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ESTUDO DA DEGRADAGAO DE PET POR FUNGOS BASIDIOMICETOS LIGNINOLITICOS

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo o estudo do crescimento e da agéo
degradativa de linhagens fungicas no polimero sintético Polietileno Tereftalato
(PET). Para tal, foram crescidos nove fungos basidiomicetos, entre eles Pleurotus
sajor caju, Pleurotus tailandia, Pleurotus sp (P.001), Phanerochaete
chrysosporium, Agaricus campestris, Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp (PSC 94/03),
Flu e H2, em meio de cuitura liquido de sais por periodos de 30, 60, 90 e 120 dias,
e em meio de cultivo contendo farelo de trigo por 30, 60 e 90 dias de crescimento,
a 30°C. Apos incubacéo, foram avaliados crescimento qualitativo das linhagens, a
diminuigdo de massa polimérica, a producdo de enzimas ligninoliticas, e de
biosurfactantes e determinadas medidas de viscosidade do PET. Todas as
linhagens promoveram perda de massa do PET, destacando-se Phanerochaete
chrysosporium (6,72%) com 90 dias de incubacgéo, P.001 (5,79%) com 30 dias e
P. sajor caju (4,82%) e PSC 94/03 (4,13%) com 120 dias de cultivo. Com relagéo a
produgdo enzimatica, verificou-se que a Manganés Peroxidase apresentou os
maiores valores de atividade, destacando-se Agaricus campestris (8,16 Ul/Lmin)
no periodo de cultivo de 120 dias em meio liquido, e PSC 94/03 (1900,77 Ul/Lmin)
com 90 dias de incubagdo em meio contendo farelo de trigo. As melhores
produgGes de biosurfactantes, em meio liquido, foram obtidas com a linhagem H2
emulsdo oleo/agua (0,17) e Pleurotus 001 emulsdo agua/dleo (1,8 cm) com 120
dias de cultivo, e nos ensaios em meio contendo farelo e trigo com a linhagem Flu
emulsdo oleo/agua (0,245) em 30 dias e PSC 94/03 emulséo agua/oleo (2,25 cm)

com 60 dias de crescimento. As amostras de PET apresentaram diminuigdo da
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viscosidade intrinseca, destacando-se Pleurotus sp (P.001) e Pleurotus sp (P1),
indicando ocorréncia de alteragbes estruturais do polimero causadas pelo

crescimento dos microrganismos estudados neste substrato.

ABSTRACT

The goal of this work was to determine the ability of ine fungal strains to
grow and degradae Polyethylene Terephtalate (PET). The basidiomycete fungi
(Pleurotus sajor caju, Pleurotus tailandia, Pleurotus 001, Phanerochaete
chrysosporium, Agaricus campestris, Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp (PSC 94/03),
and the strains Flu e H2) were cultivated at 30°C either in a mineral liquid medium
for 30, 60, 90 and 120 days or in a wheatbran: water solid medium for 30, 60 and
90 days, both containing PET pellets. Folliowing the incubation periods, the
qualitative growth of the fungi, the loss of polymeric mass, the production of
ligninolytic enzymes and the production of biosurfactants, as well as the viscosity
of the PET, were investigated.

F. chrysosporium showed the greatest loss of polymeric mass (6,72% in 90
days), followed by P.001 (5,79% in 30 days). P. sajor caju and PSC 94/03 caused
4,82% and 4,13% loss of polymeric mass, respectively, after 120 days of
incubation. Strain H2 showed only 0,08% of degradation after 90 days of
incubation. All the strains produced at least one of the enzymes under both culture
conditions. A. campestris presented the highest levels of manganese-peroxidase

activities in120 ddays of incubation in liquid medium, and PSC 94/03 after 90 days
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of incubation in solid medium. The best production of biosurfactant activities was
observed following growth of Pleurotus tailandia (oil/lwater) and of Pleurotus sp
(P.001) (water/oil emulsion), both in liquidmedium for 120 days. Following growth
in solid medium best oil-in-water emuision was produced by the strain Flu after 30
days and PSC 94/03 produced the best water-in-0il emulsion after 60 days of
growth. All PET samples showed reduction oh the intrinsic viscosity when
compared with the controls. The fungal strain P.001 and P1 presented lowest
values for viscosity indicating the occurence of strutural modification in the PET

caused by these microorganisms.

1. INTRODUGAO

O uso de polimeros sintéticos tem aumentado significativamente désde o]
comego do seculo XX (NDON et al., 1992), sendo largamente utilizados nos
diversos campos industriais e domésticos e rapidamente descartados, resultando
em um grave problema ambiental (MUSTAFA, 1993). De acordo com estimativas,
cerca de 100 milhGes de toneladas destes materiais s&o, atualmente, produzidas
no mundo, por ano (REDIFF, 2000).

A maior parte da demanda mundial de PET esta relacionada a aplicagdo de
fibras, e grande parte do aumento de sua utilizacdo esta na area de embalagens
alimentares (EDGE et al, 1996). A existéncia de microrganismos capazes de
degradar compostos xenobiodticos é de grande interesse para a biorremediacao,

sendo os fungos de decomposicdo branca um dos grupos que tem maior
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notoriedade em estudos relacionados a esta area, pois sdo capazes de degradar
uma grande variedade de poluentes téxicos persistentes no meio ambiente
(CHANDRA & RUSTGI, 1998).

O manejo total dos residuos plasticos requer combinagées complementares
de biodegradagao, incineragdo e reciclagem. A biodegradacado € a solugdo mais
eficaz a longo prazo, requerendo, portanto, intensa pesquisa e desenvolvimento

(ALBERTSSON e HUANG, 1995).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar modificagdes estruturais
ocorridas no polimero Polietileno Tereftalato (PET) quando utilizado como fonte de
carbono para o crescimento microbiano. Para tal, foram estudadas:

v a diminui¢gdo de massa do polimero e aumento de massa celular dos
microrganismos ;

v' o crescimento qualitativo das linhagens em PET;

v’ a produgado de enzimas ligninoliticas;

v a pradugao de biosurfactantes;

v' a viscosidade de solugfes diluidas das amostras de PET.
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3. REVISAO BILBIOGRAFICA

3.1. Historico dos polimeros sintéticos

A palavra polimero (“poly” + “mer”, muitas partes), vem do Grego e foi criada
por Berzelius, em 1832, para designar compostos de peso moleculares multiplos
(MANO e MENDES, 1999).

Os primeiros materiais plasticos empregados na indusiria foram obtidos de
produtos naturais, por modificagdo quimica, como o nitrato de celulose,
proveniente da celulose do algod&o, a galalite originaria da caseina do leite e a
ebonite, da borracha natural (MANO e MENDES, 1999).

Os primeiros plasticos sintéticos, comercializados sob a forma de artefatos
foram a bakelite, uma resina fendlica (PR), em 1910, e mais tarde, na década de
30, o policloreto de vinila (PVC), o polimetacrilato de metila (PMMA) e o
poliestireno (PS). Na década de 40 surgiram o polietileno de baixa densidade
(LDPE), o poliuretano (PU) e a resina epoxidica (ER). Na década de 50 foram
introduzidos o polioximetileno (POM), o polietileno de alta densidade (HDPE), o

polipropileno (PP) e o policarbonato (PC) (MANO e MENDES, 1999).

3.2. Polietileno Tereftalato

Polimeros s8o macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura
quimica e interagdes intra- e intermoleculares, possuindo unidades quimicas
ligadas por covaléncias, repetidas regularmente ao longo da cadeia (MANO E
MENDES, 1999). Segundo Carothers (1931), polimero € um composto quimico de

peso molecular elevado, formado por muitas moléculas pequenas, iguais ou de
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varios tipos diferentes, unidas umas as outras por ligages covalentes, resultantes
de muitas reagbes de adigdo ou de condensacdo (substituicdo) consecutivas O
Polietileno Tereftalato (PET) é obtido de uma reagdo quimica de policondensacio
produzido pela reagdo do dimetil tereftalato com o etileno glicol (PLANETA
PLASTICO, 2003).

O PET (Figura 1.1) é classificado quimicamente como um polimero poliéster
termoplastico, ou seja, se funde por aquecimento e solidifica por resfriamento, em
um processo reversivel. Pode ser apresentado no estado amorfo (transparente),
parcialmente cristalino e orientado (translicido) e altamente cristalino (opaco). E
aplicado como fibra na industria téxtil em geral, mantas para filtros industriais e
para contencadoc de encostas, como artefato em industrias automobilisticas, eletro-
eletrdnicos, embalagens de alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos e
frascos de bebidas gaseificadas, e como filme, em radiografias, fotografias e

reprografia (MANO e MENDES, 1999).
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Figura 1.1: Estrutura do Polietileno Tereftalato - PET

O PET foi desenvolvido em 1941 pelos quimicos ingleses Winfield e
Dickson, mas as garrafas produzidas com este polimero sé comecaram a ser

fabricadas na década de 70, apds cuidadosa revisdo dos aspectos de seguranca e
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meio ambiente (SILVA, 2002). No Brasil, as garrafas de PET comegaram a ser

produzidas em larga escala em 1993 (GONCALVES, 2002).

3.3. Polimeros sintéticos e Meio Ambiente

A concentra¢do populacional e o processo de industrializagéo trouxeram, a
partir do século XX, grande aumento da quantidade de lixo produzido e também
mudangas na sua composi¢do. Ao lixo, foram sendo incorporados novos materiais
como vidro, plasticos, isopor, borracha, aluminios entre outros de dificil
decomposicdo (COM CIENCIA, 2002).

A urbanizag&o tem influenciado de forma intensa este tipo de poluicdo. Os
plasticos sdo depositados no ambiente, chegando aos sistemas de coleta de
esgoto resultando no seu entupimento e, conseqlientemente, em inundacgdes
locais (REDIFF, 2000).

O plastico € um material proveniente de resinas geralmente sintéticas e
derivadas do petroleo. Sob o ponto de vista ambiental, o uso do plastico €
considerado problematico pela sua alta durabilidade e grande volume na
composicéo total do lixo (OSE — COC, 2002). A demanda mundial de polimeros
sintéticos € de cerca de 2,2 milhdes de toneladas por ano, com previséo de dobrar
nos proximos cinco anos. O consumo de plasticos praticamente dobrou no Brasil
em apenas 7 anos (1991-1998), produzindo 175 mil toneladas de plastico PET em
1988. No municipio de S&o Paulo, os plasticos sdo o segundo elemento mais
encontrado no lixo, correspondendo a 23% do peso total dos residuos
encaminhados para os aterros sanitarios, o gue significa uma parcela muito

importante, considerando-se que o plastico é um elemento extremamente leve e
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de grande volume. No Rio de Janeiro, as garrafas PET correspondem em média a
1,4% em peso do lixo urbano (SILVA, 2002).

Quando depositados em lixGes, os plasticos apresentam risco pela queima
indevida e sem controle, que pode resuiltar em descargas de gases toxicos na
atmosfera. Quando colocado em aterros sanitarios, esse material dificulta a
compactagdo do material e dificulta a decomposicdo dos elementos
biologicamente degradaveis (INSTITUTO GEA, 2002), prejudicando os processos
fermentativos e impedindo a circulagdo de liquidos e gases, necessarios 2
biodegradagdo dos materiais (FINEP, 2002).

O acumulo indevido de polimeros sintéticos também atinge ambientes
marinhos, causando inimeros problemas, como a ingestéo de sacos plasticos por
tartarugas marinhas e baleias, ingestdo de bolas de polietileno por aves marinhas,
morte de focas por ingestdo de plasticos provenientes de embalagens, dentre

outros (POLUIGAQ HOME PAGE, 2002).

3.4. Fungos decompositores de lignina

O processo de deterioracdo microbiana da madeira é dependente de
varidveis como: microrganismos degradadores, a espécie da planta e o
microhabitat. A degradagéo se da inicialmente pela invasdo de bactérias e alguns
ascomicetos, sendo posteriormente seguida por microrganismos com maior
capacidade de deterioracdo; estes sdo outras espécies de ascomicetos de
decomposic8o branda, poucas espécies de basidiomicetos de decomposicdo
parda e varias espécies de basidiomicetos de decomposicdo branca

(ALEXOPOULOS, 1996).
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Os fungos de decomposicdo branca sdo os principais degradadores de
lignina na natureza. Existem inUmeras espécies de fungos de degradagdo branca,
sendo a maioria destas Basidiomycotina, seguidas por algumas Ascomycotina
(ERIKSON et al., 1990). Os Basidiomycotina atacam tanto madeira dura como
mole, enquanto que Ascomycotina provavelmente seja capaz de degradar
somente madeira dura (KIRK & FARRELL, 1987).

Os fungos de degradacdo branca removem os componentes da parede
celular, tais como a lignina, hemicelulose e celulose, simultaneamente, em taxas
aproximadamente iguais. Alguns destes basidiomicetos possuem a habilidade de
promover uma deslignifica¢do seletiva, ou seja, degradar seletivamente a lignina e
hemicelulose, com Dbaixa remogdo dos componentes da celulose
(ALEXOPOULOS, 1996). A degradagéo da lignina por fungos de decomposicéo
branca € mais rapida do que a causada por outros microrganismos, sendo estes
0s responsaveis pela maioria da decomposi¢cdo da lignina na natureza. O
crescimento destes fungos diminui em condigbes limitadas de nitrogénio e
carbono, e a atividade de enzimas ligninoliticas aparece como forma de
metabolismo secundario (KIRK & FARRELL, 1987; TUOMELA, et al., 2000). Para
o fungo Phanerochaete chrysosporium, assim como outros de decomposicdo
branca, o processo de degradagdo é maior quando ha auséncia de nitrogénio,
enxofre e carboidratos no substrato (ALEXOPOULQOS, 1996).

Na degradacdo da lignina, algumas enzimas fenol-oxidases extracelulares
s&o produzidas, incluindo a lacase, a lignina peroxidase e manganés peroxidase.

O processo completo de deterioragéo da lignina pode ocorrer parcialmente por

10
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reagbes n&o enzimaticas (ALEXOPOULOS, 1996; BLANCHETTE, 1991;
ERIKSSON et al., 1990).

A lignina contém uma variedade de ligagSes que estdo comumente
presentes em poluentes aromaticos. O sistema degradativo dos fungos de
decomposigdo branca €& inespecifico e oxidativo, e muitos laboratérios tem
estudado estes microrganimos como um agente potencial na biorremediagéo
devido a sua capacidade em degradar poluentes toxicos (BUMPUS e AUST, 1987

e HAMMEL, 1989).

3.5. Degradacgao de Polimeros

A decomposigdo de compostos organicos por microrganismos € um
fendmeno comum. Muitos materiais organicos, como alimentos, produtos de
madeira ou demais materias organicas, sdo decompostos e retornam ao ambiente
na forma de compostos simples, como diéxido de carbono, agua ou amdnia. Muito
desses materiais contém polimeros naturais, como celulose, amido, lignina e
proteinas. Consequentemente, a biodegradagéo de alguns compostos organicos
se torna um processo conhecido na natureza (MUSTAFA, 1993).

A biodegradagdo é um processo natural onde compostos quimicos
organicos presentes no ambiente sdo convertidos a componentes mais simples,
mineralizados e redistribuidos através dos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre
(CHANDRA e RUSTGI, 1998). A biodegradacéo foi definida por GOPFERICH
(1996) como um processo de quebra da cadeia durante o qual a cadeia polimérica

¢ clivada para formar oligbmeros e finalmente mondémeros.

11
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Polimeros sintéticos que contenham polimeros naturais em sua cadeia,
como residuos de carboidratos e lignina, podem ser biodegradados
(ALBERTSSON e HUANG, 1995).

Observou-se que muitos dos polimeros organicos sintéticos, incluindo a
maioria dos plasticos, séo extremamente resistentes a biodegradacdo. Esse
fendmeno comecgou a gerar um grave problema econdmico e ambiental quando os
aterros sanitarios comegaram a ficar saturados, constituindo, o plastico, uma
parcela importante nesta problematica, visio que permanece inalterado no
ambiente por um longo periodo de tempo (MUSTAFA, 1993).

Os procedimentos para a determinagdo da resisténcia de polimeros
sintéticos a degradagdo flngica consistem na selegdo de espécimes plasticos
adequados para a determinacdo de propriedades convenientes de resisténcia ao
atague microbiano, inoculagdo de espécimes plasticos com microrganismos
selecionados, exposicdo dos espécimes plasticos inoculados a condiges
favoraveis ao crescimento microbiano e avaliagdo do crescimento visual (ASTM
G21-90).

O estudo de microrganismos, como fungos de decomposicdo branca,
capazes de degradar polimeros sintéticos faz-se necessario, uma vez que a
incineragéo ndo adequada de compostos plasticos emite gases toxicos ac homem
e a reciclagem de materiais plasticos ndo & amplamente utilizada. Segundo
ALBERTSSON & HUANG (1995), o manejo adequado de polimeros sintéticos
requer combinagbes complementares de, incineragdo, reciclagem e
biodegradagdo, sendo esta uGltima a solugdo mais eficaz a longo prazo,

requerendo, portanto, intensa pesquisa e desenvolvimento.
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Capitulo 2

Crescimento microbiano em PET

e diminuicdo da massa polimérica
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RESUMO

Estudou-se a perda de massa de pellets de Polietileno Tereftalato (PET)
causada por nove linhagens de fungos basidiomicetos (Pleurotus sajor caju,
Pleurotus tailandia, Pleurotus 001, Phanerochaete chrysosporium, Agaricus
campestris, Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp (PSC 94/03), Flu e H2) e o
crescimento destes na superficie do polimero. Para tal, as linhagens foram
incubadas por periodos de 30, 60, 90 e 120 dias em meio liguido de sais tendo
como Gnica fonte de carbono o PET.

Verificou-se que os fungos apresentaram crescimento micelial de cerca de
60%, com excegdo de Phanerochaete chrysosporium e A. campestris gue
apresentaram aproximadamente 30% de massa celular e H2 com cerca de 10%,
apos 120 dias de incuba'c;éo.

As linhagens que ocasionaram maior porcentagem de perda de massa do
PET foram P. chrysosporium com 90 dias de incubacdo, com redugio de 6,72%,
Pleurotus 001 com 5,79% em 30 dias e P. sajor caju com 4,82% e PSC 94/03 com
4,13% em 120 dias de cuitivo, enquanto que a linhagem H2 apresentou a menor

perda de massa com 0,08% em 90 dias de cultivo.

ABSTRACT

The loss of polymeric mass of Polyethylene Terephtalate (PET) caused by

nine Basidiomycete fungal strains (Pleurotus sajor caju, Pleurotus tailandia,
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Pleurotus 001, Phanerochaete chrysosporium, Agaricus campestris, Pleurotus sp
(P1), Pleurotus sp (PSC 94/03), Flu e H2), and their growth on the polymers’s
surface, was investigated. The strains were grown for 30, 60, 90 and 120 days in a
mineral liquid medium containing PET as the carbon source.

All the strains presented mycelial growth of about 60%, with the exceptions
for P. chrysosporium and A. campestris, which showed approximately 30% of
cellutar mass and for strain H2 with about 10%, after 120 days of incubation.

P. chrysosporium showed the greatest loss of polymeric mass (6,72% in 90
days), followed by P.001 (5,79% in 30 days). P. sajor caju and PSC 94/03 caused
4,82% and 4,13% loss of polymeric mass, respectively, after 120 days of

incubation. Strain H2 showed only 0,08% after 90 days of incubation.

1. INTRODUGAO

Os polimeros sintéticos, em sua maioria, séo recalcitrantes por ndo serem
facilmente degradados e assimilados por microrganismos, sendo acumulados no
ambiente e permanecendo inalterados por muitas décadas (ALBERTSSON &
HUANG, 1995), como o Polietileno Tereftalato (PET), que possui vida de
aproximadamente 48 anos no meio ambiente (MULLER et al., 2001).

A existéncia de microrganismos capazes de metabolizar compostos
xenobidticos € de grande interesse para processos de biorremediagdo

(CHANDRA & RUSTGI, 1998), e os fungos de decomposicdo branca, ou seja, 0s
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degradadores de lignina, tem apresentado éxito em pesquisas relacionadas a
biodegradacgao de poluentes (O’ SULLIVAN, 1994). Estes microrganismos sdo
capazes de ftransformar e mineralizar contaminantes ambientais como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes azo, herbicidas e outros
compostos toxicos através da ag¢do de suas enzimas extracelulares (CLEMENTE,

2002; NEVES, 2002; LANG et al., 1998).

2. OBJETIVOS

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar qualitativamente o
crescimento microbiano em meio liquido contendo como substrato o PET, e
determinar a perda de massa do polimero quando utilizado como Unica fonte de

carbono e energia para o crescimento das linhagens fngicas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Crescimento microbiano em polimeros sintéticos

Entre os polimeros sintéticos, o poliuretano (PU) foi considerado
biodegradavel nas primeiras pesquisas realizadas em 1966 (EL-SAYED, 1996).
Darby and Kaplan relataram, em 1968, que os poliéster-uretanos sdo mais
suscetiveis a degradagdo fdngica em comparagdo aos poliéteres-uretanos

(HOWARD et al,, 1998; AKUTSU et al., 1997; NAKAJIMA-KAMBE et al., 1997 e
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SANTERRE et al, 1993). Foi verificadc em 1981, que, adicionando-se
suplementos de nitrogénio, a biodegradagdo do poliéster PU por fungos
filamentosos e pela levedura Cryptococcus laurentii,aumentava (EL-SAYED,
1996).

Em 1985, foi demonstrada a fungdo das enzimas extracelulares na
biodegradacg&o do poliuretano (EL-SAYED, 1996). Geralmente os polimeros
sintéticos e naturais podem ser atacados bioguimicamente por microrganismos
atraves da produgéo de enzimas hidroliticas que catalisam a hidrolise das ligagGes
ester, éter ou amida, como € o caso das esterases (SCHNABEL, 1981).

Desde entdo, um nimero crescente de fungos com capacidade de degradar
poliéster PU tem sido isolados, e foi sugerido que o ataque enzimatico do PU
envolve a agdo de enzimas hidroliticas como ureases, proteases e esterases
(HOWARD et al,, 1998; AKUTSU et al., 1997; NAKAJIMA-KAMBE et al., 1997 e
SANTERRE et al.,, 1993), como ocorrido em 1994, onde foram isolados quatro
espécies de fungos, Curvularia sengalensis, Fusarium solani, Aurecbasidium
pullulans e Cladosporium sp, sendo caracterizadas suas capacidades em
degradar esteres de PU. Observou-se que C. sengalises secretou uma enzima
extracelular com as mesmas propriedades das esterases (HOWARD et al., 1998).

O fungo Phanaerochaete chrysosporium apresentou crescimento extenso,
de dificil remogdo, em filmes de polietileno, sendo sua degradacdo evidente
quando comparados aos controles. As condigbes de cultivo foram aquelas
adequadas a degradagdo de lignina. Foram verificadas também, que

microrganismos ligninoliticos foram capazes de degradar componentes oxidados
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de polietileno, observando-se redugdes de massa molecular deste polimero (LEE
et al., 1991).

Filmes de policloreto de vinila (PVC) apresentaram-se opacos € menos
flexiveis guando incubados com os fungos basidiomicetos P. chrysosporium,
Peniophora cinerea e Trogia buccinalis, e andlise em espectro de UV revelaram
mudangas significativas, indicando a presenca de acidos carboxilicos e de
polienos provenientes das quebras oxidativas da cadeia macromolecular, através

de processos enziméticos (FRANCHETTI, 1998).

3.2. efeitos causados nos polimeros pelo crescimento microbiano

Os efeitos esperados quanto ao crescimento microbiano em polimeros
sintéticos s&o: ataque da superficie do polimero, descoloragdo e perda de
transparéncia. A remocado dos plastificantes, modificadores e lubrificantes resulta
no aumento da firmeza (menor flexibilidade), mudancas no peso, dimensées e
outras propriedades fisicas, assim como, em deterioracdo das propriedades
elétricas, tais como, resisténcia, constante e forga dielétrica e fator de poténcia
(ASTM G21-20, 1990).

Freguentemente, as mudancas nas propriedades elétricas ocorrem devido,
principalmente, ao crescimento microbiano na superficie e esta associada a
umidade e a mudangas no pH provocadas pela excrecdo de metabdlitos. A nédo
uniformidade de plastificantes, lubrificantes ou de outros aditivos de
processamento na superficie polimérica também influencia no ataque microbiano,

podendo ocorrer crescimento preferencial causado pela dispersdo desigual destes
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compostos. Mudangas fisicas sdo observadas em produtos, tais como, filmes ou
revestimentos, nos quais a relagdo superficie/volume ¢ alta e onde os materiais
nutrientes, como os plastificantes e lubrificantes, continuam a se difundir para a

superficie gquando utilizados pelos microrganismos (ASTM G21-90, 1990).

4. METODOLOGIA

4.1. Crescimento dos microrganismos
4.1.1. Microrganismos

Foram utilizadas nove linhagens de fungos basidiomicetos, da colegdo de
microrganismos do Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana DCA-
FEA/UNICAMP (COSTA, 2001), sendo estas: Pleurotus sajor caju, Pleurotus
tailandia, Pleurotus 001, Phanerochaete chrysosporium, Agaricus campestris,

Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp (PSC 94/03), linhagem Flu e linhagem H2.

4.1.2. Preparo do indculo

O preparo do indculo foi feito em placas de Petri contendo meio de cultura
solido Batata Dextrose Agar (BDA), da marca Merck, na propor¢ao de 39g de agar
BDA e 1000 mL de agua destilada. As linhagens foram incubadas em estufas 2
30° C durante 7 dias. Apos o crescimento completo e homogéneo nas placas, os

microrganismos foram transferidos para o meio de crescimento liquido descrito a

seguir (item 4.1.3).
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4.1.3. Meio de Cultura Liquido

Foi utilizado um meio de cultura liquido, a base de sais, para o crescimento
dos fungos, denominado minimal buffered salt 1 supplemented (S-MSB-1) o qual
foi preparado adicionando-se em 1L de agua destilada: K,HPO4, 7g; KH,PO4, 3g;
MnSQO,. 7H,0, 0,1g; (NH,),SO,, 1g; NaNOQ,, 1g; (HOCOCH,).N, 1g e 3,5mL do
suplemento de sais, gL": CaCl,, 0,389; Cu(NO,),, 0,64; NH,SO,, 0.,6; ZnS0,
0,718; FeS0O,, 0,696, com pH final de 5,0 (PENDRYS, 1988 — modificado; EL-

SAYED, 1996 - modificado).

4.2, Polimero utilizado

O polimero sintético utilizado nos ensaios apresentava-se na forma de
pellets cilindricos de 3mm de diametro e 2mm de altura de Polietileno Tereftalato,
resina PET Rhodia S80, doados pela Divisdo de Embalagens da Alcoa Aluminio

S. A, Queimados — RJ.

4.3. Desinfec¢ao dos PETs

Os pellets de PET foram previamente pesados em aproximadamente 0,25g
e colocados em “saquinhos”, confeccionados com gaze, e numerados. Estes
“saquinhos” foram colocados em um bequer contendo 1L da Solugdo Desinfetante
Universal, descrita no item 4.3.1, e deixados a temperatura ambiente, por 60
minutos, agitando-se ocasionalmente com um bastdo de vidro estéril. A seguir,
com o auxilio de uma pinga estéril, estes foram removidos e transferidos para

outro béquer com agua destilada esteril onde permaneceram a temperatura
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ambiente por mais um periodo de 60 minutos, agitando-se ocasionalmente. Apos
estes procedimentos, os “saquinhos” foram transferidos, assepticamente, para um
béguer com solugdo de etanol 70% por 30 minutos a temperatura ambiente
(ASTM D-5247-92, 1992). Por fim, as amostras de PET foram colocadas em
béqueres estéreis fechados, e deixados & temperatura ambiente para secagem

por um periodo de 12 dias.

4.3.1. Solucédo Desinfetante Universal
Em um bequer estéril foi adicionado, assepticamente, 1 L de agua
destilada, 14,0 mL de detergente Tween 80 e 20 ml. de cloro previamente

esterilizados por filtragdo em membranas de filtro Millipore 0,22 um.

4.4. Crescimento em meio liquido das linhagens fungicas contendo PET
como substrato

Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 125 mL nos quais foram
adicionados 50 mL do meio de crescimento de sais e autoclavados a 121°C por 15
min. Em camara de fluxo laminar adicionou-se aproximadamente 0,25g de pellets
de PET ja desinfetados.

Os fungos previamente crescidos em placas de Petri contendo PDA foram
inoculados em camara de fluxo laminar, na proporgdo de 1 cm? de micélio para
cada 10 mL do meio de cultura liquido (CLEMENTE, 2002; PAVARINA, 2002).

A incubagéo foi feita em estufas a 30°C, sem agitagao, por periodos de 30,

60, 90 e 120 dias. Apods incubacdo, as amostras foram filtradas em 18 de vidro e

” UNICAMP
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mantidas, em frascos &mbar, a —10°C para andlise de determinagdo das
atividades enzimaticas e de biosurfactantes.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo os ensaios

controle bidticos e abidticos.

4.5, Observagao qualitativa do crescimento microbiano

Todos os ensaios realizados foram acompanhados semanalmente, e os
dados referentes ac crescimento das linhagens no PET foram registrados e
classificados conforme descrito pela American Society for Testing and Materials

(ASTM G22-76, 1990) (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Classificagdo em funcdo do crescimento microbiano — ASTM G22-76,
1990

CRESCIMENTO CLASSIFICACAO

Nenhum 0

Tragos de crescimento (< 10 %)
Baixo crescimenio (10 a 30 %)
Meédio crescimento (30 a 60 %)

Alto crescimento (> 60 %)

W ON -

4.6. Determinagao da massa celular fiingica e diminui¢do da massa do PET
Os pellets de PET foram pesados em balanga analitica tendo como peso

inicial aproximadamente 0,25 g. Apds incubagao, os polimeros foram colocados

em pesa-filtros e deixados em estufas de secagem a 50°C por 12h para

determinacgéo do crescimento de massa celular.
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A determinagdo da perda de massa dos polimeros foi baseada na
metodologia ASTM D5247-92 (1992), que constituiu em colocar as amostras de
PET em solugéo de NaOH 5 mol.L” por aproximadamente 8h , em temperatura
ambiente, para retirada da massa microbiana, em seguida lavando-as em agua
corrente e deixando-as em repouso cerca de 8h em agua destilada. Apds este
periodo, as amostras, em pesa-filtros, foram colocadas em estufas de secagem a

50°C por 12h para determinagdo da perda de massa dos PETs.

4.7. Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras de PET foram preparadas para visualizagdo morfologica por
Microscopia EletrGnica de Varredura (MEV) segundo adapta¢des do protocolo de
Bal-TEC, 1999.

A preparagéo foi realizada pela fixagédo das células microbianas através de
imerséo das amostras em solu¢do de glutaraldeido 2% em tampéo fosfato de
sodio 0,1 M e acido tanico 0,2% por 3 horas. Depois, as amostras foram lavadas 3
vezes em tampéo fosfato de sddio 0,1 M durante 10 minutos, submetidas a uma
etapa de pos-fixagdo, onde foram imersas em solucdo de tetroxido de dsmio 1%
em tampéo fosfato de sédio 0,1 M por 60 minutos e mergulhadas 3 vezes em
agua destilada durante 10 minutos.

A desidratacdo das amostras foi realizada com a imersdo destas em
solugGes crescentes de 30 a 100% de etanol absoluto, sendo posteriormente

secas em equipamento de ponto critico, colocadas em suportes especificos
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(stubs), metalizadas com ouro e mantidas em dessecadores, para visualizag&o no

MEV.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao qualitativa do crescimento microbiano

S&o0 apresentados na Tabela 2.2 os resultados dos ensaios realizados em
triplicata, onde verificou-se que, nas 4 semanas iniciais de observagéo, a maioria
dos microrganismos apresentou bons niveis de crescimento segundo a
classificagdo apresentado pela American Society for Testing Materials (Tabela
2.1), sendo as linhagens P. sajor caju, P. tailandia e P. 001 as que apresentaram
as maiores porcentagens de massa celular com classificagdo 3, correspondente
ate 60% de crescimento micelial. As linhagens Phanerochaete chrysosporium e
H2, ndo apresentaram bom crescimento, com classificacdo 1, equivalente a cerca
de 10%. Para as demais linhagens a classifica¢do foi 2, equivalente a cerca de

30% de crescimento micelial.
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Tabela 2.2. Classificagdo qualitativa dos microrganismos crescidos em meio
de cultura liquido de sais a 30°C por 28 dias (ASTM G22-76).

FUNGOS 7Tdias 14dias 21dias 28dias
P. sajor caju 1 2 3 3
P. tailandia 2 2 3 3
P.001 2 3 3 3
P. chrysosporium 1 1 1 1
A. campestris 2 2 2 2
H2 1 1 1 1
PSC 94/03 2 2 2 2
P1 2 2 2 2
F.lu 1 1 2 2

onde: 1 = tragos de crescimento (< 10 %); 2 = baixo crescimento (10 a 30 %); 3 = médio

crescimento (30 a 60 %), 4 = alto crescimento (> 60 %).

Os dados do crescimento das linhagens fungicas da Tabela 2.3 referem-se
aos resultados dos ensaios realizados nas demais semanas analisadas (até 120
dias), sendo apresentados num intervalo de 15 dias devido a pouca variacdo no
crescimento ap6s 30 dias de incubacgdo. Verificou-se que a maioria dos
microrganismos apresentaram bom crescimento, chegando a classificagcdo 3 (até
60 % de crescimento micelial) segundo normas de classificagdo da ASTM (Tabela
2.1), sendo apenas as linhagens P. chrysosporium, A. campestris as que
aﬁngiram classificagdo 2 (10 a 30%), e o fungo H2, que permaneceu com

classificacédo 1, com porcentagem de crescimento celular menor que 10%.
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Tabela 2.3. Classificag8o qualitativa dos microrganismos crescidos em meio

de cultura liquido de sais a 30°C por 30, 60, 90 e 120 dias (ASTM G22-76).

FUNGOS 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias 90 dias 105 dias 120 dias

P. sajor caju 3 3 3 3 3 3 3

P. tailandia 3 3 3 3 3 3 3
P.001 3 3 3 3 3 3 3

P. chrysosporium 1 2 2 2 2 2 2
A. campestris 2 2 2 2 2 2 2
H2 1 1 1 1 1 1 1

PSC 94/03 2 2 3 3 3 3 3

P1 2 2 3 3 3 3 3

F.u 2 2 3 3 3 3 3

onde: 1 = tragos de crescimento (< 10 %); 2 = baixo crescimento (10 a 30 %); 3 = médio

crescimento (30 a 60 %); 4 = alfo crescimento (> 60 %).

O crescimento dos fungos Pleurotus sajor caju (Figura 2.1.A), Pleurotus
tailandia (Figura 2.1.B e 2.1.C) e Pleurotus sp (P.001) (Figura 2.1.D), ocorreu de
forma intensa, recobrindo a superficie do meio de cultura liquido. As massas
miceliais, principalmente das linhagens Pleurotus tailandia (Figura 2.1.B e 2.1.C),
Pleurotus sp (P.001) (Figura 2.1.D), Flu (Figura 2.2.A), P1 (Figura 2.2.C) e PSC
94/03 (Figuras 2.2.D) alcangaram o fundo dos erlenmeyers, envolvendo e

aderindo-se ao PET.
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Figura 2.1. Crescimento flingico em pellets de PET a 30°C em meio liquido
de sais. A. P. sajor caju (30 dias); B. P. tailandia (30 dias); P. tailandia (90 dias);

D. Pleurotus sp (P.001) (30 dias).
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C D

Figura 2.2. Crescimento flingico em pellets de PET a 30°C em meio liquido
de sais. A. Flu (120 dias); B. PSC 94/03 (90 dias); C. Pleurotus sp (P1) (90 dias);

D. PSC 94/03 (120 dias).
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5.2 Diminuicdo de massa do PET

Todos as amostras de PET apresentaram decréscimo em sua massa apos
incubacgdo com as linhagens fungicas nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias
(Tabelas 2.4, 2.5 e 2.6).

Destacaram-se as linhagens Pleurotus 001 e Agaricus campestris no
periodo de 30 dias de cultivo, conforme observado na Tabela 2.4, as quais
promoveram maior diminuicdo de massa do plastico, atingindo, respectivamente,
diminuicdo de 0,0146 g, correspondente a perda de 5,79%, e 0,0071g,
equivalente & perda de 2,83% da massa inicial. Os resultados obtidos neste
ensaio com Pleurofus 001 (diminuicdo de 5,79%), foram superiores aos
apresentados por COSTA (2001) onde este causou diminuicdo de massa
polimerica, em forma de filme, de 1,6%.

Com relagdo as massas fungicas, a linhagem Pleurotus 001 apresentou
tambem, juntamente com Pleurotus tailandia, os maiores valores de massa
celular, 0,0097 g e 0,0083 g, respectivamente.

Pode-se verificar na Tabela 2.4, que ambos os fungos, Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus sajor caju, apresentaram valores de massa fangica de
0,0044 g, proximos ao apresentado por Agaricus campestris (0,0042 g), sem,
contudo, promoverem significante diminuicdo de massa do polimero, sendo estes

resultados semelhantes aos apresentados por COSTA (2001).
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Tabela 2.4. Diminuicdo de massa e % de diminuigcdo de massa dos pellets
de PET e massa fungica apods crescimento dos fungos em PET por 30 dias a
30°C.

MICRORGANISMOS Dimin. % dimin. Massa

massa massa fingica

PET (g)*  PET” ()
P. sajor caju 0,0005 0,2% 0,0044
P. taifandia 0,0008 0,32% 0,0083
P.001 0,0146 5,79% 0,0097

P. chrysosporium 0,0012 0,48% 0,0044
A. campestris 0,0071 2,83% 0,0042

H2 0,0008 0,32% 0,0030
PSC 94/03 0,0013 0,52% 0,0016
P1 0,0015 0,6% 0,0007
F.lu 0,0005 0,2% 0,0028

* resultados representam a média de 3 experimentos (triplicata).

Destacaram-se no periodo de incubagdo de 60 dias (Tabela 2.5), as
linhagens Pleurotus tailandia e P1, as quais promoveram diminuicdo de massa
polimerica de 0,0081 g e 0,0085 g respectivamente, correspondente a diminui¢éo
de 3,20% e 3,34% da massa inicial do plastico.

Observa-se na Tabela 2.5 que, de um modo geral, as porcentagens de
perda de massa polimérica no periodo de cultivo de 60 dias foram altas em
comparagéo com os demais periodos de crescimento (30, 90 e 120 dias), sendo a
menor diminuigéo de massa inicial apresentada por P. sajor caju, com 1,75%.

Com relagdo as massas fungicas crescidas no polimero PET, todas as

linhagens apresentaram bons valores de crescimento micelial, sendo os fungos
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Pleurotus sajor caju e Flu, os que apresentaram os maiores valores de massa

celular, com 0,0096 g e 0,0093 g, respectivamente (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Diminui¢do de massa e % de diminuicdo de massa dos peliets
de PET e massa fungica apos crescimento dos fungos em PET por 60 dias a
30°C.,

MICRORGANISMOS Dimin. % dimin. Massa

massa massa fangica

PET (g) PET* (9)*
P. sajor caju 0,0044 1,75% 0,0096
P. tailandia 0,0081 3.20% 0,0086
P.001 0,0057 2,27% 0,0080
P. chrysosporium 0,0068 2,69% 0,0075
A. campestris 0,0047 1,87% 0,0069
H2 0,0027 1,07% 0,0057
PSC 94/03 0,0055 2,18% 0,0080
P1 0,0085 3,34% 0,0079
F.lu 0,0066 2,61% 0,0093

* resultados representam a média de 3 experimentos (triplicata).

No periodo de 90 dias de incubagdo (Tabela 2.6), as linhagens estudadas
promoveram pequena diminuigdo de massa polimérica, com excegio do fungo
Phanerochaete chrysosporium que promoveu a maior diminuicdo de massa em
comparacdo as demais linhagens nos outros periodos de cultivo, com diminuigédo

de 0,0170 g, correspondente a reducgéo de 6,72% da massa inicial do PET.
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Os fungos Pleurotus tailandia, PSC 94/03 e P1 apresentaram os melhores
valores de massa celular crescida no periodo de 90 dias, com 0,0042 g, 0,0056 g
e 00,0064 g, respectivamente.

Observa-se ainda na Tabela 2.6, que a linhagem H2, em comparagéo com
os demais fungos, promoveu pouca diminuicdo de massa do PET, apresentando
somente reducdo de 0,08% da massa inicial, sendo este o menor valor

apresentado em todos 0s ensaios realizados.

Tabela 2.6. Diminuigdo de massa e % de diminuigdo de massa dos pellets
de PET e massa flingica apds crescimento dos fungos em PET por 90 dias a
30°C.

MICRORGANISMOS Dimin. % dimin. Massa
massa massa flungica
PET (g)* PET* (9)

P. sajor caju 0,0014 0,55% 0,0017
P. tailandia 0,0023 0.91% 0,0042
P.001 0,0012 0,47% 0,0039

P. chrysosporium 0,0170 6,72% 0,0009
A. campestris 0,0012 0,48% 0,0011
H2 0,0002 0,08% 0,0010

PSC 94/03 0,0004 0,16% 0,0056

P1 0,0010 0,40% 0,0064

F.lu 0,0014 0,55% 0,0035

* resultados representam a média de 3 experimentos (triplicata).
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As- linhagens Pleurotus sajor caju e PSC 94/03 se destacaram por

apresentar maior perda de massa do PET quando incubados no periodo de 120

dias, promovendo, respectivamente, reducdc de 0,0122 g, correspondente a

perda de 4,82%, e 0,0104 g, equivalente a perda de 4,13% da massa inicial

{Tabela 2.7).

Verificou-se também na Tabela 2.7, que as linhagens P. sajor caju,

Pleurotus 001, A. campestris e PSC 94/03 foram as que apresentaram os maiores

valores de massa celular crescida no polimero PET, com 0,0114 g, 0,0101 g,

0,0111 g e 0,0098 g de massa micelial, respectivamente.

Tabela 2.7. Diminuigdo de massa e % de diminuicdo de massa dos pellets

de PET e massa fingica apos crescimento dos fungos em PET por 120 dias a

30°C.

MICRORGANISMOS  Dimin. % dimin. Massa
massa massa flingica

PET (g)* PET* (g)
P. sajor caju 0,0122 4,82% 0,0114
P. tailandia 0,0022 0,87% 0,0087
P.001 0,0062 2,47% 0,0101
P. chrysosporium 0,0075 2,98% 0,0079
A. campestris 0,0075 2.97% 0,0111
H2 0,0022 0,87% 0,0028
PSC 94/03 0,0104  4,13% 0,0098
P1 0,0051 2,02% 0,0083
F.lu 0,0024 0,95% 0,0063

resultados representam a média de 3 experimentos (triplicata).
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5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras de PET submetidas a incubagdo com as linhagens flngicas
apresentaram morfologias distintas dos controles, conforme observa-se nas
micrografias obtidas com a analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
(Figuras 2.3, 2.4 e 2.5) do polimero.

Verifica-se, na Figuras 2.3 B e 2.3 D, modificacGes na superficie do PET,
apés a retirada da massa celular da linhagem Pleurotus sp (PSC 94/03), em
comparagao aos controles (Figuras 2.3 A e 2.3 C) que apresentam superficie com
maior grau de uniformidade. Observa-se uma densa rede de filamentos do fungo
recobrindo o polimero, onde a superficie adquire aspectos quebradigos (Figura
2.3 E), e as hifas penetram na estrutura do pellet (Figura 2.3 F). A linhagem PSC
94/03, no periodo de 120 dias incubagdo, promoveu diminuicdo de massa do
PET de 4,13%, e destacou-se na producdo da enzima Lignina Peroxidase
(Capitulo 3, item 5.1.2, pagina 69), em meio de sais, e da enzima Manganés
Peroxidase (Capitulo 3, item 5.2.3, pagina 77), em meio contendo farelo de trigo.

Nas Figuras 2.4 B e 2.4 D, verificamos que o PET sofreu grande desgaste
da superficie polimérica, quando comparadas com os controles (Figuras 2.4 A e
24 C) apos a retirada da massa fingica de Pleurotus sajor caju, com
descamagdes e rupturas na superficie. Observa-se, nas Figuras 24 Ee 24 F, o
crescimento de P. sajor caju, recobrindo e aderindo-se a superficie do PET. O
fungo destacou-se na diminuigdo de massa do PET (4,82%), em 120 dias de
crescimento, na produgdo da enzima Lacase em meio de sais (Capitulo 3, item

2.1.1, pagina 67), e na produgéo de biosurfactante emulsdo agua/éleo (Capitulo 3,
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item 5.4, pagina 81) e enzima Lignina Peroxidase (Capitulo 3, item 5.2.2, pagina
75) em meio contendo farelo de trigo.

O crescimento de Phanerochaete chrysosporium no PET pode ser
observado nas Figuras 2.5 C,2.5D, 2.5 E e 2.5 F, com uma densa rede de hifas e
esporos, recobrindo e aderindo-se a superficie do pellet. Na Figura 2.5 B,
verificamos alteragSes provocadas pelo fungo no substrato polimérico, em
comparagdo ao controle apresentado na Figura 2.5 A, observando-se grande
desgaste da superficie polimérica. O P. chrysosporium destacou-se como a
linhagem que promoveu a maior diminuicdo de massa do PET, 6,72% em 90 dias
de incubagdo, estando entre os melhores produtores da enzima Lacase em meio
de sais (Capitulo 3, item 5.1.1, pagina 67) e meio contendo farelo de trigo
(Capitulo 3, item 5.2.1, pagina 74).

Verifica-se nas Figuras 2.6 A, 25 B, 25 C e 2.5 D o crescimento de
Pleurotus sp (P1), com grande quantidade de hifas aderidas a superficie,
envolvendo o pellet de PET. Observa-se, na Figura 2.5 D, a presenca de
estruturas caracteristicas de basidiomicetos, denominados grampos de conexdo.
A linhagem P1 destacou-se na diminuicdo de massa do PET em 60 dias de
incubagéo (3,34%), na producdo da enzima Lacase em meio de sais (Capitulo 3,
item 5.1.1, pagina 67) e na produgéo de biosurfactante emulséo dlec/agua em
meio de sais (Capitulo 3, item 5.3, pagina 79) e emuisdo agual/éleo em meio
contendo farelo de trigo (Capitulo 3, item 5.4, pagina 81). Na Figura25Ee25F
observa-se a um denso micélio da linhagem Pleurotus sp (P.001) aderida ao PET,

verificando-se, na Figura 2.5 F, que o polimero apresenta descamacgdes e
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rupturas em sua superficie. O fungo P.001, em 30 dias de incubagéo, promoveu
diminuicdo de massa do PET de 5,79%, destacando-se na produgéo da enzima
lacase (Capitulo 3, item 5.1.1, pagina 67) e de biosurfactantes emulsdo agua/dleo

(Capitulo 3, item 5.3, pagina 79) em meio de sais.
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W we e . . . . 0

Figura 2.3. Fotomicrografias do polimero PET e fungo PSC 94/03 por MEV.
A. controle — 200x; B. PET apoés retirada da massa fungica — 200x; C.
controle — 800x; D. PET apés retirada da massa fangica — 800x; E. PET e

PSC 94/03 - 300x; F. PET e PSC 94/03 — 500x.
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Figura 2.4. Fotomicrografias do polimero PET e fungo Pleurotus sajor caju

por MEV. A. controle — 300x; B. PET apés retirada da massa fungica —
300x; C. controle — 500x; D. PET apos retirada da massa fungica — 500x; E.

PET e Pleurotus sajor caju — 350x; F. PET e Pleurotus sajor caju — 1000x.
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Figura 2.5. Fotomicrografias do polimero PET e fungo P. chrysosporium por

MEV. A. controle — 700x; B. PET apés retirada da massa fungica — 700x; C.
PET e P. chrysosporium — 400x; D. PET e P. chrysosporium — 500x; E. PET

e P. chrysosporium — 750x; F. PET e P. chrysosporium — 700x.
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Figura 2.6. Fotomicrografias do polimero PET e fungos Pleurotus sp (P1 e
P.001) por MEV. A. PET e P1 — 200x; B. PET e P1 — 350x; C. PET e P1 -
400x; D. PET e P1 — 1500x; E. PET e P.001 — 350x; F. PET e P.001 —
750x.
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6. CONCLUSOES

» De uma maneira geral, as linhagens utilizadas neste trabalho
apresentaram crescimento micelial e também foram capazes de diminuir a massa
molar do PET;

» Os fungos apresentaram crescimento micelial classificados como nivel 3
(30-60%) segundo normas da ASTM, com excecdo de P. chrysosporium e A.
campestris que obtiveram classificagdo 2 (10-30%) e H2 com classificacdo 1
(<10%) apos 120 dias de incubacéo;

> As linhagens que ocasionaram maior porcentagem de perda de massa
do PET foram: Phanerochaete chrysosporium em 90 dias de incubagdo, com
reducdo de 6,72%, Pleurotus 001 com 5,79% em 30 dias e P. sajor caju com
4,82% e PSC 94/03 com 4,13% em 120 dias de cultivo;

» O fungo que apresentou a menor perda de massa de PET foi a linhagem

H2 com 0,08% em 90 dias de incubacgio.
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Capitulo 3

Producgéao de enzimas ligninoliticas e
biosurfactantes na presenca de

polietileno tereftalato (PET)
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RESUMO

Foram estudadas nove linhagens de fungos basidiomicetos de
decomposi¢do branca, Pleurotus sajor caju, Pleurotus tailandia, Pleurotus sp
(P.001), Phanerochaete chrysosporium, Agaricus campestris, Pleurotus sp (P1),
Pleurotus sp (PSC 94/03), Flu e H2, cultivadas em meio liquido de sais contendo
pellets de polietileno tereftalato (PET), e em meio de cultura contendo farelo de
trigo com pellets de PET, determinando-se as enzimas ligninoliticas lacase, lignina
peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP) e a producgédo de biosurfactantes.

Todas as linhagens produziram, pelo menos, uma das enzimas estudadas,
em ambos os meios de cultivo testados, sendo a enzima manganés peroxidase a
que apresentou os maiores valores de atividade enzimatica com o fungo Agaricus
campestris no periodo de crescimento de 120 dias em meio liquido, e PSC 94/03
em 90 dias de incubagdo em meio contendo farelo de trigo.

Observou-se que a melhor atividade de biosurfactante (emulséo 6leo/agua),
foi produiida pela linhagem Pleurotus tailandia ap6s crescimento em meio liquido
por 120 dias. Pleurotus 001 produziu a melhor atividade de emulsdo agua/éleo
apos 120 dias de cultivo. Nos ensaios realizados em meio contendo farelo de trigo,
o fungo Flu apresentou a methor producdo de emulsdo éleo/agua em 30 dias de

incubagéo e PSC 94/03 a melhor emulsdo agua/éleo em 60 dias de crescimento.
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ABSTRACT

Nine white-rot fungal strains, Pleurotus sajor caju, Pleurotus tailandia,
Pleurotus sp (P.001), Phanerochaete chrysosporium, Agaricus campestris,
Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp (PSC 94/03), Flu e H2, were cuitivated either in
mineral liquid medium or wheatbran water medium, containing pellets of PET. The
production of the ligninolytic enzymes laccase, lignin peroxidase (LiP) and
manganese peroxidase (MnP), and the production of biosurfactantes were
investigated.

All the strains produced at least one of the enzymes under both culture
conditions. Agaricus campestris presented the highest levels of Manganese
Peroxidase activities in 120 days of incubation in liquid medium, and PSC 94/03
after 80 days of incubation in solid medium.

The best production of biosurfactant activities was observed following
growth of Pleurotus taifandia (oil/water emulsion) and of Pleurotus 001 (water/oil
emulsion) both in liquid medium for 120 days. Following growth in solid medium the
best oil-in-water emulsion was produced by the strain Flu after 30 days and PSC

94/03 produced the best water-in-oil emulsion after 60 days of growth.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a utilizagdo de fungos de decomposigdo branca em
estratégias da biorremediacdo tem obtido éxito na pesquisa devido a sua
capacidade em mineralizar uma grande variedade de compostos altamente toxicos
encontrados no meio ambiente (WU et al, 1996). Estes microrganismos degradam
um amplo espectro de poluentes através de seu sistema enzimatico extracelular,
que possui caracteristicas oxidativas e inespecificas. As enzimas mais estudadas
atualmente s&o: lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase (TUOMELA, et
al., 2000), que atuam na degradagdo da lignina, uma macromolécula estrutural
encontrada nas paredes celulares de plantas, com estrutura complexa e presenga
de aneis aromaticos e ligages de dificil degradagao.

O Polietileno Tereftalato (PET) € um polimero sintético que tem sido muito
utilizado na area de embalagens alimentares, especialmente na de bebidas
gaseificadas, apesar da maior parte da demanda mundial deste plastico ainda
estar relacionada & aplicagéo de fibras (EDGE et al, 1996). O grande consumo
deste materiais pela sociedade atual tem gerado duvidas de como estes produtos
sintéticos podem retornar ao meio ambiente sem causarem maiores danos
(HEYDE, 1998), pois quando descartados inadequadamente, permanecem

inalterados por um longo periodo de tempo.
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2. OBJETIVOS

Esta etapa do trabalho teve como objetivo avaliar a producéo de enzimas
ligninoliticas e de biosurfactantes pelas linhagens fungicas crescidas em meio de
cultura liquido de sais e pellets de PET e meio de cultura contendo farelo de trigo

e pellets de PET.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas gerais de fungos de decomposicio branca

Os fungos de decomposigdo branca sdo os principais degradadores de
lignina na natureza. Existem indmeras espécies de fungos de decomposigio
branca, sendo a maioria destas Basidiomycotina, seguidas por algumas
Ascomycotina (ERIKSON et al., 1990). A degradagédo da lignina por fungos de
decomposicdo branca é mais rapida do que a causada por outros microrganismos,
sendo estes 0s responsaveis pela maioria da decomposigdo da lignina na
natureza (KIRK & FARRELL, 1987; TUOMELA, et al., 2000). Sendo a degradacéo
da lignina um processo complexo, as enzimas produzidas possuem,
provavelmente, efeito sinergistico entre si (TUOMELA, et al., 2000).

Fungos de decomposi¢do branca sdo também objeto de consideravel
atencéo devido a sua capacidade de degradar poluentes toxicos. Uma vez que a
lignina contéem uma variedade de ligagdes que estdo comumente presentes em

poluentes aromaticos e sendo o sistema degradativo destes fungos inespecifico e
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oxidativo, muitos laboratérios tem estudado tais fungos como um agente potencial

na biorremediagdo (BUMPUS e AUST, 1987 e HAMMEL, 1989).

3.2. Enzimas Ligninoliticas produzidas por fungos

Fungos de decomposicdo branca sdo capazes de degradar lignina, o
polimero estrutural existente nas plantas, a partir de um sistema enzimatico
produzido durante o metabolismo secundario. As enzimas ligninoliticas
produzidas pertencem a duas familias de isoenzimas, chamadas de lignina
peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP) (WU, 1996). Nos anos 80 o
principal objetive foi definir as condigbes laboratoriais destes microrganismos,
especialmente o fungo Phanaerochaete chrysosporium, para a maxima
mineralizagao da lignina (HATAKKA, 1994).

A mineralizagdo completa da lignina pelos microrganismos requer dois
processos importantes: a hidrélise do polimero e clivagem do anel do nlcleo
aromatico. A biodegradagéo da lignina é um processo oxidativo, no entanto, o
metabolismo dos fragmentos de lignina envolve uma combinacéo de reagées de
oxido-redugdo {(SCHOEMAKER, 1990).

Devido a natureza e tamanho da molécula de lignina, as enzimas
responsaveis pelo ataque inicial precisam ser extracelulares e ndo-especificas. As
enzimas extracelulares melhores estudadas, produzidas por estes fungos, s&o:
lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP), e lacase. O papel de LiP e
MnP na degradagéo da lignina tem sido verificado, enquanto que outras enzimas
sao, ainda, incertas. Diferentes fungos de decomposicdo branca produzem

diferentes combinagbes de enzimas: existem os produtores de LIP e MnP, outros
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que produzem MnP e lacase, fungos que produzem LiP e lacase, e ainda os que
nao produzem LiP nem MnP, mas sim lacase e alcool aril oxidase (AAQ), ou ainda

outras enzimas (TUOMELA, et al., 2000).

3.2.1. Lignina Peroxidase (LiP)

Algumas Peroxidases extracelulares especificas, conhecidas como lignina
peroxidase (LiP), estdo envolvidas no processo in vivo da despolimerizagdo da
lignina (FRIAS, et al., 1995).

A descoberta da LiP foi fundamental no entendimento do mecanismo de
degradagéo da lignina. O alcool veratrilico tem sido o substrato escolhido para a
determinagdo da LiP, onde, neste método, a LiP catalisa a transformacio do
alcool veratrilico a veratraldeido, que possui maior absorbancia a 310nm (ARORA
& GILL, 2001).

A LiP, isolada em 1983 por TIEN e KIRK e GLENN e GOLD, é uma
glicoproteina que contém ferro como grupo prostético, sendo dependente de
peroxido de hidrogénio para a sua atividade (KIRK e FARREL, 1987;
BOOMINATHAN et al., 1992).

A LiP catalisa uma variedade de compostos modelo de lignina néo fendlicos
(KiRK e ?ARREL, 1987, SCHOEMAKER et al., 1990) bem como a lignina sintética

(HAMMEL et al., 1991).

3.2.2. Lacase (Lac)
A lacase € uma glicoproteina que contém cobre no seu sitio ativo, e catalisa

o transporte de quatro elétrons de oxigénio para agua. A lacase € dependente de
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quatro ions de cobre distribuidos entre trés diferentes sitios de ligagdo, possuindo,
cada fon, importante fungdo no mecanismo de catalise (YOUN, et al., 1995).

As lacases s&o muito difundidas na natureza, sendo produzidas por fungos
ou plantas, podendo oxidar, desmetilar, polimerizar ou despolimerizar compostos
fendlicos. Em plantas, tem sido associadas com lignificagéo. Em fungos, por outro
lado, estdo associadas & degradacéo de lignina. Lacase flngica oxida fenodis e
subestruturas de lignina fendlica (THURSTON, 1994). Seu potencial ligninolitico
tem sido utilizado em processos de branqueamento e despolpagéo, aperfeicoando
a digestdo de substratos lignoceluldsicos e removendo os componentes fenélicos

de efluentes, sucos de uva e frutas e vinhos (ARORA & GILL, 2001).

3.2.3. Manganés Peroxidase (MnP)

A peroxidase extracelular mais comumente encontrada, produzida por
fungos de decomposicdo branca, € a manganés peroxidase (MnP) uma
glicoproteina que atua como isoenzimas, oxidando diretamente Mn(ll) a Mn(lll),
que e quelado por acidos organicos, como o oxalato (MESTER & FIELD, 1997).

A MnP foi isolada em culturas de P. chrysosporium em 1984 por
KUWAHARA et al (1984). A maioria de suas propriedades estruturais assemelha-
se a LiP. E uma glicoproteina com ferro como grupo prostético, dependente de
peroxido de hidrogénio para a sua atividade (GLENN e GOLD, 1985, GOLD et al.,
1889). A enzima ¢ produzida simultaneamente com a LiP, durante o metabolismo
secundario, e é regulada pelas concentragdes de carbono e nitrogénio no meio de

cultura (BUSWELL e ODIER, 1987).
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A MnP e conhecida por oxidar varios fendis, componentes de lignina
fenolica e clorofendis. Recentemente, também foi demonstrado a oxidagio de
componentes de lignina ndo-fendlica e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos na
presenca de co-oxidantes (lipideos insaturados) ou organossolventes (acetona)
por estas enzimas. Considerada como um biocatalisador potencial na
biotecnologia ambiental, & produzida por diferentes fungos de decomposigio
branca, e tem sido utilizada na remediagdo de solos contaminados, descoloracéo
de dejetos, despolpagéo e processos de brangueamento (MESTER & FIELD,
1997).

3.3. Produgao de Biosurfactantes

Componentes de superficie ativa de origem microbiana, os biosurfactantes,
tém obtido muita atengdo nos dltimos anos devido a sua funcdo no crescimento de
microrganismos em composfos insoliveis, materiais hidrofdbicos como
hidrocarbonetos ou outros substratos lipofilicos. Os biosurfactantes constituem um
grupo diverso de biomoléculas que possuem as mesmas propriedades dos
surfactantes sintéticos e, em alguns casos, produzem microemulsées agua-6leo
ou oleo-agua superiores aos sintéticos (ASHTAPUTRE, ef al., 1995). Devido a sua
biodegradabilidade e a producdo a partir de fontes de energia renovaveis, os
biosurfactantes tém tido notoriedade. Seu sucesso tem sido constantemente
relatado em aplicagbes como derramamento de oleos, remediagdo de solos ou
aguas contaminados com metais, ou aumento do restabelecimento do estado
natural do ambiente. Os biosurfactantes possuem a propriedade de reduzir a

tensdo superficial, a concentragéo critica micelar e a tensdo interfacial, assim
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como, a estabilizagdo de emulsbes em ambas as solugbes de Agua e
hidrocarbonetos (HOMMEL, 1990). Suas propriedades de surfactantes e
emulsificantes resultam da presenca das duas regides, uma hidrofilica e outra
hidrofébica, na mesma molécula (FIECHTER, 1992).

A produgdo dos biosurfactantes em meios de cultura é, muitas vezes,
considerada pré-requisito para interagbes entre hidrocarbonetos e células
microbianas, podendo aumentar a acessibilidade do polimero insoluvel aos
microrganismos (HOMMEL, 1990), tornando-os mais hidrofilicos, facilitando,

assim, a atuagdo das enzimas produzidas e excretadas ao meio aquoso.

4. METODOLOGIA

4.1. Crescimento dos microrganismos
4.1.1. Microrganismos e Preparo dos in6culos
As linhagens fungicas utilizadas e a preparagdo dos indculos para os

ensaios estdo previamente descritos nos itens 4.1.1. e 4.1.2. pagina 21, Capitulo2.

4.1.2. Meio de Cultura Liquido

O meio liquido utilizado esta descrito no Capitulo 2, item 4.1.3, pagina 22.

4.1.3. Meio de Cultura contendo farelo de trigo

Foi utilizado farelo de trigo (1:4) em agua destilada como meio de cultivo

para o crescimento das linhagens flngicas (CLEMENTE, 2002).

62



ESTUDO DA DEGRADAGAO DE PET POR FUNGOS BASIDIOMICETOS LIGNINOLITICOS

4.2, Polimero utilizado

O polimero sintético que foi utilizado nos ensaios foram pellets cilindricos de
3mm de didmetro e 2mm de altura de Polietileno Tereftalato, resina PET Rhodia
580, doados pela Divisdo de Embalagens da Alcoa Aluminio S. A., Queimados —

RJ.

4.3. Desinfecgdo dos PETs
A desinfecgio dos pellets de PET, assim como a Solugdo Desinfetante
Universal utilizada durante este procedimento, estdo previamente descritos nos

itens 4.3. e 4.3.1., respectivamente, do Capitulo 2 nas paginas 22 e23.

4.4. Crescimento em meio liquido das linhagens flingicas na presencga de
PET

Este teste foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL nos quais foram
adicionados 50 mL do meio de crescimento de sais e autoclavados a 121°C por 15
min. Apos autoclavagem, em camara de fluxo laminar, adicionou-se
aproximadamente 0,259 de pellets de PET ja desinfetados.

Os fungos previamente crescidos em placas de Petri contendo BDA foram
inoculados em camara de fluxo laminar, na proporgéo de 1 cm? de micélio para
cada 10 mL do meio de cultura liquido (CLEMENTE, 2002; PAVARINA, 2002).

A incubacéo foi feita em estufas a 30°C, sem agitagéo, por periodos de 30,
60, 90 e 120 dias. Apos incubacéo, as amostras foram filtradas em 13 de vidro e
uma aliquota do caldo de cultura foi transferida a frascos ambar, para analises de

atividades enzimaticas e de producéo de biosurfactantes.
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo os ensaios

conirole bidticos e abidticos.

4.5. Crescimento das linhagens fungicas em farelo de trigo e PET

Este ensaio foi realizado em frascos Erlenmeyers de 300 mL nos quais
foram adicionados 5 g de farelo de trigo e 20 mL de agua destilada (1:4)
autoclavados duas vezes a 121°C por 15 min. As linhagens fungicas foram
inoculadas na proporgéo de 1 cm? de micélio para cada 1g de farelo de trigo, e
incubadas por 7 dias a 30°C.

Apds este periodo, adicionou-se aos frascos, em camara de fluxo laminar,
aproximadamente 50g de pellets de PET, ja desinfetados, ¢ 10 mL de &gua
destilada esteril homogeneizando esta mistura com o auxilio de bastdes de vidro
estéreis. Incubou-se em estufas a 30°C, sem agitagéo, por periodos de 30, 60 e
90 dias. Apds incubagéo, foram adicionados as amostras 50 mL de agua destilada
e centrifugadas a 9.000 rpm a 5°C durante 20 minutos. Uma aliquota do caldo foi
transferida para frascos ambar, para analises de atividades enzimaticas e de
biosurfactantes.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo os ensaios

controle bidticos e abitticos.

4.6. Determinagdo das atividades enzimaticas
Ensaios de determinacéo das atividades das enzimas ligninoliticas foram
realizadas para todas as linhagens de fungos filamentosos. As enzimas analisadas

foram avaliadas através da sua atividade enzimatica, que representa a quantidade
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de substrato transformado (ou produto formado) por unidade de tempo. Em 1961,
foi estabelecida uma unidade enzimatica (U), mais tarde denominada como
Unidade Interacional (Ul), como a quantidade da enzima que transforma 1 umol
de substrato por minuto sob condigdes especificas (PALMER, 1985). Todas as

atividades enzimaticas analisadas foram expressas em Ul/Lmin.

4.6.1. Atividade da lacase

Esta atividade foi determinada na auséncia de H,0, exdgeno no meio da
reagdo. A mistura de reagéo para determinar esta atividade foi constituida de:
0,6mL de caldo; 0,2 mL de tampéo citrato-fosfato 0,05 M (pH 3,0); 0,1 mL de
siringaldazina 1,0 mM em etanol (¢ 525 = 65.000 1/M x cm). Para o preparo da
amostra controle (branco) substituiu-se o caldo por agua destilada. As leituras

foram feitas em 525 nm, durante 10 minutos (PALMER, 1985).

4.6.2. Atividade da lignina peroxidase

Esta atividade foi determinada pela oxidagéo do alcool veratrilico (s 310 =
9.300 1/M x cm). A mistura da reagao foi composta de 0,6 mL de caldo, 0,2 mL de
H>0, mM e 0,2 mL de solugéo de alcool veratrilico 2,0 mM em tampéo tartarato de
sodio 0,4 M (pH 3,0). A reagéo foi iniciada pela adigdo de H,0, & 0 aparecimento
do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm

(BUSWELL e ERIKSSON, 1994).
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4.6.3. Atividade da manganés peroxidase

Esta atividade foi quantificada pela oxidag&o do vermelho de fenol (¢ 610 =
4.460 1/M x cm), na presenga de manganés e peroxido de hidrogénio. A mistura
da reagéo foi composta de 0,5mL de caldo filtrado; 0,1mL de lactato de sodio
0,25M; 0,05 mL de MnSOs 2,0mM; 0,2mL de albumina bovina 0,5%; 0,1mL de
vermelho de fenol 0,1%; 0,05mL de peroxido de hidrogénio 2,0mM em tampdo
succinato 0,2M (pH 4,5). A mistura foi mantida a 30°C durante 5 minutos, sendo a
reagé@o da formagdo do cromoéforo finalizada pela adicdo de 0,04ml. de NaOH 2,0
mol.L™.

Apés a adigdo do NaOH, a absorbancia foi determinada em 610nm. A
preparagéo do branco foi feita de maneira semelhante, sendo o caldo substituido

por agua destilada (SUTHERLAND, 1892).

4.7. Analise da produgdo de biosurfactantes

As atividades de biosurfactantes foram determinadas através de agitagéo
vigorosa de tubos contendo 3,5mL do caldo de cultura e 2,0 mL de hidrocarboneto
(tolueno) em agitador de tubos (Vortex) durante 1 minuto. Apds uma hora em
repouso, a densidade optica da emulsdo dleo em dgua foi determinada a 610nm.
A densidade optica foi relatada como atividade de emulsificacdo (JOHNSON, et
al., 1992). Apds 24 horas, a coluna de emuisdo agua em oleo foi quantificada, e a
atividade de emulsificagdo foi expressa em centimetros (cm) (COOPER, e

GOLDENBERG, 1987).
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5. RESULTADOS e DISCUSSAQ

5.1. Atividades Enzimaticas em meio liquido
Os fungos estudados produziram pelo menos uma das enzimas
ligninoliticas determinadas (Lac, LiP ou MnP) nos periodos de 30, 60, 90 e 120

dias de incubacgéo.

5.1.1. Atividade de Lacase

Todas as linhagens produziram atividade de lacase, com excegéo do fungo
Flu no periodo de 30 dias de incubagéo.

A atividade enzimatica de lacase produzida pelos microrganismos variou de
0.4 Ul/Lmin a 0,6 Ul/Lmin. As linhagens P. chrysosporium com 0,58 Ul/Lmin, A.
campestris € P1, ambas com 0,59 Ul/Lmin, foram as que apresentaram os
maiores niveis de atividade no ensaio realizado em 30 dias de crescimento (Figura
3.1A).

Com 60 dias de cultivo (Figura 3.1 B) as linhagens apresentaram niveis de
lacase maiores quando comparados com 30 dias (Figura 3.1 A), sendo todos
superiores a 1,2 Ul/Lmin, com excecdo do fungo H2, que apresentou valores
inferiores em 60 dias de incubagdo em comparagéo aos detectados em 30 dias. O
fungo que apresentou o maior valor de atividade enzimatica foi P.001, com 1,62

Ul/Lmin.
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Figura 3.1. Producao de lacase pelas linhagens fungicas crescidas em meio
contendo sais minerais e pellets de PET a 30°C. A. 30 dias; B. 60 dias; C. 90 dias:

D. 120 dias.

Destacaram-se, em 90 dias de crescimento (Figura 3.1 C), as linhagens
P.001, A. campestris (1,77 Ul/Lmin), Flu (1,73 UlLmin), e principalmente P.
chrysosporium com 1,86 Ul/Lmin, que apresentaram os maiores valores de
atividade enzimatica. Para a linhagem H2 a atividade de lacase mostra um
aumento, com 1,63 Ul/Lmin, visto que em 60 dias detectou-se 0,31 Ul/Lmin. O
fungo P1 foi o Gnico que apresentou os valores de atividade (1,35 Ul/Lmin)
reduzido neste periodo de crescimento em comparagéo com 60 dias de incubacéo

(1,53 Ul/Lmin).
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Verifica-se na Figura 3.1 D, que os valores de atividade de lacase
apresentaram niveis reduzidos com 120 dias de incubagdo quando comparados
com 90 dias de cultivo, sendo H2, com 1,48 Ul/Lmin, o fungo que expressou maior
atividade de lacase. A linhagem P.94/03, quando comparado com 30 dias de
incubagdo (0,53 Ul/Lmin), apresentou diminuigdo dos valores de atividade da
enzima (0,36 Ul/Lmin) no periodo de 120 dias de cultivo e a linhagem que
expressou os menores valores de atividade de lacase foi P1, com 0,08 Ul/Lmin.

Foi possivel observar que, no periodo de incubacgido de 30 dias (Figura 3.1
A), os microrganismos apresentaram menores niveis de produgdo da enzima
lacase quando comparados aos demais tempos de crescimento. Os melhores
valores de atividade de lacase produzidos pelos microrganismos ocorreram no
periodo de incubagéo de 90 dias (Figura 3.1 C).

Segundo Youn et al (1995), a lacase é classificada como uma polifenol
oxidase, possuindo uma ampla especificidade para compostos aromaticos que
contenham grupos hidroxila e amino. Visto que a lignina contém grupos fenélicos
hidroxila, e a maioria dos fungos de decomposigédo branca secretam lacase em
condigbes de cultivo ligninoliticos, tem-se sugerido que a lacase possui uma
importante fungédo na degradacgdo da lignina. Neste estudo, foi verificado que o
maior produtor dessa enzima foi P. chrysosporium aos 90 dias, quando também

houve a maior perda de massa do PET (6,72%).

5.1.2. Atividade de Lignina Peroxidase
Todas as linhagens estudadas apresentaram atividade de lignina

peroxidase (LiP), com excegéo do fungo Flu no periodo de 30 dias de incubagéo.
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Os valores de atividades da enzima LiP apresentadas na Figura 3.2 A,
foram maiores para PSC 94/03, seguido da linhagem H2, que apresentou no
periodo de cuitivo de 30 dias, sua melhor atividade, com 0,43 Ul/Lmin.

Os microrganismos PSC 94/03, com 0,9 Ul/Lmin, e P1, com 0,8 Ul/Lmin,
foram os que expressam os melhores valores de atividade desta enzima, sendo,
para a linhagem P1, o melhor valor de atividade de LiP expresso nos periodos de
incubagao testados. Ja os fungos P. tailandia, A. campestris e H2 foram os que
apresentaram os menores valores de atividade no periodo de 60 dias de
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Figura 3.2. Produgédo de lignina peroxidase pelas linhagens fungicas
crescidas em meio contendo sais minerais e pellets de PET a 30°C. A. 30 dias; B.

60 dias; C. 90 dias; D. 120 dias.
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O maximo de atividade de LiP foi produzido pelo fungo PSC 94/03 (1,18
Ul/Lmin) dentre todas as linhagens e tempos de crescimento estudados, no
periodo de 90 dias de incubagdo. Outro microrganismo que se destacou neste
periodo foi P. sajor caju (PSC) (0,72 Ul/Lmin) sendo as linhagens A. campestris e
H2, as que apresentaram os menores valores de atividade, e Flu, que nio
expressou atividade para LiP (Figura 3.2 C).

O fungo Pleurotus sajor caju (PSC) se destacou no periodo de 120 dias de
crescimento (Figura 3.2 D) apresentando neste periodo seu maior valor médio de
atividade (0,77 UI/Lmin). N&o detectou-se atividade de LiP para a linhagem Flu, e
H2 e PSC 84/03 foram as que expressaram menores valores de LiP neste

periodo.

5.1.3. Atividade de Manganés Peroxidase

Nos resultados apresentados na Figura 3.3 A, a linhagem Flu apresentou os
maiores valores de atividade de MnP no periodo de incubagdo de 30 dias (3,4
Ul/Lmin), seguido de A. campestris (2,6 Ul/Lmin). Os fungos com menores
atividades de MnP neste periodo foram P. chrysosporium e H2.

Na Figura 3.3 B, observamos que os microrganismos P. chrysosporium, Flu
e PSC 94/03 néo produziram atividade de MnP no periodo de crescimento de 60
dias, sendo os fungos P. sajor caju (PSC), (1,3 Ul/Lmin), P.001 (1,2 Ul/Lmin) e A.

campestris (1,1 Ul/Lmin), os que mais produziram atividade desta enzima.
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Figura 3.3. Produgdo de manganés peroxidase pelas linhagens fungicas
crescidas em meio contendo sais minerais e pellets de PET a 30°C. A. 30 dias; B.

60 dias; C. 80 dias; D. 120 dias.

Os valores de atividade de MnP expressos pelos microrganismos, em 90
dias de incubagdo (Figura 3.3 C), foram os mais baixos observados, em
comparagao com os demais periodos de crescimento, destacando-se apenas a
linhagem Flu (2,1 Ul/Lmin). Para os fungos P. taifandia, P.001, P. chrysosporium,
H2, PSC 94/03 e P1, esta atividade enzimatica nido foi detectada sob esta
condi¢ao de cultivo.

O periodo de incubacdo no qual as linhagens estudadas apresentaram

melhor produgao da enzima MnP foi em 120 dias (Figura 3.3 D), onde atingiu o
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maximo de produgdo enzimdtica com o fungo A. campestris (8,16 Ul/Lmin),
seguido por P. chrysosporium (2,87 Ul/Lmin), P. tailandia (2,33 Ul/Lmin) e P. sajor
caju (2,15 Ul/Lmin). Para P.001, PSC 94/03 e P1, n&o detectou-se atividade de

MnP.

5.2. Atividades enzimaticas em meio contendo farelo de trigo

Foi testada a capacidade das 9 linhagens estudadas em produzir as
enzimas Lac, LiP e MnP quando inoculadas em meio contendo farelo de trigo. As
mesmas foram cultivadas durante 7 dias e, apds este periodo, o sobrenadante foi
coletado com a finalidade de verificar a produg&o das enzimas ligninoliticas sem a
adigdo de pellets de PET. Este experimento foi feito a fim de verificar se o farelo
de trigo interfe ou ndo na produgio enzimatica das linhagens estudadas, ou seja,
se a enzima produzida seria devido a presenga do farelo de trigo ou do PET. Apds
andlises dos resuitados verificou-se que nenhuma enzima foi detectada neste
periodo. Este comportamento se deve, provavelmente, ao fato das linhagens
estarem utilizando o farelo de trigo como fonte de carbono para seu
desenvolvimento, pois sabe-se que as enzimas ligninoliticas sdo produzidas pelos
fungos de decomposigdo branca somente em condigdes limitantes de carbono e
nitrogénio (KIRK &FARRELL, 1987; TUOMELA et al., 2000).

Com 30, 60 e 90 dias de cultivo, os rﬁécrorganésmos estudados produziram
pelo menos uma das enzimas determinadas (Figuras 3.4, 3.5 e 3.6), pois,

provavelmente, a fonte de carbono do farelo de trigo havia terminado.
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5.2.1. Atividade de Lacase

Verificamos na Figura 3.4 A que, no periodo de 30 dias de crescimento, o
fungo H2 apresentou o melhor valor de atividade enzimatica (280,35 Ul/Lmin) em
comparagao aos demais microrganismos e tempos de incubacado, destacando-se
ainda neste periodo P1 (168,41 Ul/Lmin), P.001 (155,58 Ul/Lmin) e P. tailandia
(107,35 Ul/Lmin}. A produgéo da enzima néo foi observada nas linhagens P. sajor
caju e PSC 94/03,
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Figura 3.4. Produgéo de lacase pelas linhagens fungicas crescidas em meio

contendo farelo de trigo e pellets de PET a 30°C. A. 30 dias; B. 60 dias: C. 90 dias.

No periodo de 60 dias de incubagao, os microrganismos que produziram os
melhores valores de atividade enzimatica foram P. sajor caju (198,5 Ul/Lmin), P.

tailandia (194,64 Ul/Lmin) e P. chysosporium (159,23 Ul/Lmin). A linhagem H2,
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que destacou-se como a melhor produtora de lacase com 30 dias, ndo apresentou
atividade desta enzima com 60 dias de cultivo (Figura 3.4 B).

Conforme a Figura 3.4 C, observou-se que, em 90 dias de cultivo, os
valores de atividade enzimatica foram menores dos que os obtidos nos tempos de
crescimento anteriores, onde P. sajor caju destacou-se, com produgio de 142,91
Ul/Lmin. O fungo H2 continuou ndo expressando atividade de lacase em 90 dias

de crescimenio.

5.2.2. Atividade de Lignina Peroxidase

Conforme monstrado na Figura 3.5 A, as linhagens P. sajor caju (918,94
Ul/lLmin), P. chrysosporium (724,42 Ul/Lmin) e P. tailandia (703,36 Ul/Lmin)
apresentaram, em 30 dias de incubagéo, os maiores valores de atividade de LiP
em comparacdo aos demais tempos analisados (60 e 90 dias). As atividades
apresentadas por Flu (509,02 Ul/Lmin) e H2 (238,43 Ul/Lmin) também se
destacaram neste periodo. Para as demais linhagens, esta enzima ndo foi

detectada.
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Figura 3.5. Produgédo de lignina peroxidase pelas linhagens fungicas
crescidas em meio contendo farelo de trigo e peliets de PET a 30°C. A. 30 dias; B.

60 dias; C. 90 dias.

Na Figura 3.5 B, observamos que, em 60 dias de crescimento, poucas
linhagens produziram LiP, destacando-se somente P.001 (633,38 Ul/Lmin) e PSC
94/03 (307,33 Ul/Lmin). Os fungos H2 (94,98 Ul/Lmin) e A. campestris (49,37
Ul/Lmin) apresentaram baixos valores de atividade quando comparadas aos
apresentados em 30 dias de cultivo (Figura 3.15 A}, e os demais microrganismos
estudados nao apresentaram atividade de LiP neste tempo de incubagéo.

Na Figura 3.5 C, verificou-se que os valores de atividades de LiP em 90
dias de cultive foram os menores apresentados pelas linhagens estudadas. Esta
enzima nao foi detectada para P. sajor caju, P. tailandia, P. chrysosporium e Flu.

O fungo A. campestris apresentou seu melhor valor de producéo de LiP neste
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ensaio (213,61 Ul/Lmin), e P1, que nos tempos de cultivo anteriores ndo havia
produzido a enzima, apresentou, em 90 dias de incubagéo, atividade de 98,47

Ul/Lmin.

5.2.3 Atividade de Manganés peroxidase

Conforme a Figura 3.6 A, somente PSC 94/03 e P1 produziram atividade de
MnP, 559,47 Ul/Lmin e 141,69 Ul/Lmin respectivamente, no periodo de 30 dias de
crescimento. Os demais fungos n&o produziram atividade de MnP neste periodo,
com excegado de Flu (50,31 Ul/Lmin) e P. chrysosporium (40,36 Ul/Lmin).

Na Figura 3.6 B, verificou-se que P. sajor caju (463,65 Ul/Lmin), foi o fungo
que apresentou o melhor valor de atividade para o periodo de 60 dias de cultivo,
seguido por PSC 94/03 (121,07 Ul/Lmin), o qual havia se destacado em 30 dias de .
crescimento (Figura 3.6 A). Nao foram detectados valores de atividades de MnP

para as demais linhagens estudadas.
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Figura 3.6. Produgdo de manganés peroxidase pelas linhagens fungicas
crescidas em meio contendo farelo de trigo e pellets de PET a 30°C. A. 30 dias; B.

60 dias; C. 90 dias.

Conforme observado na Figura 3.6 C, detectou-se os maiores valores de
atividade de MnP no periodo de cultivo de 90 dias, destacando-se PSC 94/03
(1900,77 Ul/Lmin), seguido das linhagens P. sajor caju (1572,1 Ul/Lmin), P1 (712,
31 UllLmin) e P. tailandia (641,21 Ul/Lmin). Para o fungo P.001 verificou-se uma
pequena produgdo da enzima somente neste periodo de incubacao, com atividade
de 65,02 Ul/Lmin. Phanerochaete chrysosporium, Agaricus campestris, H2 e Flu
nac produziram valores de atividade de MnP em nenhum dos tempos de cultivo

estudados.
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3.3. Produgao de Biosurfactantes em meio liquido

A producdo de biosurfactantes foi observada em todos os periodos de
cultivo e em todas as linhagens, mesmo que em pequena quantidade.

Observou-se na Figura 3.7 que no periodo de 30 dias de crescimento o
maximo de atividade de biosurfactante do tipo emulsdo 6lec em agua foi detectado
no sobrenadante da linhagem H2 (0,17), seguida por P1 (0,14), PSC 94/03 (0,13)
e Agaricus campestris (0,12), os quais apresentaram os melhores valores de
atividade em todos os periodos de cultivo estudado. Estes valores s@o inferiores
aos apresentados por COSTA (2001), que utilizou PET na forma de filme com 20,
30 e 40 dias de incubagdo. Para o fungo H2, detectou-se emulsdo 6leo/agua com
30, 90 e 120 dias, sendo que com 30 dias foi obtido o maior valor (0,17)
comparando com as demais linhagens, contudo, ¢ mesmo ndo apresentou
emuls&o satisfatdria em 60 dias.

No periodo de crescimento de 60 dias, observou-se os menores valores de
absorbancia, onde as linhagens apresentaram valores semelhantes, entre 0,02 e
0,03. Nos ensaios realizados com 90 dias de incubagdo, a linhagem que se
mostrou mais eficiente foi H2, com absorbancia de 0,06, seguida de P. tailandia e
A. campéstﬁs, com 0,04. A linhagem P. tailandia (0,09) apresentou a maior

absorbéncia no periodo de incubagdo de 120 dias. (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Produgdo de biosurfactante (emulsdo dleo em agua) pelas
linhagens fungicas crescidas em meio contendo sais minerais e pellets de PET por

30, 60, 90 e 120 dias a 30°C.

Verifica-se, na Tabela 3.1, que a linhagem que apresentou maior coluna
{emulsao agua em sleo) foi P.001, com 1,8 cm nos periodos de incubacéo de 60 e
90 dias, seguido por P. failandia, com 1,1 cm para 60 dias de crescimento, PSC
94/03, com 0,8 cm em 30 dias e 0,7 cm para 90 dias de incubacéo. As demais
linhagens nao apresentaram este tipo de atividade de biosurfactante. Segundo
COSTA (2001), o fungo PSC 94/03 mostrou-se mais eficiente na producao de
coluna agua em dleo para ¢ polimero policioreto de vinila (PVC), atingindo 2,2 cm,
enquanto que para o PET na forma de filme, o microrganismo com melhor
atividade de emulsificacdo (dgua em dleo) foi uma levedura nao identificada, com
2,5 cm. Este tipo de atividade de biosurfactante nao foi detectado para os fungos

P. chrysosporium e Flu.
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Tabela 3.1. Medidas de halo (emulsdo agua em o6leo) produzidas pelas
linhagens fungicas crescidas em meio contendo sais e pellets de PET por 30, 60,
90 e 120 dias a 30°C.

MICRORGANISMOS  Halo (cm) Halo (¢cm) Halo (cm) Halo (cm)
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

P. sajor caju 0,2 ND ND ND
P. tailandia ND 0,7 1.1 0,2
P.001 ND 1,8 1,8 ND

P. chrysosporium ND ND ND ND
A. campestris ND ND ND 0,2
H2 ND ND 0,3 ND

PSC 94/03 0,8 ND 0,7 0,3

P1 0,2 ND ND ND

Flu ND ND ND ND

Onde: ND = nio detectado.

5.4. Producéao de Biosurfactantes em meio contendo farelo de trigo

A produgdo de biosurfactantes foi observada, mesmo que em pequenas
quantidades, por todas as linhagens em todos os periodos de incubagio.

Coﬁforme observado na Figura 3.8, o fungo Flu apresentou as melhores
atividades de biosurfactantes, emulsdo 6leo em agua, em todos os periodos de
cultivo estudados, sendo a maior emulsificagdo determinada para esta linhagem
em 30 dias de crescimento. De um modao geral, os microrganismos apresentaram,
no periodo de 30 dias, uma produgdo de biosurfactante ligeiramente superior aos
demais tempos de incubacdo, com excegdo P.001 e P. chrysosporium que

apresentaram maior atividade de biosurfactante em 60 dias e P1 em 90 dias.
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Figura 3.8. Producéo de biosurfactantes (emulsio 6leo em agua) pelas
linhagens fungicas crescidas em meio contendo farelo de trigo e pellets de PET

por 30, 60 e 90 dias a 30°C.

Conforme a Tabela 3.2, verificou-se que todos os fungos produziram
atividade de emulsificagdo &gua em 6leo em pelo menos um periodo de
incubacéo. As linhagens que apresentaram as maiores medidas de colunas foram
P. sajor caju (2,2 cm), P1 (1,5 cm) e P. tailandia (1,1cm) em 30 dias de cultivo,
PSC 94/03, com 2,25 cm e P. tailandia com 2,05 cm em 60 dias e Pleurotus 001
em 90 dias com halo de 1,0 cm. Observou-se que nos ensaios realizados em 90
dias de crescimento, um menor nimero de microrganismos produziram emulsao

Oleofdgua quando comparados com 30 e 60 dias.
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Tabela 3.2. Medidas de halo (emulsdo agua em éleo) produzidas pelas
linhagens fungicas crescidas em meio contendo de farelo de trigo e pellets de PET
por 30, 60 e 90 dias a 30°C.

MICRORGANISMOS  Halo {cm) Halo (cm) Halo (cm)
30 dias 60 dias 90 dias

P. sajor caju 2,2 ND ND
P. tailandia 11 2,05 0,35
P.001 0,7 0,45 1.0

P. chrysosporium 0,05 0,35 ND
A. campestris ND 0,3 0.3
H2 0,2 0,3 ND

PSC 94/03 0,55 2,25 0,35

P1 1.5 ND ND

Flu 0,3 ND 0,2

Onde: ND = néo detectado.

6. CONCLUSOES

> As enzimas analisadas nos periodos de crescimento (30, 60, 90 e
120 dias), produziram resultados distintos em cada determinacdo para os ensaios
em meio liquido e meio contendo farelo de trigo;

> Para a enzima lacase, em meio liquido, os microrganismos que
expressaram melhores valores de atividade foram Pleurofus sp (P.001), A.
campestris, Flu, e principalmente P. chrysosporium, no periodo de 90 dias de

incubagdo. Em meio de cultive contendo farelo de trigo, a enzima Lacase

UNicamp
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apresentou melhores valores de atividade produzidos por H2 em 30 dias de
incubacao;

> A linhagem que apresentou o maior valor de atividade de lignina
peroxidase (LiP), em meio liquido, foi PSC 94/03 no periodo de 90 dias de
incubag&o. Nos ensaios realizados em meio contendo farelo de trigo, as melhores
atividades de LiP foram expressas por P. sajor caju, seguido por P. chrysosporium
e P. tailandia em 30 dias de crescimento;

> A enzima manganés peroxidase (MnP) foi a que apresentou os
maiores valores de atividade dentre as trés enzimas estudadas, tanto nos ensaios
realizados em meio liquido como em meio contendo farelo de trigo. A linhagem
Agaricus campestris foi a methor produtora desta enzima no periodo de
crescimento de 120 dias em meio liquido, e PSC 94/03, seguido por P. sajor caju
foram os melhores produtores em meio de farelo de trigo, em 90 dias de
incubacao;

> A linhagem Pleurotus tailandia foi a melhor produtora de
biosurfactante do tipo emuls&o éleo em agua em 120 dias de incubagdo, nos
ensaios realizados em meio de cultivo liquido. Em meio contendo farelo de trigo, a
linhagem Flu foi a methor produtora deste tipo de emulsdo, no periodo de 30 dias
de incubagéo;

> O melhor produtor de biosurfactante do tipo agua em é6leo, em meio
liquido, foi Pleurotus sp (P.001), que apresentou o maior medida de halo. A
linhagem PSC 94/03 obteve maior coluna deste biosurfactante nos ensaios em

meio contendo farelo de trigo.
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Capitulo 4

Determinagdo de medidas de viscosidade de

polietileno tereftalato (PET)
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RESUMO

Foram determinadas medidas de viscosidade de soluges diluidas de
pellets de polietileno tereftalato (PET), sendo estas amostras previamente
incubadas com quatro linhagens de basidiomicetos (Pleurotus sp (P.001),
Pleurotus sp (P1), Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sajor caju) por
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias, tendo o PET a (nica fonte de carbono
disponivel no meio de cultivo utilizado.

Verificou-se que todas as amostras de PET apresentaram diminuigdo da
viscosidade intrinseca quando comparadas aos controles, destacando-se os
fungos P.001 e P1 os quais apresentaram os menores valores de viscosidade das
amostras poliméricas, indicando a ocorréncia de alteragdes estruturais do PET

causadas pelo crescimento dos microrganismos estudados.

ABSTRACT

The viscosity of diluted solutions of Polyethylene Terephtalate (PET) pellets
previously incubated with four basidiomycete strains for periods of 30, 60, 90 e 120
days, was determinated and compared with the viscosity of PET samples,
incubated under the same conditions but without the fungi.

It was verified that all the samples of PET showed reduction of the intrinsic
viscosity when compared with the controls. The fungal strains P.001 and P1
presented lowest values for viscosity indicating the occurrence of structural

modification in the PET caused by these microorganisms.
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1. INTRODUCAO

A concentragéo populacional e o processo de industrializago trouxeram, a
partir do século XX, grande aumento na quantidade de descartes domésticos e
industriais (COM CIENCIA, 2002), sendo os polimeros sintéticos um dos grande
causadores de problemas ambientais devido a sua persisténcia no meio ambiente
(REDIFF, 2000). No Brasil, sdo produzidos anualmente cerca de 270 mil toneladas
de Polietilenc Tereftalato (PET).

O PET € o mais importante membro da familia dos poliésteres, sendo
utilizado em varios setores de atividade, desde fibras téxteis a recipientes de
bebidas carbonatadas, passando por fimes para fotografia, embalagens e
componentes de automoéveis (MONTENEGRO, et al., 2003).

Os fungos de decomposicdo branca tém obtido éxito na area cientifica,
sendo considerados agentes potenciais em processos de biorremediagéo, pois
possuem capacidade de degradar poluentes toxicos através de seu sistema
enzimatico inespecifico e oxidativo utilizado na degradagdo da lignina, uma
macromolécula que contém uma variedade de ligagbes complexas que estdo
comumente presentes em poluentes aromaticos (BUMPUS e AUST, 1987 e

HAMMEL, 1989).
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta etapa do trabalho foi determinar as viscosidades relativa
(nr), inerente (nmn) € intrinseca [n] de amostras de Polietileno Tereftalato (PET)

através de viscosimetria de solugdes diluidas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Viscosidade

A viscosidade pode ser definida como a resisténcia de um fluido ao fluxo, ou
a uma alteragdo de forma. E uma medida do atrito interno de um fluido
(KEMPENICH, 1985).

A viscosidade é uma indicacdo da habilidade de um material em resistir ao
escoamento. As caracteristicas de escoamento de liquidos referem-se diretamente
ao atrito interno. Qualquer varidvel que influencie a friccdo interna, como
solventes, temperatura ou agitagao, influenciara, portanto, no escoamento (HUND,
2000). A viscosidade de uma solugdo polimérica & fundamentalmente relatada

como a concentracao de volume de particulas poliméricas (NG, et al, 1999).

3.2. Viscosidade de solugdes diluidas
As medidas de viscosidade de uma solugdo sdo realizadas pela

comparagao do tempo de fluxo do polimero (t), que é o tempo requerido para que
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um determinado volume de solugdo de um polimero passe através do capilar de
um tubo viscosimetrico e do tempo de fluxo do solvente (t o). A partirdete ty, e da
concentragdo do soluto, podem ser obtidas: viscosidade relativa, viscosidade
especifica, viscosidade especifica reduzida, viscosidade inerente ou viscosidade
logaritmica e viscosidade intrinseca (RIBEIRO et al., 2002).

Avaliando-se a viscosidade de solugdes antes e depois de experimelntos
hidroliticos, pode-se determinar o efeito desta hidrolise. De acordo com a redugéo
da viscosidade, a diminui¢do do tamanho das moléculas pode ser calculada.
Assim, com um metodo simples, o efeito viscosimétrico é observado pela
diminuicdo do tempo de escoamento livre da solugdo polimérica antes e apds
hidrolise (GRIGOLON, 2001).

A medigdo da viscosidade intrinseca pode ser utilizada na verificagdo e
controle da hidrolise do biopolimero quitosana para a observagdo da variagéo dos
valores de viscosidade. A hidrolise enzimatica ou quimica promove a diminuicéo
da viscosidade de solugbes da quitosana pela ruptura da cadeia polimérica
(MUZZARELLI et al., 1994).

Segundo Martinez-Richa (1997), a monitoracdo de processos enzimaticos
degradativos de celulose pode ser realizada através da determinacido da variacio
da viscosidade intrinseca com relacdo ao tempo de hidrdlise. Desta forma, podem
ser obtidas informacdes a respeito da taxa de hidrélise, da atividade enzimatica e
da quebra da cadeia polimérica em diferentes estagios de degradacéo.

A utilizagdo da viscosidade de solugdes como uma medida de massa molar
tem sido muito importante no estudo de polimeros. Esta medida se relaciona

empiricamente com a massa molar para polimeros lineares, sendo importante
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para a caracterizagdo das moléculas poliméricas (RIBEIRO et al., 2002), pois
atraves da determinagdo da viscosidade intrinseca de solugdes poliméricas, é
possivel se determinar a massa molar de polimeros (PETER & FRANCO, 2001),
além de ser uma alternativa interessante na monitoragéo da variacdo da média da
massa molar do polimero durante as reagGes de polimerizagdo, especialmente
para resinas poliméricas que apresentam baixa solubilidade em solventes

organicos (GOMES, et al., 2000).

4. METODOLOGIA

4.1. Amostras

As amostras de pellets de polietileno tereftalato utilizadas (Tabela 4.1) para
determinagdo das medidas de viscosidade foram escolhidas de acordo com os
melhores valores de perda de massa polimérica obtidos apds os ensaios de
dégradagéo realizados com as linhagens fungicas: Pleurotus sajor caju, Pleurotus
sp (P.001), Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus sp (P1). Deu-se preferéncia
para as amostras de PET que obtiveram a maior diminuicdo de massa molar em
cada tempo de incubagdo (30, 60, 90 e 120 dias), descritos no Capitulo 2, Tabelas
24, 2.5, 26 e 2.7, nas paginas 34, 35, 36 e 37, respectivamente. Todas as
condigbes dos ensaios realizados, assim como preparo das amostras de PET,
linhagens estudadas e condigdes e meio de cultivo também se encontram
descritos no Capitulo 2, itens 4.1, 4.3 e 4.4, nas paginas 21, 22 e 23,

respectivamente.
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Tabela 4.1. Relagéo das amostras de polietileno tereftalato (PET), linhagens

e tempos de incubacdo dos ensaios de degradagio previamente realizados,

submetidas a anélise de viscosidade de solugdes diluidas.

AMOSTRA LLINHAGEM TEMPO do ENSAIO
1 Pleurotus sp (P.001) 30 dias
2 Pleurotus sp (P1) 60 dias
3 Phanerochaete chrysosporium 90 dias
4 Pleurotus sajor caju 120 dias
Controle  Controle Controle

4.2. Solubilizagdo das amostras de polietileno tereftalato

Foi utilizado como solvente uma mistura de fenol/1,1,2,2-tetracloroetano

(60:40) e temperatura de 30°C para a solubilizagdo das amostras de pellets de

PET (ASTM D4603, 1996; ASTM D2857).

4.3. Viscosimetro

As viscosidades relativa, inerente e intrinseca das amostras de PET foram

determinadas empregando-se viscosimetro capilar de vidro, tipo Ubbelohde 1B.

95



ESTUDO DA DEGRADAGAO DE PET POR FUNGOS BASIDIOMICETOS LIGNINOLITICOS

4.4. Equacgdes para determinagéo das medidas de viscosidade
A viscosidade inerente, a 30°C e na concentracdo de 0,5 g/dL, foi

determinada como descrita na equacéo 1:

0°C In77,.

inh0.5% 4

5% C (1)
onde: C = concentragao (0,5 g/dL);

N, = a viscosidade relativa

A viscosidade relativa (n,) a 30°C e na concentragdo de 0,5 dl/g esta

descrita na equacgéo 2:

n, = t—
0 (2)

onde: t = tempo médio de escoamento da solugdo polimérica;

to, 0 tempo médio de escoamento do solvente.

ko of
A viscosidade inerente (77"'”’0‘5% ) € dada em dL/g enquanto que a viscosidade

relativa (n,) € adimensional.

A viscosidade intrinseca [n] (dL/g) é determinada pela equacdo 3:

0,25(7, ~1+3n7,
= (7, ~1+3In,)

- (3)

onde C = concentragdo (0,5 g/dL)

Nr = viscosidade relativa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados dos tempos médios de escoamento, tanto das solucdes
poliméricas quanto do solvente, foram realizados em ftriplicata, conforme
solicitag&o da norma ASTM D4603 (1996).

Os tempos de escoamento das solugGes poliméricas (i1, 12 e t3) estdo
descritos na Tabela 4.2. O tempo médio de escoamento do solvente puro foi de
64,567 segundos.

A amostra controle de PET recebeu 0 mesmo tratamento das amostras de
PET previamente tratadas para obtengdo das medidas de viscosidade, sendo

realizadas friplicatas.

Tabela 4.2. Medidas do tempo de escoamento das solugdes poliméricas das

amostras de polietileno tereftalato (PET).

AMOSTRAS Tempo de Escoamento da Solugéo Polimérica (s)°
t1 t2 t3 Média (1)
1 93,0 93,0 92,9 92,967
2 92,8 93,0 92,7 92,850
3 93,2 93,1 93,4 93,240
4 93,2 93,2 93,1 93,167
Controle 93,5 93,4 93,5 93,467

Onde: t1, 1 2 e t 3 referem-se as triplicatas realizadas;
? concentragdo real da solugdo: 0,5000 g/dL.
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Com os valores médios dos tempos de escoamento das solugdes
poliméricas (t), das concentragdes empregadas e do tempo de escoamento para o
solvente puro, determinou-se a viscosidade inerente (1), a viscosidade relativa
(nr) e viscosidade intrinseca [n], como mostrado na Tabela 4.3, medidos a 30°C e

0,50 g/dL, das amostras de PET.

Tabela 4.3. Valores de viscosidade relativa (n,), viscosidade inerente () e
viscosidade intrinseca [n], medidos a 30°C e 0,50 g/dL, das amostras de PET.
AMOSTRAS Visc. Relativa Visc. Inerente  Visc. Intrinseca

n M (dL/G)  [n] (dL/g)
1 1,4399 0,7291 0,7667
2 1,4380 0,7271 0,7646
3 1,444 1 0,7355 0,7739
4 1,4429 0,7340 0,7721
Controle 1,4476 0,7398 Q,7787

Conforme a Tabela 4.3, verificou-se que as medidas de viscosidade
intrinseca das amostras de PET analisadas s&o inferiores a apresentada pelo
controle (0,7787 dL/g), destacando-se principalmente as amostras 1 e 2, onde
verifica-se que os valores de viscosidade intrinseca sdo 0,7667 dlL/g e 0,7646
dL/g, respectivamente. A amostra 1 refere-se aos ensaios de degradacgdo do PET
realizados com a linhagem Pleurotus sp (P.001) e 30 dias de crescimento, e a
amostra 2 aos ensaios realizados com o fungo Pleurotus sp (P1) com 60 dias de

cultivo.
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Estes resultados (Tabela 4.3) indicam que houve alteragfes na estrutura
polimérica das amostras de PET apods incubagdo com os fungos estudados, os
quais causaram reducgdo na viscosidade do polimero, em concordancia com os
resultados apresentados por COSTA (2001), onde a linhagem P.001, apds os
ensaios de degradacdo, também diminuiu a viscosidade intrinseca de amostras de
filme de PET, atingindo aproximadamente 0,76 dl/g. A biodegradagdo de
polimeros ocorre através da cis8o da cadeia polimérica pela sua clivagem para
formar oligbmeros e finalmente mondmeros (GOPFERICH, 1996).

As linhagens estudadas mostraram-se promissores para estudos futuros
relacionados a processos de biodegradacdo de polimeros sintéticos, como o
Polietileno Tereftalato, pois o tratamento adequado destes residuos sodlidos faz-se
necessario para a preservagdo dos recursos naturais e da qualidade de vida do

homem.

6. CONCLUSOES

» As amosiras de PET obtiveram valores de viscosidade intrinseca
menores do que o apresentado pelo controle;

» A diminui¢do dos valores de viscosidade intrinseca das amostras de
PET indica que houve alteragdes na estrutura polimérica;

» Destacaram-se as amostras 1 e 2, tratadas com P.001 (30 dias) e P1
(60 dias), respectivamente, em comparagéo as demais amostras (90 e 120 dias de

experimento).
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CONCLUSOES GERAIS

De modo geral, as linhagens fungicas utilizadas neste trabalho além
de apresentaram bom crescimento micelial, também foram capazes de
diminuir a massa polimérica do polietileno tereftalato (PET). Os fungos que
se destacaram foram: Phanerochaete chrysosporium em 90 dias de
incubacao, com redugdo de 6,72%, Pleurofus 001 com 5,79% em 30 dias e
P. sajor caju com 4,82% e PSC 94/03 com 4,13% em 120 dias de cultivo,
sendo a linhagem H2, a que promoveu a menor perda de massa de PET,
com 0,08% em 90 dias de incubacgao.

Dentre as enzimas analisadas, a manganés peroxidase (MnP) foi a
que apresentou os maiores valores de atividade, tanto nos ensaios
realizados em meio liquido como em meio contendo farelo de trigo. A
linhagem Agaricus campestris foi a melhor produtora desta enzima no
periodo de crescimento de 120 dias em meio liquido, e PSC 94/03, seguido
por P. sajor caju foram os melhores produtores desta enzima em meio
contendo farelo de trigo, em 90 dias de incubacio.

Com relagdo & produgdo de biosurfactantes, a linhagem Pleurotus
tailandia foi a melhor produtora da emulsdo ¢leo em agua, em 120 dias de
incubagdo, nos ensaios realizados em meio liquido, sendo, a linhagem Flu a
melhor produtora deste tipo de emulsdo, no periodo de 30 dias de
incubagéo, em meio contendo farelo de trigo. Para a emuls&o do tipo agua
em oleo a linhagem que se destacou, em meio liquido, foi Pleurotus sp

(P.001), e, em meio contendo farelo de trigo, Pleurotus sp (PSC 94/03).
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Os resultados das andlises de viscosidade de solucdes diluidas,
apresentaram diminuigdo da viscosidade intrinseca, indicando que houve
alteragGes na estrutura polimérica do PET, possivelmente pela acédo das
enzimas e biosurfactantes produzidos pelas linhagens fungicas.

Estas linhagens mostraram-se promissoras para estudos futuros
relacionados a biodegradagao, tanto do polietileno tereftalato (PET) quanto
de outros tipos de polimeros sintéticos, demonstrando o potencial destes
microrganimos na solucdo de questdes ambientais. E necesssario, portanto,
que sejam realizados trabalhos complementares que objetivem maximizar a
capacidade destas linhagem, possibilitando o uso das mesmas para

processos de biorremediagio.
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