdo da biodegradabilidade aerdbia de materiais

plasticos residuais ap6s compostagem.
ASTM D-883 Terminologia Terminologia a respeito dos plasticos.
Fonte: Kunioka et al. 2007 e www.astm.org/standards
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Para avaliar a biodegradacdo de filmes poliméricos por micro-organismos, algumas

técnicas de analise tém sido empregadas (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativa da biodegradabilidade mediante técnicas analiticas

Técnicas Caracteristicas
Custo Dificuldade
Morfoldgicas
Coloragéo + +
Microscopia fotdnica ++ ++
Microscopia eletrénica ++++ ++++
Microscopia polarizada +++ ++
Reoldgicas
Forca ténsil ++ +
Difracdo de raios X +4++ +++
Difracdo por calorimetria diferencial ++++ ++
Anaélise termogravimétrica ++++ ++
Espectroscopia
Fluorescéncia ++ ++
UV-visivel + +
Infravermelho com transformada de Fourier ++ ++
RM nuclear ++++ ++
Espectroscopia de massa ++++ +++
Cromatografia
Permeacdo em gel +++ ++
Liquida de alta performance +++ ++
Fase gasosa +++ ++

Fonte: LUCAS et al. 2008

A interacdo entre micro-organismos e superficies poliméricas constitui um processo
complexo que dificulta a padronizagdo dos métodos de analise, sendo necessario em certos
casos, 0 emprego de varios deles de acordo com as caracteristicas do material polimérico em
estudo (PACI; LAMANTIA, 1999).

A norma 1SO 846-1978 — Plastics: Determination of behaviour under the action of
fungi and bacteria - Evaluation by visual examination or measurement of change in mass or
physical properties, consiste em expor amostras de polimeros a acdo de um consorcio
recomendado de fungos, por determinado periodo de tempo sob condigbes especificas de
temperatura e umidade, a fim de testar a capacidade dos mesmos em degradar os polimeros a
serem testados. Para refinar esta avaliacdo sugere-se a utilizacdo da estatistica, a qual visa
intensificar a confiabilidade dos resultados de perda de massa, no caso, obtida pela acdo dos
fungos filamentosos e do consorcio fungico, nos dois polimeros em estudo (KIRBAS et al.
1999).
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3.5 Fungos Empregados na Degradacéo de Plasticos

A grande maioria dos fungos verdadeiros ou Eumycota sdo quimiorganotroficos e
aerobios obrigatérios. Entretanto, um namero significativo de espécies é fermentativo
facultativo, isto é, pode obter energia tanto por oxidagdo (respiragdo aerdbia) como por
fermentagio (GOES NETO; GUSMAO, 2004). Estéo difundidos em habitats diversos, sendo
alguns aquaticos, principalmente vivendo em agua doce, embora também sejam conhecidas
espécies marinhas. A maioria, no entanto, esta distribuida em ambientes terrestres, no solo ou
em matéria vegetal morta, desempenhando papel crucial na mineralizacdo do carbono
organico na natureza. Um grande numero € parasita de plantas terrestres, ou de animais,
inclusive humanos (MADIGAN et al. 2004).

Em um ambiente hipotético sem os fungos, era de se esperar a escassez de certos
compostos. Ndo havendo nutrientes para as plantas, disponibilizados no solo pelos fungos,
muitos animais poderiam ficar sem comida, a madeira ndo seria decomposta, muitos insetos e
outros animais nao seriam capazes de digerirem materiais vegetais e até a estrutura edafica
seria diferente (JOBARD et al. 2010).

Os fungos influenciam a vida do homem participando de processos desejaveis ou
prejudiciais para o ser humano. Dentre os desejaveis podemos citar a fabricacdo do alcool
etilico, alcool de cereal, aguardente, cerveja, vinho, pdo, glicerol, vitaminas, alcaloides,
pigmentos e inUmeras enzimas. Mediados pelos fungos filamentosos temos a fabricacdo de
acidos citrico (Aspergillus niger), glucénico (Aspergillus niger, Penicillium purpurogenum),
oxalico (Aspergillus niger), latico (Rhizopus oryzae), vitaminas (Aspergillus niger),
antibioticos (Penicillium chrysogenum), queijos (Penicillium camemberti, Penicillium
roqueforti), enzimas (Aspergillus spp., Trichoderma spp., Chaetomium spp.) e esterdides
(Rhizopus arrhizus). Sdo de grande importancia para a agricultura participando do controle
biologico de pragas (Metarhizium anisopliae), na micorrizacdo de sementes e raizes das
plantas cultivadas e na alimentacdo humana (Agaricus spp., Pleurotus spp.) (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2004).

Como atividades prejudiciais destacam-se 0 parasitismo em espécies vegetais de
importancia agricola, em animais de importancia veterinaria e aqueles que causam micoses
profundas ou superficiais em humanos. Os saprébios também podem trazer grandes prejuizos
através da biodeterioracdo de materiais de constituicdo orgénica, comercializaveis ou ndo,
mas que tenham certo valor agregado (GOES NETO; GUSMAO, 2004).
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Micro-organismos aerobios e anaerdbios degradadores tém sido isolados de vérios
substratos como solo, areia, lodo ativado, sedimentos marinhos, adubo composto, 4gua doce e
agua salgada (OHURA et al. 1999). Recentemente, tém sido aplicados na biorremediacédo de
compartimentos ambientais (ex. solo), comprometidos por altos indices de poluentes para
uma decomposicdo mais eficiente do lixo organico, compostos naturais recalcitrantes e
xenobioticos, assim como na biossor¢cdo de metais pesados e compostos radioativos que
podem ocorrer naturalmente (SANTAELLA et al. 2009). Fungos meséfilos como Aspergillus,
Penicillium e Paecilomyces sao capazes de degradar polimeros (KIM et al. 2000; MERGAET
et al. 1993). Alguns podem ser utilizados em consorcios para otimizar a biodegradacdo, como
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Fungos empregados em diversos testes de biodegradacao e biodeterioragédo

Micro-organismo Cultura Aplicagéo
ATCC*
Aspergillus niger 9642 Testes de degradacdo de plasticos, resisténcia fungica

com equipamentos aéreos, componentes automotivos,
cortica, isolamento elétrico, couro, polimeros, verniz e
cera. Producdo de isopululanase pululana 4-
glucanohidrolase, lactolglutationa glioxalase, ensaios
antimicrobianos e testes preventivos em madeira.
Penicillium funiculosum 11797 Aplicado em estudos de resisténcia flngica de
equipamentos aéreos, componentes automotivos,
tintas, polimeros, produgcdo de fosfatase &cida e

dextranase
Chaetomium globosum 16021 Teste de resisténcia fingica em adesivos.
Trichoderma virens 9645 Relacionado com estudos em testes de resisténcia

fangica em transmissdes de aeronaves, componentes
automotivos, cortica, isolamento elétrico, materiais de
embalagem, papéis, plasticos, polimeros, téxteis,
vernizes, ceras e herbicidas.

Paecilomyces variotti 16023 Utilizado em estudos de resisténcia flngica.

Fonte: www.atcc.com — 2009

Legenda: * American Type Culture Collection

A literatura relata que o processo de biodegradacdo pode ser investigado sob Vvarios
aspectos, utilizando-se praticamente todos os materiais, sejam eles poluentes ou ndo. A grande
diversidade de espécies bacterianas, fungos filamentosos e leveduras, estimula a busca por
enzimas especificas que possam ser empregadas na biodegradacdo de diferentes polimeros.
Neste contexto, faz-se necessario destacar o potencial dos fungos filamentosos que, em
funcdo de suas particularidades morfoldgicas e bioquimicas, encontram-se hoje em uma
posicao de destaque entre os estudos desta natureza.

A habilidade de produzir vérias enzimas extracelulares hidroliticas capazes de quebrar

moléculas complexas como lignina, celulose, pectina, proteinas e outros polimeros, torna os
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fungos degradadores muito eficientes. Devido & sua organizacdo em hifas, sdo mais eficazes
que as bactérias em colonizar e decompor macromoléculas. O contato superficial destas
estruturas com o contaminante é amplo, aumentando sua biodisponibilidade e,
consequentemente, apresentando uma biodegradacdo aumentada. Se comparados as leveduras,
os fungos filamentosos sdo menos sensiveis as variagdes de nutrientes, aeracdo, pH e
temperatura, crescendo em habitats inospitos e ambientes extremos (DUPONT et al. 1998;
JOBARD et al. 2010; LEITAO, 2009).

Espécimes pertencentes aos géneros Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Fusarium e Trichoderma, vém se mostrando promissoras em estudos
referentes a biodegradacdo de compostos xenobidticos e outros materiais de grandes
moléculas como os plasticos (SANTAELLA at al. 2009; SHAH et al. 2008).

Aspergillus niger € um fungo filamentoso que cresce aerobiamente na matéria organica
morta, sendo na natureza encontrado no solo e uma minoria em plantas em decomposicéo
(SCHUSTER et al. 2002). E capaz de crescer na faixa de pH de 1,4 - 9,8, obtendo profusa
producdo de conidios que garantem sua dispersdo pelo ar, habitando preferencialmente
lugares quentes e Umidos (RIPPEL-BALDES, 1955). Causam um amplo espectro de
infeccbes incluindo manifestacbes cutaneas, otomicoses e infecgbes invasivas como
aspergilose pulmonar e endocardites (BALAJEE et al. 2007). Nos ultimos 20 anos, tem sido
utilizado industrialmente na producdo de enzimas extracelulares e acido citrico, um acidulante
de comidas, bebidas, geleias e vinhos (ROKAS et al. 2007). E utilizado também na
biotransformacao e tratamento de lixo (SCHUSTER et al. 2002).

Tal espécie e outras pertencentes ao género Aspergillus sdo capazes de deteriorar
materiais como tintas a 6leo e acrilica, papéis e materiais celulésicos como algodao e linho
(STERFLINGER, 2010). Referente aos plasticos, diversos estudos sdo realizados no que diz
respeito a biodegradacdo e/ou adesdo. Dentre as espécies flngicas mais abundantes em varios
materiais poliméricos temos: A. niger (70%), A. versicolor (15%) e A. fumigatus (7%)
(KURAKOV et al. 2008). Gumargalieva et al. (1999) mostraram que a perda do plastificante
dialquil ftalato pelo PVC quando colonizado por A. niger ocorreu mais rapidamente se
comparado ao filme sem crescimento microbiano. Grisa e colaboradores (2009) em analises
realizadas com filmes de PVC comercial em celula de aterro sanitario, observaram intenso
crescimento de A. niger e Pseudomonas aeruginosa, concluindo que o material polimerico
sofreu alteragbes micro-estruturais com indicacdes de quebras oxidativas da cadeia

polimérica.
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As espécies de Penicillium podem colonizar diversos ambientes, sendo mais comuns em
solos, comidas, bebidas e no ar (BANKE et al. 1997). Sdo capazes de produzir celulase,
mananase, e pectinase, além de enzimas extracelulares, tornando possivel a degradacdo de
vasto espectro de poluentes, desencadeando um importante papel na remediacdo de agentes no
ecossistema (LEITAO, 2009). Estirpes de Penicillium geralmente sdo halotolerantes, capazes
de crescer na presenca de sal (aproximadamente 15% de NaCl) (WOOLARD; IRVINE,
1995). Estudos recentes reportam a habilidade de tal género em mineralizar hidrocarbonetos
como fendis, compostos halogenados e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (LEITAO,
2007; MELENDEZ-ESTRADA et al. 2006). Atuam como biossorventes na diminuicio de
metais pesados em solugbes aquosas, podendo futuramente ser aplicados em tratamentos de
esgoto e dejetos industriais (FAN et al. 2008). Penicillium funiculosum provoca
biodeterioracdo em condicdes de umidade, sendo capaz de crescer em condicBes altamente
acidas, como por exemplo, em &cido citrico puro (PITT, 1991).

Fujii e Takeshi (2007) selecionaram 25 estirpes de Penicillium capazes de degradar
residuos de café. Ha também estudos referentes a degradacéo de dejetos de industrias de oliva
com a linhagem Penicillium P4 e de residuos de destilarias por Penicillium decumbens
(JIMENEZ et al. 2006; ROBLES et al. 2000). Ao estudarem a degradacio do polietileno por
P. simplicissimum, Yamada-Onodera et al. (2001) observaram que as hifas deste fungo foram
mais eficazes em degradar o polimero se comparadas aos esporos. Kurakov et al. (2008)
avaliaram 900 materiais poliméricos sintéticos observando que o género Penicillium esta
dentre as espécies flangicas mais abundantes depois do género Aspergillus: P.
aurantiogriseum (31%), P. melinni (16%) e P. chrysogenum (24%).

Chaetomium globosum pertence ao filo Ascomycota, familia Chaetomiaceae, descrito
por Kunze em 1817. Constitui um dos maiores géneros de ascomicetos saprébios, abrangendo
mais de 300 espécies por todo 0 mundo (RODRIGUEZ et al. 2002; VON ARX et al. 1986).
Espécies de Chaetomium séo conhecidas por serem coproéfilas, habitarem sementes, solo e
compostos organicos (SOMRITHPOL, 2004). De acordo com Von Arx et al. (1986) e Seth
(1970), a identificacdo destas se da pela morfologia, forma e tamanho do asco e ascosporos,
tipo de filamentos terminais e laterais ou ainda ascomatais (liso, enganchado, espiralado,
enrolado). A formacéo de peritécio e ascosporos por este fungo e favorecido em meio acido,
sendo inibido em condicdes alcalinas em meios artificiais (FOGLE et al. 2008).

Os fungos deste género destacam-se pela produgdo de metabdlitos secundarios tais
como derivados de benzoquinona, ergosterol, ergosteril palmitato, crisofanol, quetoglobosina
C, éter alternariol monometil e isoquetoglobosina D (KANOKMEDHAKUL et al. 2001).
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Novos compostos tém sido relatados na literatura, como a antragquinona-cromanona, nomeado
de quetomanona e as azafilonas, chamadas de rotiorinols A-C (KANOKMEDHAKUL et al.
2006). Em condicdes adversas as quetominas e quetoglobosinas A e C produzidas podem ser
letais aos mamiferos pois inibem a divisdo celular, locomoc¢do, formacdo de projecdes de
superficie e transporte de glicose. Estudos com quetoglobosina A em roedores mostraram que
esta pode matar mesmo em doses baixas (FOGLE et al. 2008; UENO, 1985). Recentemente as
quetoglobosinas C, F, E, e penocalasina A, além da nova chaetoglobosina U, foram também
isoladas de uma cepa endofitica de C. globosum. Novas quetoglobosinas continuam a ser
identificadas de fungos de solo e marinhos (MOMESSO et al. 2008).

Este género possui espécies consideradas 6timas decompositoras de celulose e outros
materiais organicos, atuando como antagonistas de fitopatdgenos e micro-organismos do solo
(SOYTONG, 2001; AGGARWAL et al. 2004). Estudos em superficies de PVC e borracha
realizados por Lugauskas e colaboradores (2003), apontaram a presencga de quatro espécies
fangicas dominantes, dentre elas, C. globosum, Mortierella isabellina, Paecilomyces puntonii
e Penicillium expansum.

O género Trichoderma é constituido por um grupo heterogéneo de fungos em grande
parte classificados como Hypocreales. Sdo ascomicetos ubiquos encontrados comumente na
agricultura, nos campos, florestas, solos salinos e desertos, prevalecentes em camadas
hamicas das florestas, onde representam até 3% de todos os propagulos fungicos (KLEIN;
EVELEIGH 1998; PAPAVIZAS 1985). Recentemente, foram encontrados em materiais de
construcdo, danificados pela agua ou poeira e nos hospitais.

Muitas espécies de Trichoderma sdo consideradas saprofitas superiores capazes de
atacar enzimaticamente e metabolizar vasta gama de substratos, levando-os a serem
explorados na industria e agricultura. Devido as habilidades antagdnicas contra fungos
fitopatdgenos tém sido utilizado como controlador bioldgico, uma vez que as espécies deste
género representam um terco das empregadas no biocontrole de patdgenos de plantas
(HARMAN et al. 2006).

Espécies do presente género sdo capazes de degradar alguns compostos:
hidrocarbonetos, clorofendis, polissacarideos, xenobidticos e pesticidas, conferindo
habilidades potenciais para sua utilizacdo na bioremediacdo de contaminagdes em solo e dgua
(HARMAN et al. 2004). Diferenciam-se com base em suas caracteristicas macroscopicas
(coloragdo do conidio, modelo de esporulacdo e superficie da colénia) e microscépicas
(estrutura e arranjo das fiélides, tamanho e forma do conidio) (YU et al. 2007).
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Trichoderma virens caracteriza-se por apresentar crescimento rapido, esporulacéo
abundante e producdo de conidios com tempo de vida longo (KLEIN; EVELIGH, 1998).
Aspectos ecoldgicos peculiares fazem dessa espécie uma candidata atrativa para a
biorremediacgéo e o biocontrole. 1sso se deve a capacidade de metabolizar uma impressionante
quantidade de substratos incluindo toxinas (PAPAVIZAS, 1985; WEAVER; KENERLEY,
2008). Diversas espécies produzem polissacarases, gliotoxina e viridina, porém esta producdo
é maior em Trichoderma virens (FRISVALD; THRANE, 2002). Outros metabolitos bioativos
do género incluem um numero pequeno e frequente de pironas volateis e lactonas, peptideos
ativos de membrana, proteinas citotoxicas capazes de inativar ribossomos, isonitrilas e
numerosos metabdlitos de baixa massa molar (CLAYDON et al. 1987; FAULL et al. 1994;
LIN etal. 1991).

Devido a producdo de inimeros metabdlitos, varios estudos em biodegradacdo de
plasticos e outros materiais sdo realizados com a finalidade de diminuir a quantidade de
materiais poliméricos dispostos no ambiente. Weiland et al. (1995), estudaram a
biodegradacdo de polietileno termicamente oxidado, tendo o cobalto como pré-oxidante.
Utilizaram uma cultura mista de quatro esporos de fungos (Aspergillus niger, Penicillium
funiculosum, Paecilomyces variotii e Gliocladium virens), concluindo que a massa molar do
polimero diminuiu em relacdo ao crescimento do fungo nos filmes.

Paecilomyces variotii Bainier € um ascomiceto comumente encontrado em solos,
ambientes internos, plantas, animais e alimentos pasteurizados. Apresenta crescimento rapido,
sendo termotolerante e capaz de crescer em baixos niveis de oxigénio. Suas hifas, conidios e
ascosporos sdo de parede espessa, conferindo resisténcia ao calor (HOUBRAKEN et al.
2006).

Algumas aplicagbes industriais tém sido propostas como producdo de tanase e
biofiltracdo de tolueno (BATTESTIN; MACEDO, 2007). Houbraken e colaboradores (2008)
em seus ensaios observaram a possibilidade de resisténcia dos ascosporos ao calor em
alimentos crus. Lugauskas et al. (2003) testaram espécies de Chaetomium globosum,
Aspergillus ustus, Cladosporium cladosporioides, Paecilomyces variotii, Penicillium
frequentans e Trichoderma viride, em materiais poliméricos como o PVC, plasticos organicos
siliconados, poli-imidas, borrachas e fluoroplasticos, obtendo crescimento expressivo desses
micro-organismos. Isso ocorre devido a liberacdo de metabolitos agressivos causando a
degradacédo dos materiais.

Na natureza, varias espécies de fungos lignoceluloliticos do filo Basidiomycota crescem

sobre a madeira em decomposicao e outros residuos de origem vegetal. Em geral saprébios,
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podem ser ocasionalmente fitopatdgenos, ocorrendo em quase todos 0s ecossistemas naturais
e modificados, sendo mais abundantes em areas com maior concentracao de arvores mortas
ou disponibilidade de residuos agricolas (BONONI et al. 2008).

Os fungos da podriddo branca sdo assim denominados devido a sua capacidade em
degradar lignina, retirando a pigmentacdo marrom associada a este biopolimero,
mineralizando-a eventualmente até CO, e H,O (KUMAR et al. 1983; SINGH; CHEN, 2008).
Destacam-se as especies Pleurotus pulmonaris, Pleurotus sapidus, Phlebia radiate, Phlebia
tremellosa e Phanerochaete chrysosporium, sendo esta Gltima a mais conhecida e de maior
aplicacdo biotecnoldgica. Culturas de P. chrysosporium Burdsall 1974 apresentam
crescimento significativo, produzindo enzimas degradadoras de ligninas cloradas em efluentes
de papel moido e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Tabela 5) (MARTINS et al. 2001).
Tal fato ocorre devido a inespecificidade do sistema enzimatico extracelular desse fungo,
permitindo a utilizacdo numa ampla variedade de poluentes organicos (RABINOVICH et al.
2004).

Tabela 5. Propriedades biol6gicas de Phanerochaete chrysosporium

Degradagdo Produto produzido
Pinheiros, palhas e ligninas alcalinas Lignina peroxidase
Polpa e efluentes de papel moido Manganés peroxidase
Descoloragdo de efluentes téxteis Peroxidase
Triclorofenol, pentaclorofenol, tolueno Xilanase
Vermelho Congo, atrazina, amaranto Celulase
Azo corantes Succinimidas
DDT, benzeno, tolueno, xileno Alcool aril-dehidrogenase
Acido himico Celobiose dehidrogenase

Fonte: SINGH; CHEN, 2008

A atividade biodegradatéria da estirpe de P. chrysosporium CCB 478 (ATCC 28326)
utilizada no presente estudo também foi avaliada por Campos (2008) em filmes de PVC e
PCL previamente tratados com o calor. Para a mesma estirpe, estudos relacionados a atividade
enzimatica deste basidiomiceto foram desenvolvidos por Machado et al. (2005). Argdlo et al.
(2003) avaliaram a capacidade de degradacdo de uma estirpe de P. chrysosporium em filmes
polimeéricos de polietileno de baixa densidade (PEBD e PEBD/amido). Nas condigdes
desenvolvidas nos experimentos, a cultura apresentou maior desempenho para os filmes
estudados, do que o fungo Talaromyces wortmannii (Klécker) C.R. Benjamin, por um periodo
de 7 dias. Yamada et al. (2006) observaram que a utilizagcdo da palha de trigo como fonte de
carbono para a obtencdo de filtrado contendo enzimas ligninoliticas mostrou-se como o
melhor indutor de crescimento da estirpe P. chrysosporium BKMF1767 (ATCC 24725). Esta
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mesma foi empregada em estudos de degradacdo de compostos fenolicos por Falconi (1998).
P. chrysosporium NRRL 6359 e NRRL 6361 foram testadas quanto & producdo de enzimas
degradadoras de residuos agricolas, tais como: bagaco de cana tratado e nédo tratado, palha de
trigo, sabugo de milho, cascas de arroz, cascas de amendoim e celulose em pd. O pH 6timo
para producdo de celulase foi de 5,5 com palha de trigo e 6,5 com bagaco de cana tratado.
Para producdo de glucanase, entre 6,5 e 7,5 enquanto para a xilanase, o pH 6timo esteve em
torno de 4,5 — 5,5 para todos os substratos num periodo de incubacdo de 7 dias (ABD EL-
NASSER et al. 1997).

Recentemente os ensaios comprovaram a eficiéncia de remogédo de materiais como a
carboximetilcelulose, pectina, I& de vidro e o ca-alginato por este fungo (YONG LU et al.
2009). Estudos envolvendo P. chrysosporium inoculado em poliolefinas, como PP e PE
misturadas em diferentes propor¢des de lignina, apresentaram consideravel eficiéncia de
degradacdo (MIKULASOVA et al. 2001). A poliamida-6, um anélogo do PCL, quando
exposta ao Phanerochaete, apresentou adeséo as fibras, reduzindo a massa molar do polimero
a 50% e o seu grau de cristalinidade apos trés meses de incubacdo. As amostras testadas
apresentaram rachaduras e perda de caracteristicas fisicas, além de estarem demasiadamente
fragmentadas (KLUN et al. 2003). Yong Lu e colaboradores (2009) obtiveram uma eficiéncia
de remocdo de compostos fendlicos e demanda quimica de oxigénio por P. chrysosporium de
87,05% e 72,09%, respectivamente, em 6 dias.

Dessa forma, o conjunto desses estudos demonstrou a atuacdo expressiva de diversos
fungos especificos na biodegradacdo/biodeterioracdo de varios polimeros tecnologicamente

importantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Polimeros
Poli (cloreto de vinila) (Sigma-P-9401) - Mw: 73,491, Tg: 82°C; Tr. 180°C.
Poli (e-caprolactona) (Solvay-K-6800) - Ma: 85.000g/mol; Tg: -71°C; Tt. 60°C.

4.2 Preparo dos Filmes

A partir dos polimeros em po, foram preparados filmes de PVC e PCL com massa de
0,2 g cada, obtidos por evaporacdo de solugdes diluidas de 15 mL de 1,2-dicloroetano
(casting) a 60°C, com agitacdo magnética constante, por 30 minutos. Posteriormente foram
colocados em placas de Petri para secagem em estufa com temperatura e vacuo controlados,
45°C e 0,5 mmHg respectivamente, para a evaporacdo do solvente (Figura 13). Os filmes
assim obtidos foram mantidos por dois dias em dessecador a vacuo e recortados de maneira a
serem obtidas quatro amostras.

Figura 13. Preparo dos filmes de PVVC e PCL por evaporagao.

4.3 Amostras dos polimeros

Pilotole 2

Com auxilio de agulha esterilizada, amostras polimericas foram numeradas a quente,
pesadas em balanga analitica e esterilizadas sob luz ultravioleta germicida (Philips 15w,
254nm) por 15 minutos cada face.

Ensaios 1-4

Foram mantidos os mesmos procedimentos de enumeracdo a quente e pesagem
empregados nos Pilotos 1 e 2, havendo modificacfes no método de esterilizacdo. Foi adotada
a metodologia segundo a ASTM D- 6288-98, com imersdo das amostras em hipoclorito de

sodio 3% durante 30 minutos e posterior lavagem com agua destilada esterilizada.
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4.4 Teste de resisténcia ao ataque fungico (ISO 846-1978)

Para a realizacdo dos testes empregados (Tabela 6), foram adquiridas da Fundacdo
Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello as estirpes que compdem 0 consorcio
fangico: Aspergillus niger (ATCC 9642), Penicillium funiculosum (ATCC 11797),
Chaetomium globosum (ATCC 16021), Trichoderma virens (ATCC 9645) e Paecilomyces
variotti (ATCC 16023). A estirpe de Phanerochaete chrysosporium CCB 478 foi gentilmente

fornecida pela secdo de Micologia e Liquenologia do Instituto de Botéanica - SP,Brasil.

Tabela 6. Testes empregados na norma

Teste para crescimento (A) Teste para efeito fungistatico (B)
Expde a amostra a certo consorcio de esporos Submete-se a amostra ao consdrcio de esporos em
em meio incompleto, obrigando o fungo a meio completo, verificando se o0s metabdlitos
degradar o polimero, uma vez que ndo ha outra secundarios produzidos pelo crescimento do fungo
fonte de carbono. atacam o polimero. Havendo inibicdo do
crescimento flngico, indica-se efeito fungistatico
do polimero sobre 0 micro-organismo .

4.5 Manutencdo das culturas

As estirpes foram preservadas em tubos inclinados de 4gar malte 2%, mantidos a 10°C e
em ultrafreezer mediante a técnica de criopreservacdo a -80°C. Nesta, microtubos de 2 mL e
pérolas de vidro (3 mm diametro) foram esterilizados em autoclave, a 1 atm, a 121°C, por 15
minutos. Em seguida foram etiquetados em duplicata, sendo dois microtubos para cada estirpe
a ser preservada. Em cada microtubo, foram adicionados 300 pL de caldo de malte 2%
esterilizado. Os fungos a serem estocados foram cultivados nos microtubos por 7 dias. Apds,
foi adicionado 300 puL de glicerol 30% e agitado vigorosamente em vortex por 10 segundos e,
logo ap6s, foram adicionadas 12-15 pérolas de vidro de 0,2-0,3 mm de diametro até cobrir
todo o volume de glicerol. Em seguida, os microtubos foram congelados por 2 horas a -20°C
antes de serem transferidos para os ultrafreezers a -80°C. As duplicatas foram guardadas em
caixas e freezers separados, para garantir uma copia de seguranga para cada estirpe
(modificado de CBS, 2010).

4.6 Condicdes de cultivo

Os fungos foram repicados em placas de Petri contendo o agar especifico para cada
espécie e posteriormente mantidos em agar estoque (ANEXO B), incubados por quinze dias
em estufa bacteriologica a 28°C para quantificagdo de unidades formadoras de coldnias

(UFC).



48

4.7 Quantificacdo de unidades formadoras de colbnias

A contagem microbiana foi realizada por contagem de unidades formadoras de colénias
(UFC) em camara de Neubauer. Para o teste de crescimento, as superficies das colénias foram
cobertas com 5 mL de solugédo dispersante de sais minerais (ANEXO B) e para o teste de
efeito fungistatico, 5 mL de solucdo dispersante de sais minerais adicionado de glicose
(ANEXO B) realizando-se esfregagos delicados com alga de platina esterilizada. A camara foi
preparada com uma laminula, sendo contabilizados os esporos da parte central, de maneira
que fossem obtidos em torno de 10° esporos/mL. Esta operacdo foi repetida para cada estirpe

fangica, antes de se obter a suspensdo mista final.

4.8 Montagem do experimento

Trés amostras de polimeros foram colocadas sobre 0 meio completo e trés sobre 0 meio
incompleto (ANEXO B) (uma por placa de meio), permanecendo uma parte do polimero
como amostra reserva, mantida em envelope de papel, em ambiente escuro. Individualmente
as amostras dos polimeros (PVC e PCL) foram mergulhadas em 25 mL de suspensdo de
esporos com concentracdo de 10° esporos por 15 segundos e deixados em repouso fora da
suspensdo por 5 segundos a fim de evitar o excesso de indculo. Posteriormente foram
inoculados em duas placas contendo agar completo e duas de agar incompleto. As duas placas
restantes (uma de meio completo e outra de meio incompleto) foram inoculadas com
polimeros imersos em agua destilada esterilizada, para verificacdo de possivel hidrolise. Estas
foram acondicionadas em aquarios de vidro contendo &gua destilada e prateleiras
esterilizadas, totalizando trés cdmaras Umidas: controle, pool e Phanerochaete chrysosporium,
todas vedadas com filme de PVC MagicPack®, incubadas em estufa bacterioldgica a 28°C

variando-se a quantidade de dias de permanéncia (Figura 14).

. ,  1- Filme de PVC MagicPack®

2- Termo-higrémetro

3- Placas de cultivo

4- Agua (2 cm de altura)

4 5- Prateleiras de ago galvanizado

Figura 14. Esquema da cdmara Umida utilizada no teste de biodegradacao.
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Em cada aquério a temperatura e umidade foram aferidas com auxilio de um termo-
higrometro digital (Marca: Equiterm). Esse procedimento foi realizado em triplicata com o

fungo P. chrysosporium e com o consorcio de fungos. (Figura 15).

RESERVA RESERVA

RESERVA RESERVA

Figura 15. Esquema do tratamento microbiano em meio solido

4.9 Avaliacdo da acdo fungica
A inspecdo foi realizada a olho nu e sob estereomicroscopio quando necessario. Por
meio de microscopia Optica estabeleceram-se comparacdes entre os filmes originais e

biotratados.

4.10 Anélise de coloracéo
As amostras foram analisadas segundo alteracdo de cor a olho nu, apds testes
microbianos em comparacdo com as amostras originais. As imagens foram registradas

mediante fotos digitais.
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4.11 Perda de massa

Os filmes antes e ap06s o tratamento microbiano foram aferidos em balanca analitica,
sendo a degradacdo microbiana expressa como porcentagem de perda de massa segundo
Férmula 1 (DARWIS et al. 1998):

Perda de Massa (%) = (W — W1)/ Wy x 100% (Férmula 1)

Onde: W= massa do filme original

W;= massa do filme apos tratamento microbiano

4.12 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura dos filmes foi realizada no Laboratério de
Microscopia da UNESP - Rio Claro. As micrografias foram obtidas no microscépio Philips
modelo 505, a 10-12KV, sob aumentos diversos. Os filmes originais e biotratados foram
recortados e acoplados nos stubs com fita dupla face (Marca 3M) e recobertos com ouro em

camara de vacuo, utilizando o metalizador Balzers modelo SCDO050, com sputtering.

Com a finalidade de aprimorar e adequar-se a metodologia empregada, foram realizados

dois experimentos pilotos e posteriormente quatro ensaios de biodegradacéo.

4.13 Pilotos

O Piloto 1 foi montado em aquario com prateleiras de papeldo, previamente
esterilizadas em autoclave a 1 atm, a 121°C, por 15 minutos. Os filmes de PVC e PCL ja
inoculados na suspenséo de esporos de P. chrysosporium foram incubados em placas de Petri
destampadas contendo os meios completo e incompleto. O mesmo processo foi realizado com
0 consorcio. Os ensaios com o P. chrysosporium e o consdrcio de fungos permaneceram em
estufa com umidade e temperatura controladas diariamente em intervalos de trés a quatro
horas. Com a finalidade de erradicar a contaminacdo obtida no Piloto 1 (Figura 16 A), as
camaras umidas foram montadas com prateleiras de aco galvanizado, dentro de um aquério
(Figura 16 B). Todo o ensaio com o P. chrysosporium e o consorcio de fungos, incluindo
montagem das prateleiras e a disposicdo das placas de Petri destampadas foi realizado

assepticamente no interior da camara de fluxo laminar.
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Figura 16. (A) Aquério com prateleiras de papeldo (Piloto 1) e (B) aquario montado no interior da
camara de fluxo laminar (Piloto 2).

Apds montagem, tais camaras foram mantidas por 20 dias em estufa bacterioldgica sob

controle diério de temperatura e umidade (Figura 17).

Figura 17. Incubagdo das cAmaras Umidas em estufa.

4.14 Ensaios

O Ensaio 1 com o fungo P. chrysosporium e o consorcio foi realizado com polimeros de
PVC e PCL inoculados na suspensdo de esporos pertinente a cada tratamento, incubados em
placas de Petri descartaveis e tampadas contendo meio completo e incompleto (Figura 18 A).
A fim de diminuir a incidéncia de contaminantes, o Ensaio 2 foi realizado com filmes de PVC
e PCL inoculados apenas na suspensdo de esporos do consorcio, também em placas
descartaveis tampadas contendo os dois meios de cultivo (Figura 18 B). Para o Ensaio 3
incubou-se os filmes de PVC e PCL apenas com a suspensao do fungo P. chrysosporium em
meio completo, em placas descartaveis tampadas (Figura 18 C). Por fim, o Ensaio 4, deu-se
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com o fungo P. chrysosporium em filmes de PVC e PCL incubados em meio incompleto
(Figura 18 D). Vale ressaltar que a montagem e manipulacdo dos ensaios foram realizadas no
interior camara de fluxo laminar. Todos o0s ensaios permaneceram incubados por um periodo

de 30 dias em estufa bacteriologica a 28°C.

Durante a realizagcdo dos experimentos, observou-se o crescimento de outros fungos
além daqueles envolvidos no consorcio em estudo. Tais espécies fungicas que se
desenvolveram nas amostras dos polimeros (PVC e PCL), a principio consideradas
contaminantes, foram isoladas e repicadas em BDA (Batata Dextrose Agar), incubadas em
estufa bacterioldgica a 28°C por aproximadamente 7 dias, para posterior identificacdo. Para a
observacdo das estruturas reprodutivas utilizou-se a técnica de cultura em lamina ou
microcultivo (KERN et al. 1999). As estruturas foram coradas com lactofenol azul de algodao
e analisadas ao microscépio dptico. A identificacdo dos isolados foi realizada de acordo com a
literatura especializada (DOMSCH at al. 1983). As culturas foram preservadas em agar batata

inclinado a 4°C, para futuros estudos.

Figura 18. Aquarios montados no interior da camara de fluxo laminar. (A) Ensaio 1,
(B) Ensaio 2, (C) Ensaio 3, e (D) Ensaio 4 incubados em estufa bacterioldgica por 30
dias.
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4.15 Anélise estatistica
Para avaliar a eficiéncia de degradacdo do consorcio de fungos em comparacdo as

estirpes fungicas isoladas e também os diferentes meios de cultivo empregados, teve-se como
base os dados de perda de massa. A comparacao entre 0s grupos experimentais foi realizada
por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, utilizando-se o programa estatistico
BioEstat, versao 5 (2008) considerando diferencas significativas quando o valor de p foi

menor que 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Piloto 1

O crescimento das estirpes do consorcio foi maior em polimeros de PCL (Figuras 19 A
e B), onde o crescimento fungico deu-se por todo o filme do que no PVC, onde houve
crescimento apenas nas bordas e numeracdes (Figuras 19 C e D). As setas indicam as regides
onde o crescimento fangico foi mais evidente. Verificou-se que ndo houve crescimento

evidente do fungo P. chrysosporium.

Figura 19. (A e B) filme de PCL em meio completo, (C) PVC
em meio completo e (D) PVC em meio incompleto. Setas
apontam os locais de crescimento dos fungos.

De acordo com Klemchuk (1990), polimeros puros sintéticos biodegradaveis sao
dificeis de ser degradados, pois sua hidrofobicidade natural tende a inibir a atividade
enzimatica dos micro-organismos. A boa porosidade do PCL facilita a permeabilidade de
agua no polimero, em consequéncia, realiza a hidrdlise e aumenta o nivel de degradacéao
(ROSA et al. 2009). Por se tratar de um poliéster sintético derivado do petréleo cru, o PCL
pode ser degradado por micro-organismos de ecossistemas marinhos, solo e esgotos. Esse
processo ocorre gragas a secrecdo de enzimas como lipases, esterases e despolimerases
extracelulares, permitindo que bactérias e fungos utilizem o PCL como nutriente
(ELDSATER et al. 2000).

Analises sob estereomicroscépio confirmaram as realizadas a olho nu: em meio

completo com PCL houve crescimento mais expressivo dos fungos Aspergillus niger e
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Penicillium funiculosum, pigmentando o 4gar e em meio incompleto, Chaetomium globosum
foi mais expressivo. A norma ASTM G21 sugere que as espécies: Penicilium pinophilum,
Gliocladium viriens, Aspergillus niger, Chaetomium globosum e Aureobasidium pullulans
podem utilizar os polimeros como substrato. No estudo de Gracida et al. (2010), Penicillium
funiculosum apresentou melhor desempenho durante a biodegradacao de poli (hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) (PHBV) e poli (metacrilato de 2-hidroxietil) (PHEMA). Isso se deve as
enzimas extracelulares produzidas por varias espécies de Penicillium capazes de degradar
poliésteres, como é o caso do PCL do presente estudo (LEITAO, 2009).

Foram realizadas comparagdes de mudancas morfoldgicas e colorimétricas entre 0s
filmes originais e biotratados com microscopia 6ptica do PVC (Figura 20) e PCL (Figura 21).
Em nivel micro e macroscopico ndo foi possivel inferir sinais de deterioracdo nos filmes de

PVC. Setas indicativas mostram a adesdo de hifas (Figura 20 B) e esporos (Figura 20 D).

\ \

Figura 20. Micrografias dpticas de filmes de PVC: (A e C) original (sem
tratamento) e (B e D) biotratados por 20 dias: (B) com hifas aderidas e
(D) com esporos. Aumento de 20x. Setas indicam estruturas fungicas
aderidas aos filmes.

Ao analisar macroscopicamente as amostras biotratadas de PCL observou-se que estas
se tornaram mais opacas e quebradicas. Varia¢@es na coloracdo e morfologia (Figuras 21 B e
D), como poros (setas) e rachaduras (Figura 21 F) (setas) puderam ser vistas apos 26 dias de

exposicdo aos fungos.
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Figura 21. Micrografias opticas de filmes de PCL: (A, C e E) original (sem tratamento) e processos
deteriorativos em: (B) biotratados por 20 dias com amarelamento e poros, (D) biotratados por 20 dias
com enegrecimento e poros e (F) biotratados por 20 dias com rachadura. Aumento de 20x. Setas
apresentam mudancas morfoldgicas dos filmes.

Nossos resultados concordam com os propostos pela literatura, nos quais a deterioracao
dos polimeros pode ocasionar transparéncia da amostra, amarelamento, presenca de esporos
de fungos e fragmentos de hifas. Segundo Flemming (1998), mudancas na cor sdo atribuidas a
colonizagdo de micro-organismos e excrecao de pigmentos microbianos lipofilicos, iniciando
a biodegradacdo. Os fragmentos das moléculas produzidas podem ser metabolizados pelos
fungos e a formacdo de poros na superficie do material polimérico € o resultado da atividade
microbiana (EL-AGHOURY et al. 2006).

Mediante as andlises de MEV, verificou-se que a amostra de PVC original (Figura 22
A) apresentou poros (setas), formados devido a saida de acido cloridrico da superficie
polimérica, bem como constatado pelos estudos de CAMPOS (2008). Estabelecendo
comparacbes entre este Gltimo e a amostra biotratada, observou-se que o tratamento
microbiano ocasionou mudancas morfoldgicas no polimero devido a adesdo de hifas fungicas
e esporos (Figura 22 B e C) (setas) tais como crateras e erosdes na superficie polimérica
(Figura 22 D) (setas). Como consequéncias do ataque microbioldgico surgem tais mudancas
na superficie polimérica acima citada. A deterioracdo e/ou erosdo da superficie polimérica é
um processo interfacial, que depende fortemente dos parametros ambientais (FLEMMING,
1998).
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Figura 22. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B) biotratados por 20 dias com adeséo
de hifas, (C) biotratados por 20 dias com esporos e (D) biotratados por 20 dias com erosao.
Setas apontam poros, hifas e esporos aderidos e regido biodegradada.

A Figura 23 A apresenta a amostra de PCL original com superficie lisa e arranjo
uniforme dos esferulitos. Ao observarmos os filmes biotratados por 20 dias, constatamos
mudancas morfolégicas mais intensas tais como: degradacdo superficial dos esferulitos
(Figura 23 B); formacéo de poros (Figura 23 C) (setas); presenca de hifas por toda a extensao
do filme (Figura 23 D) (setas); presenca de hifas e esporos corroborando para ou aumento dos
poros (Figura 23 E) e de rachaduras (Figura 23 F). Bardi e Rosa (2007) em solo simulado
verificaram que a morfologia do PCL influencia na biodegradacdo, visto que 0 mesmo se
apresenta com esferulitos e ondulagdes, favorecendo a acdo microbiana e absorcdo de agua,

observagoes estas confirmadas neste estudo.
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A B
C D
E F

Figura 23. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratados por 20 dias com erosao
superficial dos esferulitos, (C) biotratados por 20 dias com formagdo de poros, (D)
biotratados por 20 dias com adeséo de hifas, (E) biotratados por 20 dias com esporos e hifas
no poro e (F) biotratados por 20 dias com presenca de hifas em rachaduras. Setas indicativas
de formacdo de poros e adesdo de estruturas fungicas.

5.2 Piloto 2

Semelhante ao ensaio anterior, o crescimento do fungo sobre os filmes de PCL ocorreu
em toda a extensdao do filme (Figura 24 A), formando uma camada densa em muitos casos.
Nas placas com PVC e PCL em meio completo prevaleceu o crescimento de espécies como
Penicillium funiculosum, Aspergillus niger, pigmentando o agar, e em menor frequéncia,
Chaetomium globosum. A estirpe C. globosum ATCC 16021 apresentou crescimento pioneiro
nas placas com PCL em meio incompleto. No PVVC observou-se apenas micélio nas bordas do
polimero e sobre os nimeros dos filmes, marcados com calor (Figuras 24 B, C e D). Mais

uma vez, ndo houve crescimento de P. chrysosporium.
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Figura 24. (A) filme de PCL e (B, C e D) de PVC em meio
completo. Locais de crescimento flngico indicados por setas.

A presenca de grupos ésteres no PCL € fundamental para a acdo microbiana, isto é,
hidrolise enzimatica dos ésteres, semelhante a outros trabalhos da literatura (MARTINS-
FRANCHETTI et al. 2008; SHAH et al. 2008). O crescimento de C. globosum, Penicillium
funiculosum e Aspergillus niger em filmes de PCL e em alguns de PVC infere que estes
materiais ndo sdo completamente resistentes ao ataque de fungos, levando ao
desenvolvimento dos mesmos. Benedict et al. (1983) também conseguiram resultados
promissores com as estirpes de Aspergillus fischeri, Aspergillus flavus, Penicillium
funiculosum, Chaetomium globosum e Fusarium sp., obtendo a biodegradacdo de PCL.

Observagoes realizadas a olho nu ndo apontaram nenhuma mudanca morfologica nas
amostras de PVC, ao contrario das de PCL, que se apresentaram opacas e quebradicas. As
comparacles entre os filmes originais e biotratados quanto @ mudanga na morfologia e
coloracdo do PVC e PCL estdo apresentadas nas Figuras 25 e 26, respectivamente. No PVC
foi observada a adesdo de peritéecios do fungo C. globosum e hifas (Figuras 25 B e D) (setas),

nos filmes.
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Figura 25. Micrografias Opticas de filmes de PVC: (A e C) original (sem
tratamento) e (B e D) biotratados por 20 dias: (B) com peritécio de Chaetomium
globosum aderido e (D) com hifas. Aumento de 20x. As setas indicam estruturas
fangicas aderidas aos filmes.

Além da formacdo de poros (Figura 26 B), os filmes de PCL do presente piloto
apresentaram fatores tidos como pré-requisitos para a deterioracdo tais como: pigmentos
escuros (Figuras 26 B, D e F) e adesdo de hifas (Figura 26 D). Processos outros influentes na
microestrutura e/ou a acdo funcional dos polimeros como penetracdo, formacédo de biofilme,
reacdo enzimatica nao puderam ser visualizados mediante este tipo de microscopia. Estes
processos ocorrem em funcdo da estrutura do material e das condicbes ambientais para o
crescimento de bioagentes (bactérias, fungos e protozoarios) que interagem com a superficie
do polimero (GU, 2003; MARTINS-FRANCHETTI et al. 2010).

Figura 26. Micrografias dpticas de filmes de PCL: (A, C e E) original (sem tratamento) e (B)
biotratados por 20 dias apresentando formacdo de poros, (D) biotratados por 20 dias com
adeséo de hifas e (F) biotratados por 20 dias com pigmentos. Aumento de 20x). Poros e hifas
aderidas (setas).

As Figuras 27 e 28 apresentam as micrografias das amostras originais e biotratadas por
20 dias dos filmes de PVC e de PCL, respectivamente. Na Figura 27 B as setas apontam para
a regido onde ocorreu a erosao na superficie, sendo claramente visivel a presenca de hifas e
esporos fangicos. Tal fato também é confirmado ao observarmos as setas da Figura 27 C. E

sabido que esta mudanca morfologica, em especial na regido colonizada, € devida a acao
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microbiana por meio da penetragdo de estruturas e acdo de enzimas e demais metabdlitos
produzidos.

A morfologia da superficie polimérica pode indicar a instabilidade do material quando
exposto ao tratamento microbiano. Verificou-se que o filme de PCL biotratado apresentou
erosdes em camadas por toda sua extensdo (Figura 28 B) (setas), diferente da superficie lisa
do filme original (Figura 28 A). As setas apontam a acdo biofisica das hifas causando danos
no filme, nesse caso, a formacéo de poros (Figura 28 C). O crescimento celular resultante da
colonizacdo pelos micro-organismos (Figura 28 D) contribui para que haja um efeito
bioquimico e/ou enzimético direto no polimero, onde enzimas microbianas atacam o0s
componentes do polimero provocando quebras da cadeia. No caso do PCL, tal acdo seré sobre
0s carbonos dos grupos ésteres, potencias sitios de acdo destas enzimas (LUCAS et al. 2008;
MADDEVER; CHAPMAN, 1989).

Figura 27. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B e C) biotratados por 20 dias
com erosdo. Setas indicam a presenca de hifas e esporos.
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Figura 28. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratado por 20 dias
apresentando erosdo em camadas, (C) biotratado por 20 dias com penetracdo de hifa em
microporo e (D) biotratado por 20 dias com densa colonizacdo. Setas apontam regido de
erosdo e a adesdo microbiana no filme.

Nos dois pilotos realizados a contaminacdao foi um fator critico. No primeiro, deu-se
pelas prateleiras de papeldo revestidas por papel sufite, um substrato propicio para micro-
organismos, ainda que irradiado com U.V. Como solucdo, prateleiras de aco galvanizado
foram adotadas, pois podem ser lavadas e esterilizadas em autoclave. O cultivo em camara
umida utilizando placa de Petri destampada mostrou-se inviavel, e dessa forma, decidiu-se
utilizar placas descartaveis tampadas nos ensaios subsequentes.

A irradiagdo germicida empregada nos filmes foi ineficaz sendo notorio o crescimento
fangico em todos os filmes. A medida adotada para todos os ensaios foi utilizar a esterilizacéo
por imersdo em hipoclorito de sodio 3% durante 30 minutos e posterior lavagem com agua
destilada esterilizada, seqgundo ASTM D- 6288-98.

5.3 Ensaio 1

Em todos os filmes de PVC e PCL testados constatou-se pigmentacdo do meio
completo devido ao crescimento fungico, que se deu fracamente nas enumeragdes e até na
borda dos filmes (Figuras 29 A e B) (setas). Os filmes de PVC incubados em meio
incompleto ndo apresentaram crescimento fungico no meio e no filme. Ja para os de PCL

neste mesmo meio, foi observada a especificidade da espécie C. globosum por tal polimero,
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ndo havendo nenhum outro crescimento microbiano sobre o meio (Figura 29 C). Nao foi
observado o crescimento de P. chrysosporium em meio incompleto e em meio completo seu

desenvolvimento foi escasso.

Figura 29. Filme de PVC (A) e PCL (B) em meio completo e PCL em incompleto com adesédo
de C. globosum (C), biotratados por 30 dias. Regido de crescimento fungico indicado por setas.

A espécie C. globosum foi capaz de utilizar o PCL como Unica fonte de carbono,
realizando a adesdo e a degradacdo do mesmo, visto que em alguns ensaios a biodegradacédo
da amostra foi total ap6s o periodo de 30 dias. Sugere-se que devido a sua estrutura e
hidrofilicidade, o PCL possua maior capacidade de adesdo de micro-organismos, se
comparado ao PVC. Em funcdo da presenca do atomo de cloro, altamente eletronegativo, a
macromolécula de PVC possui densidade de carga negativa nos atomos de cloro, fazendo com
que haja interacbes do tipo dipolo (GRISA et al. 2009; MARTINS-FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006).

O envolvimento de interacBes hidrofdbicas e eletrostaticas também tem sido sugerido
ser de grande importancia para a adeséo dos conidios de alguns fungos. Com base no tamanho
dos mesmos, Jones (1994) questionou a importancia das interacdes eletrostaticas para a
adesdo dos fungos. No entanto, sugere que 0S micro-organismos tém um potencial de
superficie negativo, assim como a outra superficie a ser colonizada, existindo dessa maneira,
uma repulsdo eletrostatica entre os conidios e a superficie, sendo que fatores como as ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofobicas podem neutralizar tais forcas de repulséo eletrostatica.

Nos tratamentos com o Phanerochaete, com o consércio e com o controle houve

crescimento de micro-organismos contaminantes (Figura 30).
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Figura 30. Micro-organismos contaminantes: (A) PVC-controle em meio
completo e (B) PCL tratamento com Phanerochaete chrysosporium em meio
completo.

Como observado na Figura 30, muitos sdo 0s micro-organismos capazes de crescer
sobre superficies poliméricas. Os dominantes pertencem aos géneros: Alternaria, Aspergillus,
Chaetomium, Fusarium e Penicillium (fluorocarbonos), Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Mucor e Scopulariopsis (poliamidas), Alternaria, Aspergillus e Penicillium (compostos
organosiliconados), Aspergillus, Fusarium e Mucor (borrachas), Alternaria, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Trichoderma e Verticillium (couro artificial) (KURAKOV et al. 2008)

Macroscopicamente os filmes de PVC ndo apresentaram mudancas morfoldgicas
visiveis. Os filmes de PCL apresentaram mudancas em sua morfologia tais como: manchas
escuras provavelmente causadas pela colonizagdo dos micro-organismos, rachaduras,
opacidade e perda de flexibilidade. Com o auxilio da microscopia oOptica, evidenciou-se a
presenca de hifas aderidas na borda do filme de PVC (Figura 31 B) e diferentes sinais do
processo de biodegradacdo nos filmes de PCL, tais como a pigmentacdo e adesdo hifas
(Figura 31 D), fragmentacdo (Figura 31 F) e formacdo de microporos (Figura 31 H), todos

indicados por setas.
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Figura 31. Micrografias dpticas de filmes de PVC (A e B) e de PCL (C-H). (A, C,
E, e G) original (sem tratamento) e (B) biotratado por 30 dias apresentando adesdo
de hifas, (D) biotratado por 30 dias com adeséo e pigmentagéo, (F) biotratado por
30 dias com rachaduras e (H) biotratado por 30 dias com formacéo de microporos.
Aumento de 20x. As setas indicam adesdo microbiana e alteragdes morfologicas
dos filmes.

Os efeitos esperados quanto ao crescimento microbiano em polimeros sintéticos sdo:
ataque da superficie do polimero, descoloracdo e perda de transparéncia, fatos estes
constatados nos filmes do presente ensaio. A remoc¢do dos plastificantes, modificadores e
lubrificantes resulta na diminuicdo da flexibilidade, mudancas de massa e outras propriedades
fisicas (ASTM G21-96).

Sanchez e colaboradores (2000) ao estudarem a biodegradacdo de PCL em meio liquido
por Aspergillus sp. observaram certa rugosidade e pequenos microporos na superficie, além
de rachaduras na extensdo do filme. Notaram que as bordas dos filmes desintegravam e
qguebravam-se em fragmentos menores até serem totalmente dispersas no meio de cultura. Tal
fato coincide com os resultados encontrados em nossos estudos, uma vez que se empregou o
meio solido para avaliagdo da biodegradacdo.

As micrografias dos filmes originais e biotratados seguintes mostram as mudancas
morfologicas ocorridas nas amostras de PVC (Figura 32) e PCL (Figura 33) ap0ds 30 dias em

contato com o indculo fungico.
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Comparando-se as microscopias da amostra de PVC original (Figura 32 A) com as
biotratadas por 30 dias, observou-se erosdo da superficie polimérica e densa colonizacéo
(Figura 32 B) e, em alguns casos, hifas fungicas por toda a extensdo (Figura 32 C). Os
fragmentos das moléculas produzidas podem ser metabolizados pelos fungos, sendo a
formacdo de crateras e erosdes na superficie do material o resultado da atividade dos micro-
organismos (EL-AGHOURY et al. 2006).

Figura 32. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B e C) biotratados por 30 dias. Setas
indicam a eros&o e colonizagéo ocorrida nas amostras.

Nas micrografias do PCL biotratado verificou-se a presenca de esporos fungicos
inseridos nas superficies e também no interior das amostras o que provavelmente provocou
sua fragmentacédo (Figura 33 B) (seta). Na Figura 33 C visualiza-se a presenca de esporos e
hifas por toda a extensdo do polimero. Esta colonizacdo microbiana nas superficies dos
polimeros é um dos fatores determinantes para o processo de quebras das cadeias poliméricas,
corroborando para a formacdo de poros (Figura 33 D), erosOes, e fragmentacdes decorrentes

do processo de biodegradacao.
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Figura 33. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratado por 30 dias com esporos no
interior da amostra, (C) biotratado por 30 dias com presenca de hifas e esporos e (D)
biotratado por 30 dias com efeito biofisico das hifas no poro. Hifas e esporos indicados por
setas.

5.4 Ensaio 2

Confirmando as observacdes do ensaio anterior, o crescimento fingico deu-se apenas
nas bordas e enumeracdes dos filmes de PVC (Figura 34 A) e por toda a extensdo dos de PCL
testados em meio completo, também pigmentado pelos fungos (Figura 34 B). A
especificidade da espécie C. globosum pelo PCL foi novamente observada, ja que seu

crescimento ocorreu apenas sobre o polimero (Figura 34 C).

Figura 34. (A) filmes de PVC em meio completo com crescimento flngico nas bordas e
enumeragdes, (B) crescimento microbiano por toda extensdo do filme de PCL em meio
completo, e (C) predilecdo de Chaetomium globosum pelo PCL em meio incompleto. Regido de
crescimento fungico (setas indicativas).
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Semenov et al. (2003) ao ventilar amostras de materiais poliméricos com fluxo continuo
de esporos, observaram que estes aderiram em ambos os lados e nas bordas.
Consequentemente, a quantidade de esporos nas bordas foi mais densa se comparada ao meio
da amostra. Em quase a totalidade de nossos resultados, os fungos permaneceram apenas nas
imediacdes dos filmes de PVC e por toda a extensdo dos de PCL. Vale ressaltar que a adesao
de esporos e hifas em materiais poliméricos depende da agua contida nos mesmos, inferindo
novamente que a hidrofilicidade do PCL se comparado ao PVC, corrobora para que haja
adesdo e conseguinte biodegradacéo.

Os meios de cultura recomendados pela ISO 846-1976 ndo favoreceram o crescimento
de P. chrysosporium: em meio completo seu desenvolvimento foi insignificante enquanto que
no meio incompleto nem chegou a acontecer. Contrariamente, em cultivos realizados nos
meios Sabouraud Dextrose e agar batata obteve-se o crescimento macico do basidiomiceto.

Testes de biodegradacdo de polimeros em sua maioria sdo realizados em Sabouraud
liquido, incubados a 35-37°C (ARGOLO, 2003; JARA, 2007). Na composicdo deste Gltimo
estdo presentes o extrato de carne (fonte de carbono orgéanico), nitrogénio, vitaminas e sais
minerais e peptona (proteina semi-digerida), atuando como fonte de nitrogénio. O meio
completo proposto pela 1ISO 846-1976 ndo possui tais elementos. A temperatura de
manutencdo do experimento, de 28°C também pode ter sido um fator limitante de
crescimento, visto que difere da usualmente utilizada em ensaios de biodegradacdo e da 6tima
requerida para tal micro-organismo que é 40°C, segundo Singh e Chen (2008).

A relacdo entre carbono e nitrogénio € muito importante para o crescimento e
esporulacdo dos fungos, uma vez que a alta concentracdo de nitrogénio reprime a esporulacao
e esta diretamente ligada a concentragdo de carbono (GRIFFIN, 1994). A concentracao
minima de nutrientes que permite o crescimento micelial é muitas vezes insuficiente para
produzir esporos, ou seja, geralmente a condigdo nutricional 6tima para o crescimento
micelial ndo € necessariamente a melhor para a producédo de esporos e frequentemente inibe a
reproducdo (VERAS et al. 1997).

Urek e Pazarlioglu (2007) testaram diferentes meios, condi¢bes de crescimento e
producdo de manganés peroxidase (MnP), concluindo que a méxima atividade de MnP foi
conseguida com 356 U/L sob condicGes otimizadas: 0,05% Tween 80, 22 mM de nitrogénio,
10 g/L de glicose, 37°C e pH 4,5. O crescimento do micro-organismo foi obtido com um valor
méaximo de 3,1 g/L de biomassa. Em meio completo, a concentracéo de glicose foi de 30 g/L,
trés vezes mais que a empregada no estudo acima citado. Concluiu-se entdo que todos esses

fatores corroboraram para o crescimento sutil em meio completo, mas ndo em placas
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contendo meio incompleto, pois a estirpe de Phanerochaete estudada néo foi capaz de crescer
sem a suplementacéo de carbono, no caso a glicose.

Analises macroscopicas quanto a morfologia do PVC ndo mostraram mudancas
morfologicas. Ja os filmes de PCL se tornaram mais opacos ap0s o biotratamento, além de
sofrerem alteracdo de cor e formacdo de poros. Com o emprego da microscopia Optica foi
possivel confirmar as constatacfes acima relacionadas ao fenbmeno de biodegradagdo dos
polimeros. Nas Figuras 35 B e D, as setas denotam que houve apenas a adesdo de peritécios
do fungo C. globosum e a deposicdo de pigmentos nos filmes de PVC. Indicios de
biodegradacdo puderam ser mais bem observados nos filmes de PCL, onde houve eroséo da
superficie e adesdo de material microbiano (hifas e pigmentos) (Figura 35 F) (setas) e a
formacédo de fissuras e microporos (Figura 35 H) (setas). A mudanca morfolégica dos filmes
de PCL biotratados reflete a suscetibilidade dos ésteres ao ataque microbiano, influenciada
pelas enzimas dos fungos. Uma vez que utilizam componentes da superficie polimérica e
produtos do préprio metabolismo, liberam metabdlitos agressivos como &cidos organicos e
esterases, crescendo profundamente no material, resultando no aumento da area danificada,
acentuando a degradacdo (EL-AGHOURY et al. 2006; LUGAUSKAS et al. 2004).

Figura 35. Micrografias Opticas de filmes de PVC (A-D) e PCL (E-H):
(A, C, E, e G) original (sem tratamento) e (B e D) biotratados por 30 dias
com deposicdo de pigmentos e peritécios de C.globosum, (F) biotratado
por 30 dias com formacéo de poros e adesdo de material microbiano e (H)
biotratado por 30 dias com presenga de microporos e rachaduras.
Aumento de 20x. As setas indicam estruturas flngicas aderidas e
alteracdes morfoldgicas nos filmes.
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Dos espécimes pertencentes ao consorcio proposto, houve adesdo expressiva apenas de
peritécios de Chaetomium nos filmes de PCL e em alguns de PVC. O ascomiceto C.
globosum apresenta esporos sexuados maiores do que os conidios de Penicillium e demais
anamorficos: C. globosum 8,5-11,0um x 7,0-8,5um x 6,5-7,5um, T. virens 4,5-6,0um x 3,5-
4,0um, A. niger 4,0-5,0um, P. variotii 3,2-5,0um x 2,0-4,0um e P. funiculosum 2,5-3,5um x
2,0-2,5um (DOMSCH et al. 1993). Assim, infere-se que esporos com grandes areas terdo
maiores angulos de contato com a superficie e forca de adesdo. Consequentemente conidios
pequenos terdo angulo de contato menor. A adesdo de esporos em materiais poliméricos
depende também da &gua contida nos mesmos (SEMENOV et al. 2003). A morfologia da
célula germinativa também pode ter influenciado no processo de adesdo. Enquanto o0s
conidios sdo praticamente lisos, 0s esporos sao repletos de apéndices que podem auxiliar na
adesdo ao substrato (CROUPS et al. 2009).

As Figuras 36 e 37 apresentam micrografias dos filmes de PVVC e PCL original e ap6s o
biotratamento de 30 dias. Observou-se que o mecanismo de biodegradagdo da superficie do
filme de PVC biotratado (Figura 36 B) procedeu por erosdo superficial (setas). A
susceptibilidade da superficie polimérica a acdo microbiana foi mostrada pela presenca de
estruturas fungicas reprodutivas (peritécios) de C. globosum (Figura 36 C) e esporos (Figura
36 D).

Sabe-se que a hidrdlise enziméatica de poliésteres biodegradaveis tais como PCL,
procede principalmente por meio do mecanismo de erosdo superficial. Nota-se na Figura 37 B
(setas) varias camadas do filme que foram removidas, além da presenca de rachaduras no
filme. As setas da Figura 37 C indicam a presenca de esporos, e formacgdo de poros, bem
como a erosdo superficial dos esferulitos vistos em micrografias anteriores. A hidrélise no
interior e na superficie dos filmes d& origem a formacdo de poros e consequente colonizacdo
como visto na Figura 37 D. A profundidade e extensdo desses poros depende da composigéo
do polimero (TAO et al. 2009).



Figura 36. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B) biotratado por 30 dias com
erosao superficial em escamas, (C) biotratado por 30 dias com peritécio de
Chaetomium e (D) biotratado por 30 dias com esporos sob a superficie polimérica.
Setas indicam superficie modificada.

Figura 37. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratados por 30 dias
apresentando rachaduras e remocéo da superficie em camadas, (C) biotratado por 30
dias com erosdo superficial de esferulitos, formacdo de poros e adesdo de esporos e
(D) biotratado por 30 dias com colonizagdo flngica no poro. Setas indicam
modificagdes da superficie e adesdo microbiana.
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5.5 Ensaio 3

Em meio completo houve um crescimento discreto de P. chrysosporium sobre todo o
agar e préximo das bordas dos filmes de PVC (Figura 38 A) (setas) e colonizacdo escassa nos
filmes de PCL (Figura 38 B).

Figura 38. Filmes de PVC (A) e PCL (B) em meio completo com crescimento escasso de
Phanerochaete chrysosporium. Setas indicam o crescimento margeando a borda.

Ha& uma grande quantidade de estirpes flngicas capazes de colonizar e possivelmente
biodegradar os plasticos. Além das estirpes propostas pela norma, houve o crescimento de
outros micro-organismos. Em alguns casos estes encontravam-se margeando os filmes de

PVC (Figuras 39 A-C) (setas) e em PCL, colonizando toda a extensdo dos filmes (Figuras 39
D-F).

Figura 39. Crescimento de outros fungos durante o experimento em: (A-C) PVC e (D-F) em PCL.
Setas indicam crescimento nas bordas dos filmes.
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Novamente as observacfes macroscopicas dos filmes de PVC ndo apontaram indicios
de biodegradacdo, ao contrario dos filmes de PCL que se apresentaram fragmentados, com
perda de flexibilidade e na maioria dos casos, pigmentados. Ao longo de 30 dias de exposicao
ao tratamento, os filmes de PVC foram colonizados por hifas (setas) e estruturas fungicas
reprodutivas (Figura 40 B e C) e os de PCL apresentaram rachaduras, erosdo de superficie
(Figura 40 E), e adeséo de hifas (Figuras 40 G).

Figura 40. Micrografias opticas de filmes de PVC (A e B) e PCL (D-G): (A,
D e F) original (sem tratamento) e (B) biotratado por 30 dias com hifas e
estruturas reprodutivas, (C) biotratado por 30 dias com peritécio de
Chaetomium, (E) biotratado por 30 dias com rachaduras e (G) biotratado por
30 dias com adeséo de hifas. Aumento de 20x. As setas indicam estruturas
fangicas aderidas e rachaduras nos filmes.

No caso do PVC a biodegradabilidade depende de algumas propriedades fisico-
quimicas como aumento de massa molar e de ramificagbes na cadeia, que dificultam a
biodegradacdo (KUSTER, 1979; KUMAR et al. 1983). A maioria dos plasticos sintéticos é
resistente ao ataque microbiano devido ao seu carater hidrofobico, o que inibe a atividade
enzimética. Frequentemente estes requerem modificacdo seletiva de superficie, visando
hidrofilicidade, adeséo celular e biocompatibilidade (CHENG et al. 2004; KUMAR et al.
1983; ZHANG et al. 2001). Estudos de Webb e colaboradores (1999) provaram que as
interacdes hidrofobicas controlam a adesdo dos blastoporos de Aureobasidium pullulans ao
PVC.
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Muitos estudos tém mostrado que existe uma estreita relagéo entre hidrofilicidade e a
adesdo celular (SANTOS JR et al. 2004; SANTOS JR; WADA, 2007; LUCCHESI et al.
2008). Dentro de certos parametros, substratos hidrofilicos (como o PCL) tendem a suportar
uma melhor interacdo com as células. Dessa maneira espécies microbianas podem aderir as
superficies devido a secrecdo de um tipo de cola, composta de uma matriz complexa feita de
polimeros (polissacarideos e proteinas). Fungos filamentosos ao desenvolverem seu micélio
nos materiais, como por exemplo em plasticos, penetram suas hifas aumentando o tamanho
dos poros, provocando fissuras nos filmes (CAPITELLI et al. 2006).

No presente ensaio e nos anteriores observou-se macroscopicamente a capacidade dos
fungos em formar coldnias na superficie polimérica. Por meio das micrografias verificou-se a
adesdo do ascomiceto Chaetomium (Figura 41 B) e dos aglomerados de hifas e esporos
(Figura 41 C e D) nas amostras de PVVC submetidas ao biotratamento por 30 dias. Sabe-se que
0 processo de biodegradacéo envolve trés etapas principais, das quais duas estdo relacionadas
aos micro-organismos: a adesdo e o crescimento na superficie do material, que ocorrem por
meio da colonizacdo, estando a terceira etapa, relacionada as modificacdes na estrutura do
material que sofre a biodegradacdo (SEMENQV et al. 2003).

As micrografias das amostras biotratadas apresentaram mudangas estruturais
expressivas como: erosdo da superficie em camadas e fragmentacdo (Figura 42 B) (setas); e
formagéo de poros provocados pela acdo dos micro-organismos (Figura 42 C) (setas), 0 que

certamente facilitou o processo de biodegradacéo.

Figura 41. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B) biotratado por 30
dias apresentando peritécios de Chaetomium e (C e D) biotratados por 30
dias com aglomerados de hifas e esporos.
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Figura 42. MEV dos filmes de PCL.: (A) original e (B) biotratado por 30 dias
com rachaduras e erosdo em camadas e (C) biotratado por 30 dias com
colonizagcdo do poro. Setas indicam modificagdes na superficie e efeito
biofisico no polimero.

5.6 Ensaio 4
Os filmes incubados em meio incompleto apresentaram contaminagdes por espécimes
fangicas similares que limitaram seu crescimento as bordas do PVC (Figura 43 A) (setas) e

pela extensdo dos filmes de PCL (Figura 43 B).

Figura 43. Contaminacdo em filme de PVC (A) e
PCL (B). Setas indicando crescimento nas bordas.

O exame a olho nu mostrou hifas aderindo-se a superficie polimérica em filmes de PVC
(Figura 44 A-C) e formando esporos nos filmes de PCL (Figura 44 D-F) nas amostras

biotratadas.
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Figura 44. Crescimento de outros fungos durante o experimento em PVC (A-C) e em PCL (D-F).
Setas indicam crescimento de hifas sobre e nas bordas dos filmes.

Os resultados obtidos neste ensaio convergiram com os de Massardier-Nageotte et al.
(2006) que estudaram a biodegradacdo do PCL em condi¢bGes aerdbias concluindo que
polimeros incubados em meios sélidos apresentam densa colonizagdo por micro-organismos,
0 que leva a biodeterioracdo dos polimeros. A biodeterioracdo é um processo no qual 0s
micro-organismos atacam e colonizam as superficies na forma de biofilmes, que em contato
com o polimero causam algumas modificacdes, dentre elas: cobertura da superficie, aumento
da dessorcdo de aditivos e mondmeros para fora da matriz, ataque ao polimero por enzimas,
acumulo de agua, penetracdo de filamentos microbianos na matriz e, excrecdo de pigmentos
microbianos lipofilicos que colorem o meio (FLEMMING, 1998).

N&o houve crescimento microbiano expressivo sobre os filmes de PVC. Para 0 mesmo
polimero no Gltimo ensaio, houve crescimento de hifas e esporos em uma pequena extensao
da borda dos filmes. De maneira semelhante ao que se verifica com bactérias, a adesdo de
fungos também parece ser dependente do carater hidrofobico dos propéagulos. Em
experimento para avaliacdo da capacidade adesiva de Botrytis cinerea, observou-se que os
conidios do fungo eram capazes de aderir a superficie de tomates ou outros substratos
imediatamente apos a etapa de hidratacdo, estando os conidios vivos ou mortos, apesar da
adesdo ser comparativamente maior entre os conidios viaveis. Nesse caso, como a adesdo nao
envolve estruturas ou ligacGes especificas, 0s autores acreditaram na capacidade adesiva e na

hidrofobicidade existente entre 0s conidios e os substratos (DOSS et al. 1993).



77

Com os resultados obtidos, sugere-se que os filmes tornaram-se mais hidrofilicos ap6s
0s 30 dias de incubacgédo permitindo o crescimento microbiano (setas) tanto em filmes de PVC
(Figuras 45 B e D) quanto no de PCL (Figura 45 H). Pequenos poros, que podem ser devido a

acao microbiana, sdo visualizados na Figura 45 F (setas).

Figura 45. Micrografias oOpticas de filmes de PVC (A-D) e PCL (E-H):
(A, C, E e G) original (sem tratamento) e (B, D e H) biotratado por 30
dias apresentando hifas e pigmentos e (F) biotratados por 30 dias com a
presenca de poros. Aumento final de 20x. Setas indicam estruturas
fangicas aderidas e poros formados na superficie.

Em todos os ensaios relatados nessa dissertacdo verificou-se o crescimento microbiano
em filmes de PVC biotratados, inferindo que o material foi suscetivel a acdo dos fungos,
fornecendo nutrientes que levaram ao desenvolvimento destes micro-organismos. As Figuras
46 B e C ilustram claramente a biodegradacdo das amostras de PVC devido as enzimas
secretadas pelos micro-organismos. Com auxilio das setas observa-se a grande quantidade de
rachaduras nas regiGes onde ocorreram as erosdes na superficie do polimero, apresentando-se
rugosa quando comparada a amostra original (Figura 46 A). Os resultados pertinentes as
Figuras 46 D, E e F reportam a grande colonizagdo e presenca de esporos de estirpes
diferentes. Grisa et al. (2007), encontraram densa colonizacdo, formacdo de biofilme e de
poros em filmes de PVC incubados 4 semanas com Aspergillus niger e Pseudomonas
aeruginosa.

Se analisarmos de modo geral os resultados obtidos com os filmes de PCL, pode-se

concluir que estes apresentaram maior biodegradacdo. Este fato esta intimamente relacionado
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a estrutura quimica do PCL composta de grupos ésteres, que sdo facilmente biodegradaveis
(PACIA, 2002). A Figura 47 B revela que o biotratamento produziu um padréo de erosdo na
forma esferulitica. Esse mesmo padrdo também foi observado por Eldsater et al. (2000) ao
estudarem a erosdo superficial dos filmes de PCL em meio compostado (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). Nos filmes de PCL biotratados, os esporos de
Aspergillus ocorreram em grande parte do polimero (Figura 47 C). A degradacao progressiva
causada pela adesdo microbiana no polimero muda a microestrutura do mesmo, levando a

formagé&o de rachaduras, como apontado por setas na Figura 47 D.

A B
C D
E F

Figura 46. MEV dos filmes de PVC: (A) original e (B e C) biotratados por 30 dias
contendo rachaduras nas regides de erosdo e (D, E e F) biotratados por 30 dias
apresentando esporos de diferentes estirpes. Setas apontam regides biodegradadas.
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Figura 47. MEV dos filmes de PCL: (A) original e (B) biotratado por 30 dias
apresentando erosdo superficial dos esferulitos, (C) biotratado por 30 dias com
esporos de Aspergillus e (D) biotratado por 30 dias com rachaduras (setas).

A Tabela 7 apresenta a identificacdo das espécies fungicas isoladas das amostras de
polimeros (PVC e PCL).

Tabela 7. Relacdo dos fungos isolados de amostras de PVC e PCL

Cultura Micro-organismo
1 Aspergillus fumigatus
2 Aspergillus versicolor
3 Aspergillus cf. penicillioides
4 Penicillium simplicissimum
5 Penicillium sp. se¢do Divaricatum
6 Penicillium sp. secdo Furcatum
7 Penicillium sp. 1
8 Penicillium sp. 2
9 Penicillium sp. 3

(=Y
o

Bipolaris heveae

Como pode ser observado na Tabela 7, a maioria dos fungos isolados pertence aos
géneros Aspergillus e Penicillium. A literatura relata uma enorme quantidade de trabalhos que
citam tais géneros como promissores em estudos relacionados a biodegradacdo de polimeros e
outros compostos persistentes (GRISA et al. 2009; LEITAO, 2009; KURAKOV et al. 2008;
YAMADA-ONODERA et al. 2001). Sanyal et al. 2006, analisaram a biodegradacédo de PHB
e PHB-V (16%HYV) por 6 fungos isolados de solo, sendo todos Aspergillus spp. Gaboardi
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(2007) estudou a biodegradacéo de blendas de PHB e PEBD, obtendo como maioria dos
fungos isolados os pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium.

Aspergillus fumigatus € um fungo termotolerante, apresentando temperatura 6tima de
crescimento de 40°C. Pode ser encontrado com grande facilidade no solo, em vegetais, em
matéria organica em decomposicdo, poeira doméstica e adubos. E capaz de degradar
hidrocarbonetos, pesticidas clorados (DDT e atrazina), e materiais de PVC flexivel. Produz
acido citrico, riboflavina, gliotoxina, fumigacina, amilase, lipase, fosfatase, PHB
depolimerase e toxinas como aflatoxinas e nefrotoxinas (DOMSCH et al.1993; KIM et al.
2000; SAMSON et al. 1995). Estudos realizados com as espécies A. fumigatus, A. terreus
mostrou que essas sdo capazes de degradar polimeros sintéticos como é&cido poliglicélico
(PGA), PLA e PCL (CHIELLINI et al. 1996).

Aspergillus versicolor trata-se de um fungo xerofilico, comumente encontrado no solo,
em sementes, queijos, cereais, amendoim, temperos, produtos industrializados e & base de
carne seca. Pode ser isolado também em ambientes internos e em lodo ativado. Seu
crescimento 6timo varia entre 21°C-30°C. E conhecido por produzir toxinas de interesse
farmacéutico ou agropecudrio, como a esterigmatocistina, nidulotoxina, versicolorina,
riboflavina, e o &cido ciclopiazbnico, além de pigmentos, como as antracnonas (DOMSCH et
al.1993; SAMSON et al. 1995)

Aspergillus penicillioides pode ser isolado de produtos com baixa umidade como
temperos, frutas secas, amendoim, cascas de arroz cilados e ambientes como padarias. Pode
estar presente também em ambientes internos como museus, arquivos, em madveis e na poeira
domestica (DOMSCH et al.1993).

Vaérias espécies de Penicillium estdo envolvidas em estudos de biodegradacdo de
polimeros como: P. funiculosum, P. janthinellum, P. minioluteum, P. notatum, P.
purpurogenum e P. simplicissimum, capazes de degradar PHB e PEBD. A linhagem P.
simplicissimum YK mostrou-se promissora na degradacdo de PE, bem como a estirpe de P.
roquefort, na de PLA (GABOARDI, 2007; KIM et al. 2000; TORRES et al. 1996;
YAMADA-ONODERA et al. 2001 ).

Penicillium simplicissimum pode ser encontrado em solos de florestas, solos pouco
cultivados, em terrenos aridos onde ha& apenas vegetacdo arbustiva e rasteira. Apresenta
crescimento 6timo a 37°C. Este fungo foi relatado como produtor de carboxipeptidase e de
utilizar nitrito como fonte de nitrogénio (DOMSCH et al.1993). Estudos recentes de Bergsten-
Torralba et al. (2009) relataram resultados promissores na remogdo de diferentes tipos de

corantes téxteis pela linhagem de P. simplicissimum INCQS 40211.
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Bipolaris sp. pertence ao grupo dos dematidceos, fungos de parede melanizada,
encontrados em ambientes com pouca umidade. Geralmente seus esporos sao distribuidos
pelo vento ou carregados por insetos (DOMSCH et al. 1993). Bipolaris heveae apresenta
espéecies comumente isoladas de restos de plantas, solos, gramineas e outras superficies. Em
ambientes internos sdo capazes de crescer sobre tintas, madeiramento e em dutos de ar. As

coldnias apresentam crescimento rapido e textura avelulada (DRIRITE, 2011).

5.7 Perdas de massa

A determinacdo da perda de massa € o0 meétodo mais comumente aplicado e
relativamente sensivel para determinar mudancas causadas pela agdo microbiana nos
polimeros (FLEMMING, 1998). Estes por sua vez diferem nos valores ou mecanismos de
degradacdo, determinado pela localizacdo e energia requerida para quebrar as ligacfes. As
moléculas com grupos hidrolisveis, como ésteres, sdo rapidamente degradadas se
comparadas as que contem outros grupos (GRACIDA et al. 2004).

Os valores da porcentagem de perda de massa dos filmes de PVC e PCL durante os
ensaios de biodegradacdo estdo apresentados no ANEXO A. E importante salientar que as
amostras controle, incubadas sem a presenca de micro-organismos ndo apresentaram perda de
massa (resultados ndo apresentados).

N&o houve diferenca estatistica no que diz respeito a perda de massa das amostras de
PVC expostas aos tratamentos microbianos nos diferentes meios de cultivo. Concordando
com nosso resultado, CAMPOS (2008) ao estudar filmes de PVC tratados com micro-
organismos de solo e de chorume, também verificou que a perda de massa dos filmes de PVC
foi insignificante. Como anteriormente descrito na Tabela 1, ha alguns parametros e fatores
envolvidos no processo de degradacdo. Acredita-se que a degradacdo em niveis expressivos
do PVC neste trabalho ndo foi alcangada devido a pouca porosidade e hidrofobicidade do
polimero, ou ainda devido ao pouco tempo ao qual o mesmo foi exposto aos fungos.

A degradacao dos filmes de PCL pelo consorcio foi mais eficiente do que pelos micro-
organismos isolados, obtendo-se valores de p=0,0008, para testes realizados em meio
completo e p=0,0003 em meio incompleto. No que diz respeito ao meio de cultivo utilizado,
observa-se resultados significativos para o PCL em meio incompleto: p=0,0001 para o
tratamento com os fungos do consorcio e p<0,0001 para as estirpes contaminantes. Estes
valores provam que os fungos foram capazes de metabolizar os componentes do polimero,

uma vez que 0 meio ndo proporcionava nenhuma fonte de carbono.
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A perda de massa obtida pela acdo do consércio em nosso estudo foi de até 75% para
filmes de PCL e 9% para filmes de PVC, ambos em meio incompleto e biotratados por 30
dias. Quanto aos fungos filamentosos isolados, os resultados demonstraram perdas sutis de até
6,9% em filmes de PCL e 4,7% nos de PVC no mesmo periodo de tempo. Massardier-
Nageotte et al. (2006), observaram a completa colonizagdo do PCL por micro-organismos,
obtendo uma degradacdo de 35% ao final de 28 dias em condic¢Bes aerdbias. Outro estudo
com o0 mesmo polimero verificou perdas de 30% em 60 dias usando Bacillus sp. PG01 (WU
et al. 2007).

Em alguns filmes de PCL do presente estudo, incubados em meio incompleto, ao qual
foi observada a adesdo apenas do C. globosum, a biodegradagdo da amostra foi total.
CAMPOS (2008) verificou que houve grande perda de massa, principalmente quando os
filmes de PCL foram tratados por 60 dias em solo, chegando a 90% de perda de massa. Com
90 dias de tratamento, os filmes de PCL foram totalmente biodegradados.

Portanto, a perda de massa foi um pardmetro importante para mensurar a degradacéo

dos filmes de PCL no presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

Concluiu-se que:

% O ascomiceto Chaetomium globosum apresentou grande potencial para
degradacédo do PCL e do PVC,;

& Perdas de massa estatisticamente significativas ocorreram nos filmes de PCL

incubados em meio incompleto com a espécie Chaetomium globosum;

& A degradacao dos filmes de PCL pelo consércio foi mais eficiente do que pelos

micro-organismos isolados, nos dois meios testados;

& O consorcio utilizou o polimero como nutriente no meio incompleto mais
eficientemente que os fungos isolados e pela linhagem Phanerochaete

chrysosporium CCB 478;

% A adesdo microbiana ocorreu tanto no polimero hidrofilico (PCL) como no
hidrofébico (PVC), sendo este o primeiro passo para a biodegradacdo ou

biodeterioracdo do polimero;

& O processo de biodegradacdo das amostras submetidas aos biotratamentos foi
dependente do contato e da adesdo dos micro-organismos na superficie dos

polimeros;

% As mudangas morfoldgicas tanto no PVC como no PCL foram importantes na

avaliacdo do processo biodegradativo.
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ANEXO A

Perdas de massa e estatistica
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ANEXO B

Meios de cultivo e solucdes



Agar estoque

20g de farinha de aveia
10g de extrato de malte
20g de agar nutriente

1000 mL de &gua destilada

Solugdo dispersante de sais minerais

2,0g NaNOs,

0,7 g KH,POy,,

0,39 K;HPQ,,

0,59 KCl,

0,59 MgS0,.7H,0,
0,01g FeS0O,.7H,0,
0,1g Tween 80

1000 mL agua destilada

Meio incompleto

2,0g NaNO;,

0,7 g KH,POy,,

0,3g K;HPQ,,

0,59 KCl,

0,59 MgSO,.7H,0,
0,01g FeS0O,.7H,0,
0,1g Tween 80

20 g agar

1000 mL agua destilada
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Potato Dextrose Agar

39g
1000 mL agua destilada

Solugéo dispersante de sais minerais + glicose

30g dextrose anidra
2,09 NaNOs,

0,7 g KH,PO,,

0,39 K;HPOQO,,

0,59 KCl,

0,59 MgSQ,.7H,0,
0,01g FeS0O,.7H,0,
0,1g Tween 80

1000 mL agua destilada

Meio completo

30g dextrose anidra
2,09 NaNOs,

0,7 g KH,PO,,

0,3g K;HPQO,,

0,59 KCl,

0,59 MgSQ,.7H,0,
0,01g FeS0,.7H,0,
0,19 Tween 80

20 g agar

1000 mL agua destilada
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