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Recomecar
(Carlos Drummond de Andrade)

Nao importa onde vocé parou,

em que momento da vida vocé cansou,
o que importa é que sempre & possivel
e necessario "Recomecar".

Recomecar é dar uma nova
chance a si mesmo.

E renovar as esperancas na vida
€ 0 mais importante:

acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito nesse periodo?
Foi aprendizado.

Chorou muito?
Foi limpeza da alma.

Ficou com raiva das pessoas?
Foi para perdoa-las um dia.

Sentiu-se s6 por diversas vezes?
E por que fechaste a porta até para os anjos.

Acreditou que tudo estava perdido?
Era o inicio da tua melhora.

Pois é !
Agora é hora de iniciar,
de pensar na luz,

de encontrar prazer nas coisas simples de novo.

Que tal um novo emprego?

Uma nova profissao?

Um corte de cabelo arrojado, diferente?
Um novo curso,

ou aquele velho desejo de aprender a pintar,
desenhar,

dominar o computador,

ou qualquer outra coisa?

Olha quanto desafio.
Quanta coisa nova nesse mundao
de meu Deus te esperando.

T4 se sentindo sozinho ?

Besteira !

Tem tanta gente que vocé afastou

com o seu "periodo de isolamento",
tem tanta gente esperando apenas um
sorriso teu para "chegar" perto de vocé.

Quando nos trancamos na tristeza nem
ndés mesmos Nos suportamos.

Ficamos horriveis.

O mal humor vai comendo nosso figado,
até a boca ficar amarga.

Recomecar !
Hoje é um bom dia para comegar
novos desafios.

Onde vocé quer chegar?

Ir alto.

Sonhe alto,

queira o melhor do melhor,

queira coisas boas para a vida.
pensamentos assim trazem para nés
aquilo que desejamos.

Se pensarmos pequeno,
coisas pequenas teremos.

Ja se desejarmos fortemente o melhor
e principalmente lutarmos pelo melhor,
o melhor vai se instalar na nossa vida.

E € hoje o dia da Faxina Mental.

Joga fora tudo que te prende ao passado,
ao mundinho de coisas tristes,

fotos,

pecas de roupa,

papel de bala,

ingressos de cinema,

bilhetes de viagens,

e toda aquela tranqueira que guardamos
quando nos julgamos apaixonados.
Jogue tudo fora.

Mas, principalmente,

esvazie seu coragdo.

Fique pronto para a vida,

para um novo amor.

Lembre-se somos apaixondveis,
somos sempre capazes de amar
muitas e muitas vezes.

Afinal de contas,

nés somos o "Amor".

"Porque sou do tamanho daquilo que vejo,
e ndo do tamanho da minha altura.”
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RESUMO

A enorme quantidade de plésticos sintéticos, anualmente descartada, torna
dificil prever um futuro da Humanidade sem uma politica global para diminuir o impacto
deste tipo de lixo no meio ambiente. Dessa maneira, muitos grupos de pesquisa tém
buscado solu¢des que garantam um desenvolvimento sustentdvel, onde o Homem e o meio
possam conviver sem causar prejuizos entre si. Com este principio, buscamos neste
trabalho o desenvolvimento de blendas biodegraddveis de polimeros naturais, com
potencial para substituir alguns dos pldsticos convencionais, contribuindo para o bindmio
producio versus preservacao ambiental.

Uma biomolécula natural utilizada foi a Lignina, uma macromolécula do bagago de
cana de acucar, disponivel em grande quantidade nos paises tropicais como o Brasil. O
outro componente da blenda, o copolimero de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) ou
PHBYV, € um termopléstico natural, biodegradavel e biocompativel.

Blendas de Lignina: PHBV foram processadas num misturador Haake, e preparadas
em vdrias porcentagens (m/m); isto €: (20:80)%, (40:60)%, (50:50)%; (60:40)%; (80:20)%
e (0:100) %, respectivamente. A porcentagem (50:50)% foi escolhida para os estudos de
propriedades mecanicas por apresentar boas caracteristicas de resisténcia, sendo processada
no misturador Haake, extrusora monorosca e injetada para a confec¢do dos corpos de
prova. Foi estudada a biodegradacdo das amostras, em meio liquido e sélido, por a¢do dos
fungos Trametes versicolor € Phanerochaete chrysosporium.

A caracterizacdo da Blenda 50:50% foi feita por infravermelho com transformada de
Fourier(FT-1V); Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC); Anélise Dindmico Mecanica
(DMA); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV); Anélise Elementar e Ressonancia
Magnética Nuclear de Pr6ton (RMN- H).

Através dos resultados pode-se constatar que o material obtido foi susceptivel a
biodegradacdo com Trametes versicolor e Phanerochaete chrysosporium e apresenta um
bom potencial pela rigidez apresentada para utilizacdo na drea de Engenharia,

especificamente na 4rea de ci€ncias de materiais .
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ABSTRACT

The great amount of synthetic polymers discharged every year in the urban solid
waste 1s growing fast and makes difficult to see the future without a global politics to solve
this environmental problem. In this way, many groups of researchers are studying solutions
that may guarantee a sustainable development, where Man and Environment can live in a
good balance. With this principle, the aim of this work was the development of
biodegradable blends , using two natural polymers, with potencial to substitute some of
those conventional polymers, contributing to the balance Production versus Environment.

In this work, we used a natural biomolecule called Lignin, a macromolecule from
sugar-cane bagasse that is abundant in tropical countries like Brazil. The other component
of the blend was a copolymer of poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) or PHBV, a
natural biodegradable polyester, from polyhydroxyalKanoates’ family (PHAS).

Blends of Lignin:PHBV were processed in a mechanical mixer and prepared in
several percentages (w/w) : (20:80)%, (40:60)%, (50:50)%; (60:40)%; (80:20)% e (0:100)
% , respectively. The blend corresponding to (50:50)% was chosen for the studies of
mechanical properties for presenting appropriate characteristics for the study, than the other
mixtures, being processed in a single screw extruder and injected to obtain ASTM (D 638)
specimens for mechanical tests.

The samples biodegradation was studied in liquid and solid medium, in the action
of Trametes versicolor and Phanerochaete chrysosporium, a kind of fungi.

The blend (50%:50%) characterization was done by Infrared spectroscopy (FT-IR),
Differential Scanning Calorimetric (DSC), Mechanical Dynamic Analysis (DMA);
Scanning Electron Microscopy (SEM), Nuclear Magnetic Resonance of Proton (H-NMR,)
elementary analysis and Thermogravimetry.

Through the results it may be seen that the material obtained is susceptible to
biodegradation by Trametes versicolor and Phanerochaete chrysosporium, a kind of white-

rot fungi, and it presents a good potential for application in the engineering field.

Keywords: Natural Polymers, Lignin/PHB Blend, Biodegradation
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ABREVIACOES

AGm — Energia Livre molar de mistura

AHm — Entalpia de mistura

(Lig/PHBV)% - Porcentagens de Lignina/PHBV

(m/m)% - Porcentagens massa/massa ou (w/w)% — Porcentagens weight/weight
ASm — Entropia de mistura

3HB - 3-Hidroxibutirato

3HV - 3-Hidroxivalerato

AB — Butadieno-Acrilonitrila

ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas

ABS - Estireno-Butadieno-Acrilonitrila

ABTS —2,2° — Azino-bis (3-ethylben — Thiazoline — 6 — sulfonic Acid)
ASTM — American Standard Testing Materials

ATCC — American Type Culture Collection

CAB - Polibutirato de acetato de celulose

CCT - Colecao de Culturas Tropical

CHN - Andlise Elementar (Carbono Hidrogénio e Nitrogénio)
DIN — German National Standards

DMA ou DMTA- Anélise Dindmica Mecanica

DSC - Calorimetria Diferencial Exploratoria

FTIV ou FTIR- Infravermelho com transformada de Fourier
GBR ou GBR-S- Government Rubber (Styrene)

HA ou HAs— Hidroxialcanoato (s)

HIPS — Poliestireno de alto impacto

HV - Hidroxivalerato

IPN’s — Redes interpenetrantes

ISSO - International Standard of Services Organization

LiP — Lignina Peroxidase

MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura

Mn - Peso Molecular

YV VV VYV V V VYV V V V V V VY VYV V V VY V V VY V VYV VY V V V V VYV VYV VY

MnP — Manganés Peroxidase



Titulo: ”Obtencio, caracterizacio e estudo de biodegradacdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina Xix
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-Feq/Unicamp - 12/12/2003.

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NBR — Borracha Butadieno Acrilonitrila ou Borracha Butadieno Nitrila
Nc — ndmero de compatibilidade

NG - Nucleacdo e crescimento

YV V V V V

Noryl - blenda de poliestireno de alto impacto (HIPS) e poli(6xido de 2,6-dimetil-
1,4-fenileno (PPO) —nome comercial da GE - Noryl

PADs ou PAD’s - Polimeros Ambientalmente Degradaveis

PBT - Politereftalato de butileno

PC — Policarbonato

PCL - Policaprolactona

PE — Polietileno

PEO - Poli(6xido de etileno)

PET - Polietileno tereftalato

PGA - Poli(4cido glicélico)

PHA’s ou PHAs — PoliHidroxiAlcanoatos

PHB ou P(3HB) — Poli(3-HidroxiButirato)

PHBYV ou P(3HB-3HV) ou P(HB-co-HV)- Poli(3-Hidroxibutirato-co-3-Valerato)
PLA — Poli(acido latico)

PP — Polipropileno

PPO - Poli(6xido de 2,6-dimetil-1,4-fenileno)

PV A — Poli(4lcool vinilico)

PVC - Policloreto de vinila

RMN-'H — Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio

SAN — Estireno-Acrilonitrila

SBR ou Buna-S — Borracha estireno butadieno

SD — decomposi¢do espinodal

Tan o (Tan Delta) Temperatura de Transi¢ao Vitrea (Tg) (DMA)
T. _ Temperatura de cristalizacao

T, — Temperatura de Transi¢do vitrea

T ou Tr— Temperatura de fusdo

UV — Ultravioleta

YV V.V VYV V V V VYV V V VY V V V VYV V V VY V V V VYV V VY
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CAPITULO I

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse pelo destino dos polimeros sintéticos que
se acumulam nos aterros dos grandes centros urbanos, despertando a consciéncia dos
cidaddos para uma tomada de atitude, para que estes aterros ndo agridam o meio ambiente e
que, a0 mesmo tempo, nao impegam o crescimento econdmico.

Esta pesquisa foi direcionada particularmente para o desenvolvimento de novos
materiais, combinando polimeros naturais do préprio pais, os quais pudessem ser
degradados sem agredir o ciclo de vida do meio. Em adicdo, investigou-se a
miscibilidade/compatibilidade da mistura destes polimeros, poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) - PHBV e lignina de bagaco de cana, e a biodegradagao desta blenda com
os fungos Trametes versicolor € Phanerochaete chrysosporium.

Este campo de pesquisa é necessdrio devido ao aumento da produc¢do de polimeros,
por volta de 78 milhdes de toneladas por ano, sendo que a metade desta produgdo vai para
os depdsitos de lixo e aterros, como material de pds-consumo. Como estes materiais
apresentam boas propriedades como estabilidade estrutural, resisténcia quimica e baixa
massa especifica, e ndo sdo degradados facilmente, permanecem nestes aterros e depdsitos
por muitas décadas (Sepulveda, 1999). Com um periodo de vida no meio ambiente bastante
longo, mostrado na tabela 1 (Site USP, 2000), uma das alternativas para resolver o acimulo
de lixo pléstico € através da producdo de polimeros ambientalmente degraddveis (PADs),
com propriedades semelhantes aos convencionais. Entretanto, o preco atual destes materiais
limita a aplicacdo somente na medicina e a sinteses de compostos quirais. (Dufresne e col.,
2003). Os PADs, quando descartados, devem sofrer biodegradacdao no meio ambiente, onde
inimeros microrganismos naturais habitam. Neste processo bioldgico, microrganismos
degradam compostos organicos a substincias mais simples para obter alimento e energia
para o seu crescimento. Substancias mais simples sdo entdo produzidas e inseridas nos
ciclos naturais do carbono, nitrogénio e enxofre (Verhoogt, 1994).

A obten¢do de blendas biodegraddveis de polimeros naturais € um campo fértil e

pouco explorado. Portanto, neste momento, o presente trabalho surge como uma das
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solucdes vidveis e possiveis para o controle do balan¢o produgdo versus meio ambiente,
junto com outras atividades que possam diminuir a grande quantidade de polimeros e
poluentes da biosfera terrestre. Outro lado positivo desta proposta € o fato do Brasil possuir
as matérias primas necessarias, dispensando importacdes. As possiveis aplicacoes
tecnoldgicas destes materiais serdo investigadas, principalmente na area de engenharia.
Tabela I.1. Tempo de decomposiciao de diversos materiais descartados no Lixo (Site
USP, 2000).
TEMPO DE DECOMPOSICAO DO LIXO

e Papel: 2 a 4 semanas

e Tecido de algodao: 1 a 5 meses

e Corda: 3 a 4 meses

e Meiadela: 1 ano

e Vara de bambu: 1 a 3 anos

e Goma de mascar: 5 anos

e Estaca de madeira pintada: 13 anos

e Lata de conserva: 100 anos

e Plastico: 450 anos

e Lata de aluminio: 500 anos

e Vidros e pneus: tempo indeterminado

Figura I.1. Vista de um aterro na cidade de Sao Paulo.
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CAPITULO 11

REVISAO DA LITERATURA

Existe uma aprovacao quase que unanime sobre a utilizagao dos polimeros no dia-a-
dia, em substituicdo a outros materiais mais densos, caros e dificeis de processar. A medida
que os polimeros vao se tornando cada vez mais competitivos em preco e qualidade, ha
uma tendéncia geral em aumentar seu consumo. Em contrapartida, o lixo pléstico urbano
também aumenta, trazendo dificuldades de gerenciamento da falta de espaco e do meio
ambiente.

Polimeros convencionais foram concebidos para ter uma vida util bastante longa, tal
como os outros materiais, sendo isso uma condic¢ao bastante forte para a colocacdo destes
materiais no mercado. Assim, eles ndo devem sofrer degradagdo, pois muitos deles sao
utilizados em aplicagdes importantes a longos prazos e em grandes quantidades, como por
exemplo, o policarbonato (PC), o policloreto de vinila (PVC), entre outros. Entretanto, em
alguns nichos de aplicacdo, os polimeros tém uma vida util relativamente curta, como na
area de embalagens, agricola e médica, dentre outras, onde o polietileno (PE), o
poli(tereftalato de etileno) (PET) e o polipropileno (PP), por exemplo, sdo bons
representantes. Como estes polimeros sintéticos ndo sdo degradados facilmente, depois de
completado os seus ciclos de vida tteis, eles vdo povoar os aterros e lixdes a céu aberto,
contribuindo para a poluicdo ambiental e todo problema decorrente dela.

Reciclar tem sido uma das melhores saidas para resolver, ao menos parcialmente, o
problema do gerenciamento do lixo urbano, trazendo inclusive alguns beneficios como a
criacdo de Cooperativas de catadores de lixo reciclaveis, as quais oferecem oportunidade de
emprego as camadas mais carentes da populacdo. Ao mesmo tempo, aproveita-se o grande
valor agregado do plastico reciclavel pds-consumo. Entretanto, apesar de atrativa, o custo
da reciclagem pode ser muito alto para a maioria dos paises, por isso muitos deles ndo
reciclam os seus polimeros. Além disso, nem todos os polimeros sdo reciclaveis por causa
da queda de suas propriedades quando comparadas a resina virgem. Isso leva a adocdo de
outras saidas, preferencialmente usando-se os recursos proprios disponiveis em cada pais.

Dentre estas saidas, a produ¢do de polimeros ambientalmente degradaveis (PADs), tem



Titulo: ”Obtencdo, caracterizagdo e estudo de biodegradagdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina 4
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-FEQ/Unicamp - 12/12/2003.

sido bastante investigada por diversos paises, incluindo o Brasil, onde a producido de
polimeros naturais € abundante, como o amido, as vdrias fibras utilizadas para reforco de
compdsitos, a celulose e a quitosana, dentre outros. Quando devidamente formulados estes
polimeros sdo capazes de fornecer um material com resisténcia termo-mecanica
semelhante, € em alguns casos, até superior aos materiais poliméricos comumente
utilizados na drea de engenharia, sem contar o fato de muitos apresentarem boa
compatibilidade com o organismo humano.

As boas propriedades desejaveis de um dispositivo polimérico biodegraddvel podem
ser alcancadas sintetizando-se ou criando-se novas formulacdes, tal como os polimeros
convencionais, criados para ter uma longa vida util. Mas diferentemente destes, os PADs
sdo susceptiveis a biodegradagdo apds sua vida util, a qual pode durar por longos periodos
em ambientes apropriados. Deve-se esclarecer aqui que o termo polimero degradédvel se
refere aos materiais poliméricos que se desintegram sob condi¢des ambientais apropriadas,
em um determinado periodo de tempo (Narayan, 1990).

A degradacgdo de polimeros expostos ao ambiente pode acontecer por uma das rotas
abaixo, ou uma combinac¢do delas (Wool, 1994):

a) Biodegradacao ou Degradacao microbiana: ocorre através de enzimas, produzidas por
microrganismos, que degradam o polimero em meio aerébio ou anaerébio. Se a remog¢ao do
polimero do ambiente for completa, sem gerar residuos toxicos, ele serd considerado 100%
biodegraddvel (Narayan, 1998).

b) Fotodegradacdo: acontece através da incidéncia de luz UV do Sol, no material. Este
tipo de degradacao ¢ bem entendida e muitos plasticos de commodities contém aditivos
para preveni-la. A fotodegradabilidade pode ser aumentada pela incorporacdo de grupos
fotoativos na cadeia polimérica (vinil cetonas e mondxido de carbono), ou por aditivos
fotoativos. A fotodegradacdo tem por bem facilitar a biodegradacdo por incentivar a
formacdo de grupos oxigenados e reduzir a massa molar das cadeias a pequenos fragmentos
que podem ser posteriormente biodegradados pelos microrganismos presentes no meio.

c) Erosao ou desgaste ambiental: pode ser promovido pelas varidveis climdticas como:
correntes de vento; chuvas, solicitacio mecanica e temperatura. Também pode ocorrer por

acdo de alguns invertebrados e insetos, tais como caracéis e lesmas que povoam nossos
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jardins. A biodegradacdo posterior destes fragmentos serd muito importante para a sua
incorporacao no ciclo de vida natural.

d) Degradacao quimica: ataque do polimero por aditivos presentes na sua formulacio,
como os antioxidantes que promovem reacdes que levam a deterioracdo do material. Em
tais casos, oxidacao de duplas ligacdes catalisadas, presentes em dcidos graxos insaturados,
Oleos e borrachas de baixa massa molecular, produzem peréxidos os quais se decompdem
em radicais altamente reativos. Estes atacam as cadeias e produzem fragmentos menores,
que posteriormente poderao sofrer biodegradacdo em ambiente adequado.

De modo geral, qualquer uma das rotas de degradacdo acima descritas, ou uma
combinacdo destas, pode ocorrer e contribuir para a degradacdo de um polimero.

Dentre as vérias defini¢des propostas para os polimeros biodegraddveis (Chandra,
1998 e Narayan, 2002), existe um consenso sobre o fato de que estes polimeros, quando
biodegradados, devem ser convertidos a compostos organicos mais simples, por via aerébia
ou anaeroObia, mineralisados e reinseridos aos ciclos elementares tais como o do Carbono,
do Nitrogénio e do Enxofre. Segue um esquema genérico abaixo de reagcOes aerdbias
(equacdo 1) e anaerdbias (equagdo 2), respectivamente, de uma cadeia polimérica (Bajpai,

2001):

~~~CHy ~~~ + 3/20, —» CO; + HO + novos microrganismos (equagao II.1)

~~~CHj ~~ — CO; + CH4 + 2H,0 + novos microrganismos (equacgao I1.2)

Um nimero de protocolos padrdoes tem sido proposto para definir plasticos

biodegraddveis e sdo apresentados a seguir:

ISO 472: 1988 — Um pléstico agiienta uma mudanca significativa na estrutura
quimica sobre condicdes especificas no ambiente resultando na perda de algumas de suas
propriedades que poderiam variar; como medida pelo teste de apropriados métodos padrao
para o plastico e aplicacdo no periodo de tempo que determinou a sua classificagdo. A

mudanca na estrutura quimica resulta na acao naturalmente efetuada por microrganismos.
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ASTM sub-committee D20.96 propds que: Pldsticos degraddveis sdo materiais
plasticos que agiientam quebra da ligagdo na estrutura do polimero através de reagdes
quimicas, bioldgicas e/ou forcas fisicas no ambiente e a uma velocidade que origine

fragmentos ou a desintegracao dos plésticos.

A SOCIEDADE JAPONESA DE PLASTICOS - Propds que: pléstico
biodegraddavel sdo materiais poliméricos que mudam para baixo massa molar onde pelo
menos um passo no processo de degradacdo é a metabolizacdo na presenga de organismos

naturais.

DIN 103.2 Um grupo trabalhando com polimeros biodegradaveis — Biodegradacao de
um material pldstico € um processo que se conduz naturalmente, produzindo metabdlitos e
produtos. A definicdo geral de biodegradacdo é um processo no qual os microrganismos
através de suas enzimas utilizam uma substincia como fonte de alimento, modificando a
sua forma original. Sob condi¢des apropriadas da mistura, temperatura, e a disponibilidade
de oxigénio, a biodegradacdo € relativamente um processo rapida. A biodegradacdo para
periodos limitados é razoavelmente répido, para que haja uma assimilacdo completa e o
desaparecimento de toda matéria ndo téxica ou residuo perigoso no meio ambiente.

Polimeros biodegraddveis sdo tteis para vdrias aplicagdes: na medicina, agricultura,

obtenc¢do de drogas e empacotamentos de alimentos (Chandra, 1998).

I1.1.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados em duas categorias, de acordo
com a sua fonte de obtencdo; ou seja, rotas sintéticas ou naturais, incluindo plantas e
microrganismos. A primeira consiste de polimeros sintéticos obtidos em laboratério pelo
homem, onde grupos susceptiveis ao ataque enziméatico sdo previamente programados para
fazer parte de sua estrutura, como no caso dos poliésteres alifdticos. Estes sdo facilmente
biodegradados e vérios exemplos jd sdo conhecidos e utilizados, tais como o poli-dcido
glicolico (PGA), o poli-4cido l4tico (PLA), copolimeros do PLA/PGA e a policaprolactona
(PCL). Outros polimeros sintéticos também conhecidos como susceptiveis a biodegradagao

sa0 o poli-dlcool vinilico (PVA) e o poli-6xido de etileno (PEO) (Verhoogt, 1994).
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A segunda rota de obtencdo de polimeros biodegraddveis € a natural, onde estdo
contidos alguns microrganismos e plantas. Dentre as plantas podemos citar a celulose e o
amido que existem em grande abundéncia na Terra e sdo bem conhecidos pelo homem.
Entretanto, outras fontes naturais, como 0s microrganismos, t€ém se revelado promissoras.
Neste caso, algumas bactérias t€ém se destacado na producdo de alguns polimeros
biodegraddveis, onde a familia dos poli-hidroxialcanoatos (PHAs) tem merecido bastante
atencao no mundo todo. Vale comentar que o Brasil € o unico produtor de PHB e PHBV da
América Latina.

Dentre os membros da familia dos PHAs, destacam-se o poli(3-hidroxibutirato) -
(PHB) e o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) PHBV, sendo este
ultimo comercializado com o nome de Biopol (Verhoogt, 1994).

Os copolimeros de PHBV sdo termoplésticos semicristalinos, com pontos de fusio
menores que seu homopolimero, dependendo da quantidade de HV, podendo chegar a
temperaturas tio baixas como a 80°C (Pouton e Akhtar, 1996; Yoshie e col., 2001).

PHBV € usado para encapsular farmacos e as caracteristicas do copolimero PHBV
variam de acordo com o grau de composi¢cdo do mesmo. Um exemplo disso é o aumento
progressivo nas velocidades de liberagdo de farmacos com o aumento da quantidade de HV
na matriz (Akhtar e col., 1991). Devido a estas e a outras caracteristicas, € o conhecimento
que se tem destes copolimeros obtidos diretamente de bactérias (EI-Hadi e col., 2002), o
PHBYV mostra-se interessante para o estudo da obtencdo de blendas para as mais diversas
aplicacoes.

A biodegradacdo de polimeros ocorre geralmente por hidrélise e oxidacdo. Varios
fatores como a presenga na cadeia principal de determinados grupos funcionais, ligacdes
hidrolisdveis e/ou oxiddveis, natureza dos substituintes, estereoconfiguracdo, grau de
hidrofobicidade ou hidrofilicidade, e flexibilidades conformacional influenciam a
biodegradabilidade dos polimeros (Huang e col., 1995).

E importante chamar a ateng¢io sobre o processamento de polimeros naturais, tais
como celulose e amido. Como a celulose possui uma alta somatdria de energia de interacao,
por pontes de hidrogénio entre as cadeias, ela ndo dissolve em solventes comuns e degrada
antes de sofrer a fusdo como outros termopldsticos convencionais. Assim, ela deve passar

por modificagdo estrutural, como a introdu¢do de grupos laterais na cadeia, de modo a
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diminuir esta alta energia de interacdo e ser processada. Exemplos disso sdo os ésteres de
celulose, que podem ser processados como um polimero termopléstico, uma vez que a
temperatura de fusdo foi reduzida significativamente abaixo do ponto de degradacdo devido
a introducdo dos grupos ésteres na cadeia (Sealey e col.,1996). Semelhante a celulose, o
amido deve ser modificado antes de ser processado, porém deve-se ter cuidado para que sua
modifica¢do ndo coloque em risco seu grau de biodegradagao (Maddever,1990).

Apesar das dificuldades em se trabalhar com alguns polimeros naturais, outros como
os poli (hidroxi-alcanoatos) (PHA’s), podem ser processados tal como os termoplésticos
convencionais como PP, por exemplo, podendo ser aditivados adequadamente, fundidos e
moldados (Gilmore e col., 1990). Entretanto, para se chegar a um produto satisfatério do
ponto de vista de boas propriedades termomecanicas, para aplicacdo em engenharia, ou
boas propriedades para utilizacdo na drea da saide, sdo necessdrias muitas pesquisas para se
chegar a formulacdo que satisfaca os requisitos necessdrios. De qualquer modo, a
morfologia, que € fortemente influenciada pela natureza quimica dos polimeros e pelo
modo que os mesmos sdo processados, sempre serd um parametro muito importante porque
afeta as propriedades destes, principalmente a degradacdo (Jarret e col., 1981). Na literatura
encontram-se trabalhos mostrando que regides amorfas sdao preferencialmente degradadas,
devido a sua maior area de superficie comparada ao esferulitos que compreendem as
regides cristalinas (Canetti e col., 1999). Diferenca de morfologia, por exemplo, foi
observada no caso dos polimeros cristalinos da familia dos poli(alfa-hidroxi acidos);
variando a razdo para o estereoisomero D ou L — lactideo, o poli(dcido lactico) se

apresentou semicristalino ou completamente amorfo (Christel e col., 1982).

II.1.2 PHA s

Os polihidroxialcanoatos (PHAs), ja citados anteriormente, sdo poliésteres
biodegradaveis produzidos por diversas bactérias como material de reserva, na forma de
granulos intracelulares. E um material termopldstico que em contraste com os polimeros
sintéticos, tem a vantagem fundamental de ser renovavel e ndo sao dependentes de petrdleo.

(Dufresne e col., 2003).
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A primeira observagao de polihidroxialcanoatos, da qual se tem conhecimento, foi no
inicio do século XX (Meyer, 1903). Estes apareceram acumulados em bactérias
Azotobacter chroococcum, na forma de inclusoes lipidicas soliveis em cloroférmio (Stapp,
1924). S6 mais tarde, a composi¢do quimica dessas inclusdes foi determinada (Lemoigne,
1926) e identificada como P(3HB) - poli(3-dcido hidroxibutirico). Até o final dos anos 50
j4 tinham sido acumulados conhecimentos suficientes destas inclusdes, as quais permitiram
sugerir que o P(3HB) era estocado intracelularmente como reserva de carbono e energia
(Williamson e Wilkinson, 1958; Macrae e Wilkinson, 1958). Na seqiiéncia desses estudos,
que se intensificaram para o entendimento das fun¢des do P(3HB) no metabolismo das
células produtoras, foi publicada a primeira revisdo cientifica sobre esse biopolimero,
comparando a sua funcdo a da gordura nos seres humanos (Dawes e Senior, 1973). Até
aquele momento, P(3HB) era o dunico membro conhecido da familia dos
polihidroxialcanoatos, cuja unidade monomérica hidroxialcanoatos (HA) tinha sido
identificada.

Em 1974, foi publicada a identificacdo de outras unidades HA (Wallen e Rohwedder,
1974), dentre elas, a unidade 3HV (3-hidroxivalerato). Cerca de uma década depois, outras
11 unidades monoméricas ja haviam sido identificadas (Findlay e White, 1983).

A identificacdo de outras unidades HA, sintetizadas por bactérias, teve um forte
impacto nas pesquisas cientificas e também despertou grande interesse comercial.
Enquanto o P(3HB) era um material pouco flexivel com aplicagdes limitadas para um
termoplastico biodegraddvel, a incorporacdo de uma segunda unidade HA, o 3HV, podia
representar uma significativa mudanca de suas propriedades de uso. Esse marco
representou o inicio do segundo estagio do desenvolvimento cientifico e tecnolégico do uso
dos PHAS (Figura 1.2). Foi ai que se deu a primeira produ¢do industrial do co-polimero
P(B3HB-3HV), embora a primeira patente com PHAs jd tivesse sido concedida em 1962
(Baptist IN., Patente US 3044942).

Nesse segundo estdgio, a pesquisa cientifica foi mundialmente orientada em busca da
identificacdo e caracterizacdo de toda unidade monomérica HA, que pudesse ser
potencialmente sintetizada por microrganismos. Esses esfor¢os resultaram na identificacao
de muitas outras unidades monoméricas HAs, até o final dos anos 80 (Kunioka e col., 1988;

Doi e col., 1987). Os estudos cientificos prosseguiram e, até o ano 2000, ja se tinha noticia



Titulo: ”Obtencdo, caracterizagdo e estudo de biodegradagdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina 10
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-FEQ/Unicamp - 12/12/2003.

de cerca de 125 unidades monoméricas HAs (Rhem e Steinbiichel, 1999). Foi em fungao
desse avanco na identificacdo de unidades HAs, que o nome mais genérico

“polihidroxialcanoatos” ou PHAs foi designado para essa categoria de biopolimeros.

1900

Identificacao de inclusées lipidicas em
1° Estagio
Azotobacter chroococcum
\ 1926

Identificacao de P(3HB) por Wallen e Rohwedder

2° Estagio

*Determinacgao de fungdes do P(3HB) nas células e suas propriedades

a

(Identiﬁcagéo de outros PHAs (dentre eles, co-polimero PHB-HV)

" eProdugado de PHA contendo unidades de 3, 4, 5- hydroxyalcanoatos
*Producao Industrial de P(3HB- co-3HV)

Clonagem de génes responsaveis pela biossintese de PHAs

*Brasil inicia estudo de producao de PHAs a partir de cana de actucar como fonte de carbono
*Patentes brasileiras sobre producéo e extracdo de PHAs (PI9103116 and PI9302312)
*Producao piloto de PHAs no Brasil

*Uso de microrganismos geneticamente modificados para producéo de PHA com diferentes propriedades fisicas

 Corrida cientifica para biossintese de novos PHAs para aplicagdes especificas ( PHAs “engenheirados ")

\ *Producao de PHAs por bactérias recombinantes , em plantas transgénicas , biossintese in-vitro
*Busca do entendimento da relagao entre os mecanismos de biossintese de PHAS e o metabolismo das células

produtoras

Figura I.2 - O desenvolvimento cientifico e tecnolégico dos
Biopolimeros PHAs através do século XX (Sudesh et al., 2000)

O terceiro estiagio do desenvolvimento cientifico dos PHAs, foi marcado por estudos
de clonagem e de caracterizacdo de genes responsaveis pela biossintese desses poliésteres.

O inicio da revolucdo da Biologia Molecular, nos anos 70, forneceu as novas ferramentas
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para a pesquisa molecular, que foram usadas com sucesso para decifrar informagdes
genéticas e melhorar o entendimento dos principios envolvidos na biossintese das enzimas
envolvidas na reacdo de polimerizacdo. Desde entdo, a clonagem genética tem sido
explorada, e genes responsdveis pela biossintese de PHAs tém sido transferidos em plantas
transgénicas que possam produzir PHAs (Poirier e col., 1992).

Atualmente, o interesse pelos PHAs € evidente devido ao seu potencial de aplicacdes
em medicina (liberagdo controlada de drogas — nanotecnologia); entretanto, alguns
cuidados ja estdo sendo tomados devido a estudos feitos com PHB (Figura II.1), onde o
enantiomero S-(PHB) apresentou um efeito teratogénico em embrides de ratos (Seebach e

col., 1999).

OH O CH, O

PHB Isbmero do PHB

Figura II.1 — Estereoisomeros PHB

I1.1.3 LIGNINA

O termo lignina foi introduzido em 1838 por Anselme Payen para designar o residuo
solivel obtido no tratamento da madeira por 4dcido nitrico concentrando, ficando por um
longo tempo a constituicdo quimica deste residuo na obscuridade. Peter Klason em 1917,

propds que a lignina poderia ser classificada como uma substdncia macromolecular
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constituida de unidades do édlcool coniferilico, mantidas juntas através de ligagdes do tipo
éter.

Em 1940, estudos baseados em reacdes cldssicas da quimica organica, levaram a
concluir que, de uma forma geral, a lignina era constituida de unidades fenilpropandides
(Figura I1.2) unidas por ligacdes éter e carbono. Em 1954, Lange propde que as principais

unidades arométicas presentes na estrutura da lignina eram a p-hidroxifenila, guaiacila e

seringila (Figura I1.3).
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Figura I1.2 - Principais tipos de ligacoes entre unidades fenilpropandides

presentes na molécula de lignina.

CHj CHj CHj
HGCOJ:j H5CO :j: OCHs,
OH OH OH
p-hidroxifenila guaiacila siringila

Figura I1.3. Principais unidades aromaticas presentes na lignina.

A primeira féormula quimica para o sistema macromolecular foi proposta por

Freudenberg em 1968 e confirmada posteriormente por outros pesquisadores (Santos,
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2001). Atualmente, é aceito que a estrutura da lignina € uma macromolécula presente na
madeira na forma de uma rede polimérica tridimensional ndo cristalina (Figura I1.4).
Portanto, a lignina é uma macromolécula (na literatura pode-se encontrar como
polimero) natural aromética e amorfa, e muito abundante no globo terrestre. Ela é obtida
praticamente de todos tipos de madeira e outros recursos naturais (Corradini e col., 1999;
Rohella e col., 1996), e sua quantidade pode variar de 15 a 30% do peso (Figura ILS5),

dependendo da espécie vegetal (Pil6-Veloso e col.,1993). E obtida mundialmente em larga

escala e baixo custo, como subproduto da polpacdo industrial da madeira para obtenc¢do de
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Figura I1.4 — Modelo da estrutura de um fragmento de Lignina.
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Figura IL.5 — Porcentagem de lignina nas Folhosas

A lignina € separada convencionalmente da celulose, através de solucdes de bases
fortes ou 4cidos fortes, por vapor a alta pressdo, e tratada a seguir por extracio com
solvente. A lignina ndo modificada ndo € solivel em dgua, e t€ém caracteristicas de
termoplastico fundido (Benar e col., 1999; Corradini e col., 1999; Kosikova e col., 2000;
Nada e col., 1998; Pil6-Veloso e col.,1993; Rohella e col., 1996), sendo aproveitada,
principalmente, como fonte de energia pela queima (Corradini e col., 1999; Pil6-Veloso e
col.,1993). No entanto, muitos esfor¢os t€m sido realizados com o objetivo de se utilizar os
residuos de lignina, como material para inddstrias quimicas (Rohella e col., 1996). Como
conseqiiéncia, a lignina e seus derivados tém sido usados na producao de resinas fendlicas
(Alexy e col., 2000; Benar e col., 1999; Rohella e col., 1996); adesivos (Rohella e col.,
1996); estabilizante para plasticos e borrachas (Alexy e col., 2000); compatibilizante em
compositos (Rozman e col., 2000); agente de superficie ativa (Kosikova e col., 2000) e
suprimento animal (El-Gammal e col., 1998).

Devido as fungdes de protecdo e de cimentacdo nos vegetais, as propriedades
estruturais e macromoleculares, ao baixo custo e disponibilidade, a lignina torna-se um
componente atrativo em blendas poliméricas. Estudos de blendas contendo lignina, ou
derivados, tétm mostrado que, em muitos casos, as propriedades mecanicas e térmicas de
materiais poliméricos sdo melhoradas com a adi¢do da mesma (Corradini e col., 1999).

Semelhante aos termopldsticos derivados de celulose-éster, foi adotada também a

esterificacdo da lignina, para a obtencdo de um polimero termopldstico. A esterificacdo da
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lignina tornou-se 1til ao dar novas caracteristicas, ou seja, tornar o material mais flexivel e
mais solivel (Lewis e Brauns, 1947).

A esterificacdo da lignina ramificada aumeta a sua solubilidade, e promove uma
redu¢do nas temperaturas de transicdo vitrea (Tg) e de fusdo (T,), melhorando a
propriedades dos ésteres de lignina (lignina mais hidrofilica) quanto a decomposi¢ao
térmica, em relacdo a lignina ndo modificada (Glasser e Jain, 1993).

A lignina e seus derivados sdo biodegraddveis, e podem ser utilizados efetivamente
em combinacdo com outros polimeros biodegradaveis. Um alto grau de mistura de fases foi
demonstrado para as fibras continuas, preparadas da solu¢do anisotrépica de polibutirato de
acetato celulose (CAB) e lignina. Andlise Mecanica Dindmica destas ligninas,
demonstraram que tan delta (tan 6; = Tg; do polimero e tan &, = Tg, do polimero 2), a
relacdo dos moédulos de perda e armazenamento, pode-se determinar a missibilidade e
compatibilidade da blenda de lignina e seus derivados com outros polimeros
biodegraddveis, e com estes dados pode-se determinar a incorporagdo de lignina em um
polimero como o CAB (Dave e Glasser,1997).

O uso da lignina, como um modificador de alguns biopolimeros e na recuperagdo da
biomassa, pode certamente ser vantajosos na pratica. Nos dias atuais, a lignina tem
demonstrado que pode ter aplicacdes mais nobres, como exemplo a da lignina F que inibe a
proliferagdo de células cancerigenas bucal em seres humanos ao serem tratados por um

produto extraido por efusdo (chd) de lignina F (Jiang e col., 2001).

I1.1.4 MISTURA DE POLIMEROS

A pesquisa continua para obtencdo de novos materiais, através de modificacdes de
polimeros ja conhecidos ou da mistura de polimeros, tem mostrado novas direcdes para a
producio de materiais economicamente vidveis e que tenham propriedades desejdveis.

O fendmeno de misturar materiais tem sido conhecido pelo género humano desde
idades pré-historicas, quando ligas de novos metais deram origem a outros materiais como
o bronze. Assim, dois ou mais polimeros podem ser misturados para resultar produtos com
propriedades desejaveis, porém a idealidade raramente € atingida devido a alguns
problemas inerentes e fundamentais. A maioria dos pares de polimeros que entram na

mistura, ndo sdo termodinamicamente misciveis e, assim, existem duas fases distintas na
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mistura final. Isso cria uma interface que pode conduzir a um baixo desempenho do sistema
resultante. Por exemplo, uma alta tensdo interfacial e pobre adesao entre as duas fases numa
mistura, pode levar ao abaixamento do grau de dispersdo e a separagdo total durante o
processamento ou o uso. Essa baixa adesdo também € responsdvel por propriedades
mecanicas fracas devido a pobre transferéncia de energia entre as fases, além de impedir a
formacao de estruturas definidas morfologicamente (Paul, 1978).

Sistemas poliméricos de multicomponentes podem ser divididos em: a) mistura de
polimeros (Blendas), b) copolimeros e ¢) compdsitos. Este trabalho se dedicou a mistura de
polimeros ambientalmente degraddveis (EcoBlendas), sistemas em que os polimeros sdo
misturados mecanicamente, sem interacdes quimicas efetivas, como ocorre com
copolimeros. Porém, uma melhor dispersdo pode ser esperada em copolimeros (em bloco)
do que num sistema de mistura que tem os mesmos pares do polimero. Mesmo assim, foi
observado que quase todos copolimeros exibem também algum grau de separacdo de fase

(Kollinsky, 1971 e Hashimoto e col., 1987).

11.1.5 - COMPATIBILIDADE

Compatibilidade é comumente usada para descrever uma mistura completa em nivel
molecular. Porém, quando temos macromoléculas ou polimeros, as dimensdes moleculares
sdo bem maiores e o termo “compatibilidade” deve ser usado com cautela. Por defini¢ao,
muitos sistemas poliméricos heterogéneos podem ser definidos como compativeis, embora
eles mostrem um certo grau de separacdo de fases e transi¢des vitreas bem distintas (Tg).

A compatibilidade, ou homogeneidade de uma mistura de polimeros, pode somente
ser definida em funcdo das dimensdes moleculares da separacdo de fases, que geralmente
podem ser caracterizadas por diferentes técnicas de medida como, Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC), Andlise Mecanico Dinamico (DMA), Anélise Termogravimétrica
(TGA), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), dentre outras. Conseqiientemente,
compatibilidade € tratada como um termo relativo e pode ser definida por um nimero de

compatibilidade, denominado N¢ , definido por (Kaplan, 1976):

Nc - Tamanho da sonda experimental (equacado 11.3)

Tamanho do dominio de Fases
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O tamanho da sonda experimental pode ser a escala de resolucao de um instrumento

técnico. O tamanho do dominio € a dimensado dispersa na fase de uma blenda.
Assim:

i) quando Nc — oo ( sistema € compativel)

ii) quando Nc — 1  (sistema € semicompativel)

iii) quando Nc— 0  (sistema € incompativel)

Na figura II.6, tem-se uma representacio esquematica de um sistema de duas fases,

que ilustra a defini¢cao de um sistema compativel, incompativel e semicompativel usando
DMA.
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Figura IL.6 - E um sistema de duas fases.
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Quando Nc chega a zero, a dimensdo de cada fase existente, num sistema bifasico, é
muito maior que o tamanho da sonda do instrumento e, assim, este pode detectar duas
transicdes que correspondem a cada fase. Em outras palavras, duas Tg’s distintas serdao
observadas.

Para o caso compativel (Nc chega a o), o tamanho de sonda é muito maior que as
dimensdes de fase e, assim, o instrumento ndo pode detectar flutuagdes pequenas na
composi¢do. Com isso, apenas uma unica Tg média, correspondendo aos dois
componentes, serd medida.

Para o caso semicompativel, um grande efeito é observado e a curva de tan 6 tem uma
larga faixa de temperaturas, desde a mais baixa até a mais alta, correspondentes as
transi¢des associadas a cada componente. Assim, o registro de uma tunica ou de duas
transi¢des, no DMA, d4 uma indicacdo das dimensdes moleculares ou nimero das fases
presentes no sistema. A dimensdo (dominio) que corresponde na andlise dindmico-
mecanica (DMA) é aproximadamente 15 nm (Kaplan, 1976). A técnica de RMN pode
detectar outras flutuagdes na composi¢ao ou na variagdo dimensional que chega a 2,5-5 nm

(Masson e Manley, 1992).

I1.1.6 MISCIBILIDADE

Na literatura tecnoldgica o termo “miscibilidade” € usado para definir a interagdo entre
pares de polimeros, em nivel molecular. Portanto, miscibilidade ndo € sindnimo de
compatibilidade. Compatibilidade é usada para caracterizar a facilidade relativa de
obtencdo ou o desempenho do dois polimeros em uma mistura. Os componentes da blenda
podem ter uma segregacdo de fases, podem ndo ser misciveis sobre o ponto de vista
termodindmico, mas se houver propriedades desejaveis na blenda ela é considerada
compativel (Paul, 1978).

Um aspecto determinante das propriedades das blendas € a miscibilidade. As blendas
sao definidas em duas classes distintas: blendas misciveis, quando apresentam
homogeneidade em escala molecular, associada a valores negativos de energia livre de
mistura, AGy, e blendas imisciveis, quando o material apresenta duas ou mais fases
apresentando valores positivos de AGp, (Ultracki, 1998). Uma outra classificagdo € a

baseada na transi¢do vitrea das blendas e tempos de relaxacdes. Considera que além dos
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casos descritos anteriormente, a situacdo onde existem estruturas com duas ou mais fases,
sendo cada uma delas constituida de uma mistura miscivel com concentragdo distinta e
finita de cada componente. Este tipo de mistura € classificado como parcialmente miscivel
(Olabisi, 1979). E um quarto tipo de estrutura multifdsica, em que se observa somente uma
transi¢do vitrea, porém, ocorrendo em uma faixa de temperatura mais ampla que aquelas
observadas em sistemas de uma unica fase. Este comportamento € atribuido a presenca de
microheterogeneidades, ou seja, a presenga de diferentes microambientes com dimensodes
da ordem de poucos segmentos de cadeia.

As propriedades das blendas sdo diretamente afetadas pela miscibilidade. A mistura
entre macromoléculas resulta em baixa variacdo de entropia, por isso, para que haja
miscibilidade, o fator entdlpico deve ser favorecido, ou seja, € necessdria a existéncia de
interacdes especificas tais como: ligagdes de hidrogénio, interagdes entre ion-dipolo,
dipolo-dipolo ou elétrons m. Entretanto, estas interagdes ocorrem em apenas alguns
sistemas, de maneira que a maior parte destas blendas é imiscivel (Koning, 1998 e Utracki,
1990).

Os tipos de morfologia que geralmente sdo encontradas em blendas imisciveis sdo: (a)
dispersdo de um polimero em uma matriz polimérica e (b) morfologia de duas fases co-
continuas. O tipo de morfologia que serd favorecido depende da natureza dos componentes
da blenda, e muitas vezes da forma de obten¢do. Em misturas mecanicas, a razao de
viscosidade dos polimeros na temperatura de processamento e da composi¢cdo da blenda,
assim como cisalhamento e fluxo determinam a morfologia da mistura (Utracki, 1990).

As blendas imisciveis apresentam uma alta tensdo interfacial que, juntamente com a
alta viscosidade dos polimeros, dificulta a dispersdo de uma fase na outra durante o
processo da mistura, favorecendo a coalescéncia. A baixa estabilidade deste sistema
também permite que a coalescéncia se acentue ao submeter o material a algum processo
posterior, como a moldagem, ou mesmo com o tempo de uso. Outra caracteristica de
blendas imisciveis é a baixa adesdo entre as fases. Quando um material é submetido a um
esfor¢co mecanico, a transferéncia de tensdo de uma fase para outra ocorre na interface. Se a
interacdo entre as fases for baixa, nesta regido ocorrerd um acimulo de tensdes quando o
material for solicitado mecanicamente, o que acabard originando uma fratura (Utracki,

1990 e Olabisi, 1979). Entretanto, as blendas imisciveis podem adquirir boas propriedades
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mecanicas se a interface for modificada pela acdo de agentes que sejam capazes de reduzir
a tensdo interfacial, promover a dispersdo, aumentar a adesao interfacial e estabilizar a fase
dispersa contra a coalescéncia. Estes agentes, chamados de compatibilizantes, podem ser
adicionados como um terceiro componente ou gerados in situ. As blendas que adquirem as
propriedades desejadas e resistem a coalescéncia apds a mistura sdo chamadas de
compativeis, o que ndo significa que sejam misciveis do ponto de vista termodindmico

(Paul e Newman, 1978 e Folkes, 1993).

11.1.7 PLASTIFICANTE

Um plastificante pode ser definido como uma substancia quimica que reduz a dureza
de uma resina termoplastica amorfa no estado vitreo (Hammer, 1978). O principio
fundamental de a¢do de um plastificante € o de interagir com as cadeias do polimero, no
nivel molecular, para acelerar a resposta viscoeldstica do mesmo. Com isso, a mobilidade
molecular da cadeia do polimero aumenta, diminuindo sua temperatura de transi¢do vitrea
(Tg) e influenciando sua processabilidade.

Segundo Hammer (1978), as condicdes requeridas de um plastificante para uma
formulacao polimérica sao:

a) Ser compativel com o polimero, em escala molecular, para atuar como plastificante;
b) Ter uma Tg suficientemente baixa, de forma a diminuir eficazmente a Tg do polimero;

c) Ter peso molecular suficientemente alto para justificar o termo, “polimérico” versus
oligomérico (aproximadamente Mn = 5000). Isto implica a permanéncia requerida, que
relata uma baixa pressdo de vapor e uma baixa velocidade de difusdo, do plastificante no
polimero. Sao as condi¢des exigidas, no sentido restrito do termo; polimero com uma Tg
baixa pode ser um polimero plastificante de um polimero com uma Tg mais alta num
sistema de mistura polimérica compativel. Se o polimero a ser plastificado é semicristalino,
um plastificante poderia diminuir a temperatura de fusdo e também reduzir o grau de
cristalinidade na maioria dos casos (quando o plastificante atua como um agente nucleante
nao é considerado). O plastificante forma uma blenda compativel com o polimero na fase
amorfa e uma pequena quantidade vai para a fase cristalina. Assim, duas fases do sistema
sdo obtidas depois da adi¢do de um aditivo compativel, uma fase sendo composto do

polimero puro cristalino e a outra sendo uma blenda amorfa compativel. Apesar de que o
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sistema de mistura tem duas fases separadas que variam em composi¢ao, pode ser chamado
“compativel” desde que a blenda fundida forme uma massa homogénea a temperaturas
acima do ponto de fusdo do polimero cristalino. Porém, se a cristalinidade ¢ bem
desenvolvida, é dificil de achar um plastificante suficientemente compativel com (solivel
em) o polimero para ter um efeito significante em suas propriedades. A efici€éncia de um
plastificante pode ser avaliada através de varios parametros semi-empiricos como razao de
diluicdo, viscosidade na solucdo de diluicdo do polimero no plastificante, depressdo na
temperatura de transicdo vitrea, viscosidade de fusdo do polimero no plastificante,
propriedades elétricas ou mecanicas, o tamanho molecular ou forma do préprio plastificante

(Billmeyer, 1994).

I1.1.8 BLENDAS POLIMERICAS

11.1.8.1 - Aspectos Gerais

O estudo e a obtengdo de blendas poliméricas € uma saida para a modificacdo das
propriedades de materiais poliméricos. As blendas de polimeros misciveis sdo materiais que
podem apresentar propriedades mecanicas melhores que as de cada um dos polimeros
componentes isolados. Entretanto, as blendas com muito baixa miscibilidade apresentam
separacdo de fases, e neste caso, as suas propriedades vao depender das propriedades de
cada fase. A primeira blenda patenteada de que se tem conhecimento foi a blenda de
borracha natural misturada com guta-percha em 1846. As blendas obtidas de termoplésticos
sintéticos que iniciaram a busca de novos materiais pode ter iniciado com a mistura do
policloreto de vinila (PVC), que ja era conhecido deste 1872, mas a descoberta da sua
plastificacilo com a borracha estireno butadieno (SBR ou Buna-S) na Inglaterra e
Government Rubber-S (GBR) nos USA, foi patenteada em 1933. E com a descoberta de um
polimero plastificante semi-solivel, o NBR, tornou-se possivel a formulagdo de uma
blenda estdvel e o efeito do baixo peso molecular do GRS no PVC foi notado, criando a
primeira blenda de um polimero termopléstico e patenteada em 1942, iniciando-se assim
uma geracdo e desenvolvimento de blendas com melhores propriedades de impacto

(Utracki, 1989). No inicio da década de 60, os polimeros de engenharia foram explorados
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como resinas basicas para o desenvolvimento de blendas; estes novos materiais ofereciam
uma melhoria na resisténcia mecéanica a altas temperaturas, em comparacao com as

primeiras blendas (Ulmann’s®, 1986).

11.1.8.2 Termodinamica e Miscibilidade

A miscibilidade € um fator relevante na preparacdo de blendas e hd uma dependéncia
relevante das varidveis como, temperatura, pressdo, massa molar, estrutura molecular,
dentre outras. Ela pode ser avaliada, para uma mistura qualquer, pela energia livre molar
de mistura de Gibbs (AGp,), que estd relacionada com a entalpia de mistura (AH,,) € com a
entropia de mistura (AS,,) do sistema (equacao 11.4):

AGy=AHy - TASMm (equacao I11.4)

Uma defini¢do simplificada de blendas poliméricas, adotada no dia-a-dia, compreende

uma mistura de pelo menos dois polimeros, ou copolimeros. Entretanto, quando o fator

miscibilidade € importante, define-se :

a)Blendas poliméricas misciveis: misturas homogéneas de polimeros, onde a variagdo de
entalpia < 0 favorece a miscibilidade e contribui para uma significativa diminuicao da
energia livre de Gibbs para a mistura ( equagdo I1.5):

AGy = AHy £ 0 (equacao ILS)

O poli (6xido fenileno) e o poliestireno exemplificam este tipo de blenda.
b)Blendas poliméricas imisciveis: neste caso a variagdo de entalpia > 0 ndo favorece a
mistura (equacao 11.6): AGy = AHy > 0 (equacao 11.6)

Como exemplo de blenda imiscivel temos o acetato de celulose e poliestireno.

11.1.8.3 - Compatibilidade

O termo de compatibilidade recebe vdrias interpretacdes na literatura. Alguns autores
definem polimeros compativeis como sendo aqueles que ndo exibem uma significativa

separacdo de fases quando misturados, formando blendas. Outros, que compatibilidade
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ocorre quando, a mistura de dois polimeros atinge determinadas propriedades fisicas
desejadas. Assim, a blenda € compativel desde que atinja uma propriedade util na pratica,
caso contrdrio tem-se uma blenda incompativel.

Desta maneira, quando dois polimeros sdo misturados, seja qual for o método de
mistura, o resultado mais comum € a obten¢do de um sistema heterogéneo, ou seja, eles
tendem a ser imisciveis. No entanto, a imiscibilidade € um fator esperado e muitas vezes é
até desejado.

Compatibilidade pode indicar que a mistura de polimeros tem uma melhoria das
propriedades fisicas, em comparacdo aos polimeros de partida. Exemplo: Blendas de
polietileno e poliestireno compatibilizadas com a adicdo de copolimeros dibloco de

butadieno-estireno (Utracki, 1989).

11.1.8.4 - Métodos de obtencido de Blendas Poliméricas

Segundo Utracki (1989), ha uma variedade de técnicas experimentais que podem ser
utilizadas para a preparacdo e caracterizacdo de blendas poliméricas. As técnicas mais
usadas na preparacdo de blendas, sdo as indicadas abaixo. Sendo que os itens a e b sdao os
mais usados:

a) Dissolucdo dos polimeros em um solvente apropriado, formando filmes por evaporagao
do solvente (Casting);

b) Mistura mecanica através da fusdo dos polimeros e posterior prensagem.

c) Polimerizacdo interfacial

d) Mistura de latex

e) Outros

11.1.8.4.a) Blendas em solucao:

O método de formacdo de filmes de blendas, por evaporacdo do solvente (‘“‘casting”)

pode levar a obtengdo de filmes densos ou ainda porosos.
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Quando uma solugao polimérica é espalhada sobre uma superficie plana, e € permitida
a evaporacao total do solvente, um filme denso e homogéneo se forma. Se a mesma camada
de solucgdo ¢ introduzida em um banho de ndo solvente, um filme poroso € obtido. Este tipo
de preparacdo de filme é denominado “inversao de fases”.

Algumas variagdes da técnica de inversdo de fases sdo utilizadas na préatica
(Encyclopedia, 1988 e Lonsdale, 1982). Variagdes na composi¢ao da solugdo polimérica e
do banho de imersdo, bem como alteracdoes de temperatura podem levar a formacdo de
filmes com morfologias diferenciadas. Esta versatilidade faz do método de inversdao de
fases um dos mais utilizados na preparacdo de membranas porosas (Stropnik e col., 1996 e
Ullman's’, 1986).

Os primeiros polimeros utilizados na fabricacdo de filmes porosos na forma de
membranas foram a celuloses e seus derivados (Sirkar e col., 1978), pela sua
disponibilidade e conhecida capacidade de formar filmes. Atualmente € possivel preparar
filmes porosos a partir de muitos polimeros, como por exemplo siliconas, polissulfatos,

poliimidas, dentre outros (Ullmann’sb, 1986).

11.1.8.4.b) Mistura Mecanica:

Esta técnica consiste na mistura de polimeros através da fusdo dos mesmos. O
principal método de producdo destas blendas utiliza extrusoras e misturadores do tipo
Banbury. A tecnologia envolvida aqui se baseia na termodindmica e nas condig¢des
reoldgicas do sistema durante o processo de fusdo e mistura. Além disso, a morfologia da
blenda, a qual dependerd sobretudo do grau de mistura e da taxa de resfriamento, € de
estrema importancia, pois apresenta influéncia direta nas propriedades finais do material
obtido. Um exemplo de blenda muito conhecido é: de poliestireno/polietileno de baixa

densidade.

11.1.8.4.c) Mistura Reativa:

Este tipo de mistura € conhecido como extrusdo reativa, e envolve a introducao de

grupos reativos em um polimero, com o intuito de aumentar a miscibilidade dos
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componentes. As reagdes quimicas mais comumente usadas sdo aquelas que ocorrem entre
acidos carboxilicos ou anidridos com aminas e grupos epoxi, ou ainda entre aminas e
grupos epoxi. Um exemplo de aplicagdo desta técnica € encontrado na manufatura de
blendas imisciveis de poli (éter fenileno) e poliamida, com adi¢ao de anidrido maleico

(Utracki, 1989).

11.1.8.4.d) Mistura de latex:

Consiste na mistura de dispersdes aquosas de dois polimeros ou mais. Em termos de
morfologia, o tamanho dos dominios € restrito ao tamanho das particulas de latex. Um
exemplo € a reacdo entre SAN (estireno-acrilonitrila) e AB (butadieno-acrilonitrila) na

formacdo do copolimero ABS (estireno-butadieno-acrilonitrila) (Utracki, 1989).

11.1.8.4.¢) Polimerizacao in situ:

A polimerizagdo in situ envolve solucdes ou géis de polimeros em mondmeros os
quais sdo subseqiientemente polimerizados. A polimerizacdo in situ de estireno, que
permite a formagao de poliestireno de alto impacto (HIPS), é considerada a mais importante
em termos industriais. As redes interpenetrantes (IPN's) também sdo resultados da
polimerizacao in situ (Ullmann’s, 1986). O principio da formagdo das IPN's é baseado na
combinac¢do de dois polimeros, onde um deles € sintetizado ou reticulado na presenca do

outro (Utracki, 1989).

I1.1.8.5 Morfologia de Blendas Poliméricas:

O grau e o tipo de interacdo entre dois polimeros sdo os principais fatores que
determinam a morfologia resultante numa blenda. A morfologia de sistemas bindrios,
completamente imisciveis, pode resultar em um sistema de duas fases, onde uma delas
estard dispersa na outra, denominada matriz. Uma outra possibilidade morfoldgica consiste

em uma rede co-continua e interpenetrante formada por ambos polimeros.
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A influéncia da temperatura no comportamento termodinamico da blenda polimérica
também € importante, pois ela determina o comportamento de separagdo de fases e a
morfologia. Uma blenda homogénea, quando resfriada ou aquecida, pode ser analisada
através de uma curva binodal, onde, ocorre uma separacdo de fases de acordo com dois
mecanismos distintos: nucleacdo e crescimento (nucleation and growth — NG) ou
decomposi¢cdo spinodal (spinodal decomposition SD). Tais mecanismos dependem da
temperatura final e da localizacdo desta entre as curvas binodal e spinodal ou inteiramente
dentro da curva spinodal (Nunes e Inoue, 1996).

Uma solucgido inicialmente estdvel, quando levada a uma condi¢do metaestdvel, entre
as curvas binodal e spinodal, sofre uma separagdo de fases pelo mecanismo de nucleagao e
crescimento (NG). Para iniciar a separacdo de fases é necessario uma energia de ativacao
para a formag¢do de pequenos dominios (nucleos). A partir desta etapa, a separacdo de fase
continua com o aumento do didmetro dos nicleos sem que a sua composi¢do seja alterada.
Neste caso, durante todo o processo de separacdo a morfologia observada € do tipo matriz-
dominios dispersos.

Na figura II.7 e I1.8 sdo representados os diagramas de fase para um sistema bindrio e

ternario.

asidiei o ponto critico
Te -
linha de
amarracéo ———» binodal
T metaestavel spinodal
instavel
0 Qo ¢p 1
P2

Figura I1.7 Diagrama de fases para um sistema binario
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Curva binodal
Curva spinodal
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Solvente 6 T N&o solvente
_-_—--—' 1
Whio sol

Figura I1.8: Diagrama de fases para um sistema ternario demonstrando as curvas

binodal e spinodal e o ponto critico.

Quando a solucdo da blenda, inicialmente estdvel € conduzida rapidamente para uma
condic¢do instdvel (abaixo da curva spinodal), ocorre a separacdo de fases pelo mecanismo
de decomposi¢ao spinodal (SD). Este mecanismo difere daquele de nucleacdo e
crescimento apenas nos primeiros estdgios. No mecanismo de NG, a composicdo dos
dominios € constante e somente o tamanho dos nucleos muda com o tempo. J4 no
mecanismo de SD observam-se trés estdgios de separacdo. Ao analisarmos a solu¢do, no
inicio ocorrem flutuacdes na amplitude do comprimento de onda com o aumento da
concentracdo. Em um estdgio intermedidrio, tanto a amplitude do comprimento de onda
como a concentragdo vai aumentando com o tempo; a partir deste ponto pode ocorrer a
coalescéncia das fases. A morfologia observada para o sistema no estdgio inicial € de duas
fases continuas e entrelagadas. Num estdgio mais avancado, a morfologia pode evoluir, por
coalescéncia, para o tipo matriz-dominios dispersos (Utracki, 1989)

A morfologia obtida para polimeros apdés um processo de fusdo, que pode ser
realizado em extrusora ou em misturadores do tipo Banbury, depende da tensdo interfacial
entre as fases, da viscosidade e da elasticidade dos componentes. O componente com
viscosidade mais baixa tende a encapsular o componente mais viscoso (ou mais eldstico)

assumindo assim, a fase continua. O tamanho da fase dispersa é governado pela tensdo
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interfacial e pelas caracteristicas reoldgicas dos componentes. A forma dispersa pode variar
de esferas até fibrilas, dependendo do processamento aplicado.

Freqiientemente existe uma situagdo intermedidria onde uma fase co-continua ou
mesmo uma rede interpenetrante pode ser originada através do controle da composi¢do, da
reologia e das condi¢des de processamento. Portanto, a morfologia obtida durante o
processamento € uma estrutura dindmica que pode estar sujeita a mudancas, originando

sistemas que buscam um equilibrio.

I1.1.8.6_Aplicacoes gerais de blendas poliméricas:

O fator que determina se uma blenda polimérica especifica € apropriada para uma
dada aplicacdo € o perfil de necessidade. A necessidade e a especificacio de um material
sdao geralmente determinadas por normas padrdes (ex.: ASTM, DIN, ABNT) dentro de um
segmento industrial. Estas normas padrdes sdo controlados por requisitos obtidos por
ensaios ou medicoes padronizadas e variam em diferentes paises e segmentos industriais.

As principais areas de aplicacdo para blendas poliméricas sdo: o mercado automotivo,
seguido da inddstria de embalagem, eletro-eletronicos e eletrodomésticos. Os segmentos
industriais de menor aplicacdo sdo: o mercado de construcdo civil e a industria

aeroespacial.

11.1.8.6.a) Aplicacoes automotivas:

Diferentes dreas de aplicacdo das blendas poliméricas podem ser identificadas no
setor automotivo. Alguns exemplos podem ser citados:

e Revestimento de rodas: sdo utilizadas blendas que possuem uma boa estabilidade
dimensional e que sdo capazes de resistir as temperaturas elevadas causadas pela
frenagem do veiculo. Ex: Noryl ® da GE; poliestireno de alto impacto (HIPS) e
poli(6xido de 2,6-dimetil-1,4-fenileno) (PPO) (Site GE).

e Sistemas de iluminagdo: requerem materiais refletivos com elevada estabilidade
dimensionais e boas propriedades mecanicas. Além disso, o material refletivo deve

apresentar resisténcia a temperatura. Ex: Blenda CYCOLOY® (GE) é um
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termoplastico amorfo resultante da mistura de ABS (acrilonitrila-butadieno-
estireno) e PC (policarbonato) (Site GE).

e Partes estruturais: este caso demanda um material com alta resisténcia ao impacto,
resisténcias elétrica e quimica. As resinas puras de Xylex ® (GE) sdo fabricadas
usando um tecnologia de blendas que combinam as melhores propriedades do
policarbonato com um novo tipo de poliéster alifitico (Site GE).

e Tanque de combustivel: local que utiliza polimeros com propriedades de barreira,
além da elevada resisténcia quimica. Um exemplo € a blenda de polietileno e
poliamida que apresenta uma morfologia especial na forma de camadas,
assegurando a impenetrabilidade.

e Partes internas e externas de automodveis (por exemplo; painéis, laterais internas das
portas, para-choques), materiais resistentes ao calor e a luz solar. Exemplo;
CYCOLOY® (GE) é um termoplédstico amorfo resultante da mistura de ABS
(acrilonitrila-butadieno-estireno) e PC (policarbonato) e A resina XENOY® (GE) é
um termopldstico resultante da mistura entre policarbonato e um poliéster
termopléstico (PBT ou PET), desenvolvido para atender aos novos conceitos de
combinacdo de propriedades exigidos pela indistria automobilistica mundial para
fabricacdo de pecas internas e externas, tais como: painéis de instrumentos, para-
choques (sem reforco metdlico), spoilers, painéis laterais externos, ponteiras de

para-choques, e outros (Site GE).

11.1.8.6.b) Mercado de embalagens

A necessidade basica para materiais utilizados em embalagens € a caracteristica de
barreira para 4gua, oxigénio e o didxido de carbono. A permeabilidade é geralmente

satisfeita utilizando-se sistemas nos quais os polimeros sdo alternados em multicamadas.

11.1.8.6.c) Aplicacoes elétricas e eletronicas:

A necessidade predominante para este tipo de mercado consiste na obtengdo de

blendas com elevada resisténcia a temperatura e resisténcia quimica, além da estabilidade
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dimensional. Materiais com aquecimento elevado também sdo desejados para a montagem
de circuitos, nos quais os termoplasticos sdo combinados com metais. Além disso, estes
materiais devem resistir a banhos quimicos, soldas, ou até mesmo a laser. Ex: NORYL
PPX® (GE); blenda de poli(6xido de 2,6-dimetil-1,4-fenileno) (PPO) e Polipropileno (PP)
(Site GE).

11.1.8.6.d) Setor de eletrodomésticos:

As necessidades bésicas para esta drea sao: resisténcia a umidade e temperatura, além
da inércia quimica. Neste caso, as propriedades elétricas também sdo levadas em
consideracdo. Blenda Noryl® da GE tem muitas aplicagcdes no setor de eletrodomésticos e é
formada pelos polimeros; poliestireno de alto impacto (HIPS) e poli(6xido de 2,6-dimetil-

1,4-fenileno) (PPO) (Site GE).

11.1.8.6.¢) Mercado de construcao-civil:

Neste mercado, as aplicacdes variam de pais para pais. Porém, a maior desvantagem
dos plasticos nesta drea € a sua flamabilidade intrinseca, resultando de sua natureza
organica. Para reduzir o risco do fogo, apenas uma pequena quantidade de materiais
confeccionados de plasticos tem sido utilizada em areas consideradas de baixo risco, como
por exemplo, sinaliza¢des em estrada.

No caso de tubulagdes, o material utilizado precisa apresentar uma vida util longa e
prevenir a migracdo de compostos de baixa massa molar para o seu interior (Ullmann's,
1986). Um exemplo € a resina ENDURAN® [Politereftalato de butileno (PBT) reforcada
com carga mineral] um termoplastico de engenharia semi-cristalino, que tem como
caracteristica um bom balanco de propriedades mecanicas, térmicas e elétricas, ampla
resisténcia quimica, baixa absor¢do de umidade e excelente estabilidade dimensional (Site

GE).
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11.1.9 BIODEGRADACAO POR FUNGOS E ENZIMAS:

11.1.9.1 BIODEGRADACAOQO

Vérios microrganismos, como bactérias e fungos, sdo capazes de atacar e degradar a
madeira, em ecossistemas terrestres naturais, porém sem duavida alguma, fungos superiores,
especialmente os da classe Basidiomycetes, sdo os mais eficientes degradadores (Blanchete,
1991 e Eriksson, 1990).

Os fungos basidiomicetos sdo geralmente classificados com base nas diferencas dos
respectivos padroes de degradacdo da madeira que apresentam, levando-se em consideragao
caracteristicas macroscopicas da degradacdo. Assim, podem ser divididos em fungos de
degradacdo clara (ou branca) (White-rot), degradacio marrom (Brown-rot) e degradagdo
macia (soft-rot) (Blanchete, 1991 e Hataka, 1994).

Fungos de degradagdo clara preferencialmente colonizam madeiras da subdivisao
Angiospermas (folhosas, madeira dura) e degradam os trés componentes principais,
celulose, hemicelulose e lignina, deixando a regido da madeira degradada com uma
coloragdo clara. No entanto, existem variacdes dentre as espécies degradadoras de podridao
branca (ou clara) que sdo providos de sistema enzimatico que os tornam capazes de utilizar
fontes complexas de carbono, sendo os mais eficientes na degradacdo da lignina,
quebrando-a em moléculas menores até CO, e H,0, deixando a celulose praticamente
intacta ( Kirk, Farrel, 1987; Hatakka, 1994, Tuor, 1995).

Fungos de degradacdo parda em geral colonizam madeiras da subdivisdo
Gymnospermae (coniferas, madeira dura) e preferencialmente degradam os polissacarideos;
celulose e hemicelulose, deixando ndo degradada parte da lignina inicialmente existente, a
qual € entdo responsavel pela coloracdo observada nas regides da madeira degradadas pelo
fungo.

Dentre os componentes da madeira, a lignina € o que apresenta maior resisténcia a
biodegradacdo. Neste contexto, a biodegrada¢dao de lignina é um dos mais importantes
fatores determinantes da degradacdo da madeira e conseqiientemente do ciclo de carbono

na biosfera.
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Lignina, diferentemente de processos hidroliticos, comuns aos demais biopolimeros
de ocorréncia natural na madeira, sofre degradacdo através de reacdes oxidativas,
envolvendo diretamente O, molecular ou peréxidos como H,O,, gerando assim compostos
de baixo peso molecular, soldveis em meio aquoso. Tal caracateristica se deve ao fato de
que as ligacdes, entre as varias unidades recorrentes formadoras de lignina, ndo sao
hidrolizaveis (Fengel, 1989 e Higuchi, 1990).

Os estudos atualmente evidenciam que a eficiéncia de degradacdo da madeira por
fungos depende das suas capacidades de produzir enzimas celuloligninoliticas
extracelulares, as quais sdo responsdveis diretas pela disponibilizacdo de nutrientes
contidos na madeira, necessarios para a manutencao e crescimento dos micélios (Hammel,

1991 e Tuor 1995).

11.1.9.2 FUNGOS BASIDIOMICETOS:

Os fungos basidiomicetos sdo incluidos taxonomicamente no filo Basidiomycota do
Reino Fungi. Morfologicamente sdo caracterizados como fungos que produzem esporos de
origem sexuada em estruturas especializadas chamadas basidios, onde ocorre a cariogamia
e a meiose. Apresentam micélio dicaridtico durante a maior parte do ciclo de vida e hifas
septadas que podem formar ansas, que sdo alcas de conexdo que auxiliam na manutengdo
da dicaridtica tipica do grupo. Embora nem todo basidiomiceto possua ansa, toda hifa com
ansa ¢ um fungo basidiomiceto. No grupo dos basidiomicetos, o septo da hifa é uma
estrutura complexa, perfurado no centro e com a parede espessada envolta do poro, que por
sua vez pode ser recoberto com uma membrana vinda do reticulo endoplasmatico.
(Alexopoulos, 1966).

A biotecnologia, como ciéncia, tem emergido como uma area de grande potencial . O
uso eficiente da maquindria microbiana para produzir os mais variados tipos de metabdlitos
(enzimas, vitaminas, fdrmacos, outros), tornou-se um campo de pesquisa inalienavel. Os
conhecimentos obtidos nestas pesquisas estdo sendo utilizados nas dreas de energia,
alimentagdo, farmacologia, agricultura, indudstrias quimicas e ciéncia do desenvolvimento
ambiental, sendo esta ultima de extrema importancia em func¢ido dos graves problemas que

enfrentamos com a polui¢do do meio ambiente.
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A grande vantagem de métodos biotecnoldgicos vem do fato de que suas reacdes sao
altamente especificas, ndo acarretam efeitos deletérios ao meio ambiente, sdo mais
econdmicos e podem ser utilizados onde processos quimicos, ndo bioldgicos, sao
impraticaveis.

Do ponto de vista biotecndlogico, fungos sdao microrganismos extremamente
atraentes. Vdrias razdes podem ser apontadas como justificativas para esta afirmacao:

1) Fungos possuem um metabolismo bastante dindmico e rdpido, sendo que sio
grandes produtores de metabdlicos secundarios, de possivel interesse industrial.

ii) Sdo heterotréficos e adsortivos, o que permite o seu cultivo em laboratério com
muita facilidade, a baixos custos e sem grandes equipamentos.

ii1) Fungos sdo tipicamente eucariontes e o fato de que se reproduzem através de
esporos, produzidos por meiose e gerando individuos haploides, permite que geneticistas
tenham uma oportunidade direta e rdpida de andlise, particularmente com relacdo ao
mapeamento genético e isolamento de mutantes.

iv) Fungos sdo bons degradadores de substratatos refratarios como celulose, lignina,
queratina, quitina e outros, em fun¢do da sua capacidade penetrar em substratos sélidos,
gracas a producdo de enzimas extracelulares que degradam tais substratos. Muitas destas
enzimas sdo por si s6 de grande interesse industrial (Boominathan, 1990).

v) Apresentam grande versatilidade com relagdo aos substratos a serem degradados,
podendo ser utilizado nas mais diversas dreas de biorremediacdo, pela capacidade de
degradar hidrocarbonetos aromadticos, compostos bifenilicos policlorados, produtos
originados em industrias téxtil, papel e celulose, outros (Aust, 1990 e Reddy, 1995).

Avancos recentes na metodologia de técnicas bioquimicas, particularmente na area
da engenharia genética, aponta para um futuro promissor, onde a manipulacdo destes
microrganismos visando a produ¢do de metabdlitos em larga escala e principalmente de

enzimas de interesse industrial, tornar-se-a cada vez mais acessivel.

11.1.9.3 Enzimas que degradam a Lignina:

Os fungos basidiomicetos possuem a capacidade de degradarem a lignina e esta
capacidade esta associada, em parte pelo fato deles secretarem peréxido de hidrogénio

(H>0,) e uma familia de enzimas peroxidases e fenoloxidases (Kirk, 1985).
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11.1.9.3.1) Lignina Peroxidase (LiP):

A lignina Peroxidase (LiP) tem sido isolada de muitos fungos de degradagdo branca
(podriddo branca ou clara) e alguns de degradagdo parda (podriddo parda) (Durédn, 1997).
No processo de degradacdo da lignina, a LiP € inicialmente oxidada pelo H,O, e oxida
nucleos aromaticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fendlicos), gerando radicais
cationicos. Estes reagem espontaneamente com nucledfilos (primariamente com H,O) e
com oxigénio molecular, gerando uma “combustdo enzimédtica” onde ligacdes C-C e C-O
sdo quebradas, despolimerizando a lignina e abrindo os anéis aromadticos. O dalcool
veratrilico, que € também um metabdlito fingico, € um substrato para LiP, e age como

mediador ou transmissor de elétrons entre LiP e seus substratos (Kirk, 1987).

11.1.9.3.ii) Lacases:

A Lacase € uma cuproproteina do pequeno grupo de enzimas chamadas cupro-
proteinas azuis, cuprooxidases azuis, oxidases azuis (Thurston, 1994) ou ainda enzimas
fenoloxidases (p-difenol: dioxigénio oxido-redutase) e fazem parte de um grupo de enzimas
oxidases que complexam o cobre. Sdo produzidas por plantas superiores e por fungos,
sendo secretadas pela maioria dos basidiomicetos. As lacases fuingicas em geral possuem 3
atomos de cobre, no caso do Trametes versicolor sao encontradas 4 atomos de cobre, todos
no estado de oxidacdo Cu®' na enzima nativa. As lacases catalisam oxidacdes por extracio
de um elétron de substratos fendlicos, gerando radicais fenoxilos (Higuchi, 1990; Duran,
1997; Mayer, 2002).

Os radicais formados atuam em reacdes ndo cataliticas acoplando radical-radical,
despropor¢do, desprotonacdo e ataques nucleofilicos pela dgua. Essas reacdes multiplas
levam a polimerizacdo, quebras de ligagdes alquiarilicas e oxidagdes no Ca e desmetilagdes
(Durén, 1997). A oxidacdo de modelos nao fendlicos de lignina foi observada na presenca
de outros substratos mediadores como  2,2-azobis(3-ethylbenzotiazol-6-acido
sulfonico)/ABTS e seringaldeido (Bourbonnais e col.,, 1995), bem como 1-

hidroxibenzotriazol (Duran, 1997).
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Diversos cuidados precisam ser tomados para a detec¢do da atividade de lacases. Por
um lado, a variedade de substratos oxidados pelas vérias lacases é muito grande e ao
mesmo tempo, muitos dos substratos utilizados para detectar a atividade de lacases sdo
também oxidados por peroxidases e outras polifenoloxidases, como é o caso de ABTS e
seringaldazina. Para usar estes substratos € necessario remover H,O, do meio, o que

frequentemente € omitido nos trabalhos que supostamente quantificaram atividades de

lacase (Mayer, 2002).

I1.1.9.3.iii) Manganés Peroxidase (MnP):

A manganés peroxidase (MnP) € uma enzima do grupo de peroxidases muito parecida
com a LiP, pois também é extracelular, glicosilada e possui um grupo protético heme. No
entanto, diferente de outras peroxidases, pois depende tanto do H,O, quanto de Mn** como
substrato preferido (doador de elétrons), que estd sempre presente nos materiais

lignocelulésicos (Hofrichter, 2002).

11.1.9.3.iv) Outras enzimas:

H4 muitas outras enzimas que produzem H,O,, encontradas em basidiomicetos e
participam da degradacdo de lignina, tais como: glicose 1-oxidase, dlcool oxidase, 4cidos
graxos Coa-oxidase, glioxal oxidase, arildlcool oxidase. Outras enzimas que podem estar
relacionadas com a degradagdo da lignina sdo as peroxidases independentes do manganés,
NAD(PH):quinona 6xido redutase, celobiose:quinona 1-oxidoredutase, celobiose oxidase e
celobiose desidrogenase (Duran, 1997), estas tltimas gerando espécies reativas de oxigénio

(Hammel e col., 2002).



Titulo: ”Obtencdo, caracterizagdo e estudo de biodegradagdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina 36
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-FEQ/Unicamp - 12/12/2003.

CAPITULO III

II1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa obtencdo de uma blenda polimérica, utilizando uma
macromolécula, lignina de bagaco de cana de agucar, com o polimero natural, PHBV
[poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)]. Caracterizar o material obtido, estudar as
propriedades mecanicas e a sua biodegradacdo com os fungos Trametes versicolor e

Phanerochaete chrysosporium .

IIL.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Otimizar o processo de obten¢ao para melhorar as propriedades mecanicas das
blendas obtidas.

» Caracterizar utilizando as técnicas: espectroscopia no infravermelho (IV),
calorimetria diferencial de varredura (DSC), microscopia eletronica de
varredura (MEV), Termogravimetria (TGA), Ressoniancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (H'-RMN), Andlise Mecénica Dindmica (DMA), Densidade de
Sélido e Andlise Elementar (CHN), injetora (ARBURG 221 K).

» Estudar a biodegradag@o do material obtido com os fungos Trametes versicolor

e Phanerochaete chrysosporium.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1 OBTENCAO DAS BLENDAS POLIMERICAS DE LIGNINA/PHBV

Encontra-se nas fotografias da Figuras IV.1 e IV.2 abaixo, as ilustracdes dos

polimeros naturais trabalhados nesta tese.

Figura IV.1 Foto doPHBY in natura Figura IV.2 Foto da Lignina de

bagaco de cana de aciicar

A Lignina de bagaco de cana de acucar foi cedida pela Faculdade de Engenharia
Quimica de Lorena (Debig-Faenquil), e o PHBV foi cedido pela Copersucar (Piracicaba-
SP)/ Usina da Pedra (Serrana-SP). Ambos foram pesados e posteriormente pré-misturados
manualmente. Nesta primeira etapa do trabalho, produziu-se blendas a partir de uma
mistura de 20%, 40%, 50%, 60% e 80% (em massa) de Lignina com relacdo a massa de
PHBV.

Para simplificar a nomenclatura das blendas produzidas, apenas as outras
porcentagens de lignina foi expressa na nomenclatura. Assim, uma blenda contendo 20%
em massa de lignina e 80% de PHBV serd expressa como 20% LIG/PHBV.

As misturas foram processadas num equipamento Haake Fisions Rheocord 90 a uma

temperatura de 175°C, rotacdo de 90 rpm e tempo de 8 minutos. Também processou-se o
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PHBYV puro, para comparar com as blendas obtidas. A Blenda na proporcao 50% Lignina e
50% PHBV foi escolhida para o estudo mais detalhado por apresentar melhor morfologia,
dureza em relag@o as outras porcentagens € em vista que esta propor¢do representa também
um menor custo.

Foram preparadas amostras de 50% LIG/PHBV, por mistura mecanica no Haake
Fisions Rheocord 90, substituindo os rotores por uma monorosca (Figura IV.3) de diametro
19,1 mm - Razdo L/D = 25,0 mm. As blendas 50% LIG/PHBV foram primeiramente
extrudadas e granuladas, assim como amostras de PHBV in natura. Os granulos da blenda e
do PHBYV in natura foram injetados para obtencao de corpos de prova para ensaio de tragao
(ASTM D638) e flexao norma (ASTM D790), a partir do PHBV in natura, sob as mesmas

condi¢des de temperatura.

Figura IV.3. Foto da Rosca da Extrusora

Utilizou-se uma injetora ARBURG 221 K, sob as seguintes condi¢des: volume de
injecdo de 13,5 cm’, tempo de injecdo 22 s, pressdo de injecdo de 1200 bar e velocidade de
injecdo 2,6 mm/s. O perfil de temperatura foi de 145°C, na zona de alimentacdo, 160°C,
165°C e 165°C no barril e 160°C no bico de injecdo. A blenda 50% LIG/PHBV foi
primeiramente extrudada e moida, o mesmo foi feito para uma amostra de PHBV. Também

foi obtido um corpo de prova a partir do PHBV in natura, sob as mesmas condi¢des.

IV.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (1V)

As andlises de infravermelho (FTIR) das amostras foram feitas no Espectrofotdmetro
Bomem — modelo B100, para identificar as bandas caracteristicas da amostra antes e apds

o estudo da modificacdo da intensidade dessas bandas nas amostras por biodegradacio.
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Foram obtidos espectros de transmissao a partir de pastilhas de KBr com 0,5% do analito

(porcentagem da amostra no KBr).

1V.3 ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO -
'"H (RMN-'H)

Para confirmar que o polimero utilizado tratava-se do copolimero, PHBV, foi
realizada a andlise de RMN-'H em um equipamento Inova 500, operando a 500 MHz no
modo de transformada de Fourier. Cada espectro foi obtido a 25°C, com 45s de tempo de
espera entre os pulsos e 4000 de largura espectral. As amostras em solucdo foram
preparadas dissolvendo-se uma ponta de espitula de P(HB-co-HV) em cloroférmio
deuterado. Uma amostra da Aldrich foi utilizada como padrdo para quantificar o HV

presente no P(HB-co-HV); esta amostra padrao contém cerca de 12% de HV.

IV.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As anélises de DSC, das blendas produzidas, foram realizadas em um calorimetro
diferencial de varredura 2910 da TA Instruments, usando-se aproximadamente 10 mg de
amostra, em panela de aluminio selada. As medidas foram feitas em fluxo de argdnio com
uma taxa de 20°C/min, tanto para o aquecimento como para o resfriamento. Foram feitas

todas as medidas em dois ciclos (aquecimento e resfriamento).

IV.S TERMOGRAVIMETRIA.

As andlises termogravimétricas das blendas produzidas foram realizadas na faixa de
temperatura entre 0°C e 1000°C, a uma taxa de aquecimento de 20°C/min, sob fluxo
constante de argonio. Todas as andlises foram efetuadas em uma termobalanca TGA

modulo 2050 da TA Instruments.
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IV.6 ANALISE MECANICO-DINAMICA (DMA)

A andlise mecanica dindmica (DMA) € uma das técnicas mais eficazes na avaliacao
do comportamento viscoeldstica de misturas poliméricas e da miscibilidade. O
comportamento mecanico-dinamico pode ser avaliado em experimentos envolvendo
cisalhamento, tracdo ou flexdo. De modo geral, a andlise mecéanica dindmica consiste na
aplicacdo de uma tensdo ou deformacao oscilatdria ou tensdo de pequena amplitude em um
s6lido ou liquido viscoso, medindo-se a deformacdo sofrida ou a tensdo, respectivamente,
sob variag¢do de freqiiéncia (Wetton, 1966). Normalmente, o material é submetido a uma
deformacdo que corresponde a uma fun¢ao senoidal. Se o comportamento viscoeldstico for
linear, o material respondera a oscilagdo com uma tensdo também senoidal, porém defasada
de um angulo & em relagdo a deformacdo devido a dissipacdo de energia (Turi, 1994).
Através do DMA, podem ser medidos: mddulo cisalhamento, G’, moédulo de
armazenamento, E’, o0 médulo de perda, E’’, e o fator de perda ou damping, tan 5, que é
razdo entre os modulos, ou seja: tan & = E”/E’.

O moddulo de armazenamento é uma medida da energia mecéanica que é armazenada
pela amostra na forma de energia eldstica. O médulo de perda reflete a energia mecanica
convertida em calor produzido pelas relaxagdes que o material pode sofrer. Pode-se medir
E’, E” e tan 6 em funcdo da temperatura, da freqiiéncia e do tempo.

Os testes dindmicos-mecanicos sdo importantes para estudar a estrutura e a transi¢ao
térmica de polimeros relacionados com cristalinidade, ligacdes cruzadas, separacdo de
fases, agregacdo molecular, dentre outras. Podem também ser utilizados para analisar a

composi¢do quimica de polimeros e de misturas poliméricas.

IV.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As morfologias das blendas produzidas, assim como a do PHBV processado, foram
avaliadas utilizando-se um microscépio eletronico de varredura modelo Jeol T-300
operando a 20 keV. As amostras para a microscopia eletronica de varredura foram
metalizadas com ouro/paladio e o suporte foi feito com uma fita de carbono. Também

foram feitas microscopias de criofratura da blenda 50% LIG/PHBYV injetada.
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No caso das amostras de blendas submetidas aos testes de biodegradacao, estas foram
primeiramente liofilizadas por aproximadamente 24 horas, para secar as amostras sem

comprometer a morfologia.

IV.8 ANALISE ELEMENTAR

A Analise Elementar das amostras para a determinagdo de porcentagem de Carbono,
Hidrogénio e Nitrogénio foi feita no Aparelho de Analise Elementar da Perkin Elmer Serie

II - 2400.

IV.9 DENSIDADE DE SOLIDO

A determinagdo da densidade (g/L. ou cm3) de solidos das amostras foi obtida no

instrumento Multivolume Pycnometer 1305 — Micromeritics.

1V.10 ENSAIOS MECANICOS

As medidas de tracdo e flexdo foram realizadas para blenda 50%LIG/PHBV, de
acordo com a norma ASTM (tragdo D638 e flexdo D790), em uma mdquina universal de
ensaios EMIC DL 2000 usando célula de carga de 5000 N e velocidade de deslocamento de
5,0 mm/min. A figura IV.6 ilustra um corpo de prova para a determinacio das propriedades

mecanicas das amostras.

e

Figura IV.4 -Corpo de prova para determinar propriedades mecanicas
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1V.11 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO

IV.11.1 Atividade Enzimatica

IV.11.1a) - Lacase

A atividade de lacase foi calculada utilizando um espectrofotdometro HITACHI, U-
2000, no comprimento de onda de 525 nm, especifico para a reacdo de oxidacdo da
siringaldazina (Sigma).

No caldo extracelular de cultura dos microrganismos foi avaliada a atividade
enzimatica, o qual foi filtrado por meio de uma membrana Millipore (0,45 um) e.

A atividade desta enzima foi determinada, utilizando siringaldazina como substrato
enzimdtico. A oxidagdo de siringaldazina (Sigma) (€460=65.000 M! cm'l) foi conduzida
numa mistura de reagdo contendo 0,6 mL do caldo filtrado, 0,3 mL de tampdo citrato-
fosfato 0,05 mol Lt (pH 5,0) e 0,1 mL de siringaldazina (Sigma) 1,0 mmol L'l, num
volume final de 1,0 mL. A reacdo teve inicio pela adi¢do da siringaldazina e a velocidade
de oxidacdo desta foi acompanhada durante 5 minutos a 525 nm. Uma unidade de atividade
de lacase foi definida como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 pumol de

substrato por minuto e por Litro do caldo de cultivo (Szklarz e col., 1989).

IV.11.1.b) - Lignina Peroxidase :

A atividade de Lignina Peroxidase (LiP) foi determinada pela a oxidac¢do do alcool
veratrilico. A Mistura de reac@o foi composta de 0,5 mL de caldo filtrado, 0,05 de H,O,
mmol L™, 0,375 mL de tampdo tartarato de sédio 0,33 mol L' (pH 3,0), 0,45 mL de dgua
destilada e 0,125 mL de alcool veratrilico 4 mmol L'. 0 aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado observando-se a velocidade da reacdo por 5 minutos a 310 nm.
Uma unidade de LiP correspondeu a quantidade de enzima que oxidou 1,0 umol de dlcool

veratrilico por minuto e por Litro do caldo de cultivo (Tien e Kirk).
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1V.11.2 MICRORGANISMOS

Os fungos utilizados nestes testes foram o Trametes versicolor (CCT 4521), este
fungo faz parte da colecio da Fundacdo Tropical André Tosello — Campinas-SP,
preservado no laboratério de quimica bioldgica, sob coordenacdo do Prof. Dr. Nelson
Duran/IQ e o Phanerochaete chrysosporium (ATCC 24725), cedido pela Prof* Maricilda

Pallandi/ CBMEG- Unicamp (Centro de biologia molecular e engenharia genética).

1V.11.2.a) Cultivo do Trametes versicolor (CCT 4521) para a producao de Lacase:

Procedimento 1 - Meio de cultura: 12,5 g de extrato de malte (OXOID), 1,0 g de agar
em 250 mL de dgua destilada. Temperatura de incubacéo de 28 °C

durante10 dias. Inoculagdo dos fungos nas placas.

Procedimento 2 — Meio de cultura: 5% do meio pronto (3% de extrato de malte, 1,5%
agar e 0,5% de peptona). A preparacdo segue conforme instru¢do do
rétulo; foi adicionada 0,3 mg de 4cido Ferdlico. Tempo de incubagdo

de 20 dias 28 °C.

1V.11.2.b) Cultivo do fungo Phanerochaete chrysosporium (ATCC 24725) em meio

solido para a producio de Lignina Peroxidase:

O meio de cultura utilizado foi constituido de extrato de malte (20 g/L), agar (20 g/L)
e dgua destilada. O fungo foi inoculado em placas de Petri previamente esterilizadas
contendo o meio descrito acima (realizado em capela de fluxo laminar). Deixaram-se as

placas incubadas em estufa durante 5 dias a 37 °C.
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IV.11.3 ENSAIOS EM MEIO LiQUIDO

Os testes de biodegradacdo foram feitos em duplicata, tanto para o Trametes
versicolor como para o Phanerochaete chrysosporium, sendo realizados em meio liquido
contendo 2% de extrato de malte.

A inoculagdo dos fungos foi feita em uma capela de fluxo laminar, onde os circulos
de 7,7 mm de didmetro do micélio (trés), escolhidos da regido de crescimento
apresentavam-se melhor para serem retirados (de 2,0 a 3,0 cm do centro do indculo) e
foram colocados em frascos erlenmeyers contendo 250 mL de meio. Os frascos foram
mantidos sob agitacdo (150 rpm), a uma temperatura de 28°C para o Tremetes versicolor e
a 35°C para Phanerochaete chrysosporium.

Os testes de biodegradacdo utilizando o Trametes versicolor foram realizados com
todas as blendas e com PHBV processado, o tempo médximo de incubacdo foi de 32 dias.

O fungo utilizado nesses testes foi adaptado para uma concentragdo de 70% em massa
de blenda 50% LIG/PHBYV no meio de crescimento. Na adaptagdo o tempo de incubagdo
foi de 7 dias.

Ja os testes de biodegradacdo utilizando o Phanerochaete chrysosporium foram
realizados com as blendas 40, 50 e 60% LIG/PHBV e com o PHBV processado, o tempo
maximo de incubacdo foi de 21 dias e o fungo utilizado no experimento ndo foi adaptado
COmoO NO primeiro caso.

No caso do Trametes versicolor, foi medida a atividade enzimdtica para Lacase
durante o periodo de incubacdo em meio sélido e liquido. Assim, aliquotas de
aproximadamente 2 mL foram retiradas dos fracos onde se realizavam os testes de
biodegradacdo, em vdrios intervalos de tempos. Com essas aliquotas foi possivel
acompanhar a atividade enzimdtica do microrganismo por meio do procedimento.

Para o Phanerochaete chrysosporium foi medida a atividade enzimadtica da Lignina
Peroxidase em meio liquido, mas os dados ndo foram conclusivos, porque a quantidade
encontrada deve ser melhor avaliada, por estarem muito baixo e muito préximo da

concentragdo do controle.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 OBTENCAO DA BLENDA

As Blendas foram obtidas:

e Aparelho Haake com rotores

e Aparelho Haake com extrusora monorosca

V.1.1 DISCUSSAO PARCIAL — OBTENCAO DA BLENDA

As blendas foram obtidas no aparelho Haake e na extrusora monorosca acoplada ao
Haake e o material obtido no Haake com os rotores ao serem analisados, aparentemente
tém uma melhor estrutura, pois este sistema permite que o vapor formado seja expelido. No
Haake acoplada a uma extrusora monorosca ndo tem aeragdo, portanto o vapor caminha
pelo material formando um material poroso e quebradico. Este vapor pode ser o resultado
da umidade na lignina ou da degrada¢cdo do material usado, considerando a complexidade
da molécula de lignina e a pequena janela de degradacdo do PHBV quando aquecido, mas
temos que analisar melhor estes problemas na confec¢ao destes materiais no futuro. Neste
trabalho ndo foi possivel realizar melhores estudos com a lignina de bagaco de cana de
acucar, € necessdrio uma quantidade relevante de amostras para se chegar a uma explicagio
do fato que ocorreu na obtencdo das blendas. Devemos ter uma atencdo maior na secagem
das amostras de partida e considerar também o uso de outros tipos de extrusoras; como a
extrusora monorosca com um misturador mais apropriado e com um sistema de aeragdo,
uma extrusora com dupla rosca e que também tenha aeracdo ou ainda um misturador tipo
Bradbury.

Para trabalhos futuros esperamos ter mais resultados para que este problema seja

melhor entendido, para isso teremos que conseguir uma quantidade muito maior de material
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de partida, neste trabalho a quantidade de lignina de bagaco de cana de agucar limitou os

testes neste sentido.

V.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

A caracterizagdo das blendas e dos materiais de partida (lignina e PHBV) foi realizada
pelos seguintes métodos: Infravermelho, Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
Termogravimetria (TGA), Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H),
Anadlise Mecanica-Dinamica (DMA), Andlise de Microscopia de Varedura (MEV), Ensaios
Mecanicos, Andlise Elementar, Densidade de sélidos e Testes por ensaios de

Biodegradacao.

V.2.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (1V)

Com base no trabalho de Nada (1998) foi possivel fazer as atribui¢cdes ao espectro de
IV obtido para a lignina utilizada neste trabalho. Assim, uma banda obtida em 3430 cm™
caracteriza dos grupos OH da lignina. Esta banda obtida difere da banda de vibra¢do OH da
dgua que é muito larga. Em 1335 cm™” e 1229 cm’, aproximadamente, verificam-se os
estiramentos referentes 2 vibracdo OH dos grupos fendlicos. Bandas em 1136 e 1036 cm™
sdo caracteristicas de grupos OH de alcoois secunddrio e primdrios , respectivamente.

As vibragdes dos grupos OCHj sdo indicados pela banda presente em 2866 cm’',
préxima aquela referente ao estiramento CH de grupos metila ou metileno, em 2926 cm’™.
Tem-se ainda para grupos OCHj, a contribuicdo considerdvel de suas ligacdes CH,
observadas nas bandas presentes em 1461 e 1428 cm™.

As bandas em 1600 e 1507 cm™' sdo caracteristicas de anéis aromaticos e sdo devido a
vibragdes do esqueleto aromdtico. A banda detectada em 844 cm™ é referente ao C-H
aromético, que estd fora do plano de vibragdo na unidade p-hidréxi fenilpropano e aquela
em 1700 cm™ § atribuida a estruturas isoladas beta-ceto.

No espectro de infravermelho do PHB as bandas caracteristicas foram encontradas em
1282 cm™ e em 1726 cm'l, referentes ao estiramentos C-O e C=0, respectivamente. Foram

observadas, ainda, bandas em 2853 cm'l, 2926 cm™ e 2972 cm™! referentes a estiramentos
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C-H e uma banda em 3443,09 cm’! referente ao estiramento OH, indicando a presenca de
umidade no material.

Quanto ao espectro de absor¢do da blenda pode-se dizer que ndo foram observadas
alteracdes significativas com relagdo ao espectro obtido para a lignina pura, este resultado
deve-se a ocorréncia de sobreposi¢do das bandas relativas a lignina e ao PHB. Houve, no
entanto, o desaparecimento da banda referente ao estiramento C=0O, presente no PHB e o
deslocamento da banda referente a estruturas beta-ceto, presente na lignina em 1700 cm’ e

em 1713 cm™ na blenda.
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Blenda
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V.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Na andlise de DSC foi observada uma temperatura de fusdo aproximadamente de
156°C, indicando que o polimero que foi usado para se obter as blendas é o PHBV.
Inicialmente havia a hipétese de que o polimero era o PHB o qual apresenta ponto de fusao
aproximadamente de 180°C (Chen e col., 2001). Porém, como mostrado anteriormente,
através da andlise de RMN-'H, trata-se de um copolimero P(HB-co-HV) e ndo de um
homopolimero, o que resulta uma temperatura de fusao mais baixa.

Com a andlise do termograma obtido para o PHBV determinou-se ainda a sua
temperatura de transicao vitrea, -6,79°C, e a sua temperatura de cristalizacdo, 52,32°C.

No termograma obtido para a blenda 50%PHBV/50%LIG foi observado, assim como
para o PHBV, dois picos referentes ao processo de fusdao, um na temperatura de 133,84°C,
menos intenso, e o outro em 157,69°C. Quanto a T, e a T. da blenda os valores encontrados
oram —1,94°C e 59,24°C, respectivamente.

Observa-se que a diferenca entre os valores de Tr da blenda e do PHBV puro € de
aproximadamente 3°C para o primeiro pico e 1°C para o segundo pico. A maior diferenca,
no entanto, foi encontrada para os valores de transi¢do vitrea e cristaliza¢do, havendo um
aumento de 4,85°C e 6,92 °C, respectivamente. Estes valores sdo muito significativos e
aparentemente poderiam indicar que ha uma interacio entre o PHBV e lignina.

Foi verificado por Ghosh (2000) as alteragoes na T, e T, onde foi constatado um
retardamento no processo de cristalizagdo da blenda. Este resultado estd em desacordo com
os resultados obtidos neste trabalho, onde verificou-se uma aceleracdo no processo de
cristalizacdo da blenda. Isto pode ser explicado, porém, com base nas ligninas utilizadas, ja
que no trabalho da literatura (Ghosh, 2000) a lignina utilizada foi uma éster-lignina e o
procedimento da obten¢do da Blenda € a de filme de um éster-lignina com PHB, enquanto
que neste trabalho a obtencdo da blenda foi por uma extrusora monorosca € rotor no
aparelho Haake e a lignina tem caracteristicas diferentes, assim como o polimero usado foi

o PHBV.
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Figura V.2 — Analises de DSC: (a) Lignina; (b) PHB e (c) Blenda

Analisando-se as curvas de DSC obtidas para as blendas produzidas nota-se que nao
houve mudancgas significativas nas temperaturas de fusdo das blendas com relacdo ao
PHBYV, havendo uma perda de linearidade com o aumento na propor¢cdo de lignina na
blenda. Com relacdo as temperaturas de transi¢do vitrea das blendas produzidas, também
ndo foram observadas alteracdes significativas com relagdo a Tg do PHBV. O mesmo foi
constatado com relagdo as temperaturas de cristalizacdo maxima, onde se observaram
pequenas aceleracdes para as blendas que possuiam quantidades inferiores a 50% em massa
de lignina e retardamentos para aquelas com quantidades superiores a 50%.

Porém, todas essas alteracdes observadas sdo muito pequenas quando se trata do
estudo de blendas. Portanto, as andlises de DSC (Figura V.3) obtidas para todas as blendas
revelam comportamentos térmicos muito semelhantes ao do PHBV, o que comprova, mais
uma vez, que nao hd interacdo entre os polimeros de PHBV e Lignina. As anélises de DSC
permitiram também determinar os estados de transicio das amostras (Tg) das

amostras(Tabela V.1).
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Figura V.3 Analises de DSC das blendas e PHBYV processado
Tabela V.1 Tg das amostras determinadas por DSC
Amostras Tg (°C)
PHBYV virgem -6,79

PHBYV processado -3,58




Titulo: ”Obtencdo, caracterizagdo e estudo de biodegradagdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina 51
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-FEQ/Unicamp - 12/12/2003.

Lignina/PHBV -1,94

V.2.3 Termogravimetria.

As andlises de Termogravimetria possibilitaram a avaliagdao da estabilidade térmica
das blendas produzidas. A curva termogravimétrica do PHBV puro apresentou um tnico
estdgio de decomposicdo térmica, que ocorreu entre 279,46°C e 293,32°C, j4 a lignina,
apresentou vdrios estdgios de perda de massa devido a sua estrutura molecular com
hidroxilas que podem ser liberadas, havendo perda de massa, a lignina é complexa.

A decomposi¢do da blenda ocorreu em um unico estagio, entre 274,55°C e 294,40°C.
A variagdo entre a temperatura de decomposicdo da blenda e aquela observada para o
PHBYV puro foi de aproximadamente 5°C, o que € bastante significativo, mostrando que os
polimeros estdo, provavelmente, interagindo. Na Figura V.4 é mostrada as andlises de
TGA, para a lignina, PHBV e a Blenda e na figura V.5 podemos analisar a influéncia das

porcentagens de Lignina/PHBV.

279,46 °C (b) PHBV
107 (a) Lignina 107
Perda de massd 1 Berga (cjie massa
8 Derivada M 8- erivada
M a
a ]
s 97 6 293,32 °C
s s
a 4 a 4]
ma) |
(mg) | (mg), | |
J 303,09 °C
0 0
T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
10 274,55 °C (c) Blenda
—— Perda de massa
— Derivada
8_
M
283,87 °C
a 6
s
s o
a 4 95,40 °C
|
(mg) - M
|
/H e
0 .
T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)



Titulo: ”Obtencdo, caracterizagdo e estudo de biodegradagdo de blendas de Poli(3-hidroxibutirato-co-valerato)/PHBV com lignina 52
de bagaco de cana de agticar”.— Autor:Francisco Addo de Camargo-FEQ/Unicamp - 12/12/2003.

Figura V.4 Andlises de TGA para (a) Lignina (b) PHBV e (¢) Blenda.
Analisando-se os resultados obtidos para todas as blendas, observa-se que hd uma
perda de linearidade na decomposicao térmica do material com o aumento em massa de
lignina na blenda. No entanto, a perda de massa se inicia, praticamente, na mesma
temperatura, tanto para as blendas produzidas quanto para o PHBV processado. Isto mostra
que o PHBV presente nas blendas se decompdem de forma independente em relagdo a
lignina ja que ndo hd uma mistura intima entre esses polimeros, como ja foi verificado nas

analises de MEV e DSC.

Analise de Termogravimetria
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Figura V.5 Analises de TGA das blendas produzidas e do PHBYV processado.

V.2.4 Anilise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H)

O polimero recebido da Coopersucar, trata-se na verdade de um copolimero e nio de
um homopolimero. Enquanto este dltimo é formado apenas por unidades de hidroxibutirato
(Figura V.6), o copolimero € formado por unidades de hidroxibutirato (HB) e
hidroxivalerato (HV) (Figura V.7). A constatacdo e a quantificacdo das unidades HV se deu

. 1. A - o Z 1
por meio da andlise de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN-'H). Essa
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quantificagdo foi realizada integrando-se os picos das metilas do hidroxibutirato e
hidroxivalerato, sendo o dupleto aproximadamente a 1,28 ppm relativo as unidades de HB e
o tripleto na regido proxima a 0,90 ppm relativo as unidades de HV. Um P(HB-co-HV) da
Aldrich contendo 12% de HV foi utilizado como padrdo para a quantificacdo. Assim, a
quantificagdo realizada revelou que o copolimero da Coopersucar possui cerca de 18% de
HV. Os espectros de RMN-'H obtidos para os copolimeros da Coopersucar e da Aldrich
(figuras V.8 e V.9), mostram a regido referente aos grupos metilas e etilas das unidades HB

e HV dos respectivos copolimeros.

CH3 ﬁ) (|:H2CH3 (0]
CH—CH,—C—O CH—CH;—C—

X
HB HV
Figura V.6 Estrutura do copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato), PHBV
i
O—CH—CH;—C
n

Figura V.7: Estrutura do homopolimero de poli(3-hidroxibutirato), PHB

Comparando-se o espectro obtido para o copolimero da Coopersucar com aquele
obtido para o da Aldrich, observa-se ainda um pico em 1,255 ppm, o que comprova a
presenca de impurezas. Essas impurezas provavelmente interferem nas temperaturas de

fusdo, cristalizagao e transicao vitrea do copolimero.
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Figura V.8 Espectro de RMN-H do PHBYV (Coopersucar)

Foi feito um espectro de RMN-H' e os valores encontrados pela integracio dos
prétons da amostra € de 1HHB =455¢ 1HHV = 1,00, para o padrao da Aldrich é de 1HHB =

9,16 e'Hyy = 1,00. Aplicando a equacio de porcentagem, encontramos os valores para o
PHBYV (através da equacao V.1).

I ny ______ 1 1 !
flgf 0%, _ 1080H,,
y —--m-m--- X

Equacao V.1 Determinaciao da porcentagem de HV/HB

O valor determinado do HV da amostra é de aproximadamente 18% e para o HV
(padrdao Aldrich) que deveria ser de 12%, foi encontrado um valor experimental por volta

de 10% (9,84%), comprovando que a amostra ¢ PHBV e ndo PHB, apesar da diferenca na
integracio do RMN-H' do padrio usado para os cilculos (Figura V.9).

HB

( HV

.3 BB B ER . P

e L] 5.1 §.1d oar e

Figura V.9 Espectro de RMN-'H do PHBYV (Aldrich)

A integracdo do espectro de RMN-'H do PHBV da Aldrich, usado como padrdo para

determinar a quantidade de PHBV utilizada apresentou aproximadamente de 10% (obtido
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experimentalmente), sendo que o valor fornecido pelo fabricante foi de 12%.
Provavelmente, o padrdo poderia ter alguma impureza.

V.2.5 Analise Mecanico-Dindmica (DMA)

Foi feita a Andlise Mecanica Dindmica para as amostras (Polimeros; PHBV
processado, PHBV virgem, Lignina de Bagaco de Cana de Actcar e a Blenda 50% de
lignina/PHBV) para se obter dados das amostras em relacdo a Tg da cadeia principal, que
foi determinada por Tan 6 (Tan delta) = E”/E’ de acordo com a relagdo ao médulo de Perda
E” e ao mddulo de Estocagem E’ (tabela V.2), de acordo com as Figuras V.12, V.13, V.14
e V.15. O Tg da lignina ndo pode ser determinado porque ha degradacdo da lignina, por
perda de massa antes que se possa determinar a sua Tg.

A principal vantagem desta técnica sobre o DSC no estudo de transi¢des, € que o DMA
€ cerca de 1000 vezes mais sensivel na determinacdo de transi¢des de fases, possibilitando
a deteccdo de relagdes secunddrias tais como as relagdes 3 e y (figura V.10 e 11), que ndo

podem ser detectadas por DSC (Wetton, 1966).

Log E' 1

tan &

Figura V.10 médulo de armazenamento e tan o
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A figura V.11 mostra uma curva tipica do médulo de armazenamento, identificando
as regides com diferentes comportamentos. A regido viscoeldstica da curva
correspondente a regido de transi¢ao vitrea estd relacionada com as curvas do médulo de
perda e fator de perda maximo, e com uma queda na curva do médulo de armazenamento.
Outras relagdes podem ocorrer no estado vitreo, isto €, em temperaturas menores do que a
temperatura de transicdo vitrea, Tg. Estas relaxacdes sdo chamadas de transicdes
secunddrias, sendo designadas pelo alfabeto grego, B, y e outras, de acordo com a

diminui¢do da temperatura.

Estado vitreo
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Figura V.11 - Estados de transicio de um polimero
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Figura V.12 DMA moédulo de estocagem
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Figura V.15 Tan J (delta) da Blenda Lignina/PHBV

V.2 Tabela Tan § (delta)dos Polimeros e Blenda -DMA

Amostras Tg (°C)
PHBYV virgem 13,11
PHBYV processado 16,32
Lignina/PHBV 14,34

V.2.6 Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

58

Foram feitas andlises das amostras obtidas para observar possiveis modificacdes na

sua morfologia. Observa-se que estas amostras mostram uma morfologia marcante,

podendo-se perceber nestas microscopias a diferenca de fases da blenda, com pequenos

graos na sua superficie e avaliar caracteristicas como a topografia de cada uma delas. Foi

observada a topografia das blendas (Figura V.16) com diferentes composicdes de material

Lignina/PHBYV e percebe-se que conforme aumenta a porcentagem de lignina no material
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este se torna mais fragil e quebradi¢o. Figura V.17 sdo de Microscopia Eletronica de
Varredura da criofratura da blenda 50% LIG/PHBYV e as fases da blenda onde pode-se ver

nitidamente a Lignina na cavidade do PHBV.

Figura V.16: Microscopia obtida da superficie dos materiais processados em Haake, com
aumento de 500x: (A) blenda 50% LIG/PHBYV; (B) PHBV; (C) blenda 20% LIG/PHBV; (D)
blenda 40% LIG/PHBV; (E) 60% LIG/PHBV; (F) 80% LIG/PHBV.
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As blendas contendo 40%, 50% e 60% LIG/PHBV apresentavam aparentemente
aspectos muito semelhantes com relacdo a brilho e rigidez. No entanto, enquanto a blenda
20% LIG/PHBV apresenta um maior brilho em relacdo as demais, a blenda 80%
LIG/PHBV apresenta-se opaca e com pouca adesdo, o que lhe conferia fratura fragil e
descamamento. Esta udltima caracteristica da blenda 80% LIG/PHBV foi evidenciada na
Figura 16 (F), onde se observa uma morfologia com auséncia de superficie lisa e com

pequenas irregularidades, evidenciadas por camadas que conferem uma maior porosidade a

esta blenda, quando comparada as demais.

Figura V.17: Microscopia de criofratura da blenda 50% LIG/PHBYV, processada no Haake,
com aumento de: (A) 1000x; (B) 750x; (C) 100x; (D) 150x.

Os vazios observados entre as particulas de lignina e a matriz de PHBV (Figura V.16)
mostram que os segmentos moleculares dos componentes poliméricos ndo se misturam
intimamente. Tanto nas topografias quanto na fratura do material observam-se dominios

dispersos dentro de uma fase continua. Isto comprova que nao hd interacdo entre o PHBV e
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a Lignina, o que estd de acordo com os resultados obtidos nas andlises térmicas e nos

ensaios mecanicos.

Figura V.18 Microscopia de criofratura da blenda 50% LIG/PHBYV, processada no Haake,
com aumento de: (A) 200x; (B) 1000x; (C) 5000x.

Os mesmos resultados observados na Figura V.17 foram observados na Figura V.18.
Em todos os casos nota-se a presenca de duas fases, havendo apenas uma diminui¢do dos
espagos vazios entre os polimeros, devido a melhor mistura obtida para a blenda 50%
LIG/PHBV, quando analisamos as criofraturas dos materiais injetados (Figura 18), com os
materiais das blendas que foram obtidos do Haake com rotores (Figura 17).

Portanto, com base nas microscopias obtidas da topografia das blendas, e
principalmente, com base naquelas obtidas com a criofratura da blenda 50% LIG/PHBV,
processada no Haake e com a injetada, pode-se concluir que a blenda LIG/PHBV ¢

imiscivel, jd que nela se observa uma separacdo de fases (segregacdo entre as moléculas).
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V.2.7 ENSAIOS MECANICOS

Nos testes de tracdo e flexdo realizados para a blenda 50% LIG/PHBYV injetada, foi
utilizada uma velocidade de 5,0 mm/min (figura V.19) e foi observada uma diminui¢do das
propriedades mecanicas do material tanto em relacdo ao PHBV processado quanto em
relacdo ao PHBYV in natura. Desse modo, com base nos resultados observados nas curvas de
Tracdo e Flexdo, os valores determinados € mostrados nas tabelas V.3 e V.4 e o grifico na
figura V.19, de forca versus deformacgdo percebe-se que a forga aplicada a blenda é muito
menor que ao PHBV (in natura e processado). Pode-se perceber que os resultados das
propriedades mecanicas das blendas sdo menores em relagdo ao polimero de partida PHBV,
sendo indicios muito forte de que as blendas sdo incompativeis e imisciveis. Nota-se
também que o mdédulo (Young) aumenta na Blenda e a diferenca entre os mddulos do
PHBYV e a blenda ¢ minimo na tragdo. No entanto este médulo torna-se maior para a blenda
nos ensaios de flexdo indicando que a blenda é mais rigida do que o PHBV nas condicoes
padrdes em que foram efetuadas as das medidas.

1200

Ensaio de Tracao — 347 Ensaio de Flexao
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Figura V.19: Curvas de tracao e Flexao da blenda 50% LIG/PHBYV, PHBYV (processado e in

natura).
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Na figura 20, pode-se ver uma foto do experimento em andamento do ensaio de Tragdo e

Flexao, respectivamente

A) Tracao B) Flexao

7
r
>
-
-

Figura V.20 Aparelho EMIC, para ensaio de Tracao e Flexao.

As tabelas V.3 e V. 4 s@o os resultados obtidos dos ensaios mecénicos de Tracdo e Flexao,

respectivamente.

Tabela V.3 : Resultados obtidos nos testes de Tracao.

Forga Tensdo na Alongamento M é6dulo de Ruptura
Amostras méxima forca médxima méximo (%) elasticidade (MPa)
(kgf) (MPa) (MPa)

PI:aBnYram 108,6 +2,3 23,4+ 0,6 5,5+ 0,4 853,33+ 42,3 23,1+ 0,7
PHBV

processado 110,6+4,2 24,1 £ 0,7 5,1+ 0,4 900,4 + 47,3 24,0+ 0,7
Blenda

Ligrasy | 33,4133 7,6+ 0,8 2,1 0,2 753,7+ 61,7 76407
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Tabela V.4 Resultados obtidos nos testes de Flexao.

Amostras Forca maxima (N) | Tensdo Maxima (MPa) | Mddulo (MPa)
PHBYV in natura 30,1127 31,1+£1,8 1779£120
PHBYV processado 32,6+1,3 35,0+1,4 2107£100
Blenda 50% LIG/PHBV 14,842,5 15,2420 23444169

A diminui¢do das propriedades mecanicas na blenda fica bem evidente nos graficos
de tracdo e flexdo e nas tabelas apresentadas. Também se observa que as propriedades
mecanicas do PHBV, que antes de ser injetado, ja havia sido processado, sdo melhores do
que o ndo processado (in natura).

E importante, mencionar que durante a extrusio da blenda 50%LIG/PHBYV, notou-
se a liberacdo de vapor proveniente provavelmente, de umidade presente na lignina, o que
pode ter causado uma possivel degradacdo do PHBV, e o aumento na caracteristica
quebradica e na porosidade do material. Na injecdo da blenda, porém, houve um maior
controle quanto a umidade no sistema, ndo havendo problemas quanto a formacgdo de
vapores. Assim, a blenda obtida na propor¢cao 50% lignina/PHBV, ndo apresentou
propriedades mecanicas melhores do que o PHBV (in natura) e o PHBV (processado na
extrusora), deve-se tentar otimizar o processo de obtengdo das blendas para que o material

possa ter melhores propriedades mecénicas .

V.2.8 ANALISE ELEMENTAR DAS BLENDAS, LIGNINA E PHBV

Nesta andlise, foi notado que as porcentagens de carbono e hidrogé€nio ndo variam
muito e estdo muito proximo do valor tedrico (calculado) para o mondmero de PHB
(sabendo que temos aproximadamente 18% de PHBV no Polimero), pode-se prever que a
porcentagem encontrada deveria ser maior que o calculado para o mondmero de PHB,
conforme as porcentagens obtidas para carbono (55,8%) e hidrogénio (6,98%), mas €
interessante ressaltar a presenca de nitrogénio nas amostras, o que pode determinar a
presenca de proteinas ou materiais nitrogenados, indicando provavelmente a presenca de
residuos provenientes de microrganismos (PHBV) nas amostras.

Em relacdo a lignina fica dificil determinar a porcentagem tedrica (calculada), porque

a complexidade da molécula pode induzir a erros, pelo ndo conhecimento prévio da lignina
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de bagaco de cana de agicar que tem uma estrutura molecular um pouco diferenciada das

ligninas mais conhecidas na literatura e pela propria estrutura complexa da lignina.

ANALISE ELEMENTAR
Amostras dia : 21/08/2002 23/07/2003
PHBYV (Bruto) - %C = 56,87 PHBYV (Bruto) - 9%C = 55,97
%H= 17,12 %H = 1747
%N = 0,42 %N = 0,83
PHBV (processado) - %C = 56,73 PHBYV (processado) - %C = 55,63
9%H = 17,20 %H= 17,30
%N = 025 %N = 094
Lignina (modificada) - %C = 61,69 Lignina (modificada) - %C = 57,53
%H = 5,93 %H = 5,85
%N = 0,68 %N = 1,55
Blenda (Lignina 50%) - %C = 59,95 Blenda (Lignina 50%) - %C = 58,11
%H = 6,40 %H = 6,87
%N = 0,52 %N = 0,74

Blenda (Biodegrada-Lignina 40%) -%C = 57,76
%H = 6,65
%N = 1,11

Tabela V.5 Analise Elementar

V.2.9 Densidade (sélido) (¢/L ou g/cm?)

Foram feitas as medidas das densidades dos materiais poliméricos, pois se desejava
saber a densidade real das amostras para que pudéssemos corrigir as porcentagens das
massas a ser usadas para obtencdo da blenda (Lignina/PHBV). E interessante notar que
temos diferencas significativas em relacio ao PHBV (bruto=1,01 g/L.) e PHBV
(processado=1,23 g/L), a densidade encontrada para o PHBV comercial (Aldrich) é de =
1,2 g/L.
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A Lignina de bagago de cana tem a densidade (medida) = 1,38 g/L, enquanto que as
ligninas comerciais de madeira (Melbar) tem a sua densidade em torno de 1,2 g/L, portanto
para trabalhos futuros estes dados terdo que ser analisados e um tratamento prévio das
amostras deverd ser feita para que sejam sanadas estas pequenas diferencas que podem
gerar erros no tratamento dos dados, a reprodutibilidade e otimizacdo do processo de

obtencdo de blendas poliméricas de Lignina/PHBV.

21/08/2002 05/08/03

(g/L) (g/L)
PHBYV (Bruto) -densidade = 1,01 0,97
PHBYV (processado) -densidade = 1,23 0,93
Lignina (modificada) -densidade = 1,38 1,24
Blenda (Lignina 50%) -densidade = 1,28 1,16
Blenda (Biodegrada-Lignina 40%)-densidade = ND 0,46

(Trametes versicolor)

Tabela V.6 — Densidade de Solido

V.2.10 DISCUSSAO PARCIAL DA CARACTERIZACAO

A caracterizagdo das blendas e dos materiais de partida (lignina e PHBV) foi realizada
pelos seguintes métodos: Infravermelho, Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
Termogravimetria (TGA), Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN—lH),
Andlise Mecanica-Dinamica (DMA), Andlise de Microscopia de Varredura (MEV),
Ensaios Mecanicos, Analise Elementar e Densidade de sélidos. Todos estes métodos
permitiram obter informagdes interessantes dos materiais estudados, mas devemos ter em
mente que outras informacdes podem ser obtidas por GPC (Cromatografia por Permeacgao
em Gel), Microscopia de For¢a Atdmica, Difracdo de Raio X, entre outras técnicas. Mas
devemos estar cientes de que o material estudado € novo na sua obtencao e todas as andlises
devem serem feitas para se obter mais informacdes da sua estrutura e para que este tenha
uma aplicagdo tecnoldgica, na substitui¢do do plésticos, por ter caracteristicas semelhantes

a estes e por ser um material ambientalmente degradavel.
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V.3 Ensaios de biodegradacao

Foram usados os fungos de degradagdo branca: Trametes versicolor (CCT 4521) e
Phanerochaete chrysosporium (ATCC 24725), porque estes fungos sdo especialistas na
biodegradacdo da lignina e provavelmente podem degradar PHBV e a Blenda. Ficou ainda
como uma proposta usar bactéria para a degradacdo do PHBV, mas levando se em
consideragdo que o PHBV ¢ facilmente degradado a CO, e H;0, esta consideracdo foi
descartada pelo tempo e objetivo do estudo proposto. Mas, no futuro deve ser feito algum
tipo de biodegradacdo com bactéria para se ter mais dados sobre a degradacdo da blenda, e
se os fungos estdo usando a lignina como fonte de carbono ou o PHBV, ainda se o material

s6 € usado como suporte.

V.3.1 Ensaios realizados com o Trametes versicolor

Os testes de biodegradacdo utilizando Trametes versicolor, foram realizados para
todas as blendas (20, 40, 50, 60 e 80% em massa de lignina). No entanto, esses testes foram
divididos em duas etapas, primeiramente, foram utilizadas as blendas 20, 50 e 80%
LIG/PHBV, as amostras continham em média massas entre 3,0 e 4,0 g. Nessa primeira
etapa, o tempo maximo de incubacgdo foi de 21 dias e as aliquotas utilizadas para medir a
atividade enzimadtica foram retiradas de acordo com o crescimento observado do fungo.

Na segunda etapa, os testes foram realizados com as blendas 40 e 60% LIG/PHBV e
com o PHBV processado e as amostras também continham em média massas entre 3,0 e 4,0
gramas, o tempo maximo de incubacgdo foi de 32 dias e as aliquotas utilizadas para medir a
atividade enzimadtica foram retiradas em intervalos de 7 dias.

Durante o teste de biodegradacdo, observou-se nas duas etapas, que dentro de
aproximadamente uma semana, toda superficie da blenda ficava recoberta pelo fungo, e
que a populacdo de microrganismo permanecia crescendo e se desenvolvendo aderido ao
material, como pode ser observados nas figuras V.21 e V.22.

Na segunda etapa, onde o tempo de incubacao foi maior, apds o periodo de 32 dias
foi observado que as amostras envolvidas pelo fungo presente no meio de crescimento se
romperam, isto significa que a fonte de carbono existente inicialmente no meio liquido (2%

extrato de malte) havia acabado. Porém, a populacdo de microrganismos existente na
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superficie da blenda permaneceu aderida e apresentou crescimento, o que sugere que esta
populacdo estava utilizando a blenda como fonte de carbono. Notou-se ainda que o PHBV
processado apresentava uma coloragdo mais esbranquicada apds a conclusdao do teste de
biodegradacio, o que também poderia ser encarado como um indicio de sua degradagdo.

As fotos abaixo (Figuras V.21 e V.22) mostram as pecas de PHBV processado e
blendas, envolvidas pelo Trametes versicolor no meio liquido e também as amostras

liofilizadas, onde se nota o fungo aderido no material.

Figura V.21 (A) Teste de biodegradacao em meio liquido realizado para o PHBV
processado em Haake, utilizando Trametes versicolor; (B) Amostra liofilizada de

PHBY processado em Haake, apos o teste de biodegradacao.

'

Figura V.22: (A) Teste de biodegradacio em meio liquido realizado para a blenda
60% LIG/PHBYV, processada em Haake, utilizando o Trametes versicolor; (B) Amostra
liofilizada da blenda 20% LIG/PHBYV, processada em Haake, apés o teste de

biodegradacao.
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Na andlise de MEV feita para a criofratura da blenda 40% LIG/PHBYV submetida ao
teste de biodegradacdo pode-se observar hifas do fungo aderidas ao material, o que mostra
que o microrganismo estava utilizando a blenda como fonte de carbono para seu

crescimento ou suporte de mobilizacgao.

_.50 pm &P VA . £
Figura V.23: Microscopias obtidas para a blenda 40% LIG/PHBYV, processada em
Haake, submetida ao teste de biodegradacio com aumento de: (A) 1000x; (B)1000x;
(C) 500x.

Nas andlises de MEV obtidas para a criofratura do PHBV processado submetido ao
teste de biodegradagdo, ndo se observa a presenca de hifas no interior do material como no

caso da blenda 40% LIG/PHBYV, apesar da grande quantidade de fungo observado na
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superficie do PHBV processado (Figura V.21). Isto pode ser explicado pelo fato de que a
blenda constitui um material muito mais poroso que o PHBV processado, devido a presenca
de espacos vazios entre as interfaces dos polimeros, como pode ser observado comparando-

se as microscopias obtidas na criofratura da blenda 50% LIG/PHBV (Figura V.15 ) com

aquelas obtidas para o PHBV ap6s o teste de biodegradacao (Figura V.24).

Figura V.24 Microscopias obtidas para o PHBV processado em Haake, submetido ao

teste de biodegradacao, com aumento de: (A) 50x; (B)1000x; (C) 2000x.

Como j4 foi dito anteriormente, os testes realizados com o fungo Trametes versicolor
foram divididas em duas etapas. Assim sendo, as atividades enzimdticas medidas na

primeira e segunda etapa podem ser analisadas nas tabelas V.5 e V.6, respectivamente.
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Tabela V.7 Atividades enzimaticas medidas para as blendas contendo 20, 50 e 80% de

lignina em massa.

Atividade enzimatica de Lacase (UL’ 1)
Amostras
7 dias 12 dias 18 dias 21 dias
Controle* 79 71 78 77
Blenda 20% LIG 86 119 164 217
Blenda 50% LIG 41 84 152 216
Blenda 80% LIG 310 134 109 187

* Para fins de comparacdo um frasco erlenmeyer contendo apenas o meio liquido (2%
extrato de malte) e o fungo inoculado, foi mantido sobre as mesmas condi¢des de

temperatura e agitacdo do teste de biodegradacdo.

Tabela V.8 Atividades enzimaticas medidas para o PHBV processado e para as

blendas contendo 40 e 60% em massa de lignina.

Atividade enzimatica de Lacase (UL'I)
Amostras
7 dias 14 dias 21 dias 32 dias
PHBV 61 199 182 70
Blenda 40% LIG 102 181 148 122
Blenda 60% LIG 156 165 186 75

A ndo linearidade dos dados obtidos nas tabelas V.5 e V.6 ja era esperado, uma vez
que a atividade desenvolvida pelo microrganismo depende de uma série de fatores; assim
sendo, apesar de serem tomados os mesmos cuidados para uma determinada andlise €
comum que os resultados apresentem grandes diferencas.

De maneira geral, analisando-se as tabelas nota-se um aumento na produgdo de
Lacase com o aumento de lignina presente na blenda; isto j4 era esperado uma vez que a
biodegradacdo da lignina trata-se de um processo mais dificil do que a biodegradagdo do
PHBV, devido a sua maior complexidade estrutural (presenga de muitos anéis aromaticos).

Com relagdo a tabela V.6, nota-se a diminui¢do na produgdo de Lacase depois de 32

dias de incubacao, isto ocorre devido a diminui¢do na oferta de carbono do meio, o que
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causa a diminui¢do da populacdo de fungo e conseqiientemente, a queda de atividade da
Lacase. Foi observado na tabela V.6 que com o aumento de porcentagem da lignina hd um
aumento da enzima Lacase no meio e apds 32 dias hd uma dréstica reducdo na producio de
enzima o que sugere que depois da enzima degradar o material que o fungo nio consegue
usar como fonte de carbono, o microrganismo pare de liberar enzima para o meio. Sendo,
lacase (Figura V.25) uma fenol oxidase (p — difenol oxidase), catalisa a oxidacdo de vdrias
substincias aromdticas e inorgénicas, particularmente fendis, com a simultinea reducio de
oxigénio para dgua (Thurston, 1994; Xu, 1996). Compostos fendlicos sio amplamente
distribuidos na natureza e sua oxidacdo ou derivatizagdo oxidativa é importante em
processos tais como oxidacdo celular, protecio da parede celular, escurecimento em frutas,
processamento de sucos e vinhos, deslignificacdo de polpas, descoramento de tecidos e
detoxificacdo de solos e dguas contaminadas (Xu, 1996; Smith e col., 1997; Minussi e col.,

1998; Durdn, 2000).

Figura V.25 Modelo da estrutura esquematica da Enzima Lacase.
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V.3.2 ENSAIOS REALIZADOS COM O Phanerochaete chrysosporium

Os resultados obtidos nos testes de biodegradagdo realizados com o Phanerochaete
chrysosporium (P. chrysosporium) foram muitos semelhantes aos obtidos com o Trametes
versicolor (T. versicolor). Como ja foi mencionado que as blendas utilizadas nesse estudo
foram as 40, 50 e 60% LIG/PHBV, além do PHBV processado.

Aparentemente, o crescimento do P. chrysosporium mostrou-se mais rapido que o
crescimento observado para o 7. versicolor, sendo que a superficie de cada uma das blendas
e do PHBV processado foi totalmente coberta em aproximadamente 5 dias; além disso a
quantidade de fungo presente em cada material e no meio em geral, foi maior que nos testes
realizados com o T. versicolor. Novamente, observou-se que o PHBV apresentava uma
coloracdo mais esbranquicada apds a conclusio do teste de biodegradacao, o que também
poderia ser encarado como um indicio de sua degradacao.

No entanto, apesar de aparentemente possuir um crescimento maior e mais rapido,
ndo se observa nas microscopias obtidas através da criofratura da blenda 50% LIG/PHBV
submetida ao teste de biodegrada¢do com o P. chrysosporium (Figura V.27), hifas no
interior do material, como foram observadas na blenda 40% LIG/PHBYV utilizando-se o T.
versicolor. Apesar do tempo de incubacdo do 7. versicolor ter sido um pouco maior,
provavelmente, o principal fator responsdvel por essa diferenca foi a ndo adaptacio do P.
chrysosporium ablenda 50% LIG/PHBYV, como foi feito no caso do T. versicolor.

A foto da figura V.26, pode dar uma idéia da adaptacdo do fungo na blenda em meio
s6lido. Foi observado pela drea de ocupagdo do fungo que o crescimento foi praticamente o

mesmo para todas as propor¢des de blendas.

Figura V. 26 Trametes versicolor em meio sélido com proporcoes crescentes de
blenda.
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Em todos os casos o tempo de incubacdo foi de 7 dias, mas a partir da placa de 20%,
ou seja, com o aumento de porcentagem de lignina, foi observado que ha uma aceleracdo
no tempo de esporulagcdo, o que sugere uma provavel adaptacdo ou estresse do fungo. Na
figura V.27 podemos ver a morfologia (MEV) das blendas 50% Lignina/PHBV processada

em Haake pela criofratura do material.

Figura V.27 - Microscopia da criofratura da blenda 50% LIG/PHBYV, processada em
Haake, submetida ao teste de biodegradacio com o Phanerochaete chrysosporium, com
aumento de: (A) 200x; (B)1000x.

Na Figura V.28, foi observado que ndo ha penetragao do P. chrysosporium no PHBV.
Neste caso, além de nao haver adaptacao do fungo, existem ainda dificuldades encontradas
na morfologia da blenda, como também foi observado para o T. versicolor, devido a menor

porosidade desse material com relagcdo as blendas produzidas.

Figura V.28 - Microscopia da criofratura do PHBV processado em Haake, submetido
ao teste de biodegradacao com o Phanerochaete chrysosporium, com aumento de: (A)
1500x; (B) 50x.
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V.3.3 DISCUSSAO PARCIAL DO ESTUDO DA BIODEGRADCAO

Foram wusados os fungos brancos de decomposicdo; Trametes versicolor e
Phanaerochatae crysosporium, porque estes fungos sdo especialistas na degradacdo da
lignina e o grupo de pesquisa ja trabalha com estes fungos a algum tempo o que facilitou a
andlise dos dados obtidos. Foi proposto também o uso de bactérias para que pudéssemos
elucidar algumas duvidas na degradacdo dos materiais, assim como: os fungos realmente
estavam degradando a lignina ou o PHBV ou o material estava sendo s6 usado como
suporte? E claro que estas perguntas sé poderdo ser respondidas sem sombra de ddvida
quando forem quantificadas por métodos como o teste de Sturm. Mas, tudo leva a crer que
os fungos degradam o material e o estdo usando-o como fonte de carbono, tanto pela
disponibilidade do PHBV que € facilmente biodegradado no meio ambiente, como a
especialidade destes fungos por lignina. Sabe-se hoje que estes fungos brancos de
decomposicdo degradam a lignina por eles secretarem peréxido de hidrogénio (H,O;) e a
uma familia de enzimas peroxidases e fenoloxidases (Kirk, 1985).

A enzima Lacase pode ser estudada e quantificada a sua atividade enzimdtica,
enquanto que para a LiP (lignina Peroxidase) ndo foram feitos estudos nas condig¢des
propostas neste trabalho. Porém, ndo se pode concluir qual das atividades enzimaticas
foram mais eficientes, uma vez que aparentemente a LiP (Lignina Peroxidase) ndo apareceu
no meio estudado porque o fungo Phanaerochatae crysosporium ndo entrou em estresse e
portanto ndo liberou a enzima para que esta degradasse o material. Provavelmente o fungo
conseguiu degradar o material, com uma pequena quantidade de enzima (LiP), por isso ndo
foi possivel encontrar a lignina no meio, este fato ja € conhecido e ocorre para alguns
fungos de decomposi¢do branca, quando eles encontram no meio um material que pode ser
facilmente biodegradado como o PHBV, ou seja, eles precisam de uma fonte de carbono
adicional que funciona como um co-substrato para depois degradar a lignina, ja que a
lignina ndo funciona como fonte de carbono e energia para os fungos basidiomicetos.
Certamente este mecanismo esta regulado pelo balanco entre as reacdes produtoras e
consumidoras de energia (Kirk, 1985). Foram feitos os estudos de biodegradacdo com os
micélios dos (T. versicolor e P. chrysosporium), por ser mais pratico e mais seguro do que

trabalhar com esporos.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

A idéia central desse trabalho era a obtencdo de uma blenda que possuisse boas
propriedades mecanicas, que pudesse ser usada como material para interiores de carros (ou
outras utilidades tecnoldgicas), material de baixo custo comparado com o PHBV, blendas
que sejam biodegraddveis ou material polimérico ambientalmente degraddvel (PAD).
Levando-se em consideracao que a metodologia empregada para a obtenc¢do da Blenda nao
tem descricao na literatura para estes polimeros, sendo que, na literatura s foi encontrada
obtencdo de materiais similares em filmes, apesar de que algumas etapas ndo foram
atingidas satisfatoriamente, mas os resultados devem ser analisados com profundidade, pois
sao promissores e devem ser o inicio de um estudo na obtenc@o de novos materiais a partir
de polimeros naturais biodegraddveis que sejam efetivamente compativeis e que tenham
aplicacdo tecnoldgica.

As andlises térmicas revelaram que as blendas produzidas possuiam propriedades
térmicas muito semelhantes a do PHBV processado, demonstrando indicios de que nao ha
interac@o entre os polimeros utilizados. Isto foi confirmado nas anélises de MEV, onde se
observou a presenca de vazios entre as interfaces dos polimeros (inclusive beneficiando a
biodegradacdo da Blenda), concluindo que as blendas eram imisciveis. Com os ensaios de
tracdo e flexdo verificou-se que o material obtido perde tanto em tragdo/flexdo em relacao
as propriedades mecanicas do PHBV, revelando que existe incompatibilidade da blenda.

No entanto, a idéia de se utilizar o PHBV, um polimero biodegradavel, com lignina,
polimero natural, obtido muitas vezes como residuo de processos industriais (industria
papeleira), € muito promissor, uma vez que existem muitas possibilidades de estudo para se
obter as melhoras desejadas para essa blenda. Como, por exemplo, o estudo das condicdes
de processamento das blendas, no sentido de garantir uma maior uniformidade no material
e possibilitar melhorias nas interfaces dos polimeros. Existe ainda a possibilidade de
utilizacdo de outras ligninas, ja que estas possuem caracteristicas diferentes conforme o seu
processo de obtencdo, o que também poderia acarretar em melhorias para o material. A

falta de compatibilidade entre as fases de lignina e PHBV poderia ainda ser contornada por
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meio da modificagdo estrutural de um dos polimeros ou pela adicdo de um agente
compatibilizante. Por esse motivo, dentro desse grande numero de possibilidades, seria
interessante a continuidade do estudo da obtencdo de uma blenda utilizando esses
polimeros, o que pode ser proposto como continuidade do trabalho, ja que o material obtido
apesar de falhas na sua obtencao, fica evidente que € um campo novo € promissor.

Quanto ao estudo da biodegradagdo ficou evidente, com os resultados obtidos nesse
estudo, a importancia de adaptacdo do fungo, quanto ao seu uso no futuro e a influéncia da
morfologia dos materiais. Foi constatado ainda que a quantidade de lignina presente no
material ndo constitui um fator limitante ao crescimento do microrganismo, mas que
provavelmente, interfira no tempo de degradacdo do material. Assim, a biodegradacao de
blendas produzidas a partir desses polimeros também constitui um grande campo de estudo,
e por esse motivo o aprofundamento das investigacdes ja iniciadas nesse projeto, também
deve ser proposto em outros, para que se obtenha um sistema melhor, na producido de
materiais poliméricos que tenham aplicacdo tecnoldgica e que sejam biodegradaveis. Nos
dias de hoje torna-se uma idéia interessante e necessdria, porque os polimeros tradicionais
que poluem o meio ambiente, devem ser substituidos, pois ja4 hd uma pressdo quando ao seu
uso no futuro, se queremos ter menos materiais poluentes, teremos que retird-los do
mercado; ndo € uma tarefa facil, mas € inevitdvel a sua substitui¢ao.

Além da sugestdo acima, o uso de um compatibilizante, pode-se também adicionar a
lignina grupos que possam ter uma melhor interacdo entre a lignina e o PHBV. Uma das
propostas € modificar a lignina (metilar ou acetilar) e estudar as propriedades fisicas da
blenda e a sua biodegradagcdo. Vale a pena também estudar outros tipos de ligninas
produzidas pela industria papeleira, lembrando que a lignina usada neste trabalho foi a
lignina de bagaco de cana de aguicar e que outros tipos de lignina sdo facilmente obtidas no
mercado; este detalhe é importante porque o custo na obten¢do de materiais poliméricos
pode ter uma influéncia muito grande neste tipo de estudo, na obtencdo de blendas
poliméricas, ja que pode ser favordvel a um pais como o Brasil que tem uma reserva vidvel
na obtencdo destas blendas pela disponibilidade de ligninas de diferentes tipos.

A obtencdo de uma blenda polimérica de lignina/PHBV € vidvel e apenas é uma
questdo de tempo e paciéncia para a otimizacdo deste processo; os cuidados deverdo ser

mais bem trabalhados e refinados para que o sucesso na obten¢do deste novo material
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tenha éxito. Teremos que equacionar, a perda de massa da lignina durante o processo de
aquecimento e a degradacdo do PHBV; ainda a umidade no material deve ser melhor
avaliada; nota-se que quando o material foi extrudado, nas melhores condi¢des da extrusora
monorosca do Haake, h4 um aumento de pressdo no sistema. Isto poderia ser evitado se o
processo fosse realizado numa extrusora que tivesse desaeracdo; foi impossivel processar
este material nesta extrusora, pela quantidade de material disponivel. Fica, portanto a
sugestdo que estudos futuros devem ser elaborados, partindo das premissas levantadas e
pela experiéncia adquirida neste trabalho. Estes estudos devem ser feitos em misturadores
com desaeracdo, no Haake ou outros misturadores mais potentes, tipo Bradbury ou
extrusora com dupla rosca; sem ddvida a obtencdo de novos materiais biodegraddveis com
aplicacdo tecnoldgica ja € uma realidade.

Pode-se concluir também que as blendas de porcentagens 50% e 40% de
Lignina/PHBYV foram as estudadas porque sdo as que apresentaram uma melhor morfologia
e as que quando testadas apresentaram melhor dureza. Percebe-se também que aumentando
a porcentagem de lignina, a blenda tornava-se mais quebradica e com escamas. Por outro
lado aumentando a porcentagem de PHBV na Blenda, também apresenta uma maior
fragilidade e por outro lado o preco também ndo € atrativo ainda para se trabalhar com
material deste tipo.

Uma outra contribui¢do relevante deste trabalho foi a determinacdo da porcentagem
de 18% de HV no copolimero de PHBV, sendo que o material fornecido veio especificado

como sendo um lote de PHB.
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