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RESUMO

Este trabalho descreve a agdo de fungos basidiomicetos na degradabilidade
dos quatro principais polimeros sintéticos utilizados em embalagens de alimentos:
polietileno tereftalato (PET), polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloreto de
vinila (PVC), e um outro polimero sintético, a espuma poliuretana (PU). Os
microrganismos foram crescidos em meio liquido de sais, pH 6,8, contendo 0,1 %
de tiamina, com 0,5 % do polimero sintético como Unica fonte de carbono durante
20, 30 e 40 dias de cultivo. A biodegradabilidade destes plasticos foi avaliada pelo
monitoramento de crescimento dos organismos degradadores de lignocelulose em
meio liquido Carbono-deficiente, determinagdo da perda de massa molar dos
polimeros, da massa celular crescida na superficie, e examinagao microscopica no
final dos ensaios de incubagao por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), a
qual indicou alteragbes na integridade dos plasticos, particularmente em amostras
de PVC, que sofreram reduc¢des de massa muito significantes (cerca de 20 %). A
habilidade fungica para produgdo de enzimas celuloliticas e ligninoliticas tais como
avicelase, xilanase, carboximetilcelulase, manganés peroxidase, lignina
peroxidase, alcool veratrilico oxidase e lacase, assim como de biosurfactantes foi
observada, revelando o potencial destes organismos para processos de
biodegradagao. A deteccdo de produtos de degradagéo dos plasticos no meio de
cultura foi verificada utilizando-se espectrofotometria UV/Visivel, na faixa de
comprimento de onda de 200 a 500 nm, que produziu resultados interessantes
para PVC com Pleurotus 001. A degradagdo dos polimeros foi investigada
utilizando métodos viscosimétricos e Cromatografia de Permeagédo em Gel (GPC),
resultando em perda de viscosidade dos polimeros apds incubagdo com os
microrganismos e discretas alteragdes nas distribuicbes das massas molares nos
polimeros testados (PVC e PS). Nossos resultados indicaram a ocorréncia de
alteragGes estruturais nos polimeros sintéticos em decorréncia do processo de

biodegradagao.



ABSTRACT

This work describes the action of basidiomycetes fungi on the degradability
of the four main synthetic polymers used in food packaging: polyethylene
terephthalate (PET), polypropylene (PP), polystyrene (PS), polyvinyl chloride
(PVC) and another synthetic polymer, a polyurethane foam (PU). The
microorganisms were grown in the salts liquid medium, pH 6.8, containing 0.1 % of
thiamine, with 0.5 % of synthetic polymer as the sole carbon source for 20, 30 and
40 days of cultivation. The biodegradability of these plastics was evaluated by
monitoring the growth of the lignocellulose-degrading organisms on carbon-
deficient liquid medium; determination of the molar mass loss of the polymers, of
the cellular mass grown on the surface, and microscopic examination at the end of
the incubation assays by Scanning Electron Microscopy (SEM), which indicated
changes in the integrity of the plastics, particularly in PVC specimens, which
suffered very significant mass reductions (about 20 %). The ability of the fungi to
produce cellulolytic and ligninolytic enzymes, such as avicelase, xylanase,
carboximethilcellulase, manganese peroxidase, lignin peroxidase, alcohol veratryl
oxidase and laccase, as well as of biosurfactants was observed, revealing the
potential of these organisms in biodegradation processes. The detection of
degradation products of the plastics in the culture medium was verified using
ultraviolet-visible spectrophotometry, in the wavelength range of 200 to 500 nm,
which produced interesting results for PVC with Pleurotus 001. The degradation of
the polymers, investigated using viscosimetric methods and Gel Permeation
Chromatography (GPC), resulted in viscosity loss on the polymers following
incubation with microorganisms and small changes in the molar mass distribution
in the polymers tested (PVC and PS). Our results indicated structural alterations in

the synthetic polymers due to biodegradation process.




I. INTRODUGAO

Os polimeros sintéticos tém sido largamente utilizados nos diversos campos
industriais e domésticos desde o comego do século passado, com inUmeras
aplicagbes, principalmente como materiais de embalagens, poliuretanos,
poliestirenos, e outros compostos que s&o rapidamente descartados resultando
em um grave problema ambiental (MUSTAFA, 1993). Ao contrario dos polimeros
naturais, a maioria das macromoléculas sintéticas sdo recalcitrantes porque néo
podem ser assimiladas pelos microrganismos, desta forma, os plasticos que sé@o
depositados no meio ambiente permanecem inalterados por muitas décadas
(ALBERTSSON & HUANG, 1995). A existéncia de organismos capazes de
metabolizar compostos xenobiéticos € de grande interesse para atuagdo em
processos de biorremediagdo. Um dos grupos mais importantes nesta area sao os
fungos de decomposicdo branca que degradam uma ampla variedade de
organopoluentes persistentes no ambiente e estruturalmente diversos a CO; e
H,O (CHANDRA & RUSTGI, 1998).

Apesar da busca incessante por melhorias na utilizacdo e descarte de
residuos solidos, € nitida a grande quantidade de materiais plasticos presentes em
aterros sanitarios no Brasil. Dentre a grande variedade de resinas termoplasticas
(que sofrem alteragdes com aplicagao de calor, mas que podem ser remoldadas
sem perderem suas caracteristicas iniciais), o polietiieno de baixa e alta densidade
(PE), o policloreto de vinila (PVC), o poliestireno ou isopor (PS), o polipropileno
(PP) e o polietileno tereftalato (PET) representam cerca de 90% do consumo no

Brasil. As resinas termofixas (que uma vez moldadas ndo podem sofrer novos
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ciclos de processamento) representam uma parcela muito menos significativa do
total de plasticos consumidos no pais, como € o caso dos Poliuretanos (PU)
(Manual de Gerenciamento Integrado, 1996; SEYMOUR & CARRAHER, 1987). A
figura 1 ressalta a estrutura quimica dos polimeros sintéticos analisados neste
estudo: polipropileno, poliuretano, poliestireno, policloreto de vinila e polietileno

tereftalato.
(a) (b)

(©) (d)

CH, —CHC|

()

FIGURA 1. Estrutura quimica dos polimeros sintéticos: (a) polipropileno; (b)
poliuretano; (c) poliestireno; (d) policloreto de vinila; (e) polietileno

tereftalato.
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Recentemente, ha uma tendéncia no estudo de plasticos biodegradaveis que
vem atraindo muito interesse no desenvolvimento de novos materiais com as
mesmas propriedades fisicas exigidas pelo consumidor e com padrées de
seguranga durante o seu uso e descarte. Até entdo, os polimeros que ndo sdo
biodegradaveis continuam sendo extremamente utilizados (ONODERA et al.,
2001).

Com uma produgéo imensa, a industria de embalagens é a grande
responsavel pelo aumento da polui¢céo por plasticos. Este é o caso, por exemplo,
do polietileno tereftalato que vem sendo extremamente utilizado como embalagem
de bebidas carbonatadas e que possui um tempo de vida previsto no meio
ambiente em torno de 20 a 48 anos (MULLER et al., 2001). Os modos pelos quais
estes residuos plasticos podem ser descartados/ tratados sdo através da
deposicao em aterros, compostagem (em bioreatores), incineracgéo e reciclagem.
Atualmente, a maior parte dos descartes plasticos esta sendo incinerada ou
enterrada. Contudo, a incineragdo destes residuos pode provocar poluigdo
ambiental secundéaria devido a produgdo de gases téxicos (KIM et al., 2000). Por
outro lado, a reciclagem dos polimeros ndo é efetiva por apresentar alto custo.
Assim, a administragdo de residuos solidos plasticos requer combinacées
complementares de biodegradacao, incineragéo e reciclagem. A biodegradagéo é
a solugé@o mais indicada a longo prazo e necessita de intensa pesquisa antes de

ser colocada em pratica (MUSTAFA, 1993; ONODERA et al., 2001).



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1) A Biodegradacao de polimeros sintéticos

Especialmente em paises em desenvolvimento, a poluicdo ambiental
causada por polimeros sintéticos tem assumido proporgdes drasticas. Atualmente
as maiores areas de interesse ambiental sdo a biodegradacao de compostos
toxicos, como por exemplo pesticidas e hidrocarbonetos clorados, e o descarte de
residuos solidos, como é o caso tipico dos plasticos. A biodegradagcdo € um
processo natural pelo qual compostos quimicos organicos presentes no ambiente
sdo convertidos a componentes menores, mineralizados e redistribuidos através
dos ciclos elementares do carbono, nitrogénio e enxofre (CHANDRA & RUSTGI,
1998; MADIGAN et al., 2000). GOPFERICH (1996) definiu biodegradacédo como o
processo de cisdo de cadeia durante o qual a cadeia polimérica é clivada para
formar oligbmeros e finalmente mondmeros; e erosdo como a perda de material
devido a migragdo de mondmeros e oligbmeros do composto polimérico.

Os estudos realizados sobre a biodegradacéo de polimeros sintéticos até o
momento relatam que apenas a porgdo resinica destes materiais €
frequentemente resistente a degradacdo microbiana, e por isso ndao serve como
fonte de carbono para o crescimento de fungos e bactérias. Sdo geralmente outros
componentes presentes nos materiais poliméricos, como os aditivos, que s&o
suscetiveis ao ataque dos microrganismos (LEE et al., 1991; MILSTEIN et al.,
1992; CHANDRA & RUSTGI, 1998; PENG & SHEN, 1999; GUMARGALIEVA et

al., 1999; KIM et al., 2000). De uma forma geral, os aditivos representam cerca de
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20 % em peso do plastico comercial. Dentre eles, as cargas (ou materiais de
preenchimento) representam a maioria do consumo (em peso) dos aditivos pois
sao utilizadas como redutores de custo. Outros aditivos, como os lubrificantes
(facilitam o processamento) e antioxidantes (inibem ou reduzem a velocidade de
degradacao oxidativa) sdo empregados em quase todos os polimeros porém em
pequenas concentragdes. Ja os plastificantes (conferem flexibilidade e melhoram
a processabilidade e resisténcia ao impacto) sdo muito pouco utilizados na maioria
dos polimeros, mas € caracteristico no PVC. Os aditivos sdo geralmente
substancias de baixo peso molecular e, em alguns casos, possuem baixa
miscibilidade com os polimeros acarretando problemas de migragéo. A migragio
do aditivo presente num composto polimérico depende dos seguintes fatores: tipo
de polimero, solubilidade e difusividade no polimero (relacionado ao tamanho do
aditivo), natureza do ambiente, tempo de contato e temperatura (RABELLO,
2000).

Portanto, € importante o conhecimento da composicdo da cada material
polimérico para se estabelecer a resisténcia destes plasticos aos microrganismos
quando aplicadas condigbes de temperatura e umidade favoraveis ao processo
degradativo. No caso do polipropileno, polietileno e poliestireno, que possuem um
esqueleto constituido unicamente de atomos de carbono, existe uma grande
resisténcia as influéncias ambientais, ao contrario de outros polimeros que contém
heteroatomos na cadeia principal apresentando-se potencialmente susceptiveis a
clivagem hidrolitica (MULLER et al., 2001). Quando a degradagdo ocorre, os

efeitos esperados sdo: ataque da superficie, descoloracdo e mudancas nas



propriedades oOpticas, elétricas e mecanicas dos polimeros (ASTM G21-90, 1990;
SANTERRE et al., 1993).

Os polimeros naturais, tais como proteinas, amido e celulose, s&o
prontamente biodegradados por hidrolise seguida de oxidagéo. Por outro lado, a
maioria dos polimeros sintéticos comerciais € resistente a biodegradacao
aparentemente porque microrganismos ndo sdo capazes de assimila-los
diretamente. A suscetibilidade de degradagdo dos polimeros sintéticos esta
diretamente relacionada ao crescimento microbiano nestes polimeros, conforme
apresentado na tabela 1(SCHNABEL, 1981).

A iniciacao da degradagdo de compostos sintéticos pelos microrganismos
estd intimamente relacionada a natureza do material, através da habilidade de
clivagem enzimatica de ligacGes hidrolisaveis contidas nas cadeias poliméricas,
como é o caso de ligacbes éster, uréia e uretana. Outros fatores que também
afetam a biodegradabilidade de polimeros sintéticos sdo o pH, que pode funcionar
como catalisador de reagdes hidroliticas aumentando as taxas de degradacéo, e
o efeito da copolimerizacdo através da introducéo de um segundo mondémero na
cadeia, alterando as propriedades originais do polimero, favorecendo a
degradagdo de acordo com o tipo de ligagdo prevalente (SCHNABEL, 1981;

GOPFERICH, 1996; CHANDRA & RUSTGI, 1998).




TABELA 1: Crescimento microbiano em plasticos comerciais (SCHNABEL,
1981).

PRODUTOS COMERCIAIS TAXA DE CRESCIMENTO
MICROBIANO

Poliisobuteno, Polimetiimetacrilato,
Poliformaldeido, Acetato de celulose, 0
Poliéter etil vinil

Acetato de polivinila, Estireno butadieno, 1
Cloreto de polivinila, Poliestireno, (<10 %)
Polipropileno, Polietileno tereftalato

Polietilenos 2
(10-30 %)

Cloreto de polivinila plastificado 3
(30-60 %)

Poliuretano 4

(60-100 %)

Ao contrario da grande maioria dos polimeros sintéticos, o poliuretano que
constitui a espuma flexivel (ftambém denominado poliéster uretano) possui um
tempo de vida de 5 anos a temperatura ambiente e umidade elevada, devido a
degradacgédo hidrolitica que sofre no meio ambiente (PHUA et al., 1987). De fato,
varios autores vém pesquisando este processo e um dos meios mais estudados
para se desvendar este fenédmeno € a biodegradagdo. Devido as aplicagdes de
materiais compostos de poliuretanos na area biomédica, estudos tém
demonstrado uma variedade de enzimas hidroliticas e oxidativas envolvidas na
biodegradagéo in vivo, que podem ocasionar complicagdes sérias com relagdo a
biocompatibilidade e funcionalidade de dispositivos médicos conforme relatado por

SMITH et al. (1987) e SANTERRE et al. (1993). Estudos in vitro realizados por



BLAKE et al. (1998) relataram a suscetibilidade destes polimeros quanto a
biodegradacdo com espécies de Bacillus sp., ou simplesmente redugdes na
massa/volume aparente do poliuretano por microrganismos ao longo do tempo
conforme observado por PHUA et al. (1987) e RATNER et al. (1988). Os
poliuretanos contendo grupos éster sao afetados por microrganismos, mas nao
aqueles baseados em grupos éter, o que deve ser levado em consideragéo na
confeccdo de tais dispositivos médicos para aplicagées in vivo (SCHNABEL,
1981).

A biodegradabilidade do polipropileno foi observada por CACCIARI et al.
(1993) quando incubado sem nenhum tratamento prévio com um consoércio de
bactérias aerobias e anaerdbias estritas do solo adaptadas a condigdes limitantes
de oxigénio.

A utilizagao de hidroquinona peroxidase produzida por Azotobacter
beijerinckii para degradar polimeros sintéticos insoluveis em agua foi realizada por
NAKAMIYA et al. (1997), que relataram sucesso na degradagdo do poliestireno,
porém nao obtiveram éxito com polietileno, polipropileno e polipropileno glicol.

O estudo de biodegradagéo do poliestireno com os fungos de decomposi¢éo
branca Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor
realizado por MILSTEIN et al. (1992) revelou taxas de decomposigédo
insignificantes, porém, quando sintetizado como copolimero com lignina alcangou
taxas muito elevadas de degradagdo no ambiente, sendo diretamente proporcional
ao conteudo de lignina no composto. Outros componentes podem ser
copolimerizados com o poliestireno para aumentar sua biodegradabilidade, como

por exemplo grupos piridinicos que sao altamente hidrofilicos e com isso
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promovem uma redugdo na hidrofobicidade deste polimero sintético, tornando-o
mais acessivel para atuagdo microbiana (PENG & SHEN, 1999).

A habilidade de degradagdo de policloretos de vinila recalcitrantes por
Phanerochaete chrysosporium, Poliporus versicolor e algumas espécies de
Pleurotus, foi proposta por KIRBAS et al. (1999), para investigagéo da influéncia
da oxigenagdo na biodegradagdo do PVC e das condigées o6timas para
crescimento e atividade fungica neste substrato. Ja a suscetibilidade de
biodegradacao do PVC por Aspergillus niger foi observada por GUMARGALIEVA
et al. (1999) através da difuséo e desorpcédo de plastificantes aditivos do material,
principalmente de plastificantes ftalatos que sdo amplamente utilizados em PVC e
prontamente acumulados pelos microrganismos.

A degradacao do polietileno por Penicillium simplicissimum foi observada por
ONODERA et al. (2001) que relataram a eficiéncia de degradagdo do polietileno
em fungdo da fase de crescimento na cultura pura do fungo e da insergcéo de
grupos funcionais no polimero, em decorréncia de irradiagdo com luz ultravioleta
ou pela presenca de agentes oxidantes.

Ao contrario da maioria dos poliésteres alifaticos, os poliésteres aromaticos,
como o polietileno tereftalato (PET), possuem excelentes propriedades fisicas e
sdao amplamente utilizados comercialmente, porém sao considerados como
resistentes ao ataque microbiano. KAWAI (1996), relatou a biodegradabilidade de
poliésteres de tereftalato, ftalato ou isoftalato policondensados com polietileno
glicol (PEG), que aumentou sua susceptibilidade a degradacédo pela adigcdo de
componentes dihidroxilicos. MULLER et al. (2001) observaram quebra hidrolitica

da cadeia polimérica de PET pela introdugdo de componentes acidos alifaticos.
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Até o momento, nenhum ataque microbiano ou enzimatico direto significante foi
observado em poliésteres aromaticos puros (MULLER et al., 2001).

De forma geral, os fungos sdo especialmente importantes para estudos de
biodegradacao, pois apresentam um sistema enzimatico capaz de clivar ligagoes
éster, como ja mencionado, muito importante em plastificantes de PVC e espumas
de poliéster uretanas. As substancias resultantes possuem peso molecular
reduzido e podem entdo ser assimiladas por varios outros organismos. Portanto, a
biodegradagdo de polimeros sintéticos deve ser catalisada por enzimas
extracelulares produzidas pelos microrganismos, pois estes polimeros s&o
insoliiveis em agua e ndo podem atravessar a parede celular microbiana (PENG &

SHEN, 1999).

2.2) Caracteristicas gerais dos fungos de decomposi¢ao branca

Existem milhares de espécies de fungos que causam a podridao branca na
madeira, a maioria deles pertencentes a subdivisdo Basidiomycotina. A
degradagédo da lignina por estes fungos € mais rapida do que de qualquer outro
organismo, sendo os maiores responsaveis pela decomposi¢do da lignina na
natureza. Contudo, o substrato para o seu crescimento ndo &€ somente a lignina,
mas também celulose e hemiceluloses. O crescimento dos fungos filamentosos
diminui em condigbes de esgotamento de nitrogénio e carbono, em pHs acima de
7.5 e é facilitado em faixas mesofilas de temperatura. A atividade ligninolitica
aparece como uma forma de metabolismo secundario (MADIGAN et al., 2000;

TUOMELA et al., 2000).
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Os fungos da podriddo branca podem causar deslignificacdo seletiva ou
nao seletiva da madeira. Na deslignificacdo seletiva, a lignina é removida sem
nenhuma perda marcante de celulose, e na deslignificacdo ndo seletiva todos os
componentes da parede celular vegetal sdo degradados. Embora a maioria dos
fungos ataque a madeira ou de forma seletiva ou néo seletiva, existem fungos que
sao capazes de realizar ambas as vias de degradagcédo, como € o caso de
Heterobasidion annosum. As espécies de fungos de decomposigdo branca mais
estudadas sé@o Phanerochaete chrysosporium e Phlebia radiata, que degradam a
lignina seletivamente, e Trametes versicolor que degrada a lignina néo
seletivamente (BLANCHETTE, 1995). A maioria das espécies de Pleurotus spp.
possuem uma habilidade saprofitica altamente competitiva contra a microbiota do
solo em sistemas solo- lignocelulose, quando comparadas com outras linhagens
de basidiomicetos de degradagao branca.

Os fungos degradadores de lignina sdo capazes de transformar e
mineralizar poluentes ambientais tais como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, corantes azo, e varios outros compostos recalcitrantes que sdo
decompostos pela agdo de suas enzimas extracelulares, constituindo uma grande
fonte de aplicacdo nos processos de biorremediacdo de ambientes contaminados

(LANG et al., 1998).
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2.3) Papel das enzimas lignoceluloliticas produzidas por fungos

Dentre os polimeros naturais mais abundantes, a lignocelulose representa o
composto de maior biomassa presente na Terra, sendo encontrada como material
integrante da parede celular de vegetais. E constituida por uma mistura de
celulose (~ 40 %), hemicelulose (~ 20-30 %) e lignina (~ 20-30 %). A celulose &
um polimero altamente cristalino formado por residuos de glicose unidos por
ligagbes PB-1,4, com alto peso molecular e de dificil solubilidade, por isso é
usualmente convertida em seus derivados para facilitar seu processamento. As
hemiceluloses, encontradas amplamente associadas a celulose, sdo constituidas
por polimeros de galactose, xilose, arabinose e manose. Ja a lignina, o segundo
composto mais amplamente distribuido no planeta, € um polimero aromatico em
parte cristalino, tridimensional, que se encontra envolvido por microfibrilas
compostas de celulose e hemicelulose para protecdo contra a atividade hidrolitica
de enzimas e outros fatores externos formando uma estrutura complexa e estavel
(CHANDRA & RUSTGI, 1998; LEONOWICZ, 1999).

A maioria dos residuos agroindustriais como os residuos agricolas, os lixos
urbanos e os residuos do processamento das industrias de papel e alimentos s&o
compostos de lignocelulose. Para utilizar esta biomassa se faz necessaria a sua
conversao em compostos utilizaveis como glicose, etanol, adubos organicos,
racdo animal e outros. Dai a necessidade do estudo da biodegradagao de
polimeros naturais e consequentemente da sua bioconversdo em produtos

reutilizaveis (HIGUCHI, 1993).
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Os fungos da podriddo branca degradam a lignina por meio de enzimas
oxidativas. Devido a natureza e tamanho da molécula de lignina, as enzimas
responsaveis pelo ataque inicial devem ser extracelulares e inespecificas
(HATAKKA, 1994). As enzimas mais estudadas dos fungos de decomposigdo
branca sdo: Lignina Peroxidase (LiP), Manganés Peroxidase (MnP) e Lacase, que
sao produzidas em diferentes combinagGes pelas espécies; por exemplo, P.
chrysosporium, P. radiata e T. versicolor pertencem ao grupo LiP-MnP.
Freglientemente, membros deste grupo também produzem lacase mas somente
em condi¢cGes especificas. Diversos fungos pertencentes aos grupos LiP-MnP e
MnP-lacase s@o degradadores efetivos de lignina, fato este que parece estar
relacionado com o papel essencial da MnP na degradagao da lignina (TUOMELA
et al., 2000).

A Lignina Peroxidase (LiP), uma glicoproteina contendo grupo heme, é
responsavel pela degradagdo da lignina na presenca de peroxido de hidrogénio e
tem capacidade para oxidar um grande numero de substdncias aromaticas,
incluindo compostos altamente poluentes e recalcitrantes, tais como corantes azo
e pesticidas. Estas propriedades fazem a LiP potencialmente util em producées
que utilizam matéria-prima lignoceluldsica tais como a indistria de papel e de
polpas, e na convers&o da lignina em sub-produtos tais como combustivel e ragéo
animal (MACEDO et al., 1999).

A Manganés Peroxidase (MnP) que também contém grupo heme, oxida o
Mn*? a Mn™ que entdo oxida os anéis fendlicos a radicais fenoxi na presenga de
perdxido de hidrogénio levando a decomposigdo dos compostos. O papel crucial

da MnP na biodegradacdo da lignina esta relacionado a despolimerizacdo e
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desmetilagdo da lignina e clorolignina, no branqueamento de polpas e na
mediacdo das etapas iniciais de degradagdo da lignina de alto peso molecular
(HATAKKA, 1994).

A enzima alcool veratrilico oxidase (AVO) catalisa a oxidagdo de alcoois
insaturados aos seus aldeidos correspondentes, através da redugéo de O, a HO»,
favorecendo a atuacdo de peroxidases durante a degradagéao da lignina.

As fenol oxidases, comumente denominadas lacase, catalisam a oxidagao
de varios compostos fenolicos pela redugdo do oxigénio molecular a agua atraves
de um sistema oxido-redutor multicobre. O provavel papel catabdlico de fenol
oxidases fungicas na biodegradacado da lignina tém atraido muito interesse para
aplicagbes potenciais ndo somente em processos de producdo de papel e de
polpas, mas também na bioconversdo de muitos compostos aromaticos
xenobidticos com estruturas similares a da lignina. O papel fisiolégico desta
enzima, que € biossintética em plantas e biodegradativa em fungos, ainda
continua como objeto de investigagdo, porém ja foram descritas no minimo trés
diferentes lacases que sdo produzidas por Pleurotus ostreatus. Contudo, a
deslignificacdo € um processo complexo e as enzimas provavelmente tem um
efeito sinergistico entre si (SRINIVASAN et al., 1995; TUOMELA et al., 2000).
Estudos relatam a degradacdo acelerada de lignina na presenga de celulose e
seus oligémeros, propondo uma teoria de interdependéncia tipo “feedback” entre
os processos de deslignificagdo e degradagdo da celulose (LEONOWICZ et al.,
1999).

A bioconversao da celulose em agucares solUveis e glicose € catalisada por

um grupo de enzimas denominada celulases. Microrganismos incluindo fungos,
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bactérias e actinomicetos produzem principaimente trés tipos de celulases:
endocelulases, exocelulases e B-glucosidase, tanto separadamente quanto na
forma de um complexo. As celulases mais conhecidas sdo carboximetilcelulase
(CMCase), que hidrolisa a carboximetilcelulose, e avicelase, que hidrolisa a avicel
ou celulose microcristalina, liberando polimeros de celulose. Hemicelulases sdo
tipicamente produzidas como uma mistura de diferentes enzimas hidroliticas,
como € o caso das xilanases que atuam na xilana degradando seu esqueleto em
oligbmeros menores denominados xilose. Recentemente vem crescendo o
interesse em novas enzimas xilanoliticas de fontes microbianas para numerosas
aplicagées na industria de polpas e papel, alimentos e de ragdo animal (SA-
PEREIRA et al., 2000; LI et al., 2000).

Considerando que as enzimas ligninoliticas extracelulares estdo envolvidas
na catalise das reagdes iniciais criticas da transformagdo de compostos poluentes,
que geralmente s&o pobremente soluveis em agua, fica comprovada a capacidade
da hifa fungica em secretar as enzimas ndo somente em seu substrato natural, a
lignocelulose, mas também em ambientes contaminados (LANG et al., 1998). Dai,
a importdncia de se obter informagbes sobre o sistema enzimatico de
microorganismos envolvidos na biodegradagdao de compostos recalcitrantes para
permitir a manipulagdo de condigdes ambientais, aumentando a utilizagdo do

substrato e o aproveitamento das enzimas liberadas para aplicagées industriais.
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2.4) Surfactantes de origem microbiana

O crescimento microbiano em fontes de carbono insollveis em agua é
acompanhado por alteragbes metabolicas e estruturais da célula. O aparecimento
de biosurfactantes ou compostos de superficie ativa no meio de cultura ou unido
as paredes celulares é geralmente considerado um pré requisito para as
interagdes iniciais entre os hidrocarbonetos e a célula microbiana, porque reduzem
a tens&o interfacial entre o 6leo e a fase aquosa, diminuindo o diametro médio das
gotas de 6leo e propiciando o aumento da area interfacial (ROUSE et al., 1994). O
maior mercado para aplicagédo de surfactantes € a industria de petréleo, onde séo
utilizados para a produgdo e incorporagdao nas formulagdes de dleo, além de
também aumentar a recuperagao de compostos oleosos. Outro grande mercado
de utilizacdo de surfactantes € a polimerizagdo de emulsbes para tintas e
revestimentos de papel (VANDYKE et al., 1991).

Surfactantes microbianos incluem uma grande variedade de estruturas
quimicas como glicolipideos, lipopeptideos, complexos de polissacarideos ou
proteinas, fosfolipidios, acidos graxos e lipideos neutros, sendo que cada familia
de biosurfactantes apresenta propriedades e fungbes fisiologicas diferentes
(GEORGIOU et al., 1992). Estudos tém revelado que os biosurfactantes estdo
aumentando a biodisponibilidade e biodegradagdo de poluentes hidrofébicos no
solo, assim como a dispersdo e/ou solubilizagdo de poluentes insoluveis em agua
que constitui uma importante etapa na biorremediagdo (FIECHTER, 1992,

CARVALHO et al., 1997; CARVALHO et al., 1998; HARWELL et al., 1999).
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Os polimeros sintéticos, por serem constituidos por cadeias de
hidrocarbonetos altamente hidrofobicas, necessitam aumentar sua solubilidade no
meio, ou seja, tornarem-se mais hidrofilicos para que possam estar mais
acessiveis a celula microbiana e, deste modo, serem disponibilizados para
utilizag@o nos processos metabdlicos do microrganismo.

Os biosurfactantes apresentam vantagens especiais sobre surfactantes
quimicos, tais como: baixa toxicidade, biodegradabilidade, produgdo a partir de
substratos renovaveis, capacidade de modificagdo estrutural através da
engenharia genética ou técnicas bioquimicas e estabilidade em valores extremos
de pH e temperatura (GEORGIOU et al., 1992; ROUSE et al., 1994). Portanto, em
virtude de todas estas propriedades, os biosurfactantes representam uma fonte
potencial para estudos de biorremediagdo de ambientes contaminados com
compostos xenobiodticos, mas a maneira pela qual isto ocorre ainda ndo esta bem

esclarecida.

2.5) Degradagao de polimeros sintéticos

Uma comparagao significante da resisténcia intrinseca de diferentes
polimeros a um processo degradativo particular é dificil de se estabelecer devido a
grande variedade de condi¢oes testes, a sensibilidade dos polimeros a tragos de
impurezas e aditivos, e as diversas formas fisicas dos polimeros como espessura,
morfologia, orientagdo, formato, etc. Alem disso, a degradag@o pode resultar da
exposicdo a dois ou mais processos combinados. Portanto, apenas uma

comparagao qualitativa entre os polimeros pode ser determinada em relagdo aos
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diferentes processos de degradagdo (HUMMEL & SCHOLL, 1988). A

suscetibilidade de polimeros sintéticos a degradagdo pode ser claramente

resumida conforme a Tabela 2:

TABELA 2. Suscetibilidade de polimeros a degradagao (MARK et al., 1986)

POLIMEROS RESISTENCIA A PROCESSOS DEGRADATIVOS
TERMO- = FOTO- l
OXIDAGAO | OXIDAGAO | OZONIO | HIDROLISE v- OXIDAGAO
|
Polipropileno (PP) MP MP E E P
Poliestireno (PS) F P E E B
Policloreto de
vinila (PVC) MP P E E P
Polietileno
tereftalato (PET) B B E B B
Poliuretano (PU) F F B B 2

E = excelente; B = boa; F = falha; P = pouca; MP = muito pouca

O Polipropileno é suscetivel a oxidacdo térmica, geralmente durante o

processamento com temperaturas de extrusdo de 180-250 °C e até mesmo a

temperatura ambiente, por isso ele nunca é produzido sem um antioxidante. A

iniciagdo de oxidagdo térmica em polimero sdlido € freqlientemente atribuida aos

peroxidos ou hidroperéxidos formados durante o processamento ou estocagem,
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talvez em parte como o resultado de um ataque muito lento por ozénio (MARK et
al., 1986). A foto-degradagao ocorre por agéo de irradiacdo solar e leva a cisdo
dos polimeros e formagéo de produtos de oxidagao, como grupamentos hidroxilas
(OH) que sa@o dominantes e quantidades apreciaveis de grupos carbonilas também
séo formados. Por constituir um hidrocarboneto saturado, ndo absorve radiagao
além de 180 nm, com isso, o PP pode ser rapidamente fotodegradado pela
presenga de impurezas que funcionam como fotoiniciadores do processo de
degradagdo. Os estudos de degradagdo por radiacdo y de PP tém sido
relacionados com suas utilidades para aplicagéo na area médica, principalmente
na esterilizagdo de equipamentos. Séo lentamente atacados por acidos fortemente
concentrados, tais como o sulfurico (H2SO4), especialmente se um agente
oxidante estiver presente, o que caracteriza sua estabilidade em meios
agressivos. Com relagéo a composicéo do polipropileno (PP), por exemplo, existe
uma necessidade de empregar aditivos na sua formulagéo, porque sua forma pura
é rapidamente degradada em presencga de luz e oxigénio. Deste modo, possui boa
resisténcia a gases e ao vapor d'agua, a acidos fortes e alcalis, ndo sendo afetado
pela maioria dos solventes organicos a temperatura ambiente (SCHNABEL, 1981).

No caso do poliestireno (PS ou isopor), a forma expandida utilizada para
embalagens de alimentos (carnes, peixes, sorvetes, congelados etc.) confere
caracteristicas protetoras ao seu conteudo devido ao seu processo de fabricagédo
por extrusao de pequenas esferas do material junto com um agente de expansao
(geralmente hidrocarbonetos alifaticos) e um aditivo para controlar o tamanho das

células formadas. A degradacéo térmica e de foto-iniciagdo do poliestireno € uma



das areas mais estudadas de deterioracdo deste polimero. A foto-degradagéao
pode ocorrer na presenga ou ndo de oxigénio, e 0 que ira variar entre estes dois
processos sera a formagé&o de hidroperoxidos, na presenca de oxigénio e em

comprimentos de onda < 290 nm, que ira acelerar a degradacgao pois este produto

absorve a luz por si proprio, desencadeando fotoreagdes posteriores. Em geral, o
PS é fotodegradado por dois processos distintos dependendo do comprimento de
onda da irradiagdo: quando A < 290 nm, os anéis aromaticos absorvem
diretamente ocasionando um amarelecimento da superficie; e em % > 295 nm,
como a luz solar por exemplo, as fotoreagdes resultam de impurezas introduzidas
durante a polimerizagédo, processamento, ou estocagem (KROSCHWITZ, 1990). A
degradag&o térmica se inicia acima de 200 °C, provocando rompimento da cadeia
e € grandemente dependente da presenca de impurezas, contudo a temperatura
maxima de utilizagdo para assegurar que ndo ocorra termo-degradacdo é em
torno de 50 °C. Comparado com outros polimeros aromaticos, o PS é atacado
muito lentamente por ozénio (HUMMEL & SCHOLL, 1988).

Ja o policloreto de vinila (PVC) ndo pode ser convertido sem a inclusdo de
aditivos na sua composigao, tais como estabilizantes (para resistir as condi¢ées de
processamento sem que ocorram danos a sua estrutura), lubrificantes (evitar
aderéncia e amolecimento pelo contato com superficies quentes), plastificantes
(para assumir a forma flexivel e plastica) e pigmentos. O PVC é extremamente
sensivel a degradagdo induzida por aquecimento e luz e a sua variada
aplicabilidade é atribuida a estabilizagcdo tecnologica desenvolvida ao longo dos

anos. A degradagé&o térmica na auséncia de oxigénio comega a 100 — 150 °C, e é
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caracterizada pela evolugdo corrosiva do acido cloridrico (HCI), perda de
propriedades elétricas e descoloragdo. Esta produgdo de HCI, denominada
dehidroclorinagdo, € elevada rapidamente com o aumento da temperatura em
filmes flexiveis de PVC e chega a 100 % a 250 °C em 5 horas (KELEN, 1983;
KROSCHWITZ, 1990). Se considerar um PVC puro, ele ndo absorve acima de 220
nm, contudo, muitas das impurezas responsaveis pela degradagdo térmica e
produtos deste processo, podem absorver préximo a regido UV e provocar a foto-
iniciagdo. O amarelecimento observado em alguns casos, resulta da formagéo de
polienos e a perda de HCI (desidrocloragdo) € muito mais nitida sendo iniciado por
impurezas no polimero. O PVC é talvez um dos exemplos mais conhecidos onde a
desidrocloragao produz sequéncias de polienos fortemente absorvedoras, pois as
ligacdes mudltiplas conjugadas absorvem mais intensamente nas regides de UV
com maiores comprimentos de ondas (SHIN et al., 1998).

A deterioragéo do PET pode ocorrer por duas rotas: pela foto clivagem direta
do polimero e por subsequente foto oxidagdo dos grupos glicol. Quando expostos
a luz solar, a foto oxidagao nao é uniforme, sendo degradado preferencialmente
na superficie orientada para a luz. Com relagao a degradacao hidrolitica, todos os
poliésteres aromaticos podem ser degradados a temperaturas de extrusdo, porém
para evitar a termo degradacéo do PET, a temperatura maxima de utilizacdo deve
ser de 105 °C (MARK et al, 1986). Embora sua estabilidade térmica seja
relativamente alta, substancias volateis toxicas sdo emitidas a temperaturas de
200-300 °C, durante a produgdo, processamento e reciclagem do material,
produzindo principalmente acetaldeido, formaldeido, monoéxido de carbono e

benzeno. As reacgbes de degradagao termo-oxidativas sdo mais complicadas com
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a participacdo do O, formando hidroperéxido seguido pela ruptura da cadeia
(DZIECIOL & TRZESZCZYNSKI, 1998).

O poliuretano de espumas flexiveis pode sofrer cisdo tanto nas ligagbes éster
como nas uretano, sendo o grupo éster mais sensivel a hidrolise do que o outro.
Os produtos acidos formados catalisam hidrolises posteriores. A clivagem da
cadeia € acompanhada por um aumento na cristalinidade com mudangas
acentuadas nas propriedades mecanicas. A degradacao térmica ocorre em
temperaturas acima de 150 °C, provocando a clivagem de ligagdes uretano e
formando uma variedade de produtos de reagao. A substituicdo de grupos labeis
nos compostos uretanos por segmentos alifaticos leves reduzem significantemente
a instabilidade térmica de poliuretanos na faixa de 50-200 °C. Na presenca de O-,
todos os PU sofrem oxidagao, especialmente os segmentos leves. Em geral, séo
sensiveis a luz, embora o grau de sensibilidade seja dependente especificamente
da estrutura, que produz efeitos no poder elastico, na fratura da superficie e de
formagao de gel (SCHNABEL, 1981; HUMMEL & SCHOLL, 1988; KROSCHWITZ,

1990).

2.6) Técnicas para avaliagao de alteragoes estruturais de polimeros

Um dos métodos analiticos mais simples utilizados para avaliagédo de
alteragdes decorrentes de biodegradagao polimérica € a pesagem dos espécimes
plasticos, antes e apds os ensaios de incubacdo com oOs microrganismos, para
controle da perda de peso dos polimeros com a biodegradagao (ASTM D 5210-92,

1992).
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Para caracterizar a quimica de degradacédo, os métodos de espectroscopia
sao mais informativos e tem a vantagem de serem ndo destrutivos. A
espectroscopia UV/visivel, produz uma correlagédo direta com a descoloragéo do
polimero e pode ser muito sensivel. Todos os polimeros contendo anéis
aromaticos ef/ou ligagcdes insaturadas absorvem na regido UV, porém as
absorgbes nas regides UV/visivel podem também ser produzidas pelos produtos
de oxidagéo e degradagéo. A espectroscopia de UV é de consideravel importancia
para a detecgdo de aditivos e para a investigacdo dos processos envolvidos no
envelhecimento de polimeros sob influéncia da luz, oxigénio e aquecimento
(KELEN, 1983; HUMMEL & SCHOLL, 1988). Outras técnicas para a identificagéo
de produtos de degradacdo sdo a espectroscopia de infravermelho (IR) e a de
ressonancia magnética nuclear (NMR), sendo que a IR tem uma maior
sensibilidade do que a NMR, porém tem menor poder de resolugao.

O meétodo fisico-quimico mais utilizado para a separagéo, identificagdo e
quantificagdo de componentes de uma mistura € a cromatografia. Os tipos de
técnicas cromatograficas aplicadas para polimeros sdo muito variadas, dentre
elas: a cromatografia em papel, de camada delgada, gasosa e liquida sdo as mais
importantes na separacéao e identificacdo dos produtos de hidrélises de polimeros
e resinas (COLLINS et al. 1997). A cromatografia de permeac¢ao em gel (GPC),
também conhecida por cromatografia por exclusédo de tamanho (SEC), vem sendo
extremamente explorada por diversos autores para caracterizagéo e identificacao
de degradagcdo em polimeros através de mudangas na distribuicdo de pesos
moleculares do composto. A GPC promove uma seletiva e dindmica distribuicdo

das moléculas do soluto (polimero) entre duas fases liquidas separadas, e



dependentes de uma estrutura estacionéria (coluna de gel) contendo poros de
tamanho controlado por onde as moléculas do soluto permeiam e vao sendo
eluidas da coluna a partir das particulas de maior massa. Esta técnica possui
algumas propriedades desejaveis, tais como: simplicidade técnica, pouca
sensibilidade a solventes e temperatura, e versatilidade, pois € possivel separar
componentes com faixas de massas molares muito extensas através da variagao
da matriz do gel (ALLEN & BEVINGTON, 1989; SCOTT & GILEAD, 1995). Além
das determinagdes diretas das massas molares média dos polimeros, obtidas por
cromatografia por exemplo, sob o aspecto pratico sdo muito importantes também
as avaliagoes indiretas destes valores médios, cujas principais vantagens sdo a
rapidez do método e a facilidade experimental relacionada a manipulagdo dos
equipamentos.

As determinagées indiretas de massa molar média de polimeros sao feitas
principalmente através dos parametros relacionados com o método das
viscosidades de solugbes diluidas, onde se destacam as medidas de viscosidade
intrinseca (muito importante em polietileno tereftalato) e o valor K (especifico para
o policloreto de vinila), ou através da determinacao do indice de fluidez ou indice
de fusao (para polipropileno, poliestireno, etc.). A viscosidade €& basicamente uma
medida do tamanho ou extensao no espaco das moléculas poliméricas,
relacionada empiricamente com o peso molecular dos polimeros lineares. O valor
K é a medida de viscosidade feita somente em PVC para especificagdo industrial
deste tipo de resina. O indice de fluidez é indicativo da uniformidade da taxa de
fluxo do polimero, constituindo um parametro definido empiricamente e altamente

influenciado tanto pelas propriedades fisicas e estrutura molecular do polimero
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como das condi¢des de ensaio. Os parametros obtidos nos métodos indiretos para
avaliagéo dos pesos moleculares médios podem ser relacionados com aqueles
obtidos com avaliagbes diretas da degradagédo de polimeros (ASTM D 1238-94,
1995; AGNELLI, 2000).

As analises de superficies mais empregadas no campo da ciéncia de
polimeros para investigagbes morfolégicas s&o as de Microscopia Eletrénica. O
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) € uma das ferramentas mais
indispensaveis utilizadas por varias empresas para analisar os constituintes e
estrutura dos novos materiais desenvolvidos, até mesmo como técnica de rotina
(SCOTT & GILEAD, 1995). Deste modo, a utilizagdo da Microscopia Eletrénica de
Varredura como técnica complementar permite obter um detalhamento da
morfologia e avaliagdo dos elementos presentes em residuos superficiais

(BASSET, 1981).
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lll. OBJETIVOS

*
e

»
6.0

*

*

Os objetivos deste projeto foram:

Observacgéo do crescimento e selegdo de fungos capazes de utilizar como
fonte de carbono polimeros sintéticos de importdncia na area de
embalagem de alimentos (policloreto de vinila, polipropileno, polietileno
tereftalato, poliestireno expandido) e comparagdo com outro polimero

sintético (poliuretano) que ja é conhecidamente biodegradavel.

Determinagdo da perda de massa das amostras de polimeros apos
incubagdo com os microrganismos, assim como da massa celular crescida

em contato com o substrato plastico.

Observagédo das alteragdes morfologicas e/ou estruturais dos polimeros

apos a biodegradacgéo.

Verificagdo do potencial das linhagens selecionadas na produgdo de
biosurfactantes e de enzimas lignoceluloliticas de interesse industrial

utilizando polimeros sintéticos como substrato.




IV. MATERIAL E METODOS

4.1) Microrganismos

As linhagens estudadas neste trabalho fazem parte da colegdo de culturas
do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana, pertencente ao

Departamento de Ciéncias de Alimentos da UNICAMP. Foram utilizadas:

- Phanerochaete chrysosporium
- Pleurotus sp. (P1)

- Pleurotus sajor caju
- Pleurotus 98/33

- Pleurotus 98/36

- Pleurotus 98/37

- Pleurotus 001

- Pleurotus tailandia
- PSC 94/03

- Fungo A15

- Levedura L7A

- Levedura Tolu

29



4.2) Preparo das linhagens

O crescimento das linhagens utilizadas neste estudo foi realizado em
Placas de Petri contendo meio solido especifico para cada uma delas, como
segue: Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sp. (P1), Pleurotus sajor-caju e
fungo A15 no meio PDA (Batata Dextrose Agar); Pleurotus 98/33, Pleurotus 98/36,
Pleurotus 98/37, Pleurotus 001, Pleurotus tailandia e PSC 94/03 no meio MA +
0,2% EL (Extrato de Malte Agar + 0,2 % Extrato de levedura) e para as duas
leveduras, L7A e Tolu, foi utilizado o meio GYP (Glicose Extrato de levedura
Peptona). A temperatura de incubacéo foi de 30 °C para todas as linhagens, com
excecdo de P. chrysosporium que tem seu ponto 6timo de crescimento a 37°%Ce
o tempo 6timo de crescimento para realizagao do in6culo foi de 14 dias para os

fungos e 7 dias para as leveduras.

4.3) Preparo dos espécimes plasticos

Esta etapa constituiu-se na pesagem dos plasticos para obtencao de filmes
com peso fixo de 0,25 g para todas as amostras (PVC, PET, PP, PU e Isopor) que
representou 0,5 % de fonte de carbono no meio de cultivo, e entao foi efetuada a
desinfecgdo das amostras de polimeros para eliminagao de contaminantes
microbianos. Este procedimento foi composto de um protocolo desenvolvido e
validado pela “American Society for Testing and Materials” (ASTM G21-90, 1990;

ASTM G22-76, 1990) e constituido pelos seguintes passos:
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Preparo da solugé@o desinfetante universal (LEE ef al., 1991): adicionou-se
assepticamente 14 mL do detergente Tween 80 a um litro de agua estéril e
esterilizou-se esta solugdo por filtragdo com membranas de éster de

celulose de porosidade 0,22 um (Millipore c6d. GSWP04700) com bomba

de vacuo. Depois de filtrada, adicionou-se 20 mL de cloro a esta solugéo. =
importante ressaltar que todas as etapas deste procedimento de
desinfecc¢ao dos plasticos foram realizadas em camara de fluxo laminar.

Os espécimes plasticos foram adicionados a solugdo desinfetante universal
por 60 minutos. Cada litro desta solugéo foi utilizado para a desinfecgdo
de cerca de 20 a 25 espécimes plasticos. Para garantir a eficacia do
método, foram utilizadas pipetas estéreis para homogeneizar a mistura
ocasionalmente a fim de atingir toda a superficie dos filmes.

Com o auxilio de uma pinga estéril, cada plastico imerso na solugéo
desinfetante universal foi removido e transferido para outro frasco contendo
apenas agua estérii a temperatura ambiente, também misturando-se
ocasionalmente para ocorrer uma lavagem efetiva, por no minimo 1 hora.
Os plasticos foram novamente removidos e mergulhados numa solugéo de
etanol 70 %, sempre mantendo o frasco coberto e a temperatura ambiente,
por 30 minutos.

As amostras plasticas desinfectadas foram acondicionadas em frascos
estéreis e cobertos com aluminio estéril em local arejado e a temperatura
ambiente para propiciar a evaporagao de residuos de etanol das amostras

durante 72 horas.
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4.4) Preparo do meio de cultura e inéculo

O meio de cultura denominado meio liquido base foi preparado para
receber posteriormente as amostras de polimeros e os microrganismos. Este meio
foi composto basicamente de sais minerais (0,5 g / (NH4)2 HPOy4 ; 0,8 g / H2POy;
0,3 g/ KyHPO4 ; 0,3 g / MgS0,4.7H,0; 0,004 g / ZnSO;4 ; 0,005 g / MnS0O4.H20 ;
0,055 g / CaCl,.2H,0) e de uma fonte de nitrogénio (0,2 g/ extrato de levedura)
preparado nas proporgées mencionadas para um volume final de 1000 mL de
agua destilada e pH 6,8. Além destes componentes, também foi adicionado um
suplemento vitaminico de tiamina com concentragédo final de 10 mg /L de meio,
que foi previamente filtrada em membrana Millipore 0,22 um utilizando um sistema
Millipore com bomba de vacuo.

Cada amostra pesando 0,25 g foi transferida para erlenmeyers contendo 50
mL do meio liquido base autoclavado durante 15 minutos a 121 °C e
posteriormente suplementado com 0,1 % de tiamina. O indculo foi realizado na
proporcéo de 1 cm? de fungos para cada 10 mL do meio liquido base, com o
auxilio de espatulas estéreis para “recortar” o meio solido e retirar a cobertura
celular aderida no agar. No caso das leveduras, o inéculo foi de uma algada (alca
de inoculagéo de 10 ul) para cada 10 mL de meio. O procedimento de inoculagao
foi realizado em Camara de Fluxo Laminar, e os instrumentos flambados para
esterilizacdo. Os experimentos foram realizados em periodos de 20, 30 e 40 dias
de incubagdo e mantidos em estufas incubadoras & 30 °C ou 37 °C (somente para

P. chrysosporium). Todo o experimento foi baseado em ensaios em duplicata,
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incluindo amostras de controle para os microrganismos (sem o polimero) e de

controle dos plasticos (sem o microrganismo).

4.5) Observagao do crescimento microbiano nos polimeros sintéticos

Os ensaios realizados foram acompanhados semanalmente e os dados
referentes ao crescimento das linhagens nos polimeros foram registrados em dias
pré-determinados. A classificagao foi feita conforme descrito pela ASTM e esta
representada na tabela abaixo.

TABELA 3. Classificagao em fun¢ao do crescimento microbiano (ASTM G21-
90, 1990).

CRESCIMENTO CLASSIFICAGAO
Nenhum 0
Tragos de crescimento (< 10 %) 1
Baixo crescimento (10 a 30 %) 2
Meédio crescimento (30 a 60 %) 3
Alto crescimento (> 60 %) 4

4.6) Obtengao do caldo enzimatico

Apos os periodos de incubagao, o meio de cultura foi filtrado em 14 de vidro

(Synth cod. 35460) para extragdo do caldo enzimatico que continha todos os
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produtos do metabolismo dos microrganismos e sub produtos da degradacao dos
polimeros. O armazenamento do extrato enzimatico foi feito em frascos ambar e a
temperaturas de congelamento (-10°C). A amostra de plastico residual presente

no meio de cultura no final dos periodos de crescimento foi retirada do meio com o
auxilio de uma pinga e utilizada para determinacao de perda de massa molecular
e da massa celular crescida em contato com este substrato. Nesta etapa também
foi medido o pH de todos os ensaios apds a incubagéo, para comparagédo com o

pH inicial fixado em 6,8.

4.7) Determinacao da perda de massa dos espécimes plasticos e da massa

celular seca

Este procedimento foi adaptado a partir de teste padrao estabelecido pela
ASTM (D 5247-92, 1992), que consistiu das seguintes etapas: |
o As amostras de polimeros com o microrganismo aderido foram
retiradas do meio de cultura e colocadas em Placas de Petri em estufas
de secagem a 50 ‘c por 24 horas para que a massa celular e o proprio
plastico fossem secos;
® Apos este periodo, as amostras foram pesadas em balan¢a analitica
e comparadas com a sua massa inicial que foi fixada em 0,25 g. Desse
modo, ficou estabelecida a massa do plastico residual + a massa celular

seca (ou: Mpr + Mc).
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A remocéo da massa celular do substrato plastico foi realizada
utilizando-se solugéo de etanol 70 %. As amostras ficaram mergulhadas
nesta solucdo, com agitagdes manuais freqiientes através de pipetas
estéreis, por 30 minutos, sempre a temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram lavadas em agua corrente para retirar residuos da
solugado de etanol e retornaram as Placas de Petri para secagem 2
temperatura de 50 °C por 24 horas.

Depois de obter o plastico seco, sem células microbianas, as
amostras foram pesadas novamente e entdo a massa do plastico
residual (Mpr) foi comparada com a inicial de 0,25 g para determinar se
houve perda de massa ou n&o do polimero apos o periodo de incubagéo
com 0S microrganismos.

A massa celular crescida nos substratos plasticos foi calculada da

seguinte forma:

massa celular seca = (massa do plastico residual + massa celular) —

(massa do plastico residual), ou: Mcseca = (Mpr + Mc) — Mpr.
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4.8) Preparagao e analise das amostras para Microscopia Eletronica de

Varredura

4.8.1) Preparagao das amostras

O protocolo utilizado foi uma adaptagao feita a partir de dados de literatura
para processamento de amostras biolégicas (BAL-TEC, 1999). Como as células
possuem uma fragilidade muito maior de superficie, necessitam de tratamento
especial para que seus detalhes de morfologia sejam preservados. A metodologia
de processamento das amostras de polimeros contendo células microbianas foi
composta das seguintes etapas:

— Corte dos espécimes — com o auxilio de um bisturi e pinga, os plasticos
foram cortados em dimens6es bem reduzidas e pouca espessura;

- 1% Fixagdo — os plasticos foram mergulhados em solugdo de glutaraldeido
2% preparado em tampao cacodilato de sédio (Na (CH3), AsO,) 0,1 M e 0,2 %
de acido tanico, por 3 horas;

— 2° Fixagdo — novamente os plasticos foram mergulhados em solugdo de
glutaraldeido 2 % em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, porém com 2 % de
acido tanico, por 3 horas;

- 1° Lavagem — realizada em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, por 10
minutos com 3 repetigoes;

- Pobs-fixacao — os plasticos foram imersos em solucao de tetroxido de 6smio

(Os04) a 1 % diluido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M por 1 hora. Cabe
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ressaltar a necessidade de realizar esta etapa de poés-fixagdo em capela,
inclusive para preparar a solugdo de tetroxido de 6smio, pois este reagente é
altamente toxico e carcinogénico. Outro procedimento de seguranga foi a
utilizacéo de luvas e mascara para evitar qualquer tipo de contato com os
componentes volateis deste composto.

— 2° Lavagem — realizada em agua destilada por 10 minutos com 3 repeticdes;

—~ Desidratagdo — ocorreu em solugdes com concentracdes crescentes de
etanol absoluto, nas concentragdes de 30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %,
durante 10 minutos em cada solugéo. As amostras foram passadas na solugao
a 100 % por 3 vezes.

— Secagem — foi realizada no equipamento denominado ponto critico, que tem
por finalidade retirar todo vestigio de etanol das amostras através da mistura
deste com o didxido de carbono ejetado da camara de secagem. As amostras
foram imersas na solugédo final de desidratagdo (etanol 100 %) e, aos poucos,
esta solugdo foi retirada das amostras até a secagem completa. Ap6s a
realizacao deste procedimento foi indispensavel a manutengcéo dos espécimes
secos em containers dessecadores para impedir sua reidratagao.

— Montagem dos espécimes — as amostras foram colocadas em suportes
especificos denominados “stubs” e presas com uma cola de prata. Foram
utilizadas luvas de nylon e pingas para a manipulagéo das amostras e “stubs”.

— Metalizagdo ou “Sputtering” — este processo, utilizado para metalizar as
amostras para visualizagdo no MEV, ocorreu através da evaporacado do metal

(ouro) sob vacuo, com a finalidade de permitir a emissdao de elétrons
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secundarios através da superficie varrida, que deve ser uma boa condutora de
elétrons. Ap6s a impregnagdo com ouro, as amostras foram acondicionadas

novamente nos dessecadores para protegé-las da umidade.

4.8.2) Analises morfoldgicas dos polimeros sintéticos

Apoés todas as etapas de preparo relacionadas acima, os espécimes foram
adaptados em um porta-amostras e levados ao Microscopio Eletrénico de
Varredura modelo JSM - 5800LV, utilizando-se 10 KV de aceleracao de corrente e
distancia de 15 mm entre as amostras e o filamento de tungsténio em todas as
analises. Os procedimentos fotograficos foram realizados com filme de 120 mm T-

max asa 100 da Kodak.

4.9) Determinacgao da produgao de biosurfactantes

As atividades de emulsificacdo foram determinadas através da agitagao
vigorosa em agitador magnético de tubos (Tecnal) de 3,5 mL do caldo de cultura
(previamente filtrado em 12 de vidro) e 2,0 mL do hidrocarboneto tolueno. Apés
uma hora, a densidade oOptica da emulsdo 6leo em agua foi medida em
espectrofotometro (BAUSCH & LOMB, modelo Spectrometer 020) a 610 nm e
relatada como atividade de emulsificagcdo. Ap6s 24 horas, as emulsées agua em
6leo foram expressas em centimetros relativos a altura do halo e compactacdo

maxima das bolhas formadas (CARVALHO et al., 1997).
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4.10) Atividades de enzimas lignoceluloliticas produzidas

Todas as enzimas analisadas neste estudo foram mensuradas através da
atividade enzimatica, que representa a quantidade de substrato perdido (ou
produto ganho) por unidade de tempo. As atividades enzimaticas obtidas foram
expressas em Ul/L, onde Ul & a quantidade de enzima necessaria para causar

perda de 1umol de substrato por minuto sob condigGes especificas.

4.10.1) Lignina Peroxidase (LiP)

Esta atividade foi determinada pela oxidagao do alcool veratrilico (€310 =
9.300 1/M x cm) seguindo a metodologia citada por TIEN & KIRK (1984). A mistura
da reagéao foi composta de 0,6 mL de caldo filtrado, 0,2 mL de H>0, 2,0 mM e 0,2
mL de uma solugéo de alcool veratrilico 2,0 mM em tamp3o tartarato de sédio 0,4
M (pH 3,0). A reacao foi iniciada pela adi¢ao de H,O, e o aparecimento do aldeido

veratrilico foi determinado a 310 nm, apds 10 minutos de reagao (Tge T1p).

4.10.2) Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

Esta atividade foi determinada da mesma forma que a da LiP, exceto que o

perdxido de hidrogénio foi omitido do meio de reacao, sendo substituido por 0,2

mL de agua destilada. A atividade foi medida a 310 nm (TIEN & KIRK, 1984).

=5



4.10.3) Manganés Peroxidase (MnP)

Esta atividade foi determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol (¢ 610 =
4.460 1/M x cm) na presenga de manganés e peroxido de hidrogénio, segundo
descrito por KUWAHARA et al. (1984). A mistura da reacao foi composta de 0,5
mL de caldo filtrado; 0,1 mL de lactato de sédio 0,25 M; 0,05 mL de MnSO4 2,0
mM; 0,2 mL de albumina bovina 0,5 %; 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1 %; 0,05
mL de peréxido de hidrogénio 2,0 mM em tampao succinato 0,2 M (pH 4,5). Apoés
incubagdo por 5 minutos a 30 °C, a reagao foi detida por adigdo de 0,04 mL de

NaOH 2,0 N e a leitura realizada a 610 nm (Toe Ts).

4.10.4) Lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo de dois substratos:
siringaldazine e o-dianisidina, de acordo com SZKLARK et al. (1989). A mistura de
reagao foi constituida de 0,6 mL de caldo de cultura; 0,2 mL de tampao citrato-
fosfato 0,05 M (pH 5,0); 0,1 mL de agua destilada; 0,1 mL de o-dianisidina 1,0 mM
(e 460 = 29.400 1/M x cm) ou de siringaldazine 1,0 mM (g 525 = 65.000 1/M x cm).
As leituras foram realizadas em 460 nm (para a o-dianisidina) ou 525 nm (para a
siringaldazine), durante 10 minutos (To e T+¢). A forma de preparo para os dois
substratos foi a mesma, exceto que a solugéo de 1,0 mM de siringaldazine foi

preparada em etanol.
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4.10.5) Peroxidase

Esta atividade foi determinada da mesma forma que a lacase, exceto pela
introdugdo de 0,1 mL de H20, 2,0 mM exdgeno no meio de reagao no lugar da

agua destilada. Foram também utilizados como substrato a siringaldazine e a o-

dianisidina (SZKLARK et a/, 1989).
4.10.6) Carboximetilcelulase (CMCase)

O extrato enzimatico (1,0 mL) foi adicionado a 1,0 mL de solugdo de

carboximetilcelulose a 1 % (CMCose) em tampao acetato 0,05 M, pH 5.0,

previamente incubado a 50 0C por 10 minutos, misturado e deixado em repouso
por 30 minutos a 50 °C. Os agucares redutores liberados (glicose) foram
determinados pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), que constituiu-se na
adicao de 2,0 mL de DNS aos tubos contendo o extrato enzimatico e o substrato,
e incubagao em banho-maria fervente por 5 minutos. Em seguida, a leitura da
absorbancia foi medida a 550 nm (modificado de WOOD, 1988). Os resultados de
atividade enzimatica foram produzidos através dos coeficientes de uma regressao

linear obtidos com a construgao de uma curva padrao de glicose (Anexo 1).
4.10.7) Avicelase

Esta atividade foi realizada da mesma maneira que para CMCase. Apenas

substituiu-se a solugdo de CMCose pela suspensao de avicel 1 % (celulose
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o A caracterizagao do polipropileno e poliestireno por indice de fluidez (MFI)
foi realizada através do método de ensaio ASTM D 1238-94 (1995). Para o
polipropileno’ a fuséo ocorreu a 230 °C, e para o poliestireno® a fusao
ocorreu & 200 °C. Esta norma estabelece a definicao do tipo de aparelho

empregado, com as dimensbdes do orificio para a extrusdo do polimero,

temperatura ideal do cilindro e condigcées do ensaio em termos da massa
do pistdo (2.160g"/ 5.000g) que forca a extrusdo de cada polimero. Os
valores obtidos foram expressos em a/10 min.

o A caracterizagdo do polietileno tereftalato foi realizada em funcdo da
viscosidade intrinseca [n] da solugao polimérica baseada no método de
ensaio ASTM D 4603 (1996) utilizando-se concentragao de 0,5 g/100 mL ou
0,5 % do polimero e uma mistura de solventes de fenol/1,1,2,2

tetracloroetano (60/40) a 30 °C. Os valores foram expressos em dL/g,

conforme as equagées a seguir:

i
TI inerente = I_n_l'lL
' (5

onde: Ninerente T viscosidade inerente na temperatura T (30 °C) para a
C

concentragdo C do polimero em g/100 mL (ou dL/g);
In — logaritmo neperiano (ou logaritmo natural);
nr — Vviscosidade relativa = t/ to;

t — tempo médio de escoamento da solugao;
to — tempo médio de escoamento do solvente:

£ =i concentracao do polimero (dL/g).
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A viscosidade intrinseca [N] € definida como:

[n] =lim rlinerente

C->0

onde: lim = limite da viscosidade inerente com diluicdo infinita, ou

seja, quando a concentragao tende a zero.

® A caracterizagao do policloreto de vinila foi realizada através do valor K ,
que representa a viscosidade relativa do PVC, com base no método de
ensaio DIN 53726 utilizando-se concentragao de 0,5 g/100 mL ou 0,5 % do
polimero e ciclohexanona a 25 °C como solvente. As medidas do valor K
sao expressas em valores absolutos, sem unidades especificas, e

calculadas a partir de:

log Mr= ( 75 K* +K)—c,
1+1,5K.c

onde: Nr— viscosidade relativa

¢ — concentragao da solugao em g/100 mL

4.13) Analises de Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

Um equipamento de GPC da Waters foi utilizado para determinar mudangas
na distribuicao de peso molecular para os polimeros residuais de PVC e PS. Trés
colunas acopladas em série, lineares, Styragel (American Polymer) abrangendo
uma faixa de 2.000-4.000.000 de peso molecular funcional foram utilizadas a

temperatura de 40 0C. A fase movel utilizada foi o tetrahidrofurano (THF), que
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também funcionou como solvente para solubilizar as amostras de polimeros. A
taxa de fluxo da fase movel foi de 1 mL/min e o volume de injegcdo de 300 M L,
totalizando 50 minutos de corrida por inje¢cdo de amostra. O detector utilizado foi
um refratdbmetro diferencial (Waters, 410-Differential Refractometer) e os
resultados obtidos foram analisados pelo software Waters Millennium, baseados
em uma curva de calibragdo com 4 padrées de poliestireno que produziram os
coeficientes da equagdo de 3 ordem para conversdo dos valores de pesos

moleculares no cromatograma (ASTM D 3536-91, 1992).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Observacao do crescimento microbiano nos polimeros sintéticos

Com relagao a degradacao microbiana de polimeros comerciais relatada na
literatura (tabela 1, pag. 9), foi observado um aumento nas taxas de crescimento
microbiano na maioria dos ensaios realizados, atingindo faixas mais elevadas com
diversas linhagens utilizadas neste estudo, conforme destacado na tabela 4.

De acordo com a tabela de graus de crescimento microbiano proposta pela
ASTM (tabela 3, pag.33), podemos observar que os niveis de crescimento mais
relevantes sao os de classificagao 3 e 4, pois revelam taxas acima de 30 % que
pode ser muito importante se considerar que 0 tempo maximo de analise é de 40
dias, e os dados de literatura relatam que o tempo necessario para processos de
biodegradacgéo € longo (MUSTAFA, 1993; ALBERTSSON & HUANG, 1995). Na
tabela 4, pode-se observar que os resultados obtidos para a espuma poliuretana
foram relevantes para a maioria das linhagens, como ja era esperado, com
excecgdo do fungo A15 que nao se desenvolveu bem em nenhum polimero e do
Pleurotus 98/37 que apresentou crescimento abaixo de 30 % neste polimero. Os
destaques no PU foram o P. chrysosporium, P. sajor caju e levedura L7A, com
crescimento acima de 60 % em 40 dias. De fato, este polimero foi incluido neste
trabalho para comparacdo como uma amostra de controle positivo na
biodegradacgao de polimeros sintéticos. Com relacao ao polipropileno, destacaram-
se: Pleurotus 98/37 em 30 e 40 dias de incubagao, o P. sajor caju e a levedura

L7A em 40 dias, todas com crescimentos superiores a 30 %. No PVC destacaram-
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se: Pleurotus 001, P1 e Levedura tolu com crescimento > 30 % em 40 dias, PSC
94/03 que também alcangou a mesma faixa em 30 dias e a levedura L7A em 20
dias. Em contraste com os dados de literatura que relatam crescimento de até 10
% no PS e PET, a linhagem Pleurotus 98/37 revelou taxas de crescimento maximo
no Poliestireno com 20, 30 e 40 dias de incubagdo, e também obteve muito

sucesso no PET com taxas de até 60 % de crescimento.
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TABELA 4. Graus de crescimento observados semanalmente - ASTM

Graus de Crescimento - ASTM (0-4) *

40 dias de incubacio

(~5 semanas)

PS

~

(N (e

Lo B ]

30 dias de incubagao

(~4 semanas)

PS |PVC| PP | PET | PU

(o]

Lag]

4

(o]

(]

~

4

e~

20 dias de incubacao

(~2 semanas)

PS |PVC| PP | PET| PU

PVC| PP |(PET | PU

Culturas

fiingicas

Phanerochaete

chrysosporium

Pleurotus

001

Pleurotus

98/33

Pleurotus

98/36

Pleurotus

98/37

PSC
94/03
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Cont.

Graus de Crescimento - ASTM (0-4) *
Culturas 4 : & ; : = i ; 5
20 dias de incubacio 30 dias de incubacao 40 dias de incubacao
fungicas
(~2 semanas) (~4 semanas) (~5 semanas)
PVC| PP |PET | PU | PS |PVC| PP (PET| PU | PS |PVC| PP |PET| PU | PS
1 1 1 1 1 2 1 1 1 7 1 2 1 2 1
7 1 1 2 1 2 2 1 2 ] 7 2 1 3 2
Pleurotus 2 2 1 2 2 7 2 1 3 2
— 2 2 1 2 2 1 2 1 3 2
tallandia 2 2 1 3 2
1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0
1 0 1 0 1 1 0 2 0 1 1 0 2 0
Fungo 1 2 0 2 0 1 1 0 2 0
Al5 1 2 1 2 0 1 2 1 2 0
1 2 1 2 0
1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1
1 1 3 1 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2
Levedura 2 2 2 3 2 2 2 2 3 2
tolu 2 2 2 3 2 2 2 2 3 2
3 2 2 3 2
2 1 2 0 1 2 1 2 0 7 2 1 2 0 1
3 2 3 7 3 1 2 2 2 3 2 3 2 )
Levedura 3 2 3 2 2 3 3 3 3 2
L7A4 3 2 3 2 z 3 3 3 2 2
3 3 4 4 2
i 1 1 0 1 1 7 1 7 1 1 1 1 3 1
Pleurotus 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 4 1
sajor caju 1 2 1 2 1 2 2 1 4 1
1 2 1 2 1 2 2 1 4 i
2 3 1 4 1
Pl 2 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 2 1 2 T
2 2 1 2 1 2 2 1 ) 1 2 2 1 2 T
2 2 1 2 1 3 2 1 7 7
2 2 7 2 1 3 2 7 2 7
3 2 1 3 1

Legenda. PVC: policloreto de vinila; PP: polipropileno; PET: polietileno tereftalato;
PU: poliuretano; PS: poliestireno ou isopor.
ASTM (0-4) *. 0: nenhum crescimento; 1: crescimento < 10 %; 2: crescimento de

10 a 30 %:; 3: crescimento de 30 a 60 %; 4: crescimento > 60 %.
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5.2) Perda de massa dos espécimes plasticos e massa celular seca

As andlises realizadas para determinar perda de massa dos polimeros e da
massa celular crescida no substrato plastico, representadas na Tabela 5, nao
revelaram taxas muito elevadas em relagdo a perda de massa dos espécimes
plasticos (até 6 %), em concordancia com os relatos de outros autores
(SCHNABEL, 1981; KELEN, 1983; SCOTT & GILEAD, 1995; KIRBAS et al., 1999),
com excegdo das amostras de PVC que tiveram sua massa fortemente reduzida
em até 20 % da massa total em todos os periodos de crescimento. Isto pode ser
devido ao fato dos filmes flexiveis de PVC serem constituidos de grandes
quantidades de carbonato de calcio como material de preenchimento (~ 28 %) e
plastificantes (~ 24 %), aderidos a cadeia de PVC (totalizando cerca de 52 % da
estrutura do polimero) e ainda outros aditivos que também podem estar presentes
na estrutura comercial, que representam compostos mais simples, de menor
massa molar e, conseqientemente, mais suscetiveis a atuagdo microbiana. Os
resultados obtidos com amostras de PVC contrastam com aqueles observados por
KIRBAS et al. (1999) que ndo detectou perdas de massa relevantes, onde
somente poucos filmes de PVC apresentaram uma taxa muito baixa de redugao
de massa. Nos nossos experimentos, todos os polimeros controle (incubados no
meio de cultura sem o fungo) conservaram a mesma massa molar inicial ao final
dos periodos de incubagao. Os resultados que mais se destacaram encontram-se
destacados na tabela 5.

Os experimentos com PET e PS revelaram algumas alteragbes na sua

massa e pelo fato destes polimeros apresentarem boa estabilidade aos processos
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degradativos (tabela 2, pag.20), principalmente a temperatura ambiente, torna-se
clara a capacidade de degradagdo dos fungos filamentosos analisados nestes
polimeros.

As amostras de PP e PU apresentaram taxas de redugdes de peso
maiores e com mais frequéncia do que PET e PS, mas ndo necessariamente com
valores elevados de massa celular. O destaque foi o P. sajor caju no PU, que
provocou perda de 6 % da massa deste polimero.

Os maiores valores observados para a massa celular seca, estdo em
concordancia com a tabela de crescimento macroscépico (tabela 3, pag.33), ou
seja, quanto maior o grau de crescimento, maior a massa celular obtida. Na
verdade, é dificil estabelecer o quanto de massa celular seria necessario para
produzir perda significativa de massa dos polimeros, pois a degradacdo pode
ocorrer sem necessariamente suceder perda de massa, mas sim, alteragdes na
molécula do polimero (SCHNABEL, 1981; SCOTT & GILEAD, 1995). A
metodologia de pesagem pode ser considerada Util para triagem inicial dos
ensaios, porém necessita ser analisada em conjunto com outras ferramentas de

maior precis&o e sensibilidade conforme sugerido por KIRBAS et al. (1999).
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TABELA 5. Percentagem de perda de massa molar dos polimeros e

crescimento microbiano em func¢ao do tipo de polimero e tempo de cultivo.

P
L M
A Perda de massa molar assa celular
§r do p(llimero (mg)
Culturas ; (%)
s C
Fiingicas o
S T20dias | 30 dias | 40 dias | 20 dias | 30 dias | 40 dias
PVC 17,2 11,6 15,2 28,0 17.0 28,0
PET 0 0 0 0 0 0
Phanerochaete PP 0 34 78 10,0 16,0 37.0
chrysosporium PU 2,0 2,8 2.4 20,0 32,0 25,0
PS 0 0 0 3.0 3,0 0
PVC| 14,4 10,4 16,0 35.0 36,0 34,0
PET 0 0 0 8,0 10,0 10,0
P1 PP 0 3,2 0,8 32,0 10,0 36,0
PU 1,6 0,8 1,6 68,0 60,0 25,0
PS 0 0 0 20,0 0 4.0
PVC 17.2 17.6 18,0 19,0 23,0 19,0
Pleurotus PET 0 0 0 2,0 5,0 5.0
wadbricale PP 0 24 06 5,0 56,0 42,0
PU 0,4 1,2 6,0 15,0 28,0 93,0
PS 0 0 0 11,0 5,0 8,0
PVC 16,0 12,4 15,2 28,0 9,0 25,0
Pleurotus PET 1,2 1,6 1,6 3,0 4.0 2,0
98/33 PP 0 2.4 0 5,0 42,0 6,0
! —
PU 0,4 1.2 6.0 15,0 28,0 93.0
PS 0 0 0 11,0 5,0 8,0
PVC 18,0 12,8 16,8 28,0 7.0 20,0
Pleurotus PET 0.8 0,8 0,8 1,0 1,0 2,0
o PP | 50 30| 50 20,0 14,0 84
/36 -
PU 1,2 4.0 0 22,0 16,0 13,0
PS 0,1 0 0 15,0 11,0 12,0
PVC 14,8 13.2 14,0 64,0 23,0 15.0
Pleurotus PET 16 | 20 2.2 17,0 58.0 69.0
98/37 PP 0 | 2,4 2,0 14,0 39.0 36,0
. PU 2,0 [ 2,4 2.0 87,0 25,0 28,0
PS 0 | 0.5 0.8 31,0 . 68.0 88.0
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Cont.

P
L
A Perda de massa molar
S do Polimero Massa Celular
Culturas ,{ (%) (mg)
R C
Filngicas 0
S 20 dias | 30 dias | 40 dias | 20 dias | 30 dias | 40 dias
PVC 16,0 18,0 20.0 20,0 21,0 17,0
PET 0,8 1.6 2.6 4,0 4.0 12,0
Pleurotus 001 PP' 0.8 0 0 30,0 27,0 26,0
PU 2,0 2.4 1.6 1130 | 930 82,0
PS 0,2 0,5 1.0 3,0 14,0 22,0
PVC 10,8 14,0 18,0 11,0 14,0 37,0
Pleurotus PET 0 0 0 8,0 6,0 8,0
soilaniia PP 0 2,4 0 3,0 36,0 8,0
PU 1.6 [ 1,6 1.8 46,0 24,0 50,0
PS 0 | 0 0 25,0 32,0 26,0
PVC 17,2 18,0 16,0 76,0 65,0 66.0
PET 0 0 0 9.0 10,0 9,0
- PP 0 0 0 10,0 18,0 37.0
PSC 94/03 2 : 2
PU 0,8 0 0 45,0 10,0 26,0
PS 0 0 Q 25,0 32,0 26,0
PVC 12,0 12,0 14,0 13,0 20,0 30,0
PET 0 0 0 0 0 0
Fungo A15 PP 0 1,0 1,6 2.,5 20,0 35,0
PU 0 0 0 25,0 26,0 240
PS 0 0 0 0 0 0
PVC | 16,0 14,0 15,2 13,0 27,0 24.0
PET 2.0 0 0 3,0 1,0 0
L7A PP 2.4 0 0 18,0 0 6,0
PU 0 0 0,8 9,0 20,0 66,0
PS 0 0 0 5,0 3,0 0
PVC 17.2 12,0 16,8 26,0 6,0 22.0
PET 0 0 0 4,0 4,0 4.3
PP 0 0 0 10,0 4,0 14.0
I} 1 L] ) 3
hevedora ol PO 0 0 0 33.0 30.0 130
PS 0 0 0 21,0 28,0 25.0

Legenda. PVC: Policloreto de vinila; PP: Polipropileno; PET: Polietileno tereftalato;

PU: Poliuretano; PS: Poliestireno ou Isopor.
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5.3) Outras alteragcoes observadas nos polimeros sintéticos

Um fato interessante relacionado com o PVC foi que a maioria dos ensaios
apresentou uma coloragdo amarelada no polimero e no caldo de cultura,
evidenciando o processo de amarelecimento decorrente da desidrocloragcdo do
polimero. A decomposi¢cdo dos compostos aditivos e plastificantes se inicia em
estagios precoces de reagdo e sua degradagdo €& mais rapida do que a
desidrocloragao. De fato, GUMARGALIEVA et al. (1999) relataram a ocorréncia
de desorcdo de plastificantes ftalatos que sdo prontamente acumulados pelos
microrganismos e podem favorecer a biodegradagéo dos materiais de PVC, o que
justifica a percentagem elevada de perda de massa que ocorreu neste polimero.

As alteracbes observadas no pH dos ensaios com PVC, que atingiram
faixas um pouco mais acidas em torno de 5,7 a 6,0, quando comparadas com o
meio controle de PVC sem o microrganismo com pH 6,8, constituiu uma evidéncia
de que realmente houve formagdo de acido, provavelmente de HCI, provocando
diminuicdo do pH no meio de cultura, em fungdo da biodegradagéo e
amarelecimento das amostras com o processo de desidrocloragédo (Anexo 3). Em
relacdo aos outros polimeros estudados, a faixa de pH alcangou niveis um pouco

mais alcalinos, variando de 7,6 a 11,0.
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5.4) Anélises morfolégicas dos polimeros sintéticos

Com base nos graus de crescimento observados na tabela 4 (pags. 49 e
51), foram submetidos as analises microscopicas alguns fungos que melhor se
desenvolveram nestes polimeros: P. 001, P. sajor caju e P. 98/37. As analises de
Microscopia Eletrénica de Varredura revelaram uma grande variabilidade na
morfologia dos polimeros estudados.

As amostras de controle do PVC, revelaram uma morfologia lisa e pontos
altamente brilhantes que provavelmente representam os aditivos impregnados
pela superficie do filme, conforme observado nas figuras 2a e 2b,
respectivamente. As amostras de PVC incubadas com Pleurotus 001
apresentaram alteragcGes nitidas neste filme, onde se observou uma vasta
escamacao do polimero por baixo de uma densa rede celular produtora de uma
mucilagem que facilita a ades&o da hifa e promove uma interagdo mais eficiente
com a superficie do plastico (figuras 2c e 2d, respectivamente). A morfologia do
fungo P. sajor caju pode ser observada na figura 2e, assim como o aspecto do
PVC incubado com este fungo e apds retirada das células (figura 2f) que revela a
ruptura da superficie polimérica, provocando fendas no polimero. Nesta figura
também podemos perceber em relagdo ao controle (figura 2b) que houve uma
redugdo muito ampla na “pigmentagdo”, sugerindo que estes componentes
presentes na superficie do controle devem ter sido retirados pelos fungos, por
estarem mais acessiveis e provavelmente utilizados no metabolismo fingico.

No PP com crescimento de P. sajor caju, ocorreu um severo desgaste na

superficie do filme ao redor da massa micelial, formando escavagdes no polimero
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(figuras 3c e 3d, respectivamente), gerando um aspecto quebradi¢co no polimero
residual (figura 3e).

O mesmo desgaste avaliado no PP foi observado no PET com Pleurotus
98/37 que cresceu formando uma rede micelial muito espessa recobrindo a
superficie do filme com uma camada de muco, demonstrando a formagéo de
ranhuras no polimero com grande detalhamento (figuras 4c e 4d,
respectivamente). Segundo o estudo de MILSTEIN et al. (1999), o material
capsular extracelular produzido pelos fungos, que aumenta a adesao das hifas a
superficie dos plasticos, intensifica o potencial oxidativo microbiano e pode
influenciar a atuagao de certas enzimas microbianas no polimero. As figuras 4e e
4f apresentam a riqueza de detalhes do micéliofungico no PET, identificando-se
estruturas semelhantes aos basidios e basidiésporos. Contudo, esta morfologia
revelou caracteristicas diferenciadas das demais espécies do género Pleurotus,
sugerindo estudos mais amplos na caracterizagao e identificagdo desta linhagem.

No PS ficou clara a diferenga morfolégica do polimero controle (figuras 5a e
Sb) em relacdo a amostra apos incubagdo com P.001 com a presenca dos
flamentos do fungo permeando os alvéolos do Poliestireno provocando
desorganizacéo das estruturas alveolares (figuras 5c, 5d) e a perda da camada
externa lisa e visualizagao dos alvéolos internos na superficie (figura 5e). A figura
Se, mostra uma massa micelial do P.001 na extremidade do polimero sugerindo
escamacao da sua camada mais externa.

No PU ficou evidenciado o potencial do micélio fingico em destruir a rede
polimérica, podendo-se observar uma ampla diferenca do polimero apés

incubacao com P.001 quando comparado a estrutura do seu controle (figuras 6a,
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B¢ e 6d, respectivamente). A figura 6e apresenta uma massa micelial mais densa
e fortemente aderida ao polimero e a figura 6f revela o aspecto final do polimero
apos incubagao e retirada das células do P. 001, para comparacao com seu
aspecto inicial (figuras 6a e 6b).

Deste modo, com as analises microscopicas realizadas foi possivel
estabelecer a metodologia de Microscopia Eletrénica de Varredura como
ferramenta eficaz no estudo de superficies e morfologia de polimeros e de grande
importancia como ferramenta complementar para avaliagiao de degradagao

(BASSET, 1981; ALLEN & BEVINGTON, 1989; SCOTT & GILEAD, 1995).
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(a) (b)

(c) (d)

FIGURA 2. Fotomicrografias do polimero PVC no MEV. (a) Controle-900x; (b)

Controle-2000x; (c) PVC com P. 001-300x; (d) PVC com P. 001-1500x; (e) PVC

com P. sajor caju-4000x; (f) PVC apos retirada das células de P. sajor caju-

4500x.
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(bh)

(©) (d)

FIGURA 3. Fotomicrografias do polimero PP no MEV. (a) Controle-400x; (b)

Controle-350x; (c) PP com P. sajor caju-430x; (d) PP com P. sajor caju-1600x;

(e) PP apds retirada das células de P. sajor caju- 400x.
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FIGURA 4. Fotomicrografias do polimero PET no MEV. (a) Controle-900x; (b)

Controle-2000x; (c) PET com P. 98/37-900x; (d) PET apés retirada das células

de P. 98/37-2000x; (e) Detalhes da morfologia do basidio do P. 98/37 no PET-

1500x; (f) Visualizagao de basidiésporos de P.98/37 no PET-6500x.
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(e)

FIGURA 5. Fotomicrografias do polimero PS no MEV. (a) Controle-80x; (b)
Controle-500x; (c) PS com P.001-90x; (d) PS com P.001-300x; (e) PS com

P.001-800x; (f) Superficie do PS apos retirada das células de P.001-85x.
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FIGURA 6. Fotomicrografias do polimero PU no MEV. (a) Controle-70x; (b)

Controle-250x; (c) PU com P.001-85x; (d) PU com P.001-300x; (e) PU com
densa massa celular de P.001-150x; (f) PU apés retirada das células de

P.001-75x.
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5.5) Selecéo das linhagens capazes de degradar os polimeros

Os parametros utilizados na selecdo das linhagens para as etapas
posteriores de produgéo de biosurfactantes, de enzimas lignoceluloliticas e de
espectrofotometria, foram baseados na maior perda de massa do polimero e maior
massa celular. Desta forma, consideramos significativos os seguintes valores para
perda de massa dos polimeros: PVC = 20,0 %, PP =5,0 %, PET =2,6 %, PS=0,8
%, PU = 6,0 %; e para a massa celular foram significativos os seguintes valores:
PVC = 76,0 mg, PP = 56,0 mg, PET = 69,0 mg, PS = 88,0 mg, PU = 113,0 mg. De
acordo com estes dois critérios, os resultados foram respectivamente, no PVC:
P.001 e PSC 94/03; no PP: P. 98/36 e P. sajor caju, no PET: P.001 e P.98/37; no
PS: P.001 e P.98/37; e no PU: P. sajor caju e P.001. A linhagem de levedura L7A
também foi incluida nas analises de produgao de biosurfactantes e de enzimas por

ter apresentado resultados relevantes para os parametros em questéo.

5.6) Verificagdo da produgédo de biosurfactantes

A produgdo de biosurfactantes foi observada em todas as amostras de
crescimento fungico nos polimeros, apresentando diferentes niveis de atividades
de emulsificagdo 6leo em agua entre os trés periodos de incubagao (Figura 7). Os
destaques foram para a levedura L7A no PU e no PP (com 40 dias e 20 dias de
incubacao respectivamente) e P.001 no PET em todos os periodos de crescimento
e tambem no PS (com 40 dias). Com relagdo a emulsificagdo agua em oleo, os

halos formados na emulsdo que apresentaram as maiores medidas e densidade
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das bolhas foram para P. 98/37 no PS com 2,2 cm, L7A no PET com 2,5 cm, e
PSC 94/03 no PVC com 2,2 cm. A presenga dos biosurfactantes no meio de
cultura pode estar favorecendo a utilizagdo dos substratos plasticos como fonte de
energia para os microrganismos, tornando-os mais acessiveis através da reducéo
do carater hidrofobico destes hidrocarbonetos, ou seja, aumentando as interagoes

hidrofilicas que sé@o essenciais para que ocorra a atuagdo enzimatica (ROUSE et

al. 1994).
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5.7) Atividades de enzimas lignoceluloliticas produzidas

De um modo geral, as enzimas -celuloliticas atingiram atividades
enzimaticas muito elevadas sendo a avicelase de maior importancia em todos os
polimeros, seguida da xilanase, quando comparadas as enzimas ligninoliticas
produzidas pelos microrganismos. A maior atividade lignocelulolitica observada foi
em P. 001 no PVC que produziu cerca de 400 UI/L da enzima avicelase (figura 8).
As enzimas lacase, peroxidase, manganés peroxidase, avicelase e xilanase foram
produzidas por pelo menos um dos microrganismos testados e em todos os
polimeros, em proporgoes variaveis. Os niveis de MnP foram elevados no PP com
P. sajor caju e P.98/36 (figura 9), a produgdo de AVO e LiP foi marcante no PET
com as linhagens P.001 e P.98/37 (figura 10), a enzima xilanase destacou-se no
PS com 200 UI/L praticamente alcangando o nivel da avicelase em 40 dias (figura
11) e as atividades mais relevantes de CMCase foram observadas no PU com
levedura L7A que produziu 200 UI/L em 40 dias (figura 12). Dentre todas as
linhagens testadas, podemos destacar a alta capacidade de producdo enzimatica
do fungo P. 98/37 (no PET e PS), como pode ser observado nas figuras 10 e 11
respectivamente, que apresentou um perfil de enzimas muito amplo, somente
sendo negativo para MnP e ainda produziu atividades muito elevadas para a
maioria das enzimas analisadas. O fungo P.001 pareceu ter um papel potencial na
producéo de enzimas celuloliticas, embora também tenha se destacado com
ligninases. O fato de se observar altos niveis de producéo de enzimas celuloliticas
esta relacionado a fonte de nitrogénio presente no meio de cultura (extrato de

levedura) que favorece a sintese destas enzimas. Ja as ligninases s&o produzidas
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posteriormente quando o meio se encontra em condigbes esgotadas deste
nutriente.

O padrao de atividade oxidativa produzida por fungos de degradacéo
branca demonstrou uma combinagdo destas enzimas que variaram entre as
linhagens e de acordo com o substrato introduzido no meio de cultura (MILSTEIN
et al., 1992). De fato, a eficiéncia de enzimas extracelulares secretadas pelas hifas
fangicas foi também observada por ONODERA et al. (2001), na degradagao
acelerada do polietileno. A expectativa na biodegradacéo de polimeros sintéticos
por fungos de degradagdo branca esta relacionada a producdo de enzimas
ligninoliticas devido ao seu potencial oxidativo capaz de decompor componentes
aromaticos muito complexos, como é o caso da lignina, que podem ser
correlacionados a estrutura dos polimeros sintéticos estudados. Nesta mesma
linha de raciocinio, muitos pesquisadores vém estudando o papel destas enzimas
na degradacao de varios organopoluentes recalcitrantes, como LANG et al. (1998)
que investigaram a influéncia de enzimas ligninoliticas produzidas por Pleurotus
Sp. na degradacao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) no solo.

De um modo geral, as atividades de enzimas produzidas pelos
microrganismos foram muito variadas com relacdo aos trés periodos de
crescimento testados, fato justificado pelo alto metabolismo das linhagens com o
tempo que pode provocar uma oscilagdo muito brusca nos niveis de metabdlitos
do meio de acordo com sua fase de crescimento e requerimentos nutricionais e

energéticos.
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FIGURA 12. Atividades enzimaticas produzidas pelas culturas fungicas em

poliuretano nos trés periodos de incubagao (20, 30 e 40 dias).
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5.8) Avaliagao de componentes de degradagdo no meio de cultura

Os picos observados na varredura em espectrofotdmetro UV/Visivel podem
ser relativos as absorgdes de diversos componentes presentes no caldo de cultura
como: metabolitos secundarios produzidos pelo crescimento microbiano, produtos
oriundos da degradagéo dos componentes do meio de cultura ou produtos de
degradacéo dos polimeros. As amostras de controles s&o referentes aos ensaios
do meio de cultura com o polimero e sem o microrganismo. Quando a
concentragdo (absorbancia) de determinado composto que absorve em certo
comprimento de onda diminui no meio de cultivo com os fungos em relacéo ao seu
controle, significa que aquela substancia estd sendo consumida pelas células
microbianas (nutrientes do meio). Se o contrario ocorre, ou seja, a concentragdo
de um composto na amostra aumenta em relagdo ao seu controle, isto significa
que esta substancia esta sendo detectada em maiores concentrages, o que deve
estar relacionado com fatores interferentes, como por exemplo a diluigdo no meio
de cultura. Porém, se um novo pico é formado na amostra, ou seja, se surgir um
composto que absorve na amostra mas ndo no seu controle, significa que algo
esta sendo gerado no meio de cultura em decorréncia do metabolismo flngico
(metabdlitos secundarios ou sub produtos de degradagdo dos polimeros).

De uma forma geral, os meios controle incubados com os polimeros
sintéticos apresentaram dois picos principais de absorgéo, o primeiro situado na
faixa de 200 a 210 nm com grande intensidade, e o outro com menor intensidade
na faixa de 260 nm (figuras 13, 14, 15, 16 e 17). As amostras contendo os

polimeros e os fungos apresentaram picos de absor¢Ges similares aos dos
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controles, com excegdo do espectro do meio com PVC e P.001 que revelou
absorgdo somente na regido de 260 nm indicando o consumo total de algum
componente do meio de cultura que absorve na faixa de 200 a 215 nm (figura 13).

Considerando que nédo foi detectada degradacéo dos polimeros controle
nas etapas anteriores, podemos sugerir que o espectro do meio contendo os
polimeros controle que foi obtido reflete a absor¢édo dos componentes do meio de
cultura. A ocorréncia de variagbes nas intensidades das absorgdes entre controle
e amostras onde estas apresentaram concentragées maiores que as do controle,
observadas principalmente no meio com PET e PS (figuras 15 e 17,
respectivamente), deve estar relacionada a alguma variagdo na concentragdo dos
componentes do meio de cultura visto que foram preparadas varias partidas de
meio para a realizagdo dos experimentos. Além disso, as amostras que foram
submetidas as analises (1,0 mL) representaram apenas uma pequena fragédo do
volume total do caldo de cultura, o que pode estar influenciando nos resultados
devido a uma ampla diluigdo dos compostos presentes no meio.

Contudo, foi observado um fato curioso nos polimeros analisados com
relacdo a absorcdo de determinado composto na regido de 300 a 350 nm nas
amostras de meio com os polimeros incubados com os fungos, principalmente de
PET e PS que apresentaram as maiores absorgées (figuras 15 e 17), que néo
foram detectados nas amostras de controle. Isto sugere a produgdo de alguma
substancia no meio pelos fungos, que pode ser tanto metabdlitos secundarios
decorrentes do crescimento fungico como de algum produto de degradagédo dos

polimeros sintéticos.
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Portanto, nédo foi possivel estabelecer com precisdo a presenca de sub
produtos de degradagdo dos polimeros sintéticos com a metodologia de
espectrofotometria UV/ visivel utilizando o caldo de cultura obtido nos finais dos

tempos de incubagéo para analise.
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5.9) Alteragoes estruturais nos polimeros

Vale a pena ressaltar que neste estudo todos os fatores fisico-quimicos
causadores de degradagdo dos polimeros (alta temperatura, pH, radiacoes,
solventes fortes, etc.) foram excluidos dos experimentos para que os resultados
obtidos pudessem ser atribuidos unicamente & agdo microbiana. As analises
realizadas com as amostras de polimeros ap6s o periodo de incubacdo com as
culturas flngicas utilizaram o mesmo procedimento de remocao das células
microbianas para determinagdo da massa seca, com solucao de etanol 70 %,
conforme descrito no item 4.7 (pag. 34, & paragrafo).

Para a determinagdo das alteragbes estruturais dos plasticos, cada
polimero que obteve maior perda de massa foi selecionado em tréssituacées para
os ensaios de viscosidade/ fluidez: a) polimero virgem, sem nenhum tratamento
previo; b) polimero controle, somente incubado com o meio de cultura; ¢) polimero
amostra, incubado com o meio e a cultura flingica. De acordo com a tabela 5
(pags.55 e 57), os maiores valores de redugdo de massa molar obtidos para cada
polimero foram: PVC = 20 %; PP =5 %; PET =26 %; PS = 0,8 %.

Nao foi possivel realizar as analises de cromatografia com PET e PP pois
estes polimeros necessitam de uma coluna de alta temperatura para sua efetiva
solubilizagao no solvente e permeacgéo pelos poros da coluna. Devido a falta de
acesso a esta coluna especifica, principalmente pelo seu altissimo custo, as
analises cromatograficas foram testadas somente para PVC e PS onde as corridas
foram realizadas a temperatura ambiente. Para estes dois polimeros, foram

escolhidas as amostras incubadas com os fungos que provocaram as maiores

103



taxas de redugdo de massa, ja mencionadas acima, que foram: Pleurotus 001
(PVC) e Pleurotus 98/37 (PS).

O Poliuretano, por representar um polimero termofixo, néo possui as
mesmas propriedades quimicas dos termoplasticos, principalmente com relagéo a
solubilidade que € o processo pelo qual o polimero se dissolve pelo afastamento
das cadeias e estas permanecem preservadas. Portanto, fica dificil estabelecer
comparacoes neste ambito de analise com o PU pois este ndo possui resisténcia
aos solventes quimicos, ocorrendo destruicdo do polimero, sendo desta forma

eliminado das etapas a seguir.

5.9.1) Analise de Fluidez dos polimeros fundidos PP e PS/ Viscosidade

de solucoes diluidas dos polimeros PET e PVC

Os resultados obtidos revelaram que realmente ocorreram alteragbes na
estrutura polimérica apds incubagdo com microrganismos produzindo aumento da
fluidez com redugéo da viscosidade dos polimeros, em relagdo aos seus controles
(tabela 6), em concordéancia com os resultados de KIRBAS et al. (1999) que
também detectaram diminuicdo na viscosidade do PVC pela atuacao microbiana.
Um fato curioso ocorrido foi o aumento de fluidez detectado no controle do PS em
relacao ao PS virgem, que pode ter ocorrido pela adsor¢éo de algum componente
do meio de cultura nas estruturas alveolares desta forma expandida do
poliestireno, atuando como um interferente durante as medidas de fluidimétricas.

Estes resultados devem-se a presenca de biosurfactantes produzidos pelas
linhagens fungicas no meio de cultura que certamente favoreceu o aumento da

104



fluidez/ solubilidade destes compostos sintéticos hidrofobicos tornandeos menos
viscosos. Dai a importancia de se estudar a producdo de biosurfactantes por
microrganismos e desenvolver condigées adequadas para otimizar e maximizar a
producao destas substancias pelas células microbianas, a fim de serem utilizadas

em larga escala nos processos de biorremediagao.

TABELA 6: Valores de fluidez/ viscosidade obtidos de acordo com o método

de ensaio especifico para cada polimero sintético.

AMOSTRAS DE POLIMEROS METODOS DE ENSAIOS
PVC Virgem Valor K =71
PVC Controle Valor K = 71
PVC com P.001 Valor K = 68
PVC com P1 . Valor K = 67
PVC com PSC 94/03 Valor K = 67
PP Virgem Indice de Fluidez = 2,5 g/10 min.
PP Controle Indice de Fluidez = 2,5 g/10 min.
PP com P. 98/36 Indice de Fluidez = 2,8 g/10 min.
PET Virgem Viscosidade Intrinseca = 0,78 dL/g
PET Controle Viscosidade Intrinseca = 0,78 dL/g
PET com P.001 Viscosidade Intrinseca = 0,76 dL/g
PS Virgem | Indice de Fluidez = 10,0 g/10 min.
PS Controle Indice de Fluidez = 12,5 g/10 min.
PS com P. 98/37 Indice de Fluidez = 15,7 g/10 min.
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5.9.2) Analises de Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

As analises de cromatografia de permeacéo em gel realizadas com PVC e

PS nao revelaram variagbes nas massas molares médias (M) dos polimeros

controle em relacao as amostras apds incubagéo com as culturas flingicas. Em
ambos os polimeros, a cadeia polimérica foi eluida entre 15 e 25 minutos de
corrida, alcangando o pico em 20 minutos conforme representado na curva de 3°
ordem demarcada entre pequenos icones (av). Os registros cromatograficos
detectados apds o 26° minuto correspondem aos oligbmeros migrando no
composto, que podem realmente apresentar variagcées no peso molecular e na sua
distribuicao por possuirem baixo peso molecular.

De uma forma geral, o pico principal relativo a cadeia polimérica do PVC e
do PS nao sofreu reducdo significativa na sua massa molar, porém foram
detectadas alteragbes na distribuicdo das massas molares nas regides
correspondentes as cadeias mais pesadas (Mz e M z.1). A mudanca observada na
distribuicdo de massa molar foi mais intensa na amostra de PVC do que na
amostra de PS, quando comparada com seus respectivos controles (figura 18).
Estes resultados comprovam os achados de perda de massa e mudangas de
viscosidade/ fluidez observada nos polimeros sintéticos nesteestudo, confirmando
a habilidade de degradagdo destes plasticos por fungos lignoceluloliticos.
Contudo, a taxa elevada de perda de massa molar observada no PVC pode ser
atribuida também a perda de aditivos através da degradacdo microbiana ou

migracdo destes compostos para o meio de cultura. De acordo com OTAKE et al.
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(1995), mudangas nitidas foram detectadas no policloreto de vinila em relacéao a
perda de plastificantes, quando investigado no solo e em lodo ativado. Outro fator
de grande relevancia que pode ter provocado reducdo de massa molar mais
intensa no PVC esta relacionado a perda de atomos de cloro da cadeia polimérica
em decorréncia do processo de desidrocloragéo.

O processo de degradacdo dos polimeros sintéticos ocorre em fungao do
tempo e de outras condi¢des, podendo evoluir para uma degradagéo severa com
ruptura da cadeia principal do polimero.

E importante ressaltar a sensibilidade da GPC a compostos de alto peso
molecular, como os polimeros sintéticos, mas ndao em relagdo a outros
componentes de baixo peso molecular. Portanto, seria interessante utilizar outra
tecnica de maior precisao para detectar ou quantificar redugées na composicao de
aditivos nos plasticos, através da extragdo dos aditivos do polimero e analise

deste extrato por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE).
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MP

5 ' PVC controle
-]———- PVC amostra
=
+ N 4
g = =
/.
Corrida Mn MP Mw Mz Mz+1
(Daltons) (Daltons) . (Daltoms) (Daltons) (Daltons)
PVC controle 60153 90343 187408 1306075 2935108
PVC amostra 55432 83589 179286 1075409 2118014

PS controle

PS amostra

Corrida Mmn MP Mw Mz Mz+1
(Daltons) (Daltons) (Daitoms) (Daltoms) (Daltons)

PS controle 90838 183572 234987 566612 1082599

PS amostra 89411 168843 2O1FST 515009 1008957

FIGURA 18. Curvas e valores de distribuicao de massa molar comparativos

entre controle e amostra de PVC e PS apés incubagao com a cultura fungica.
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VI- CONCLUSOES

» As linhagens lignoceluloliticas utilizadas neste estudo demonstraram ser

A

capazes de se desenvolver em meio com fonte de carbono sintética de
dificil degradacéo para requerimentos nutricionais, apresentando graus de
crescimento variaveis nos polimeros polipropileno, polietileno tereftalato,
poliestireno expandido (isopor) e policloreto de vinila.

Os fungos Pleurotus 001 e Pleurotus 98/37 demonstraram um grande
potencial na biodegradagao de polimeros sintéticos, apresentando
excelente desempenho de crescimento assim como redugdes de massa
relevantes deste substrato sob as condigbes testadas. Outra linhagem que
também se destacou em relagdo aos critérios mencionados foi a levedura
L7A.

As reducdes de massa que foram observadas nos polimeros sintéticos
devem ser atribuidas a atuagado dos microrganismos em ®ntato com tais
substratos, conforme constatado pelas andlises de microscopia eletrénica,
atraves da sintese de compostos surfactantes, que aumentam a
acessibilidade destes materiais plasticos hidrofobicos no meio liquido,
favorecendo a atuagao de enzimas hidroliticas e oxidativas na quebra de
componentes do polimero que se tornam disponiveis para serem utilizados
como fonte de energia.

As perdas de massa ocorridas nos polimeros sintéticos e alteragdes
morfolégicas observadas por Microscopia Eletrénica deVarredura parecem

estar relacionadas nao somente a degradagao dos polimeros, mas também
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com compostos aditivos impregnados na cadeia polimérica, sendo de
grande importancia no policloreto de vinila (PVC). O processo de
desidrocloragao ocorrido no PVC constitui um fator importante que pode ter
provocado perda de massa molar mais acentuada neste polimero.

As analises cromatograficas nao indicaram mudancas relevantes nas
massas molares meédias dos polimeros de poliestireno e policloreto de
vinila, poréem foram detectadas alteragées nitidas nos perfis cromatograficos
em regides correspondentes as cadeias de maior massa molar sugerindo a
ocorréncia de mudangas estruturais que culminaram na diminuicdo da
viscosidade dos polimeros, sem ruptura do esqueleto principal.

Este estudo reflete a biodegradabilidade de plasticos sintéticos, em graus
variados, estabelecendo o potencial dos processos de biodegradagdo como
forma alternativa de redugao da poluicdo ambiental por residuos sélidos, e
incentiva a necessidade dos estudos de plasticos biodegradaveis, contendo
moléculas naturais ou biossintéticas nas cadeias poliméricas, a fim de
favorecer o aumento da biodegradabilidade destes compostos sintéticos.
Ficou comprovada a eficacia da utilizagdo de microrganismos para
degradar embalagens plasticas empregadas na industria de alimentos, ou
pelo menos parte delas, sendo de grande importancia o estudo das
condigbes otimas de crescimento dos microrganismos aliado a combinagéao
de outros fatores fisico-quimicos que podem auxiliar ou maximizar o
processo de degradagao (temperatura, pH, luz UV, etc.).

Nossos resultados sugerem alguns pontos a serem verificados em

trabalhos futuros como: a utilizagdo de consoércio dos fungos, o estudo do
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consorcio de polimeros, o emprego de biosurfactantes exdgenos para
potencializar a solubilizagéo e a acessibilidade dos polimeros sintéticos aos
microrganismos e o aumento dos tempos de incubagdo com o objetivo de
monitorar a médio e longo prazo as alteragées e fenémenos gue possam
ser decorrentes da agado microbiolégica. Outra sugestdo interessante seria
testar outras culturas caracterizadas (conhecidas) ou isolar dos solos
poluidos por estes residuos sélidos uma gama muito maior de linhagens de
fungos, bactérias e até leveduras para tentar encontrar outras especies
potencialmente degradadoras e talvez até utilizalas em consorcio para o

processo de biodegradagao.
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Il = Curva Padrao de Xilose
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Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X
Parameter Value Error
A -0,04727 0,05283
B 0,00445 1,97923E-4
R SD N P
0,9922 0,08989 10 <0.0001
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lll- Fotos de experimentos com PVC

Legenda. Visualizacdo do amarelecimento do meio de cultura e do PVC,
decorrente do processo de desidrocloragao, quando incubado com: (a)

Pleurotus 001 ; (b) Pleurotus sp. (P1).
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IV- Cromatogramas do PVC
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Legenda: PVC apods incubagao com Pleurotus 001.



V- Cromatogramas do PS

B o R —— s
-
0. 60 —_— .- = - -
-
-20C.00 . =
L -
H L
—460._60- -
-600.C0
G. 00 10.C0 20,00 30.00 40.00
Minutas
Legenda: PS controle.
5_04 - g 5 .
=
L
=Z00 .06 =
P
-300,00Q ¢
.00 10.04 ¢, 0o 30.490 42. 60
Minutes

Legenda: PS apos incubagao com Pleurotus 98/37.
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