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RESUMO

Neste estudo, foram preparados nanocompdsitos de PLA e argilas organofilicas Cloisite
20A e Cloisite 30B, pelo método de intercalagio do fundido. Os materiais foram
caracterizados mediante Difracio de Raios-X (DRX), Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), Andlise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Diferencial
Exploratéria (DSC). A influéncia das argilas organofilicas no processo de biodegradagdo do
PLA foi avaliada pela quantificacio da taxa de mineralizacio do PLA e dos
nanocompositos pela norma ISO 14855-2, em condi¢des simuladas de compostagem.
Também foi avaliada a influéncia das argilas no processo de degradacdo hidrolitica do
PLA, pela andlise visual e monitoramento de peso molecular apds os periodos de 15 e 30
dias de degradacdo em composto. Diante da falta de informacdo relacionada a
ecotoxicidade de polimeros biodegraddveis, a avaliacdo de efeitos citotoxicos, genotoxicos
e mutagénicos do composto organico apds a degradacdo dos materiais foi realizada
empregando o bioensaio com o organismo teste Allium cepa. Os nanocompodsitos
preparados apresentaram estrutura intercalada, evidenciada pela andlise de DRX. As
micrografias obtidas por MET permitiram a observacdo de diferentes niveis de dispersao,
incluindo regides esfoliadas. Foram verificadas, apds a incorporacdo das argilas
organofilicas, a reducdo da estabilidade térmica e o aumento do grau de cristalinidade do
PLA, pelas andlises de TGA e DSC, respectivamente. Com relacdo as medidas de
mineralizacdo, notou-se que a argila Cloisite 20A ndo apresentou influéncia significativa na
biodegradacdo do PLA. Por outro lado, a argila Cloisite 30B levou a redugdo dos valores de
mineralizacdo comparados com o polimero puro, o que pode estar relacionado a atividade
antimicrobiana de seu agente modificador. Na avaliacdo da degradacao hidrolitica, notou-se
que a presenca de argilas organofilicas pode diminuir a taxa de degradacao, possivelmente
pela atuacdo de suas camadas como barreira. Ainda assim, mesmo no caso dos
nanocompdsitos, a redu¢iao do peso molecular foi significativa indicando que o processo de
compostagem € favordvel para a cisdo de cadeia do polimero nos materiais em estudo. Na
andlise realizada por meio do bioensaio com o organismo teste Allium cepa, foi verificado
que, apds a degradacdo do PLA e dos nanocompdsitos, o composto organico apresentou

redugdo do indice mitdtico e aumento da indugdo das alteragdes cromossdmicas, de forma



estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo do ensaio (dgua destilada).
Pela comparacdo dos resultados obtidos para os nanocompésitos em relagdo ao polimero
puro, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas. Os tipos de
aberracdes cromossOdmicas observadas indicam um efeito genotéxico dos materiais,

possivelmente relacionado a uma ac¢do aneugénica dos produtos de degradagdo do PLA.
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ABSTRACT

In this study, nanocomposites of PLA with organoclays Cloisite 20A and Cloisite 30B were
prepared by the melt intercalation method. The materials were characterized by X-ray
diffraction (XRD), Transmission Electron Microscopy (TEM), Thermogravimetric analysis
(TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The influence of organoclays in the
biodegradation process of PLA was assessed by quantifying the rate of mineralization
according to ISO 14855-2, in simulated composting conditions. The influence of clays
on the hydrolytic degradation process of PLA was also investigated by visual analysis and
monitoring of molecular weight after periods of 15 and 30 days of degradation in organic
compost. Given the lack of information related to ecotoxicity of biodegradable polymers,
the assessment of citotoxic, genotoxic and mutagenic effects of the organic compost, after
the materials degradation, was carried out using the bioassay with Allium cepa as test
organism. The nanocomposites presented an intercalated structure, evidenced by XRD
analysis. The TEM micrographs allowed the observation of different dispersion levels,
including exfoliated regions. After incorporation of organoclays, a reduction of thermal
stability and an increasing in the degree of crystallinity of the PLA were observed by TGA
and DSC analysis, respectively. In respect to the mineralization, it was noted that the clay
Cloisite 20A showed no significant influence on the biodegradation of PLA. On the other
hand, the clay Cloisite 30B led to decreased levels of mineralization compared to the
polymer, which may be related to an antimicrobial activity of its modifying agent. In the
evaluation of hydrolytic degradation it was verified that the presence of organoclays can
decrease the rate of degradation possibly by the action of its layers as a barrier.
Nevertheless, even in the case of nanocomposites, the molecular weight reduction was
significant, indicating that the composting process is favorable to the chain scission of the
polymer in the studied materials. In the analysis performed by the bioassay using the test
organism Allium cepa, it was verified that after degradation of PLA and the
nanocomposites, the organic compost showed an reduction of the mitotic index and an
increasing in the induction of chromosomal abnormalities. These results were statistically
significant in relation to negative control (distilled water). By comparing the results

obtained for the nanocomposites in relation to pure polymer, there were no statistically
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significant differences. The types of chromosomal aberrations observed indicate a possible
genotoxic effect of materials, which may be related to an aneugenic action of the

degradation products of PLA.
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NOMENCLATURA

A- Angstron (10'10 metro)

ABNT- Associacao Brasileira de Normas Técnicas
ASTM — American Society for Testing and Material
d- distancia entre as camadas ou planos de dtomos
Da — Daltons

DNA- Acido desoxirribonucleico

DRX- Difra¢do de Raios-X

DSC- Calorimetria Diferencial Exploratéria

EVA- poli(etileno-co-acetato de vinila)

IAC- Indice de Alteracdes Cromossdmicas

IM- Indice Mitético

IMut- Indice de Mutagenicidade

ISO- International Organization for Standardization
kV- quilo Volt

mA- mili Ampére

MET - Microscopia Eletronica de Transmissao
MMS - metil metano sulfonato

M,, - peso molecular numérico médio

M,, - peso molecular ponderal médio

nm — nandmetro (10‘9 metro)

PBAS - poli (butileno succinato-co-butileno adipico)
PBAT - poli (butileno adipato-co-tereftalato)

PCL - poli (e-caprolactona)

PDI- Indice de polidispersividade

PE- polietileno

PET- poli (tereftalato de etileno)

PHA - polihidroxialcanoato
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PHB - poli(hidroxibutirato)

PHBYV - poli(hidroxibutirato-co-valerato)

PLA — poli(écido latico)

PDLA- poli (D-4cido latico)

PLLA- poli (L-4cido latico)

PDLLA-poli (DL-4cido latico)

PP- polipropileno

PS - poliestireno

PVC - poli(cloreto de vinila)

TGA- andlise termogravimétrica

Tsq - temperatura na qual ocorre perda de 5% em massa
Tc - temperatura de cristalizacao

Tg - temperatura de transi¢do vitrea

Tm - temperatura de fusdo

Thmax - temperatura na qual a taxa de perda de massa € maxima
Tonse - temperatura de onset de cristalizacao

TREF - trifluralina

u.a. — unidade arbitrdria

X - grau de cristalinidade

AH® - entalpia correspondente a fusdo de PLA 100% cristalino

m

AH . - entalpia correspondente a cristalizacdo a frio

AH ,, - entalpia correspondente a fusdo
0 - angulo de difracdo

A - comprimento de onda
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve o registro de um grande aumento no consumo de
plasticos. A Figura 1 representa a evolucdo de consumo aparente de plésticos no Brasil.
Este parametro é o resultado da soma do volume da produg¢do com o das importacoes,
menos o volume exportado. Estdo englobadas no levantamento as resinas de polietileno-PE,
polipropileno-PP, poliestireno-PS, poli(cloreto de vinila)-PVC, poli(tereftalato de etileno)-
PET e poli(etileno-co-acetato de vinila)-EVA. Pela estimativa o consumo de pldsticos foi
de aproximadamente 5,9 milhdes de toneladas em 2010, representando um aumento de
18,7% em relacdo ao ano anterior (ABIQUIM, 2012). O rdpido crescimento de residuos
plasticos e a limitacdo de aterros sanitdrios, direciona os esforcos para o uso de polimeros

biodegraddveis.
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Figura 1. Consumo aparente de pldsticos no Brasil (ABIQUIM, 2012).

Como representado na Figura 2 sdo reconhecidas quatro categorias de polimeros
biodegraddveis: extraidos diretamente de matérias-primas naturais, produzidos por sintese
quimica a partir de mondmeros bio-derivados, produzidos por microorganismos, €

produzidos a partir de petréleo bruto (AVEROUS, BOQUILLON, 2004).
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Figura 2. Classificacdo de polimeros biodegraddveis (adaptado de AVEROUS,
BOQUILLON, 2004).

Segundo Kijchavengkul e Auras (2008) os termos biopolimeros e pldsticos
biodegraddveis, apesar de comumente empregados como sindnimos, apresentam definicoes
distintas. Biopolimeros sao polimeros produzidos a partir de recursos renovaveis,
principalmente de carboidratos e proteinas, tais como amido de milho, agucar e proteina de
soja. Por outro lado, a norma ASTM D6400-12 define um pldstico biodegraddvel como
“um pldastico em que a degradagdo resulta da acdo de microorganismos de ocorréncia
natural tais como bactérias, fungos e algas”. De acordo com esta defini¢do, portanto, as
fontes desses plasticos podem ser tanto naturais (por exemplo o poli(dcido latico)-PLA)
como f6ssil (por exemplo o poli(butileno-adipato-co-tereftalato)- PBAT).

Entre os polimeros biodegraddveis, o PLA € considerado um material muito
promissor. O PLA exige 25-55% menos energia durante o processo de sua producao do que

os polimeros a base de petréleo (VINK er al., 2003). Esse baixo consumo energético,



associado ao seu correspondente baixo custo, torna a producdo do PLA potencialmente
vantajosa (RASAL et al., 2010).

O PLA ¢ adequado para embalagens de produtos secos de curto tempo de prateleira,
mas ndo ¢ adequado para embalagem de fermentados e outros liquidos, dado a sua baixa
barreira natural ao O, e CO, (PRADELLA, 2006). Neste contexto, para melhoria de
propriedades do PLA (mecanicas, térmicas e de barreira), o preparo de nanocompdsitos
com argilas organofilicas tem sido reportado como uma alternativa eficiente (RAY,
OKAMOTO, 2003a).

A Figura 3 ilustra o ciclo de vida proposto para biopolimeros levando-se em
consideracdo a compostagem como destinacdo final (KDCHAVENGKUL, AURAS, 2008).
A compostagem consiste em um processo de decomposi¢ido de matéria organica, que ocorre
por acdo de agentes bioldgicos microbianos e apresenta como resultado final um produto
que pode ser aplicado ao solo para melhorar suas caracteristicas (CEMPRE,1995). A
degradabilidade permite que estes polimeros permanecam no ciclo natural do carbono.
Dessa forma, a compostagem € uma importante ferramenta de gerenciamento de residuos

(MEL, MARIANT, 2005).
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Figura 3. Producdo, consumo e disposicio de biopolimeros (adaptado de
KIJCHAVENGKUL, AURAS, 2008).
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O processo de compostagem € indicado como uma importante alternativa para
disposi¢cdo de embalagens de PLA, uma vez que as condicdes do processo (principalmente
temperatura e umidade) favorecem a degradacdo deste polimero. Segundo a norma ASTM
D6400-12 pldstico compostdvel é um “plastico que sofre degradagdo por processos
biologicos durante a compostagem, produzindo diéxido de carbono, 4dgua, compostos
inorganicos e biomassa a uma taxa consistente com outros materiais compostaveis
conhecidos, e que nao deixa residuos visualmente distinguiveis ou residuos toxicos”. Ainda
segundo esta norma, um plastico compostavel ndo deve afetar a habilidade do composto em
suportar o crescimento de plantas.

Embora aspectos relacionados a ecotoxicidade sejam relevantes pela propria
defini¢do de plasticos compostaveis, essa questdo € pouco explorada na literatura. Soma-se
a isto o fato de que muitos agentes de modificagdo sdo incorporados aos polimeros
biodegraddveis, a fim de obter melhorias em suas propriedades, como as argilas
organofilicas, e as informagdes sobre seus efeitos toxicos sdo ainda muito inconsistentes.
Com relacdo as argilas organofilicas comumente utilizadas no preparo de nanocompdsitos
de PLA, efeitos ecotoxicoldogicos sdo desconhecidos, como reportado em suas fichas
técnicas de seguranca (MSDS- Material Safety Data Sheet) (SOUTHERN CLAY, 2013).

Diante da falta de informacdo disponivel em relacdo ao tema e considerando que
uma importante proposta de destinacdo final de materiais a base de PLA € a compostagem,
foi proposta esta pesquisa, com 0s seguintes objetivos:

» preparo e caracterizagdo de nanocompdsitos de PLA e argilas organofilicas;

» avaliagdo da influéncia das argilas organofilicas no processo de biodegradacdo do
polimero;

» avaliacdo dos efeitos ecotoxicologicos de amostras de composto organico, apés a
degradacao

dos materiais em estudo, mediante bioensaio com o organismo teste Allium cepa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PLA
O primeiro passo para a producdo do PLA € a obten¢ao de 4cido latico. O acido
latico apresenta dois isdmeros 6pticos (L-dcido latico e D-acido latico), representados na

Figura 4.
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Figura 4. Estereoisomeros do 4cido latico: A. D-dcido latico; B. L-4cido latico
(AHMED,VARSHNEY, 2011).

A sintese quimica do &cido latico é principalmente baseada na hidrdlise da
lactonitrila por dcidos fortes, o que promove apenas a mistura racémica de D e L-4cido
latico. O interesse na producdo fermentativa do acido ldtico tem crescido devido a
preocupacio ambiental, priorizando o uso de recursos renovaveis ao invés de derivados do
petréleo. Além de possibilitar especificidade, por permitir a obtengdo tanto de D como de
L-acido latico opticamente puros, a producdo biotecnoldgica de acido latico oferecece
muitas vantagens comparadas a sintese quimica, como baixo custo do substrato e baixo
consumo de energia. A estereoespecificidade do acido latico depende do tipo de organismo
cuja enzima € envolvida em sua produ¢do (JOHN et al., 2007).

Os organismos que produzem predominantemente isomeros L sdo Lactobacilli
amylophilus, Lactobacilli bavaricus, Lactobacilli casei, Lactobacilli maltaromicus, e
Lactobacilli salivarius. Espécies como Lactobacilli delbrueckii, Lactobacilli jensenii, e
Lactobacilli acidophilus produzem o isomero D ou a mistura de ambos os isdmeros.
(NAMPOOTHIRI et al., 2010).

Em geral, existem trés métodos que podem ser usados para produzir PLA de alto

peso molecular (cerca de 100.000 Da): (a) condensagao direta; (b) condensagao azeotrépica



e (c) abertura do anel de lactideo (AURAS et al., 2004). A polimerizacdo através da
formacdo de lactideo € o método atualmente empregado pela Cargill Dow LLC para obter o
PLA com alto peso molecular para aplicagdes comerciais. Neste processo, a partir da
fermentagao da dextrose, ambos L-4cido latico, D- dcido latico ou uma mistura dos dois sao
pre-polimerizados para obter poli(4dcido latico) com baixo peso molecular, que é em
seguida, a baixa pressdo, convertido em uma mistura de estereoisdmeros de lactideo
(ALBERTSSON,VARMA, 2003). A condensacdo de duas moléculas de 4cido latico pode
formar: L-lactideo (duas moléculas de L-acido latico), D-lactideo (duas moléculas de D-
acido latico) e meso lactideo (uma molécula de L-acido latico e uma molécula de D-acido

latico) (Figura 5).
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Figura 5. Estereoisomeros do lactideo: A. D-lactideo; B. L-lactideo; C. D,L-lactideo
(AHMED, VARSHNEY, 2011).

De acordo com o modelo proposto por Kowalski er al. (2000) o anel de lactideo
pode ser aberto por ataque nucleofilico da ligac@o éster para iniciar a polimerizagdo. Alguns
exemplos de iniciadores (nucledfilos) sdo dgua e dlcool, incluindo o grupo hidroxila do

acido latico. A Figura 6 ilustra a abertura do anel de lactideo.

0] - n

Figura 6. Polimerizacdo do PLA via abertura do anel de lactideo (GROOT;KRIEKEN,
2010).



O octanoato de estanho-Sn(Oct), é amplamente utilizado como catalisador da
sintese de PLA, por sua solubilidade em muitas lactonas, aprovacdo da FDA (Food and
Drug Administration), alta atividade catalitica e habilidade de formacdo de polimeros com
alto peso molecular (GARLOTTA, 2002; KRICHELDORF, SUMBEL, 1989; VAN DIJK
et al., 1983).

A composi¢do estereoquimica do mondmero lactideo pode determinar a composi¢ao
estereoquimica do polimero resultante. A polimerizacdo do L-lactideo produz o poli (L-
acido latico)-PLLA e a polimerizacdo do D-lactideo produz o poli (D-4cido latico)-PDLA.
Ambos possuem propriedades idénticas exceto a estereoquimica. A mistura racémica (50%
D e 50% L-lactideo), por sua vez, forma o poli (DL-4cido latico)-PDLLA, que é um
polimero amorfo. O PLA ainda pode ser produzido com variadas fracdes de L. e D-acido
latico. Ja estd bem estabelecido que as propriedades do PLA variam muito dependendo da
razdo dos dois isdmeros € o peso molecular do polimero (AHMED,VARSHNEY, 2011;
LIM et al., 2008). O homopolimero PLLA é um material semicristalino, com o maior ponto
de fusdo, enquanto que copolimeros com maior teor do isdmero D exibem menores valores
de ponto de fusdo e apresentam cristalizacdo muito mais lenta (GRIJPMA, PENNINGS,
1994; KOLSTAD, 1996).

O PLA possui aplicagdes na darea médica (Figuras 7A e 7B), no setor de
eletroeletronicos (Figuras 7C e 7D), bem como na area téxtil mediante a utilizac@o de fibras
do polimero (Figuras 7E e 7F). A principal aplicacdo do PLA (cerca de 70%) € na area de
embalagens (JAMSHIDIAN et al., 2010). A Figura 8 ilustra alguns tipos de embalagens de

PLA comercialmente disponiveis.



Figura 7. Aplicacdes do PLA: A. fixagdes ortopédicas; B. ancora de sutura; C. chassi de
celular; D. chassi de computador; E. enchimento para travesseiros; F. tapete e revestimento
(CONMED, 2012; HENTON et al., 2005; SUZUKI, IKADA, 2010).

Figura 8. A. sacos para vegetais; B. recipiente para ovos; C. Garrafa (HENTON et al.,
2005; OBUCHI, OGAWA, 2010).

H4 a intencao de que o PLA seja utilizado como um substituto para termopldsticos a
base de petréleo, mas para isso algumas melhorias devem ser promovidas. Em produtos
alimenticios, por exemplo, onde propriedades de barreira s3o importantes, a substuicdo do
PET pelo PLA ndo seria possivel, uma vez que as propriedades de barreira do PLA ndo
estdo em paridade com o PET (LIM et al., 2008). De acordo com Yang et al. (2007), a
incorporagdo de nanoparticulas na matriz de PLA possibilitaria uma melhoria significativa
nas propriedades deste material, aumentando ainda mais a sua aplicabilidade. Neste
contexto, destaca-se o desenvolvimento de nanocompdsitos poliméricos com argilas

organofilicas.



2.2. Nanocompositos de PLA/montmorilonita organofilica
As argilas mais comumente utilizadas no campo de nanocompdsitos pertencem ao
grupo de filossilicatos 2:1, cuja estrutura encontra-se representada na Figura 9. A

montmorilonita, pertencente a este grupo, vem sendo amplamente empregada no preparo de

nanocompdsitos de PLA (BORDES et al., 2009).
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Figura 9. Estrutura de filossilicatos 2:1 (adaptado de RAY, BOUSMINA, 2008).

A montmorilonita pertence a familia das argilas conhecidas como esmectitas cujas
camadas sdo caracterizadas por estruturas constituidas por duas folhas tetraédricas de silica
com uma folha central octaédrica de alumina. A espessura de uma camada € cerca de 1 nm,
enquanto a dimensao lateral dos cristais pode variar de 30 nm a varios micrometros (RAY,
OKAMOTO, 2003b). As placas da montmorilonita sdo empilhadas face a face para formar
o reticulo cristalino. A distancia entre um plano de 4&tomos em uma camada estrutural e um
plano equivalente em outra camada estrutural € chamada de espacamento basal ou distincia
interplanar basal. O empilhamento dessas placas € regido por forgas polares relativamente
fracas e entre essas placas existem lacunas denominadas galerias (LUCKAM, ROSSI,

1999). A composicdo quimica geral da montmorilonita ¢ dada pela Férmula 1 (RAY,

BOUSMINA, 2008).



M)C(Al4_x Mg x) SigOzo(OH)4 (Férmula 1)

Onde: M representa cdtions monovalentes

X representa o grau de substituicdo isomorfica (entre 0,5 e 1,3)

A composi¢cdo quimica das esmectitas pode variar, pois na estrutura cristalina
ocorrem substituicdes isomorficas, ou seja, substituicdes de certos 4&tomos por outros com
diferentes valéncias, gerando cargas positivas ou negativas dependendo das valéncias dos
cations, sem que ocorra qualquer variagdo nas posi¢cdes que os atomos ocupam. As
substitui¢des isomorficas podem ocorrer em ambas as folhas tetraédricas e octaédricas. Por
exemplo, uma parte dos ions Si** das folhas tetraédricas podem ser substituidos por Al e
uma parte dos ions AI’* das folhas octaédricas podem ser substituidos por Mg2+ ou Fe**
(KE, STROEVE, 2005). No caso da montmorilonita essas substituicdes geram cargas
negativas que normalmente sdo compensadas por cétions alcalinos ou alcalinos terrosos que
sdo0 adsorvidos do ambiente, como Na®, Ca", Li", que residem nas galerias. Esses cations
sdo fixos eletrostaticamente e podem ser trocados por outros cations, por isso sao chamados
de cations trocdveis (ALEXANDRE, DUBOIS, 2000; RAY, OKAMOTO, 2003b; KE,
STROEVE, 2005).

A superficie da montmorilonita é relativamente mais hidrofilica do que o PLA, o
que justifica o uso de nanoargilas organicamente modificadas para compatibilizagdo com a
matriz do PLA e para facilitar a dispersdo no polimero. Para esta modificagcdo, os cations
presentes nas galerias da montmorilonita, tipicamente Na*, Li*, Ca**, Fe** e Mg**, podem
ser substituidos por troca cationica, pelo tratamento da argila com surfactantes, incluindo
cations organicos como os cétions quaternarios de amonio. Como resultado da modificagio
organica, as nanoargilas sao intercaladas com os cétions de alquilamonios, o que aumenta o
espacamento entre as camadas e melhora a compatibilidade da nanocarga com a matriz
polimérica (KRISHNAMACHARI et al., 2009). Diferentes tipos de argilas organofilicas
comerciais, como Cloisite 30B e Cloisite 20A, sdo utilizados em nanocompdsitos de PLA

(RHIM et al., 2009; SOLARSKI et al., 2007; YANG et al., 2007).
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As principais técnicas para preparacdo de nanocompdsitos sdo: polimerizacao
intercalativa in-situ, esfoliacdo com solvente e intercalacdo do fundido (HUSSAIN et al.,
2006). Recentemente, a técnica de intercalacdo do fundido tornou-se dominante para a
prepara¢do de nanocompdsitos de polimero e argilas organicamente modificadas, pois é
apropriada para uso industrial e ambientalmente adequada por ndo requerer a utilizagdo de
solventes (NAM et al.,2003; OKAMOTO et al.,2005). No método de intercalacdo do
fundido, € realizada uma mistura dos pellets do polimero com a argila em pd sob
cisalhamento, a wuma temperatura acima do ponto de fusdo do polimero
(KRISHNAMACHARI et al.,2009).

A Figura 10 ilustra o papel do cisalhamento no processo de intercalagdo do fundido.
Inicialmente o cisalhamento favorece a quebra de particulas maiores, separando-as em
tactoides dispersos (Figura 10A). Em seguida hd a transferéncia de stress do polimero
fundido para os tactéides, que permite a formacgado de tactdéides ainda menores (Figura 10B).
Por fim, pela combinagcdo do cisalhamento com a difusdo das cadeias poliméricas nas
galerias, as camadas de argila separam-se, promovendo o0 processo de

intercalacao/esfoliacao (Figura 10C) (FORNES et al., 2001).
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Figura 10. Importancia do cisalhamento no processo de intercalacao/ esfoliacao das
camadas de argila (adaptado de FORNES et al., 2001).

As propriedades de nanocompoésitos poliméricos com montmorilonita sao
dependentes de quao bem dispersas encontram-se as camadas de argila na matriz
polimérica. Em geral, a dispersao das argilas pode ser classificada em trés modos: (1)
quando as camadas de argila ndo estdo delaminadas, e os materiais tendem a exibir
propriedades de microcompdsitos convencionais; (2) quando as cadeias poliméricas estao
inseridas nas galerias, caracterizando uma estrutura conhecida como intercalada,
resultando no reforco do material; e (3) quando a argila estd completamente delaminada e
homogeneamente dispersa na matriz polimérica, caracterizando nanocompodsitos de

estrutura esfoliada, que refletem no potencial maximo para melhorias de propriedades

fisicas (LIM et al., 2008). As diferentes estruturas de nanocompdsitos estdo representadas
na Figura 11.
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Figura 11. Estruturas de nanocompdésitos poliméricos e argilas (adaptado de
ALEXANDRE, DUBOIS, 2000).

Diante da relevancia da aplicacdo de PLA em embalagens, destacam-se as melhorias
de propriedades de barreira a gases. Alguns estudos reportados na literatura relatam uma
eficiente redugdo de permeabilidade a oxigénio, didxido de carbono e vapor d’agua, como
consequéncia da incorporacdo de camadas de argila na matriz de PLA (CHANG et al.,
2003; CHOWDHURY, 2008; KATIYAR et al., 2011; KOH et al, 2008; MAITI et
al.,2002; RAY;OKAMOTO, 2003a; RHIM et al., 2009; THELLEN et al., 2005).

Este efeito positivo reflete a habilidade em particulas de argilas atuarem como
elementos de barreira, que forcam o permeante a percorrer um caminho tortuoso através do
nanocomposito. Os trés fatores principais que influenciam a permeabilidade de um
nanocompdsito sdo: a fragdo volumétrica das nanoparticulas, a orientacao relativa a dire¢ao
da difusdo e a razdo de aspecto das plaquetas (MORALES et al., 2010). Um modelo tedrico
de permeabilidade em filmes de nanocompdsitos foi formulado por Nielsen (1967). Para
suas expressdes tedricas, Nielsen assumiu que as camadas de argilas encontram-se

orientadas perpendicularmente ao fluxo do gés permeante (Figura 12).
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Figura 12. Caminho tortuoso da difusdo de um gds em um nanocompdsito de estrutura
esfoliada (adaptado de ALMENAR, AURAS, 2010).

Neste modelo, a permeabilidade a gases de nanocompoésitos (Ppanc) estd
relacionada com a permeabilidade da matriz polimérica (Pppa) € com a fracdo volumétrica

(Pargita), 0 comprimento (Largila), € a espessura (D) das camadas de argila, conforme a

Equacdo 1:
PpLanc 1
= Equacdo 1)
Ppra 1+(Largila/2Dargita) Pargila (

O modelo considera um fator de tortuosidade, definido na Equagao 2:

Largi =
=1+ (Zl;z_gl.(z> ¢argila (Equagao 2)
argila
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2.3. Biodegradacao do PLA

Uma representacdo esquemadtica da biodegradacdo de polimeros em condicdo
aerobia estd representada na Equagdo 3. Neste processo o carbono (C,oiimero) €
principalmente convertido em diéxido de carbono (CO,), uma fracdo menor € convertida
em biomassa microbiana (Cpjymasse) € ha ainda o residuo (C,.g440) que pode representar

uma fracdo ndo degradada do material ou ainda pode estar relacionado aos metabdlitos

(WILDE, 2005).

C

polimero

+ 0, —» CO+ H,O + C (Equacao 3)

+
residuo Cbiomassa
No caso de biodegradacdo sob condi¢Oes anaerdbicas o carbono organico €

convertido em biogés, uma mistura de metano (CHy4) e didxido de carbono, como indicado

na Equacdo 4 (WILDE, 2005).

Cpolz’mero —> CHy + CO2 + Cresiauo + Chiomassa (Equag@o 4)

O grau de biodegradacdo aerdbia pode ser determinado medindo a quantidade total
de CO, liberado ao longo do processo. A degradagdo de polimeros biodegraddveis €
geralmente definida como a percentagem de mineralizacdo, que € a proporcdo de gas CO,
cumulativa efetivamente gerada devido a degradacdo da amostra testada consideranto o
conteudo tedrico de CO, do material (KIICHAVENGKUL et al., 2006).

A avaliacdo da biodegradacdo pela determinagdo de CO, liberado (também
conhecida por respirometria) tem sido muito difundida e estd presente em diversas normas
preconizadas por organizacdes de padronizagdes como o Comité Europeu de Normas
(CEN), a Organizagdo Internacional de Normas (ISO), a Sociedade Americana de Testes e
Materiais (ASTM) e o Instituto Alemao de Normas (DIN) (MEI, MARIANI, 2005). A
avaliacdo de biodegradacdo em condi¢Oes controladas de compostagem geralmente é
conduzida de acordo com os padroes ASTM D5338 e ISO 14855, segundo os quais o0s

materiais em teste sdo incubados em biorreatores com misturas de composto a 58°C por 45
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dias, sendo que este periodo pode ser estendido por até no maximo 180 dias
(KIJCHAVENGKUL et al,, 2006). Temperaturas termofilicas (entre 50 e 60°C) sdo
desejaveis na compostagem, pois permitem taxas Otimas de degradacdo, bem como
eliminacdo de patégenos. Essas temperaturas sao alcangadas naturalmente em um ambiente
de compostagem devido as reacdes exotérmicas de decomposi¢cdo das substancias organicas
pela atividade microbiana (INACIO, MILLER, 2009).

A biodegradacao de plasticos depende de dois aspectos principais: fatores
ambientais e a estrutura quimica do polimero (KALE et al., 2007). O PLA, pela presenca
de ligacOes de grupo éster em sua cadeia, que sdo grupos funcionais hidrolisaveis, é
susceptivel a degradacdo hidrolitica (KALE et al, 2006). Assim, como mecanismo
proposto para a biodegradacio do PLA tem-se uma etapa inicial, que consiste na
degradacdo hidrolitica, esquematizada na Figura 13, a partir da qual sdo formadas
substancias de baixo peso molecular, que podem ser assimiladas pelos microorganismos,

degradadas e convertidas em metabdlitos (CHANDRA, RUSTGI, 1998).

M o o, o
OH/\n/o< :/U\o o\;/U\opoi
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Figura 13. Degradacao hidrolitica do PLA (adaptado de AURAS et al., 2004).
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A clivagem do PLA também pode ser realizada pela a agdo de enzimas excretadas
por microorganismos (IKURA, KUDO, 1999; JARERAT, TOKIWA, 2001; JARERAT,
TOKIWA, 2003a; JARERAT, TOKIWA, 2003b; MASAKI et al., 2005; NAKAMURA et
al.,2001; NAMPOOTHIRI et al., 2010; PRANAMUDA et al.,1997; PRANAMUDA et al.,
2001; TOKIWA et al., 1999; TOMITA et al., 1999; TOMITA et al., 2003; TOMITA et al.,
2004). No entanto, alguns estudos indicam que o PLA é menos suscetivel a degradacao
enzimatica do que outros poliésteres como o PHB, PCL e PBS (TANSENGCO;TOKIWA,
1998; SUYAMA et al., 1998; TOKIWA et al., 2009) e sua degradacdo em solo € muito
lenta (OHKITA; LEE, 2006; RUDNIK;BRIASSOULIS, 2011). Por outro lado, em
ambiente de compostagem, o PLA pode ser hidrolisado em pequenas moléculas
(oligdbmeros, dimeros e mondmeros) apos 45-50 dias em temperaturas entre 50-60°C
(TOKIWA, CALABIA, 2006). No processo de compostagem a cisdo de cadeia pela
degradacdo hidrolitica é favorecida pela umidade e temperatura, muito proxima da
transicdo vitrea, onde as cadeias comecam a ganhar flexibilidade, facilitando a difusdo de
moléculas de dgua (KIJCHAVENGKUL, AURAS, 2008; WEIR et al., 2004).

Com relagdo aos nanocompositos de PLA com argilas organofilicas,
comportamentos distintos tém sido observados pela avaliacdo de degradacdao em composto.
Alguns estudos indicaram que a degradacdo hidrolitica em condi¢cdes de compostagem
pode ser acelerada devido a presenga de grupos hidroxilas nas camadas de silicatos, os
quais poderiam agir como catalisadores (FUKUSHIMA et al., 2009; LIU et al., 2013).
Ozkoc e Kemaloglu (2009), por outro lado, observaram o retardo da degradacao hidrolitica
do PLA em composto apds a incorporacdo de argila organofilica, o que foi atribuido a
maior cristalinidade do nanocompdésito em relagdo ao polimero puro. No estudo conduzido
por Fukushima et al. (2012) foi reportado que durante um periodo de seis semanas, a
presenca de montmorilonita organofilica na matriz do PLA levou a um retardo no processo
de hidrélise do polimero, indicando um efeito de barreira as moléculas de dgua, mas apds
este tempo, foi verificada a fungdo catalitica da argila. No trabalho conduzido por Ray e
Okamoto (2003a) foi observado um efeito catalitico da montmorilonita organicamente
modificada somente apdés um més de degradacdo em composto. Antes disso, ndo foram

notadas diferencas significativas entre a degradacio do PLA e a do nanocompésito.
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Conforme descrito por Ray et al. (2003) um més poderia ser considerado o tempo critico
para que ocorra a absorcdo de dgua suficiente pela amostra de nanocompdsito e seja
verificado o efeito catalitico da argila organofilica na hidrdlise.

No processo de compostagem, a acdo de degradacdo bioldgica utiliza o O,
disponivel para transformar o carbono do substrato orgénico, obtendo energia e liberando
CO,, dgua e calor. A aplicacdo do composto organico em solo traz muitos beneficios a sua
capacidade produtiva, melhorando sua estrutura, aeragcdo, drenagem, capacidade de reter
dgua, bem como a presenca de macronutrientes € micronutrientes, essenciais para as
plantas. Como importante beneficio ambiental da compostagem, destaca-se o aumento da
vida 1til de aterros sanitdrios, que representam um investimento considerdvel para
municipios e tém curta vida util, em média 20 anos (INACIO, MILLER, 2009).

A proposta de compostagem como destinagcdo final para plasticos é recente. Nos
Estados Unidos, um programa de certificacdo foi lancado em 2000, pelo Instituto de
Produtos Biodegraddveis (BPI) e o Conselho de Compostagem dos Estados Unidos
(USCC). Este programa de certificagdo tem atribuido um rétulo de “compostavel” para
sacolas, embalagens e resinas poliméricas (WILDE, 2005). Atualmente este programa tem
como diretriz a norma ASTM D6400-12, que estabelece alguns requisitos para certificacao
de pldsticos compostdveis, relacionados a trés aspectos:

- desintegracdo: o plastico ndo deve deixar residuos visualmente distinguiveis;

- biodegradacdo: um nivel de biodegradacido deve ser atingido em testes com condi¢Oes
controladas.

- ecotoxicidade: o plastico ndo deve deixar residuos téxicos no composto ou afetar a

habilidade do composto em suportar o crescimento de plantas.

Alguns estudos demonstraram caracteristicas favoraveis do PLA com relagdo aos
requisitos de desintegracdo e biodegradacdo (KALE et al.,2006; KALE et al., 2007,
KIJCHAVENKUL et al., 2006). Kale et al. (2006) conduziram um estudo de degradacao
de garrafas e recipientes de PLA em uma pilha de compostagem. Pela andlise visual (Figura

14) notou-se uma rapida desintegracdo, que ocorreu em cerca de 30 dias.
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Figura 14. Desintegracdo de garrafas e recipientes de PLA em processo de compostagem
(KALE et al., 2006).

O gréfico da Figura 15 ilustra uma tipica curva de mineralizacdo obtida pela

quantificagdo do CO; liberado ao longo do tempo, de acordo com a norma ASTM D5338.
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Figura 15. Curvas de mineralizacdo de amostras de PLA e celulose (adaptado de KALE et
al., 2007).

Nota-se que o controle positivo do teste (celulose) alcancou a percentagem de
mineralizacdo de 70% em 45 dias de ensaio, pardmetro recomendado pela norma para a
validacdo do teste. As amostras de PLA, por sua vez, atingiram a percentagem de 60% que,
conforme a norma ASTM D6400-04, deve ser atingida em no méaximo 180 dias para que
um plastico seja considerado compostdvel. Esta norma foi recentemente atualizada, e
conforme a nova versdao (ASTM D6400-12) a percentagem de mineralizagdo de 90%

daquela apresentada pelo controle positivo deve ser atingida.
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Os efeitos ecotoxicoldgicos de polimeros biodegraddveis apds compostagem ou
degradacdo em solo sdo raramente estudados. Assim, hd uma eminente necessidade da
realizagdo de pesquisas com este enfoque, que possam fornecer informacdes sobre o
destino seguro destes materiais degraddveis no ambiente (CIWMB, 2007). Neste contexto,
destaca-se o potencial uso de bioindicadores, que sdo definidos como espécies capazes de
indicar os primeiros sinais de estresse ambiental causados por contaminantes para os niveis
de organizagdo biolégica (ADAMS, 2002). Ensaios utilizando bioindicadores (bioensaios)
sdo amplamente utilizados para avaliar a possivel inducdo de alteracdes que poluentes
presentes no ambiente possam promover sobre a biota exposta (WALKER et al., 1996).

Diversos organismos podem ser utilizados como indicadores de impactos
ambientais. Os bioensaios com plantas, considerados bastante sensiveis e simples, sdo
validados por institui¢des internacionais como a United Nations Environmental Program
(UNEP), World Health Organization (WHO) e US Environmental Protection Agency
(USEPA), pela sua eficiéncia no monitoramento dos efeitos genotéxicos e mutagénicos

causados por poluentes ambientais (MENKE et al., 2001).

2.4. Organismo teste Allium cepa

Para facilitar o entendimento deste item da revisdo bibliogréfica, alguns conceitos
de termos empregados ao longo do texto podem ser consultados no Glosséario (péagina 103).

Dentre os vegetais superiores utilizados como bioindicadores, destaca-se a espécie
Allium cepa, amplamente empregada para a determinacdo dos efeitos citotdxicos,
genotoxicos e mutagénicos de vdrias substancias como metais, pesticidas, hidrocarbonetos
aromadticos, corantes da industria téxtil, produtos usados para desinfeccao de dgua potavel e
também misturas complexas, como amostras ambientais de dgua e solo contaminadas
(LEME, MARIN-MORALES, 2009). A espécie Allium cepa apresenta algumas
caracteristicas especiais, 0 que a torna um excelente organismo teste a ser usado em
avaliacdes do comprometimento ambiental, como: crescimento rdpido de suas raizes,
grande numero de células em divisdo, disponibilidade durante o ano todo, facil manuseio e
por possuir nimero reduzido de cromossomos (2n = 16) de grande tamanho, o que facilita

a observacio de danos na sua estrutura (FISKEJO, 1985; MA et al., 1995).
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O teste de A. cepa permite a avaliagdo de diferentes endpoints genéticos, tais como
indice mitdtico, aberracdes cromossOmicas e presenca de micronicleos (CABRERA,
RODRIGUES, 1999). O indice mitético (IM), caracterizado pela razao entre as células em
divisdo celular e o total de células observadas, pode ser utilizado como parametro para
avaliar a citotoxicidade de vérios agentes (LEME, MARIN-MORALES, 2009). Smaka-
Kincl et al. (1996) reportaram que a diminuicido do IM avaliada na regido meristematica de
raizes de A. cepa pode ser considerada confidvel para a determinacao da citotoxicidade no
monitoramento da polui¢do. Este parametro tem sido comumente empregado em estudos
recentes de monitoramento ambiental (BIANCHI er al., 2011, CARITA, MARIN-
MORALES,2008; HOSHINA, MARIN-MORALES, 2009).

O termo genotoxico aplica-se ao agente capaz de promover danos no material
genético. Como exemplos de alteracdoes consideradas genotdxicas, t€m-se as seguintes
aberragcdes cromossdmicas: C-metafases, metafases polipldides, metafases com aderéncias,
metafases com perdas cromossdmicas, andfases e tel6fases com atrasos, perdas e pontes
cromossOmicas. Essa classificacdo é assumida por ndo se saber se as derivacdes dessas
anormalidades decorrem, de fato, em um efeito mutagénico, uma vez que as células podem
sofrer injurias ou morrer, ou podem ainda corrigir o “erro”, ndo derivando assim em uma
célula com mutagdo. A presenca dessas alteragdes pode indicar que a substancia tem acdo
sobre o material genético (CARITA, MARIN-MORALES, 2008). As alteragdes nucleares,
como nucleo lobulado, nicleo com broto, células polinucleadas, entre outras, também
podem ser consideradas como endpoints de genotoxicidade (FERNANDES, et al., 2007,
LEME, MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO et al., 2011).

Para avaliacdo de efeitos mutagénicos, os microntucleos sdo considerados por muitos
autores como um endpoint eficaz e simples de analisar. Uma mutacdo € definida como uma
mudanga na sequéncia do DNA, que leva a uma alteracdo herdavel da funcdo génica. Os
microntucleos aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos induzidos nas células
parentais. Os fragmentos cromossOomicos que resultam de quebras podem ndo ser
incorporados ao ntcleo principal das células-filhas apds a mitose. Uma membrana nuclear
se formard ao redor do fragmento, formando um pequeno nicleo separado do nicleo

principal da célula. Os micronicleos podem, também, ser formados a partir de um

21



cromossomo inteiro (RIBEIRO et al., 2003). As quebras cromossOmicas sdo altamente
relacionadas aos eventos mutagénicos (SERRES er al, 1978). Portanto, além dos
micronucleos, a frequéncia de quebras também pode ser utilizada para a avaliacdo da
mutagenicidade (FISKEJO, 1985).

O organismo-teste A. cepa também permite a investigacdo do mecanismo de acdo de
um agente sobre o material genético (efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos) (LEME,
MARIN-MORALES, 2009). A acdo clastogénica € caracterizada pela indug@o de quebras
cromossOmicas durante a divisdo celular. A agdo aneugénica, por sua vez, decorre da
inativacao de estruturas citoplasmaticas da célula, como o fuso mitético (FENECH, 2000),
levando a segregacdo anormal dos cromossomos, € consequentemente, a aneuploidia ou
poliploidia (ALBERTINI et al., 2000). De uma forma simplificada as pontes e quebras sao
indicadores de acdo clastogénica, enquanto perdas, atrasos, aderéncias, multipolaridades e
C-metéfases resultam de efeitos aneugénicos (LEME, MARIN-MORALES, 2009). A
Figura 16 ilustra exemplos de aberragdes cromossOmicas e micronicleos, enquanto que a

Figura 17 mostra algumas alteracdes nucleares observadas em células meristematicas de A.
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Figura 16. Aberracdes cromossdmicas e microntcleos em células meristematicas de Allium
cepa. A. Nucleo interfasico normal; Aj. Micronticleo na intérfase; B. Profase normal; By.
Préfase com microntcleo; C. Metafase normal; C;. Metafase com aderéncia cromossomica;
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C,. C-metafase; C;. Metafase polipldide; C4. Metdfase com quebra cromossdmica; D.
Anéfase normal; Dj. Andfase com ponte cromossdmica; D,. Andfase multipolar; Dy,
Andfase com perdas cromossdmicas (setas); E. Tel6fase normal; E;. Tel6fase com atraso
cromossOomico; E,. Teléfase com ponte cromossomica; Ez. Teléfase com ponte (cabeca de
seta) e perda cromossOmica (seta) (adaptado de MARIN-MORALES et al.,
2008;VENTURA, 2004).
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Figura 17. Anormalidades nucleares em células meristematicas de Allium cepa. A. Broto
nuclear; B. Niucleo lobulado; C. Célula binucleada; D. Célula trinucleada (MARIN-
MORALES et al., 2008; MAZZEOQO, 2009).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Preparacio de nanocompésitos de PLLA/argilas organofilicas
Foram utilizados, na preparacdo de nanocompdsitos, pellets de PLA (Natureworks-
grade 4042D), fornecidos pela empresa PLM. Esta resina € indicada principalmente para a
producdo de filmes biaxialmente orientados e as especificacdes encontram-se na Tabela 1.
Segundo informacdo do fabricante (Natureworks) o teor de unidades D-4cido latico no PLA
4042D ¢ 4,25 0,55 % .
Tabela 1. Propriedades tipicas do PLA 4042D

Propriedades * Valor Método
Densidade 1,25 g/cm3 ASTM D1505
Resisténcia a tracao DM-110,1 MPa ;DT- 144,5 MPa ASTM D882
Moédulo de elasticidade DM- 3302 MPa;DT- 3852 MPa ASTM D882
Elongamento na ruptura DM- 160%:; DT- 100% ASTM D88&2

*Propriedades medidas em filmes de 1 mm; DM (direcdo da mdquina)-3,5x; DT(direcdo
transversal)-5x. Fonte: (MATWEB, 2013).

Foram preparados nanocompdésitos com as argilas organofilicas Cloisite 20A
(PLA/CLO20A) e Cloisite 30B (PLA/CLO30B), com teor das argilas de 5% em massa,

utilizando-se o método de intercalacdo do fundido. As especificacdes das argilas
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organofilicas encontram-se na Tabela 2. Inicialmente, os pellets de PLA e as argilas
organofilicas Cloisite 20A e Cloisite 30B foram secos a 80°C por 4 horas. Para a mistura
dos componentes foi utilizado um misturador do tipo Drais MH, modelo MH100. O
procedimento foi realizado também para os pellets de PLA sem as argilas. Em seguida,
foram obtidas amostras com espessura em torno de 0,5 mm em uma prensa MH, modelo
Q/FMot8ton, a 210°C. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Processamento de

Polimeros, da Faculdade de Engenharia Quimica-UNICAMP.

Tabela 2. Especificagdes das argilas organofilicas Cloisite 20A e Cloisite 30B

Caracteristicas Cloisite 20A Cloisite 30B
CH,CH,OH
CH; e
N H,C —N—T
H,C— N*—TH : |
| CH,CH,0H
TH

Modificador organico . o alquilmetil-bis-
dialquildimetilam6nio

hidroxietilamdnio
Umidade <2% <2%
38% 30%

Perda de massa em ignicao

Tamanbho tipico das particulas

10% menores que 2um
50% menores que 6um

90% menores que 13um

10% menores que 2um
50% menores que 6um

90% menores que 13um

Volume livre 0,12 g/cm3 0,23 g/cm3
Volume comprimido 0,22 g/cm3 0,36 g/cm3
Densidade especifica 1,77 glem3 1,98 g/cm3

Resultado de DRX

d(001) = 2,42 nm

d(001) = 1,85 nm

T= tallow (~65% C18; ~30% C16; ~5% C14). Fonte: (SOUTHERN CLAY, 2013).
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3.2. Caracterizacao de nanocompositos

3.2.1. Difracao de raios-X (DRX)

A andlise de Difracdo de Raios-X foi realizada em equipamento Rigaku, modelo
Multiflex, instalado no Laboratério de DRX do Centro de Ciéncias e Tecnologia de
Materiais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares-USP. Foram realizadas as
andlises de difra¢do de raios-X com varredura na faixa de 1,3° a 50° (20), radiag¢do de Ka
do Cu (A= 1,54), tensdo de 40kV e corrente 20 mA. Os valores de espacamento basal
foram calculados pela aplicacdo da Lei de Bragg para a difracdo de raios-X, conforme a

Equacdo 5 (VAN VLACK, 1990).

ni
2sen 6

ni=2dsen6 = d= (Equacdo 5)

onde:

n = ndmero inteiro positivo

A = comprimento de onda do raio X

d = distancia entre as camadas ou planos de 4tomos

0= angulo entre o raio incidente e os planos refletidos (angulo de difracio)

3.2.2. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As amostras foram preparadas pelo corte de filmes ultrafinos, de cerca de 60 nm,
realizado a temperatura ambiente em um ultramicrétomo Leica, modelo Richert Ultracuts,
instalado no Departamento de Fisico-Quimica, no Instituto de Quimica- UNICAMP, e
utilizando uma faca de diamante Diatome, modelo Cryo-Wet, adquirida com recursos de
Projeto Auxilio a Pesquisa da FAPESP (Processo 2012/00227-2). As andlises foram
realizadas em um microscépio Zeiss, modelo Libra 120, instalado no Laboratério de

Microscopia Eletronica, no Instituto de Quimica- UNICAMP.
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3.2.3. Analise termogravimétrica (TGA)

O teor de argila nas amostras de nanocompdsitos e a estabilidade térmica dos
mesmos foram avaliados através da técnica de andlise termogravimétrica (TGA), sob um
programa de aquecimento, a uma taxa fixa de 10°C/min na faixa de 20°C a 900°C sob fluxo
de Nitrogénio. Foi utilizado um equipamento TA Instruments modelo SDT 2960, instalado
no Laboratério de Andlise e Caracterizacdo de Materiais da Faculdade de Engenharia

Quimica-UNICAMP.

3.2.4. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

O grau de cristalinidade nas amostras de PLA e nanocompdsitos, bem como as
transi¢Oes térmicas foram estudados por calorimetria diferencial exploratéria (DSC) em
uma faixa de temperatura ambiente a 270°C sob atmosfera inerte de Argdnio, com fluxo de
50 mL/min, em um equipamento da marca TA Instruments, modelo DSC Q-100, instalado
na Central Analitica do Instituto de Quimica-UNICAMP. As amostras foram submetidas ao
seguinte programa de aquecimento:

(a) 1* varredura: aquecimento de 25 a 270°C, 10°C/min, isoterma de 5 minutos a 270°C;
(b) 2* varredura: resfriamento de 270 a 25°C, 10°C/min, isoterma por 5 minutos a 25°C e

(c) 3* varredura: aquecimento de 25 a 270°C, 10°C/min.

Para determinar o valor do grau de cristalinidade (X.) da amostra, o calor adicional

absorvido pelos cristalitos formados durante o aquecimento (cristalizacdo a frio) (AH )
deve ser subtraido do calor endotérmico total (AH ) (NAM et al.,2003). A equagdo 6 foi

utilizada para o célculo de X., e foi considerado o valor de 93 J/g para AH°, (entalpia

correspondente a fusdo de PLA 100% cristalino), estabelecido por Fischer ef al. (1973). A
equacdo também considera o teor de PLA presente em cada amostra (w). Para os calculos

de X, no caso dos nanocompésitos, o valor de w assumido foi 95%.

= AH, —AH,, % 100 (Equacao 6)

[e]
AH® w

Xc
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3.3. Avaliacao do grau de mineralizacao

O processo de biodegradacdo das amostras foi avaliado com base no método
proposto na Norma ISO 14855-2, que permite estimar o grau de biodegradacdo aerdbia,
mediante a quantificacdo do didéxido de carbono liberado, em condi¢des controladas de
compostagem. Esta andlise foi realizada pela empresa Polystell.

No ensaio foram utilizados cinco biorreatores para as amostras PLA,
PLA/CLO20A, PLA/CLO30B, o composto puro (branco) e celulose microcristalina
(controle positivo). Em cada biorreator foram adicionados 60 g de composto organico (em
peso seco), 320 g de areia e 10 g de cada amostra com dimensdes de 1 cm?. O composto
organico utilizado nesta etapa foi preparado a base de casca de laranja, casca de mamao,
maca, abobrinha, casca de cenoura, arroz, torta de mamona, torta de algodao, farinha de
o0sso, folhas secas, p6 de xaxim, fibra de cdco, terra adubada, esterco de galinha, esterco de
bovino, himus de minhoca, e d4gua. A duracdo do processo de compostagem para o preparo
do composto organico foi de 72 dias e este foi passado em peneira com didmetro de furo de
S mm.

Para a caracterizagdo do composto organico utilizado, foram determinados os
parametros teor de matéria organica, nitrogénio, umidade e pH, quantificados conforme a
norma ISO 14855-2. Os resultados encontram-se relacionados na Tabela 3. O parametro
carbono organico foi estimado conforme proposto por Kiehl (1985), dividindo-se o teor de

matéria organica pelo fator de conversao de 1,8.

Tabela 3. Caracteristicas do composto organico

Parametros Resultados
Matéria organica 406,6 g/Kg
Carbono orgénico 2259 g/Kg

Nitrogénio 15,6 g/Kg

Relacao C/N 14,5

Umidade 51,5 %
pH 7,2
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Uma representacdo esquemadtica do sistema para um tnico biorreator estd indicada

na Figura 18.

A aquecedor |
mtmﬁ‘?hﬂ _, \fermostato i Cloreto de cilcio
filtro (10 pm) = :C'*F ) : 'R Silica gel
l' il g ,*\ Cal sodada
| Fimn 'k ,-"I \
e / \ - 1
cal sodadafi | Crlcl:rre'm de calcio
A . Silica gel
ar comprimido | . l Silica gel
> i st I N |
Y s igua deionizada  Biorreator 1,0,
e | {com borbulhador) .
(| T=
]
NaOH

Figura 18. Esquema do aparato para quantificagdo da taxa de mineraliza¢do (adaptado de
KALE et al., 2007).

No inicio do sistema um compressor de ar produz o fluxo que serd distribuido entre
os diferentes biorreatores. O ar passa primeiramente por uma solu¢do de NaOH e uma
coluna contendo cal sodada, o que torna o ar livre de CO,. Em seguida tem-se um filtro (10
pum) que retém solidos em suspensdo. O ar passa, entdo, por um frasco borbulhador de agua
deionizada que tem a funcdo de repor parte da umidade do composto ao longo do ensaio.
Um aquecedor mantém a temperatura de 58°C na mistura do biorreator, que ¢ monitorada
por um termostato. O ar passa pelo biorreator, por um eliminador de amonia (H>SOy), €

segue para remocao de umidade (colunas 1 e 2 do aparato).

A coluna 3, cuja composi¢do consiste em cal sodada, retém diéxido de carbono e libera

agua, como descrito nas reagoes:

CO; +2NaOH —» Na,COs; + H,O
CO; + Ca(OH), —» Ca(CO); + H,O
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A &gua liberada é, entdo, retida na coluna 4, que contém silica gel e cloreto de
célcio. O gas carbdnico liberado devido a biodegradacao das amostras em cada biorreator é
medido pelo ganho de massa nas colunas 3 e 4 do sistema. As medidas de massa destas
colunas foram realizadas com uma frequéncia semanal. Diariamente, com a utilizacdo de
um aparelho de medi¢do de O,, foi determinada a concentracdo do gés no final do sistema,
ap6s a passagem do ar pelas quatro colunas. Esta determinou a regulagdo dos rotametros,
pois a vazdo de ar deve ser ajustada de forma que a concentracdo de O, medida seja de pelo
menos 6%.

A quantidade de CO, envolvida durante cada intervalo de medida foi calculada

conforme a Equacgao 7.

Y(COL)% = (COLEE — (CONF° (Equagdo 7)

Onde:

¥ (C0,)% : é a quantidade acumulada de diéxido de carbono, em gramas, envolvida nos

frascos com composto e amostras entre o inicio do teste e o tempo .

(CO,)5% e (CO,)5t : sdo as massas do sistema de captura de CO,, em gramas, no inicio

do teste e no tempo .

Calculou-se também Y(CO,)¢ e Y(CO,)¢ da mesma forma para a quantidade de
CO; envolvida no frasco de controle positivo (celulose) e no frasco com o branco (apenas o
composto), respectivamente.

Para o calculo da percentagem de mineralizacdo para cada frasco com as

amostras em teste foi utilizada a equagao 8.

Y(CO)5— X(COE
TCO,

Mineralizagdo (%) = x 100 (Equacao 8)
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Onde:

¥ (C0,)%: é a quantidade acumulada de diéxido de carbono, em gramas, envolvido nos
frascos com composto e amostras entre o inicio do teste e o tempo t.

¥ (C0O,)%: é a quantidade acumulada, em gramas, envolvida no frasco com composto
B q g p
(branco) entre o inicio do teste e o tempo t.

TCO,: € a quantidade tedrica de diéxido de carbono, em gramas, nas amostras.

A quantidade tedrica de didxido de carbono foi quantificada segundo a Equag@o 9:

TCO, =mxwxXx % (Equagdo 9)

Onde:
m: massa do material, em gramas, utilizada no teste.
w: teor de carbono da amostra (%).

12 e 44 sdo as massas atdmica e molecular do carbono e do gés carbdnico, respectivamente.

Para a determinacdo do teor de carbono nas amostras (w), estas foram encaminhadas
para a Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP).
Foram feitas andlises em duplicata utilizando um Analisador Elementar Perkin Elmer —
Series II 2400. A Tabela 4 apresenta os valores médios obtidos pela determinagdo do teor

de Carbono nas amostras.

Tabela 4. Teor de Carbono nas amostras de PLA e nanocompdsitos

Amostras % C

PLA 49,91
PLA/CLO20A 49,10
PLA/CLO30B 48,70
Celulose microcristalina 41,95
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3.4. Analise de visual e monitoramento de peso molecular

Amostras de dimensdes 3 cm x 3 cm (0,5 mm de espessura) foram submetidas a
degradacdo em composto orginico, em um recipiente de vidro, fechado, mantido a estufa a
58°C. Inicialmente, a base do recipiente (cerca de 1,5 cm de altura) foi coberta com o
composto. Em seguida, 9 amostras de cada material foram dispostas sobre esta camada,
sendo posteriormente cobertas com uma coluna de 6 cm de composto.

Nesta etapa foi utilizado um composto fornecido pela Usina de Compostagem de
Bom Jesus dos Perddes. O composto foi preparado a base de bagaco de cana, palha de
braquidria, palha de capim elefante, farelo de soja, ureia, sulfato de amonia, cloreto de
potdssio, superfosfato simples, carbonato de célcio e gesso. Apds 65 dias passados desde o
inicio do processo de compostagem, o composto organico foi passado em peneira com
diametro de furo de 5 mm. O composto foi caracterizado pelo Laboratorio de Andlise de
Solo e Planta, no Centro de Solos e Recursos Agroambientais - Instituto Agrondmico de
Campinas. Os parametros carbono organico, nitrogénio e umidade, foram quantificados
conforme as metodologias descritas pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA, 2007) e o pH foi determinado em uma mistura de dgua destilada e

o composto, conforme Sonneveld (1974). Os resultados encontram-se na  Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas do composto organico

Parametros Resultados
Carbono Organico 381,6 g/Kg
Nitrogénio 14,2 g/Kg
Relacao C/N 26,9
Umidade 47.9 %
pH 6,5

Foram retiradas 4 replicatas de cada amostra em tempos predeterminados (15 e 30
dias), para avaliagdo do aspecto visual. Com a amostra adicional de cada material foi
realizado o monitoramento do peso molecular em tempos predeterminados (antes do inicio
do ensaio, e ap6s 15 e 30 dias). A determinagdo do peso molecular foi realizada mediante a
técnica de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), com o equipamento HPLC

ELDEX, modelo CH-150, com detector IR Viscotek VE 3580 e colunas Shodex KF-804L e
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KF-805, instalado no Laboratério de Misturas Poliméricas e Compdsitos Condutores do
Instituto de Macromoléculas- UFRJ. As formulacdes foram solubilizadas em
Tetrahidrofurano (THF), na concentrag¢do de polimero de 1 mg/mL. A temperatura utilizada
foi de 40°C, o fluxo de 1,0 mL/min, sendo a fase movel o solvente THF. Foram utilizados
para calibracdo os padrdes de poliestireno marca Phenomenex: 2.300, 12.800, 43.500,

65.000, 100.000, 226.000, 335.000, 520.000, 1.000.000 e 1.800.000.

3.5. Bioensaio com organismo Allium cepa

3.5.1. Degradacao das amostras em composto

Foram preparadas misturas de 50 g de amostras dos materiais (com dimensodes de 1
cm?) e 300 g de composto orginico. Cada mistura foi colocada em um frasco de vidro
hermeticamente fechado de capacidade de 1L. Nesta etapa foi utilizado o composto
organico fornecido pela Usina de Compostagem de Bom Jesus dos Perddes, cujas
caracteristicas estdo indicadas na Tabela 6. Um frasco de vidro contendo apenas 300 g de
composto (controle) também foi submetido a0 mesmo tratamento. Os frascos foram
mantidos em estufa a 58°C por 76 dias, até que ndo fossem verificados residuos das
amostras. Durante este tempo foram realizados revolvimentos periddicos (a cada dois dias)

para favorecer a aeracio.

3.5.2. Ensaio com sementes de Allium cepa

O ensaio com sementes de Allium cepa foi realizado com a supervisdo da Profa.
Dra. Maria Aparecida Marin-Morales, no Laboratério de Mutagénese Ambiental, locado no
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da UNESP-campus Rio Claro. O
solubilizado das amostras de composto apds a degradacao do PLA (COMP-PLA) e dos
nanocompositos (COMP-PLA/CLO20A e COMP-PLA/CLO30B), bem como o
solubilizado da amostra de composto puro (COMP) foram obtidos com base na norma
ABNT 10006-04, pela mistura de 100 g de cada amostra (peso seco) e 400 mL de dgua

destilada. O peso seco foi determinado pela secagem das amostras por 24h a 105°C, em
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triplicata. Os resultados dos valores médios de peso seco, bem como a massa utilizada de

cada amostra para o preparo do solubilizado, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Dados quantificados para o preparo do solubilizado

Amostras de composto | Peso seco (%) Massa de composto (g)
COMP 48,9 204,7
COMP-PLA 442 226,5
COMP-PLA/CLO20A 46,3 216,2
COMP-PLA/CLO30B 50,3 198.8

ApOs agitagdo das misturas pelo periodo de 5 minutos, estas foram cobertas com
filme de PVC e mantidas em repouso pelo periodo de 7 dias, a temperatura de 22°C. Em
seguida, foi realizada a filtracao das solu¢cdes em membrana com 0,45 pm de porosidade.

Sementes de A. cepa da variedade Baia periforme, dispostas em placas de Petri
forradas com papel de filtro, foram submetidas a germina¢do nos solubilizados preparados
para os diferentes tratamentos (COMP, COMP-PLA, COMP-PLA/CLO20A e COMP-
PLA/CLO30B), a temperatura de 22°C. Para avaliacdo da frequéncia basal das alteracoes
também foi realizada a germinagdo em agua ultrapura, controle negativo (CN) do ensaio.
Foram utilizadas, como controles positivos, as substancias: metil metano sulfonato (MMS),
de acdo clastogénica (RANK;NIELSEN, 1997), na concentracdo de 4.10‘4M, e o herbicida
trifluralina (TRF), que possui acdo aneugénica (FERNANDES er al., 2007), na
concentracdo de 0,84 ppm de principio ativo. Foram realizadas duas repeti¢cdes por
tratamento.

Quando as raizes atingiram cerca de 2 cm de comprimento, foram coletadas e
armazenadas em um frasco de vidro contendo fixador Carnoy, uma mistura de dlcool/acido
acético (3:1 — v/v), por 6 horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, foi
realizada a troca por fixador recém-preparado, para posterior armazenamento das raizes a
4°C, até a sua utilizacdo na confeccdo das laminas. O teste em células meristematicas de
radiculas de A. cepa foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982),
com algumas modificagdes. As raizes fixadas foram submetidas a colora¢do em reativo de
Schiff. Para o preparo das laminas, os meristemas foram dispostos em laminas contendo

uma gota de carmim acético (2%) e recobertos com laminulas, sendo suavemente
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esmagados. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas permanentes
foram montadas com resina sintética para andlise.

A andlise das laminas foi realizada em um microscépio de luz (marca Nikon,
modelo Eclipse E200), utilizando-se a objetiva de 40x. Foi realizada a contagem de cerca
de 5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina e 10 1aminas avaliadas para
cada tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas no software BioEstat 5.0, sendo
aplicado o teste de Mann-Whitney, a 0,05 de nivel de significincia.

Para a avaliacdo de citotoxicidade, foi calculado o Indice Mitético (IM), obtido pela
relac@o entre o nimero total de células em divisdo (préfase, metafase, anafase e tel6fase) e

o numero total de células observadas, conforme a Equacao 10:

Niumero de células em divisao

M x 100 (Equacao 10)

" Numero de células observadas

Para avaliagio da genotoxicidade, foi quantificado o Indice de Alteragdes
Cromossomicas (IAC) de acordo com a Equacdo 11, considerando as aberracodes
cromossdmicas (aderéncia, poliploidia, perda, c-metdfase, multipolaridade, ponte e perda) e

alteracoes nucleares (célula binucleada, célula trinucleada e nucleo lobulado).

Numero de células alteradas

IAC x 100 (Equacao 11)

Numero de células observadas

Foram considerados como endpoints de mutagenicidade as quebras e os
micronucleos, sendo a soma destas alteracOes utilizadas para o cdlculo do Indice de

Mutagenicidade (IMut), de acordo com a Equagdo 12.

™ Numero de células alteradas 100 . 1
ut= Numero de células observadas X (Equagdo 12)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Preparo das amostras de PLA e nanocompoésitos
O PLA granulado e as argilas foram misturados por alto cisalhamento em um

equipamento de mistura, conforme ilustrado na Figura 19.

Figura 19. Cimara do misturador: A. antes; B. apds a mistura de argila organofilica
Cloisite 20A e PLA.

As amostras de nanocompositos (Figura 20) apresentaram aspecto homogéneo e
translicido, indicando uma boa dispersdao das particulas de argila na matriz polimérica de
PLA, e provével subdivisdo das mesmas, permitindo a translucidez dos materiais (ZENG et

al., 2005).
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Figura 20. Aspecto visual das amostras: A. PLA; B. PLA/CLO20A; C.
PLA/CLO30B.
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Como sera visto na sequéncia, essas particulas sofreram esfoliacdo, separando-se em

laminas nanométricas em espessura, com dimensao inferior ao comprimento de onda da luz
visivel (ZENG et al., 2005).

4.2. Caracterizacao dos nanocompositos

4.2.1. Difracao de Raios-X (DRX)
Os difratogramas completos das argilas organofilicas, do PLA e seus
nanocompdsitos encontram-se disponiveis no Apéndice A. A Figura 21 mostra os

difratogramas das argilas Cloisite 20A e Cloisite 30B, e os respectivos nanocompdsitos de
PLA.

2,60 nm 1,56 nm

— CLO20A
— FLASCLO20A

— CLOG0B
FLA/CLOG0B

Intensidade (uv.a.)
Intensidade (u.a.)

CUST B R

.

Figura 21. Difratogramas de raios-X das argilas organofilicas: A. Cloisite 20A; B. Cloisite
30B, e seus respectivos nanocompasitos.

z

O aumento da distancia interplanar € refletido no difratograma pela redugao do
angulo de difrac@o, e pode ser visualizada na forma do deslocamento dos picos de DRX
para angulos menores. Este deslocamento foi observado nos difratogramas dos
nanocompositos de PLA e argilas Cloisite 20A e Cloisite 30B, em comparacdo aos
difratogramas das argilas puras, indicando que houve intercalacdo de cadeias poliméricas
entre as camadas de argila.

A Tabela 7 representa os valores do espacamento basal e angulos de difracao

obtidos pela andlise dos difratogramas das amostras de argilas e nanocompdsitos,

calculados de acordo com a Lei de Bragg.
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Tabela 7. Valores de espagcamentos basal das argilas organofilicas e nanocompdsitos

Amostras Espacamento basal (nm) 20(°)
CLO 20A 2,69 3,28
CLO 30B 1,86 4,74
PLA/CLO 20A 3,15 2,80
PLA/CLO 30B 3,32 2,66

O valor de espagamento basal, referente aos planos d(001) da argila Cloisite 20A foi
2,69 nm (20=3,28°), superior ao apresentado pela argila Cloisite 30B, com um valor de 1,86
nm (26=4,74°). Os valores quantificados sdo proximos aos informados nas fichas técnicas
das argilas (2,42 nm e 1,85 nm, respectivamente). A argila ndo modificada (Cloisite Na"),
também conforme informado em sua ficha técnica, apresenta um espacamento basal de 1,17
nm. A maior quantidade de cdtions na galeria da Cloisite 20A pode favorecer o maior
espacamento basal desta argila em relacdo a Cloisite 30B (LI et al., 2006). Além disso, a
presenca de dois grupos ‘tallow’ (grupos de cadeia longa de carbono ligados ao ion
quaternario de amonio) na estrutura do agente modificador da Cloisite 20A, em
comparacdo a apenas um grupo presente no agente modificador da Cloisite 30B, pode
prover um maior espacamento basal apds a modificacio da argila (KATIYAR,
NANAVATI, 2011).

Para a caracterizacdo de nanocompdsitos os picos de interesse sdo 0s que aparecem
em regides entre 2° a 3° na escala 20, que representam os espagamentos basais
correspondentes aos planos d(001) da argila (PAIVA et al., 2006). Para o nanocompdsito
de PLA e a argila Cloisite 20A foi observado um espacamento basal de 3,15 nm
(26=2,80°), apresentando um aumento de 0,46 nm em relacdo a argila pura, indicando uma
possivel estrutura intercalada. O difratograma da argila Cloisite 20A representado na Figura
1 apresentou um segundo pico em torno de 7,12°. A presen¢a de um segundo pico para a
Cloisite 20A também foi notada nos trabalhos reportados por Paiva et al. (2006), Li et al.
(2006), Stoeffler et al. (2008) e Litchfield er al. (2010) e tem sido atribuida a reflexdo de
planos d(002). Este pode representar um pico de segunda ordem, uma vez que o valor de
espacamento calculado € aproximadamente a metade daquele referente ao plano d(001)
(MANDALIA, BERGAYA, 2006). No caso de argilominerais é comum encontrar

referéncias a reflexdo dos planos (002) e (003) como sendo segunda e terceira ordens do
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plano (001) (SANTOS, 1989). Este segundo pico sofreu deslocamento para 5,28°,
representando uma mudancga no espacamento de 1,24 nm para 1,67 nm.

A argila organofilica Cloisite 30B, por sua vez, apresentou um espacamento basal
de 3,32 nm (20=2,66°). Houve, portanto, uma variagao de 1,46 nm em relagdo a argila
pura, superior a apresentada pelo nanocompdsito de PLA com Cloisite 20A. A diferenca no
grau de intercalacdo observada para os nanocompdsitos de PLA/Cloisite 20A e
PLA/Cloisite 30B corrobora com outros resultados reportados na literatura e pode estar
relacionada a diferenca quimica entre os agentes modificadores das argilas
(KRAMSCHUSTER et al., 2007; LI et al., 2006; PLUTA et al.,2006). O cation
interlamelar da Cloisite 30B apresenta grupos hidroxila em sua estrutura, o que favorece
fortes interagdes originadas de ligacOes de hidrogénio entre os grupamentos carbonilas do
polimero e os grupamentos hidroxilas do modificador organico (FUKUSHIMA et al.,
2009).

A Figura 22 ilustra a comparacdo entre os difratogramas da amostra de PLA puro e
seus nanocompositos com as diferentes argilas organofilicas. O difratograma da matriz
pura de PLA apresentou um pico largo a 17°, indicando uma estrutura predominantemente
amorfa. O padrdo de difracdo ndo foi influenciado pela presenga das argilas organofilicas.
Fukushima et al. (2009), em estudo com a mesma resina estudada neste trabalho (4042D),
apresentou um difratograma de comportamento semelhante, tanto para o PLA como o

nanocompdosito de PLA e Cloisite 30B.

—— PLA/CLO20A PLA/CLO30E —PLA

Intensidade (u.a.)
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Figura 22. Difratogramas de raios-X do PLA e nanocompdsitos.
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Conforme informado pelo fabricante a resina 4042D contém cerca de 4,25% de
unidades D-dcido latico. A presenca dessas unidades D promovem irregularidades na

cadeia (AURAS et al., 2004) favorecendo uma estrutura predominantemente amorfa.

4.2.2. Microscopia eletronica de Transmissao (MET)

As micrografias obtidas pela anédlise de Microscopia Eletronica de Transmissdo para
os nanocompdsitos PLA/CLO20A e PLA/CLO30B estdo apresentadas nas Figuras 23 a 26,
e permitiram a observacdo de diferentes fases. Outras micrografias das amostras
PLA/CLO20A e PLA/CLO30B encontram-se apresentadas no Apéndice B. As imagens em
baixa magnificacdo, como as apresentadas na Figura 23, indicaram uma dispersdo mais

homogénea da argila na amostra PLA/CLO30B.

e e 3 L Ll 000 nm

Figura 23. Micrografia dos nanocompésitos (aumento de 4.000 x): A.PLA/CLO20A;
B. PLA/CLO30B.

Em ambas as amostras foram observadas algumas regides mais escuras, como as

destacadas na Figura 24, indicando a presenca de aglomerados.
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Figura 24. Micrografia dos nanocompdsitos (aumento de 10.000 x): A. PLA/CLO20A;
B. PLA/CLO30B.

Também foram observadas regides de fase dispersa com camadas flexiveis e
altamente espalhadas, com tom claro (Figura 25), que sugerem a presenca de regides

esfoliadas nas amostras avaliadas (PAIVA et al., 2012).

Figura 25. Micrografia dos nanocompdsitos (aumento de 63.000 .I A.PLA/CLO20A;
B. PLA/CLO30B.
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Em poucas imagens foi possivel identificar a estrutura do tipo intercalada. Como

exemplo tem-se a micrografia da Figura 26A, na qual valores de espacamento basal foram

quantificados diretamente pela andlise da imagem.

Length: 2 76 nm

Figura 26. Micrografia dos nanocompésitos (aumento de 100.000 x): A.PLA/CLO20A;
B. PLA/CLO30B.

Observou-se, principalmente no caso da Cloisite 30B, um alto grau de esfoliacio,
como ilustrado na Figura 26B, coerente com a maior afinidade quimica de seu modificador
com o polimero, em comparacdo ao modificador da Cloisite 20A. Isso mostra que, além do
cisalhamento, a afinidade quimica da argila pela matriz interfere em seu grau de esfoliagdo.

As micrografias permitem complementar a andlise da morfologia dos

nanocompdsitos realizada mediante a técnica de DRX, na qual foi verificada a intercalacao,
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A,

evidenciando que a estrutura apresentada pelos nanocompdsitos estudados ndo é

unicamente intercalada, apresentando também regides esfoliadas.

4.2.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas obtidas pela andlise termogravimétrica das argilas, PLA e

nanocompdsitos encontram-se no Apéndice C. A Figura 27 mostra as curvas de

termogravimetria (TG) e de termogravimetria derivada (DTG) para as argilas organofilicas

Cloisite 20A e Cloisite 30B.
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Figura 27. Curvas de TG e DTG das argilas organofilicas: A. Cloisite 20A; B. Cloisite 30B.

As argilas Cloisite 20A e Cloisite 30B apresentaram um residuo de 60% e 70%,
respectivamente, referente a fracdo inorgénica, o que permite estimar o teor de sal organico
em 40% para a argila Cloisite 20A e 30% para a Cloisite 30B. Os resultados obtidos foram
coerentes com os valores apresentados nas fichas técnicas das argilas (38% para Cloisite
20A e 30% para Cloisite 30B). As Figuras 28 e 29 mostram as curvas termogravimétricas e

as curvas derivadas para os materiais em estudo, respectivamente.
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Figura 28. Curvas de variacdo da massa do PLA e seus nanocompdsitos em fungdo da
temperatura.
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Figura 29. Curvas derivadas da variacdo de massa do PLA e seus nanocompdsitos em
funcdo da temperatura.

A Tabela 8 apresenta os dados obtidos pela andlise termogravimétrica: Tsg
(temperatura na qual ocorre perda de 5% em massa), T (temperatura na qual a taxa de
perda de massa € maxima) e a percentagem de residuo, obtidos a partir das curvas
termogravimétricas e curvas derivadas para as diferentes amostras. Na Tabela 8 também
estdo relacionados os valores estimados de teor de argilas organofilicas, calculados com
base nos valores no residuo inorgéanico a 800°C para as amostras de nanocompdsitos e na

fracdo inorganica das argilas organofilicas, quantificadas previamente.
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Tabela 8. Dados obtidos pelas curvas de variacdo de massa e curvas derivadas

Amostras Tse T Residuo 800°C ;"gi)l;eoslt'g:r?gg'l?cz
°C) °C) (%) (%)
PLA 330 363 0 0
PLA/CLO20A 312 354 3 5
PLA/CLO30B 314 353 3 4

Em geral espera-se um aumento de estabilidade térmica com a adicdo das camadas
de argila na matriz polimérica. E bem aceito que a melhoria da estabilidade térmica ocorre
principalmente devido ao fato de que as camadas de argila dificultam a liberagdo dos
produtos voléteis, provenientes da decomposicdo (ALEXANDRE,DUBOIS, 2000;
GILMAN, 1999; ZHU et al.,2001). Os resultados da Tabela 8 indicam um efeito contrario
ao esperado, com reducdo da estabilidade térmica, notada pela redu¢do nos valores de Tsq, €
Tmax. Comportamento semelhante foi obtido em outros estudos com nanocompdsitos de
PLA e argilas organofilicas, descritos por Ogata et al. (1997), Chang et al. (2003) e Wu et
al. (2006). De acordo com Hsieh et al. (2004), a reducdo de estabilidade térmica em
nanocompdsitos pode estar relacionada com a instabilidade dos cations presentes no
modificador da argila organofilica.

A hipétese de que a reducdo da estabilidade em nanocompdsitos estd relacionada a
degradacao dos agentes modificadores € coerente com os resultados obtidos neste trabalho,
pois os valores de temperatura de perda de 5% em massa das argilas organofilicas, obtidos
a partir das curvas termogravimétricas da Figura 27, foram 279 °C (Cloisite 20A) e 268 °C
(Cloisite 30B), valores inferiores a temperatura de onset de degradagdo do polimero puro
(330 °C), o que tende a reduzir a Tsg para os nanocompoésitos em relacdo ao PLA, como

observado pela andlise termogravimétrica.

4.2.4. Calorimetria Diferencial Exploratoéria (DSC)
As curvas dos ciclos de primeiro aquecimento, resfriamento e segundo aquecimento
obtidas para o PLA e os nanocompdsitos estdo apresentadas no Apéndice D. A Figura 30

mostra as curvas de DSC no primeiro aquecimento.
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Figura 30. Curvas de DSC: A. PLA; B. PLA/CLO20A; C. PLA/CLO30B.

No primeiro aquecimento as curvas de DSC (Figura 30) apresentaram uma transi¢ao
endotérmica proxima ao final da transicdo vitrea. Esta transi¢ao é caracteristica de materiais
que apresentam a temperatura de transicdo vitrea proéxima a temperatura ambiente
(temperatura de uso do material) e é conhecida como relaxacao de entalpia. Nesta condi¢do,
conforme descrito por Pan et al. (2007), abaixo da Tg o material apresenta um estado vitreo
termodinamicamente instdvel. Assim, o sistema tende a alcancar o equilibrio mediante a
rearranjos lentos. Este fendmeno, conhecido por envelhecimento fisico (aging), implica na
relaxacdo das cadeias poliméricas e consequente reducdo de volume livre. Assim, para uma
amostra que sofre envelhecimento, quando aquecida, torna-se necessdria uma energia maior
para a transi¢do vitrea, caracterizando o pico endotérmico. Os autores estudaram este
processo em amostras de PLLA, e notaram que quanto maior o tempo de envelhecimento
ao qual a amostra é submetida, maior a drea do pico endotérmico.

A Tabela 9 apresenta os dados obtidos pela curva de primeiro aquecimento,

referentes a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de onset de cristalizacdo
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(Tonser), temperatura de cristalizacdo (Tc), temperatura de fusdo (Tm), entalpia de

cristalizacdo (AH,.), entalpia de fusdo (AH,,) e grau de cristalinidade (X,).

Tabela 9. Dados obtidos pela curva do primeiro aquecimento na andlise por DSC

Amostra Tg Tonset Tc Tm AHcc AHm Xc
O O C) O (J/g) J/g) (%)
PLA 59 106 123 149 2 4 3
PLA/CLO20A 60 93 125 151 3 8 6
PLA/CLO30B 57 92 115 150 7 12 6

A temperatura de onset de cristalizacdo (T,s.), inferior para os nanocomp@sitos em
relacdo a matriz pura, indica que as camadas de argila atuam como agentes nucleantes,
favorecendo a cristalizagdo do polimero, o que reflete nos maiores valores de grau de
cristalinidade calculados para os nanocompdsitos com as argilas Cloisite 20A e Cloisite
30B, em comparacio ao PLA puro. O aumento do grau de cristalinidade apds a
incorporagdo de argilas organofilicas em nanocompdsitos de PLA também foi observado
por Nam et al. (2003) e Ray e Okamoto (2003a).

Durante o resfriamento ndo foram observados picos exotérmicos, referentes a
cristalizacdo, em nenhuma das curvas de DSC o que pode estar relacionado a taxa de
resfriamento utilizada (10°C/min). O trabalho realizado por Migliaresi et al. (1991)
explorou a influéncia da taxa de resfriamento na cristalizacdo de amostras de PLLA. Os
autores ressaltaram que com taxas de resfriamento mais lentas (como 1 e 0,5°C/min) o
polimero permanece periodos mais longos em uma faixa de temperatura que favorece a
cristalizacdo. Se o resfriamento € mais rdpido (5°C/min) a temperatura diminui muito
rdpido e a mobilidade molecular € estagnada antes que seja possivel a organizagdo para
formacao de cristalitos.

Conforme Pluta et al. (2002) a taxa de resfriamento de 10°C/min tem o efeito de um
processo de quenching (t€mpera), no qual devido ao rdpido resfriamento, ha o impedimento
da cristalizacdo do polimero. Fukushima et al. (2009), em trabalho conduzido com
nanocompositos de PLA (grade 4042D) e Cloisite 30B (5%), utilizando a mesma taxa de

aquecimento/resfriamento, obtiveram resultado semelhante pela andlise de DSC, com
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auséncia de pico exotérmico no resfriamento para o polimero puro, bem como para o

nanocompasito.

Os dados referentes as curvas de DSC no segundo aquecimento estdo representados

na Tabela 10.

Tabela 10. Dados obtidos pela curva do segundo aquecimento na andlise por DSC

Amostra T, Tonset T, Tm AH¢, AHp Xc
C) 0 0O 0O J/g) (J/g) (%)
PLA 58 114 130 150 7 8 1
PLA/CLO20A 57 114 129 151 1 2 1
PLA/CLO30B 56 116 130 151 4 5 1

No segundo aquecimento, observou-se que as temperaturas Tonset € T para todas as
amostras foram superiores em relacdo as observadas no primeiro aquecimento. Este
comportamento possivelmente estd relacionado com os diferentes estados iniciais das
amostras antes de cada aquecimento. Inicialmente, tinha-se uma amostra que sofreu
envelhecimento fisico. Por outro lado, apds a fusdo do material este efeito foi eliminado,
motivo pelo qual ndo foi observado o pico de relaxacdo de entalpia na segunda varredura.
Pan et al. (2008) observaram que amostras de PLLA que sofreram o envelhecimento fisico
apresentaram o pico de cristalizacdo a frio em temperaturas mais baixas do que aquelas em
que este efeito foi eliminado, o que foi atribuido aos rearranjos conformacionais
decorrentes do processo de envelhecimento. Para estas condi¢des, onde a histéria térmica
das amostras foi eliminada durante a propria andlise, ndo foram observadas alteracdes no

grau de cristalinidade em funcdo da presenca das argilas.

4.3. Avaliacao do grau de mineralizacao

A Tabela 11 apresenta os valores de ganho de massa das colunas 3 e 4 do aparato
utilizado para a avaliagdo da percentagem mineralizacdo do PLA e dos nanocompdsitos
(Figura 18). Este ganho de massa é o parametro utilizado para a quantificacdo do gés
carbonico liberado devido a biodegradacdo das amostras em cada biorreator. Os resultados
do ensaio, quantificados mediante os dados da Tabela 11 e a aplicacdo da Equagdo 8

(pagina 25), estao representados na Tabela 12.
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Tabela 11. Ganho de massa das colunas 3 e 4 do aparato para a andlise de biodegradacio

Tempo Massa (g) - /
. PL PLA
(dias) Branco Celulose PLA CLO20A CLO30B
0 791,85 779,04 800,01 768,85 762,13
12 792,31 779,68 800,63 769,38 762,58
19 792,45 780,17 800,90 769,78 762,90
26 792,47 780,42 801,16 770,02 763,12
33 792,47 780,59 801,37 770,30 763,34
40 792,48 780,69 801,53 770,50 763,46
46 792,56 780,88 801,84 770,70 763,66
52 792,57 780,90 801,96 770,81 763,67
Tabela 12. Valores de mineralizacdo do controle positivo, PLA e seus nanocompdsitos
Mineralizaciao (%)
Tempo (dias) PLA/ PLA/
Celulose PLA CLO20A CLO30B
12 12 9 4 -1
19 34 15 18 9
26 49 29 31 21
33 60 40 46 33
40 66 49 57 39
46 74 61 63 46
52 74 67 69 46

As curvas de mineralizag¢do para os diferentes materiais em estudo encontram-se na

Figura 31.
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Figura 31. Percentagem de mineralizacdo para o PLA e nanocompdsitos.
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A norma ISO 14855-2 recomenda que apds 45 dias o material de referéncia
(celulose) deve apresentar uma percentagem de mineralizagdo superior a 70%. Na medicao
realizada apds 46 dias neste estudo foi verificado um valor de 74%, indicando uma resposta
adequada do controle positivo para as condicdes de compostagem utilizadas. As amostras
de PLA e do nanocompdésito PLA/CLO20A apresentaram curvas muito préximas, € um
grau de mineralizacdo de 67% e 69%, respectivamente, no tltimo dia de medic¢do (apds 52
dias do inicio do teste). Comparando-se os dados obtidos na ultima medi¢do, verificou-se
que estes materiais atenderam ao requisito da biodegradacio para pldsticos considerados
compostdveis, conforme a norma ASTM D6400-12, uma vez que atingiram a percentagem
de 90% de mineraliza¢do daquela apresentada pelo controle positivo.

O nanocompésito PLA/CLO30B apresentou um comportamento distinto dos outros
materiais em teste. Na primeira medi¢do realizada no ensaio de biodegradagdo, foi
verificado que a percentagem de mineralizacdo quantificada para o composto puro foi
superior ao resultado obtido para o nanocompédsito PLA/CLO30B, levando a um valor
negativo para o grau de mineralizacdo quantificado. Em todas as medi¢des, 0os menores
valores foram identificados para este nanocompodsito, sendo o Unico material a ndo atingir
ao minimo recomendado pela ASTM D6400-12 no tempo de ensaio. Este material
apresentou um valor maximo de mineralizacio de 46%, alcancado em 46 dias. E possivel
que a menor taxa de mineralizacdo apresentada pelo nanocompdsito PLA/CLO30B, em
relagcdo aos outros materiais, esteja relacionada a uma propriedade antimicrobiana da argila
presente em sua composi¢ao.

Hong e Rhim (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana das argilas Cloisite Na",
Cloisite 20A e Cloisite 30B utilizando bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella typhimurium e Escherichia coli)
pelos métodos qualitativo (zona de inibi¢ao) e quantitativo (contagem de células vidveis).
Em geral, a Cloisite Na* e 20A nio apresentaram zona de inibicdo. A Cloisite 30B, por sua
vez, apresentou significativa zona de inibicdo quando testada com todas as bactérias. Pelo
método quantitativo notou-se que a argila Cloisite 20A apresentou somente um efeito
bacteriostético sobre as bactérias gram-positivas, enquanto a Cloisite 30B apresentou efeito

bactericida. Quando o teste foi realizado com as bactérias gram-negativas as argilas Cloisite
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Na® e 20A ndio apresentaram atividade antimicrobiana enquanto a argila Cloisite 30B
apresentou efeito bacteriostatico.

Rhim et al.(2009) estudaram a atividade antimicrobiana do PLA puro e de seus
nanocompdsitos com as argilas Cloisite Na*, Cloisite 20A e Cloisite 30B, utilizando o
método quantitativo, com as bactérias S. aureus, L.monocytogenes, S. typhimurium e E.
coli. Apenas o nanocompdsito de PLA com a Cloisite 30B apresentou atividade
bacteriostatica, observada somente com a bactéria gram-positiva L.monocytogenes. Assim
como estudo previamente citado (HONG, RHIM, 2008), notou-se que a agdo
antimicrobiana de argilas organofilicas foi mais efetiva contra bactérias gram-positivas em
relacdo aquelas gram-negativas, o que pode ser atribuido a diferenca da estrutura celular.
Bactérias gram-negativas apresentam uma membrana externa (ausente nas bactérias gram-
positivas), que restringe a entrada de agentes quimicos, incluindo antibactericidas (WHITE,
MCDERMOTT, 2001).

A atividade antimicrobiana das argilas organicamente modificadas pode ser
atribuida aos agentes modificadores das mesmas (compostos quaterndrios de amonio)
(RHIM et al., 2006). Os compostos quaternarios de amoénio podem interagir com a
membrana citoplasmética de bactérias levando a perda de sua organizacdo estrutural e
integridade e, consequentemente, ao extravasamento do conteiddo citoplasmético
(DENYER, 1995; GILBERT;MOORE, 2005; MASSI et al., 2003; MERIANOS, 1991).

Gilbert e Moore (2005) detalharam o mecanismo de acdo antimicrobiana de

compostos quaterndrios de amonio, ilustrado na Figura 32.
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Figura 32. Representacdo esquemadtica do mecanismo de acdo dos biocidas quaterndrios de
amonio (adaptado de GILBERT, MOORE, 2005).

A superficie celular das bactérias apresenta uma carga negativa global,
frequentemente estabilizada com cdtions bivalentes, como Ca®™. A acao dos compostos
quaterndrios envolve a associacdo do nitrogénio positivamente carregado na superficie da
membrana, afastando os cdtions bivalentes (Figura 32B). A regido hidrofébica dos
compostos quaternarios de amoOnio penetra na regido hidrofébica da membrana
citoplasmatica (Figuras 32B e 32C). Essa interacdo leva a transicao do estado da membrana
de fluido para liquido-cristalino, provocando a perda de suas fun¢des osmorreguladora e
fisiolégica (Figura 32D). Conforme aumenta a concentragao destes compostos, é possivel a
formacdo de agregados micelares mistos, que solubilizam os componentes hidrofébicos da
membrana (Figuras 32E e 32F).

A efetividade da agcdo antimicrobiana de compostos quaternirios de amonio pode
variar com sua estrutura quimica, sendo que os mais hidrofébicos provavelmente nao
apresentam impacto sobre as comunidades microbianas, em razdo da baixa
biodisponibilidade, ou seja, baixa ocorréncia em fase aquosa (VAN GINKEL, 2004).
Nigmatulin et al. (2008) reportou que modificadores organicos mais hidrofilicos como o da

argila Cloisite 30B podem migrar mais facilmente para o meio aquoso quando comparados
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aqueles mais hidrofébicos, como o presente na Cloisite 20A. Assim, o modificador
organico da Cloisite 30B tende a apresentar maior biodisponibilidade, e consequentemente,
maior potencial para provocar o efeito antimicrobiano. Dessa forma, o retardo do processo
de biodegradacdo do PLA apds a incorporacdo da Cloisite 30B, observado neste estudo,
pode estar relacionado a um efeito adverso de seu modificador orgénico sobre a atividade

de bactérias atuantes no processo de compostagem.

4.4. Analise visual e monitoramento do peso molecular
O aspecto visual das amostras retiradas apds 15 e 30 dias de contato com o

composto estd representado nas Figuras 33 e 34, respectivamente.

Figura 33. Aspecto visual das amostras ap6s 15 dias de degradacdo em composto: A. PLA;
B. PLA/CLO20A e C. PLA/CLO30B.

Figura 34. Aspecto visual das amostras ap6s 30 dias de degradacdo em composto: A. PLA;
B. PLA/CLO20A e C. PLA/CLO30B.
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Apo6s 15 dias de ensaio, todas as amostras, anteriormente translicidas, apresentaram
opacidade e uma coloracdo branca. Recentemente alguns outros estudos verificaram este
mesmo comportamento durante a degradacdo do PLA em ambiente de compostagem
(GONZALEZ et al., 2012; ZENKIEWICZ et al., 2012), o que pode ser um resultado do
aumento da cristalinidade das amostras. A degradacdo hidrolitica ocorre em dois estdgios
principais: o primeiro ocorre em regides amorfas. As cadeias remanescentes entdo ganham
mais espaco e mobilidade, o que favorece a reorganizagdo das mesmas, levando ao
aumento da cristalinidade. O segundo estdgio da hidrélise ocorre nas regides cristalinas,
levando a desintegracdo da amostra (CHU et al., 1985; SODERGARD, STOLT, 2002).
Ap06s 30 dias de degradacdo em composto, as amostras apresentaram maior rugosidade, e
manchas, indicando um estdgio mais avangado de degradacao.

Os gréficos das Figuras 35 a 37 mostram os resultados de peso molecular numérico
médio (M,,), peso molecular ponderal médio (M,,) e indice de polidispersividade (PDI),

respectivamente. As curvas de GPC encontram-se no Apéndice E.
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Figura 35. Peso molecular numérico médio do PLA e nanocompdsitos.
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Figura 36. Peso molecular ponderal médio do PLA e nanocompdsitos.
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Figura 37. indice de polidispersividade do PLA e nanocompésitos.

Os gréficos das Figuras 35 e 36 indicam a ocorréncia do processo de degradacio
hidrolitica para todas as amostras, apresentando uma significativa reduc@o dos valores de
peso molecular numérico e ponderal médio. Também foi observado um aumento do indice
de polidispersividade (Figura 37) ao longo dos 30 dias de observacdo, o que pode ser
atribuido a formacdo de espécies de baixo peso molecular, que resultam em um maior
decréscimo nos valores de M,, do que nos valores de M, (LUCAS et al., 2001), refletindo
no aumento dos valores de PDI (definido pela razio M,,,/M,, ) ao longo do tempo.

A Tabela 13 apresenta os valores de M, M, e PDI, obtidos pela anslise de GPC.
ApOs o processamento das amostras, 0os nanocompdsitos apresentaram valores de peso

molecular inferiores ao polimero puro. Este decréscimo de peso molecular do PLA apés o
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preparo de nanocompdsitos pode estar relacionado ao cisalhamento durante a mistura do

polimero e as argilas (RAY et al., 2003; FUKUSHIMA et al., 2009).

Tabela 13. Valores de M,, M, e PDI do PLA e seus nanocompdsitos PLA/CLO20A e

PLA/CLO30B
PLA PLA/CLO20A PLA/CLO30B
Tempo _ _ _ _
(dias) Mn Mw Mn Mw
(Da) (Da) PDI (Da) Mw (Da) | PDI | Mn (Da) (Da) PDI
0 119.757 | 151.661 1,3 71.760 102.445 1,4 58.318 85.080 1,4
15 49.326 68.833 1,4 45.350 70.680 1,6 36.189 52.350 1,4
30 15.983 22.197 1,9 20.222 40.415 2,0 8.704 15.500 1,8

Ap6s 15 dias, o PLA apresentou uma reducdo de 59% no valor de Mn, enquanto os
nanocompdsitos com argilas organofilicas Cloisite 20A e Cloisite 30B apresentaram uma
reducdo de 37% e 38%, respectivamente. Apds 30 dias de degradacdo, foi verificada uma
reducio de 87%, no valor de Mn para o PLA puro, 72% para o nanocompdsito
PLA/CLO20A e 85% para o nanocompodsito PLA/CLO30B. Entre os nanocompdsitos
avaliados neste estudo, as amostras contendo Cloisite 30B apresentaram um maior grau de
degradacdo do que aquelas preparadas com Cloisite 20A, o que pode estar relacionado a
hidrofilicidade do modificador organico da Cloisite 30B, que de acordo com Paul et al.
(2005),

consequentemente, a degradacao hidrolitica.

pode favorecer a penetracdo de moléculas de d4dgua no material e,

O maior grau de degradacdo do nanocompdsito PLA/CLO30B poderia favorecer o
processo de mineralizacdo em relacdo ao nanocompésito PLA/CLO20A, uma vez que
espécies de baixo peso molecular, capazes de serem assimiladas por microorganismos,
tendem a se formar mais rapido. No entanto, a presenca da Cloisite 30B levou a um retardo
na mineralizacdo do PLA, conforme reportado previamente. Este comportamento indica
que a capacidade de acelerar a degradacdo hidrolitica pode ndo ser um fator determinante
para a melhoria da mineralizagcdo, e que o fator de maior significancia para a degradagdo
bioldgica no processo de compostagem pode ter sido a diferenca entre a efetividade da

atividade antimicrobiana dos modificadores organicos presentes nas argilas Cloisite 20A e

Cloisite 30B, conforme descrito anteriormente.
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Entre os materiais avaliados, o PLA apresentou uma taxa de degradag@o superior em
relacdo as amostras PLA/CLO30A e PLA/CLO30B, o que pode estar relacionado ao efeito
de barreira das camadas de argila para a difusdo de moléculas de dgua e/ou ao maior grau
de cristalinidade nas amostras dos nanocompésitos. No entanto, todos os materiais
atingiram, ao longo dos 30 dias, valores de Mn inferiores a 40.000 Da, valor critico a partir
do qual os microorganismos podem continuar o processo de degradacdo, convertendo os

componentes de baixo peso molecular em metabdlitos (GRUBER, 2001).

4.5. Bioensaio com o organismo Allium cepa

A Tabela 14 representa a percentagem média de sementes germinadas para cada um
dos tratamentos. Em geral os valores foram préximos e satisfatérios para a continuidade do
ensaio. Houve uma maior inibicdo de germinagdo apresentada nos tratamentos expostos a
trifluralina, efeito esperado para este herbicida (ALMEIDA, 1985). Ainda assim, a taxa de

germinacdo obtida foi suficiente para o prosseguimento das andlises.

Tabela 14. Percentagem de sementes de Allium cepa germinadas para os diferentes
tratamentos

Tratamento Germinacio (%)
CN 732
MMS 65+4
TRF 39+1
COMP 67 4
COMP-PLA 62 +8
COMP-PLA/CLO20A 65 +£8
COMP-PLA/ CLO30B 71 +4

As Figuras 38 e 39 ilustram as alteracdes encontradas ao longo das andlises para a
avaliagio de genotoxicidade e mutagenicidade, respectivamente. Os valores de Indice
Mitético, a frequéncia de alteragdes, bem como o Indice de Alteragdes Cromossdmicas e o
Indice de Mutagenicidade, obtidos pela andlise de células da regiio meristemética de

Allium cepa encontram-se na Tabela 15.

56




D. oD

Figura 38. Aberracdes cromossOmicas e anormalidades nucleares verificadas em células
meristemdticas de Allium cepa. A. Metafase normal; Aj;. Metidfase com aderéncia
cromossOmica; A. Metdfase polipldide; Az. C-metifase; B. Andfase normal; By. Anéafase
com ponte cromossomica; B,. Anédfase com perda cromossdmica; Bs. Andfase com ponte
(seta) e perda cromossdmica (cabecga de seta); C. Tel6fase normal; Cy.Tel6fase com ponte
cromossomica; C,. Teléfase com perda cromossdmica; Cs. Tel6fase multipolar com ponte
cromossomica e aderéncia; D. Nucleo normal; D;. Nucleo lobulado; D,. Célula binucleada;
D3. Célula trinucleada.
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Figura 39. Endpoints de mutagenicidade verificados em células meristematicas de Allium
cepa. A. Intérfase normal; A;. Intérfase com micronticleo; B. Préfase normal; B;. Préfase
com microntcleo; C. Anéfase normal; C;.Anédfase com quebra cromossdmica; D. Tel6fase
normal; D;. Tel6fase com quebra cromossdmica.
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Tabela 15. Indice Mitético, frequéncia de aberracdes cromossdmicas e anormalidades
nucleares, Indice de Alteracdes Cromossomicas e Indice de mutagenicidade avaliados em
células meristemaéticas de Allium cepa.

Alteracoes Repeticoes CN MMS TRF

o 1 23,43+6,72 16,3242,53* 15,8142,69%
2 26,08+2,69 18,2743,14% 14,7742,13%

Aderdncia 1 0,190,21 0,25+0,24 0,62+0,48

2 0,17+0,16 0,44+0,46 0,79+0,39

Poliploidia 1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,43+0,63

2 0,00+0,00 0,00+0,00 0,92+0,47

. Cormetifase 1 0,07+0,18 0,02+0,06 0,39+0,40
2 E 2 0,00=0,00 0,00+0,00 0,47+0,40
g - 1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,16+0,24
g g | Mulpolaridadecponte 2 0,00£0,00 0,00£0,00 0,120,05
<z Perda cromossdmica 1 0,02+0,05 0,04+0,08 0,10=0,19
2 0,00+0,00 0,00+0,00 0,08+0,17

Ponte cromossomica 1 0,02+0,06 0,00+0,00 0,37+0,35

2 0,00+0,00 0,02+0,06 0,3140,23

Perda e ponte 1 0,00+0,00 0,02+0,06 0,06+0,13

cromossomica 2 0,00+0,00 0,00+0,00 0,08+0,14

- Céluta binucleada 1 0,0040,00 0,00+0,00 0,49+0,53
g3 2 0,0040,00 0,00+0,00 0,960,64
g3 Célula trinucleada 1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,51+0,36
£ 2 0,00+0,00 0,00+0,00 0,57+0,51
<= Nicleo lobulad 1 0,0040,00 0,00+0,00 2,84+1 30
Heieo jobuiado 2 0,00=0,00 0,00£0,00 4,18%1,64

IAC 1 0,30+0,47 0,33+0.27 5,97+1,90*

2 0,17+0,16 0,46+0,47 8,48+2 88"

Microntclen 1 0,00+0,00 12,2745,54 0,78+0,78

2 0,00+0,00 12,47+4.68 1,8520,97

Ouebra cromossomica 1 0,0040,00 0,26+0,34 0,06=0,09

2 0,0040,00 0,50+0,42 0,0040,00

Mat 1 0,00+0,00 12,53%£5 36 0,84%£0,79

2 0,00+0,00 12,97%+4,35 1,85%+0,97

*Valores estatisticamente significativos (p<0,05) em relacdo ao controle negativo pelo teste estatistico de

Mann-Whitney.
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Tabela 15 (continuacdo). Indice Mitdtico, frequéncia de aberragdes cromossdmicas e
anormalidades nucleares, Indice de Alteragdes Cromossdmicas e Indice de mutagenicidade
avaliados em células meristematicas de Allium cepa.

COMP-
Alteracdes Repeticdes COMP COMP- PLA PLA/ C%l\ggg’g]I;A/
CLO20A

M 1 28,35+2,66 18,04+£2,31* 19,14+£2,47* 19,46+£2,56*

2 25,50£2,26 17,51£3,88* 21,57£2,59* 22,88+3,70*
Aderéncia 1 0,29+0,23 0,32+0,13 0,33+0,15 0,46+0,37
2 0,21+0,17 0,35+0,15 0,36+0,26 0,37+0,26
Poliploidia 1 0,00£0,00 0,12+0,13 0,23+0,25 0,14+0,16
2 0,00£0,00 0,18+0,22 0,30+0,25 0,16+0,15
" @ C-metdfase 1 0,00+0,00 0,08+0,17 0,04+0,12 0,04+0,08
2 E 2 0,0020,00 0,02+0,06 0,02+0,06 0,08+0,19
é‘g < Multipolaridade ¢ ponte 1 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
5 & 2 0,00£0,00 0,0040,00 0,00+0,00 0,00£0,00
i g Perda cromossdmica 1 0,02+0,06 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
© ’ 2 0,0020,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
Ponte cromossdmica 1 0,02+0,06 0,00£0,00 0,00+0,00 0,04+0,12
2 0,00+0,00 0,02+0,06 0,00+0,00 0,06+0,13
Perda e ponte 1 0,00+0,00 0,02+0,06 0,00£0,00 0,00£0,00
cromossdmica 2 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
Célula binucleada 1 0,0040,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
é § 2 0,0020,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
“é” g Célula trinucleada 1 0,0020,00 0,0020,00 0,00£0,00 0,00£0,00
2 E 2 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
<« = Niicleo lobulado 1 0,0020,00 0,0020,00 0,00+0,00 0,00£0,00
2 0,0020,00 0,0020,00 0,00+0,00 0,00£0,00

IAC 1 0,33+0,26 0,54+0,28%* 0,60+0,33* 0,68+0,34*

2 0,21+0,17 0,57+0,34%* 0,68+0,38* 0,67+0,53*
Micronticleo 1 0,0020,00 0,0020,00 0,00£0,00 0,04+0,08
2 0,0020,00 0,0020,00 0,10+0,25 0,00£0,00
Quebra cromossémica 1 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
2 0,0020,00 0,0020,00 0,00+0,00 0,00£0,00
IMut 1 0,0020,00 0,0020,00 0,00+0,00 0,04+0,08
2 0,00£0,00 0,00£0,00 0,10+0,25 0,00£0,00

*Valores estatisticamente significativos (p<0,05) em relacdo ao controle negativo pelo teste estatistico de
Mann-Whitney.

Os resultados obtidos pela analise do Indice Mitético (IM) para os tratamentos com
o MMS e TRF indicaram um decréscimo estatisticamente significativo (p<0,05) da divisao
celular. A inibicdo do processo mitético pelos compostos TRF e MMS também foi
observada por Fernandes et al.(2007) e Mazzeo et al.(2010), respectivamente. Os
tratamentos realizados com o solubilizado do composto puro (COMP) ndo apresentaram

diferencgas significativas de IM em relacdo ao controle negativo. No entanto, a andlise
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estatistica indicou a inibi¢do de divisdo celular para os tratamentos COMP-PLA, COMP-
PLA/CLO20A e COMP-PLA/CLO30B.

Com relacio ao Indice de Alteracdes Cromossdémicas (IAC) a andlise estatistica
revelou diferenca significativa para os tratamentos com TRF. Conforme Fernandes et al.
(2009) a concentracao de 0,84 ppm do herbicida pode ser considerada como “concentragdo
de diagndstico” para a genotoxicidade, uma vez que provoca altas taxas de irregularidades
incluindo alteracdes cromossOmicas e nucleares, indicando um efeito aneugénico. Portanto,
o resultado obtido indica uma resposta adequada do sistema para a avaliacdo dos efeitos
genotoxicos. Os tratamentos realizados com os solubilizados de composto apds a
degradacdo do PLA, e dos nanocompdsitos também apresentaram valores estatisticamente
significativos para o IAC, indicando a inducdo de efeitos genotoxicos dos produtos de
degradacao destes materiais, uma vez que os tratamentos com o solubilizado do composto
puro ndo apresentaram valores significativos para este parametro.

Os tratamentos com o MMS apresentaram as maiores frequéncias de quebras e
micronucleos, evidenciando a acdo clastogénica, e resultando em valores significativos para
o Indice de Mutagenicidade (IMut). Este comportamento indica uma resposta adequada do
sistema, uma vez que este composto € utilizado como controle positivo para efeitos
mutagénicos (RANK, NIELSEN, 1998). O herbicida TRF também apresentou valores de
IMut estatisticamente significativos. No caso da TRF, o efeito mutagénico estd associado a
sua acdo aneugénica, pois a inativacdo do fuso mitdtico impede a perfeita migracao dos
cromossomos para os polos da célula que, uma vez dispersos no citoplasma, levam as
perdas, a partir das quais podem se formar microndcleos (FERNANDES et al., 2007). Com
relac@o aos outros tratamentos, ndo foram observados efeitos mutagénicos.

A andlise estatistica dos parametros IM, IAC e IMut também foi realizada para a
comparacdo dos tratamentos com nanocompdsitos em relagdo aos tratamentos com PLA
puro, para avaliacdo dos efeitos das argilas organofilicas. Os parametros comparados

encontram-se compilados na Tabela 16.
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Tabela 16. Valores de IM, IAC e IMut avaliados em células meristematicas de Allium cepa

Parametro Repeticiio COMP- COMP- COMP-
PLA PLA/CLO20A PLA/CLO30B

M 1 18,04+2,31 19,1442 .47 19,46+2,56

2 17,514+3,88 21,57+£2,59 22,88+3,70

IAC 1 0,54+0,28 0,61+0,33 0,68+0,34

2 0,57+0,34 0,68+0,38 0,67+0,53

IMut 1 0,00+0,00 0,00£0,00 0,04+0,08

2 0,00+0,00 0,10+0,25 0,00+0,00

Nenhum dos parametros avaliados mediante o bioensaio para os tratamentos
COMP-PLA/CLO20A e COMP-PLA/CLO30B foram estatisticamente significativos
quando comparados aos tratamentos COMP-PLA. Dessa forma, os efeitos citotdxicos e
genotdxicos observados para os tratamentos com nanocompdsitos possivelmente estdo
associados com a toxicidade dos produtos de degradacdo do PLA, ndo sendo possivel
atribui-los a uma contribui¢do das argilas organofilicas.

Mitelut e Popa (2011) avaliaram a toxicidade de composto apds a degradacdo de
materiais a base de blendas de PLA/PBAT (50-50), com variagdes na composicao e
espessura. Para a avaliacdo, foi realizada a germinacdo de sementes da espécie Raphanus
sativus. A germinacdo foi realizada com o extrato aquoso das amostras de composto apds a
degradacdo dos materiais, incluindo a amostra de composto puro (controle) e,
posteriormente, foi quantificado o indice de germinacdo conforme metodologia proposta
por Gariglio et al. (2002). Os autores reportaram que todas as amostras foram mais toxicas
do que o controle. Rudeekit ez al. (2012) avaliou a ecotoxicidade de amostras de composto
resultante da desintegracdo do PLA e blendas do polimero com amido, comparando com o
composto puro (controle), utilizando um ensaio baseado na norma OECD 208 (2006). As
amostras de composto foram misturadas com solo (em proporg¢des iguais) e foi realizada a
germinacdo. Os seguintes parametros foram quantificados: taxa de germinagdo e o
crescimento das plantas Oryza sativa (monocotiledonea) e Vigna radiate (dicotileddnia).
Os autores concluiram que os materiais avaliados sdo seguros para o ecossistema e

satisfazem os requisitos para a compostagem.
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Nao foram encontrados na literatura estudos a respeito da toxicidade de amostras de
composto apds desintegracdo do PLA mediante pardmetros genéticos. Pela andlise do
bioensaio com o organismo Allium cepa conduzida neste estudo, foram observadas baixas
frequéncias de quebras e micronticleos, mas valores significativos de alteracdes durante a
divisdo celular, o que indica um possivel efeito aneugénico dos produtos de degradacdo do
polimero (espécies resultantes da hidrdlise do polimero e/ou residuos de catalisador)
presentes nas amostras de solubilizado. Ressalta-se que o bioensaio permitiu uma
informacao preliminar a respeito da ecotoxicidade do PLA, um tema pouco explorado, o

que demanda a continuidade dos estudos.

5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos mediante a caracterizagdo e avaliacio de aspectos
relacionados a compostagem do polimero PLA e seus nanocompdsitos com as argilas
organofilicas Cloisite 20A (PLA/CLO20A) e Cloisite 30B (PLA/CLO30B), pode-se

concluir que:

» o método de intercalacdo do fundido permitiu a obtencdo de nanocompdsitos com
estrutura intercalada/esfoliada;

» 0s nanocompdsitos apresentaram menor estabilidade térmica em relacdo ao polimero
puro, possivelmente pela instabilidade dos modificadores organicos;

» as camadas argilas organofilicas promoveram um pequeno aumento no grau de
cristalinidade do PLA, indicando que suas camadas atuam como agentes nucleantes;

» a argila Cloisite 20A ndo afetou o processo de biodegrada¢do do PLA. No caso da
argila Cloisite 30B, foi verificada influéncia sobre o processo de biodegradacdo do
polimero, levando a reduc¢do das taxas de mineralizag¢do, o que pode estar relacionado a
um efeito adverso de seu modificador orginico sobre microorganismos atuantes no
processo de compostagem.

» apresenca das argilas na matriz do PLA levou a uma diminuicio na taxa de degradacdo
hidrolitica do polimero, possivelmente pelo favorecimento da propriedade de barreira

e/ou maior grau de cristalinidade dos nanocompdsitos. A cisdao de cadeia, no entanto,
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foi significativa mesmo nas amostras de nanocompositos, indicando que argilas ndo
comprometem a reducdo do peso molecular, processo fundamental para a degradagdo
do PLA durante a compostagem;

» o bioensaio realizado com o organismo teste Allium cepa constituiu uma ferramenta
sensivel para a avaliacio de ecotoxicidade dos materiais testados apds sua
desintegracdo em composto;

» as andlises realizadas em células meristematicas de Allium cepa permitiram observar a
inibicdo da divisdo celular e um efeito genotéxico das amostras de composto apds a
degradacdo de todos os materiais testados (PLA e nanocompdsitos), indicando a

presenca de residuos toxicos provenientes da degradacdo do polimero.

6. SUGESTOES PARA OS TRABALHOS FUTUROS
Diante dos resultados obtidos no presente trabalho sugerimos como possibilidades

para trabalhos futuros:

» avaliacdo das propriedades antimicrobianas das argilas organofilicas Cloisite 20A e
Cloisite 30B, bem como dos nanocompdsitos;

» quantificacdo da mineralizacdo até a obtencdo do grau maximo de mineralizag¢do do
PLA, seguida de andlises mediante o bioensaio com o organismo Allium cepa;

» investigacdo dos produtos de degradacdo do PLA presentes nas amostras de
solubilizado e realizacdo do teste com Allium cepa com 0s compostos puros;

» realiza¢do das andlises do bioensaio com Allium cepa, ndo sé pela avaliacdo das
células da regido meristematica, mas também incluir a avaliacdo de microntcleos na
regido F1, bem como a avaliagc@o apds tratamento de recuperacdo das raizes;

» andlise de mutagenicidade mediante o teste de Ames;

» avaliacdo de toxicidade com culturas de células humanas.
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APENDICE A- Difratogramas das argilas organofilicas, do PLA, e seus
nanocompositos
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APENDICE B- Micrografias dos nanocompésitos

Micrografias do nanocompdsito PLA/CLO20A.
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Micrografias do nanocompdésito PLA/CLO20A.
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Micrografias do nanocompdsito PLA/CLO30B.
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Micrografias do nanocompésito PLA/CLO30B.
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Micrografias do nanocompdsito PLA/CLO30B.
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APENDICE C- Curvas de TGA das argilas organofilicas, PLA e nanocompésitos

Sample: 1231-TGA-S09-Cloisite20A-10-900 File: 1231-TGA-S09-N2-Cloisite204-10-40-Is0...
Size: 92181 mg TGA-DTA Operator: Thiago
Method: 1207-TGA-PLA-10-s015-900 Run Date: 28-Feb-2012 10:48
Comment: 1231-TGA-503-N2-Cloisite20A-10-40-Is015-10-300 Instrument: 2360 SDT V3.0F
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Curvas de TGA e DTG da argila organofilica Cloisite 20A.
Sample: 1231-TGA-S09-Cloisite 30B-10-900 File: 1231-TGA-S09-M2-Cloisite30B-10-40-Iso...
Size: 97572 mg TGA-DTA Operator: Thiago
Method: 1207-TGA-PLA-10-1s015-200 Run Date: 28-Feb-2012 13:16
Comment: 1231-TGA-509-N2-Cloisite 30B-10-40-1s015-10-8900 Instrument: 2960 SDT V3.0F
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Curva de TGA e DTG da argila organofilica Cloisite 30B.



Sample: 1231-TGA-508-M2-PLA-Is015-10-800
Size: 82757 mg TGA-DTA

Method: 1207-TGA-PLA-10-15015-900
Comment: 1231-TGA-508-N2-PLA-10-40-1s015-10-200

File: 1231-TGA-508-M2-PLA-10-40-1s015-10-90_..
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Run Date: 24-Feb-2012 15:00

Instrument: 2960 SDT V3.0F
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Curvas de TGA e DTG do PLA.
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Size: 10.0206 mg
Method: 1207-TGA-PLA-10-1s015-900
Comment: 1231-TGA-509-M2-PLACloisite20A-10-40-1s015-10-900

Weight (%)

Operator: Thiago
Run Date: 29-Feb-2012 15:00
Instrument: 2960 SDT V3.0F

120 4
1 353.58°C L
100+ : A I
J 3
80 |
60 06.43% L
J {0.683mg)
40 L
1 800.00°C
1 34E4% r
7 0
20 - §
] T T T T T T T T T T T T T T T T T T -1
o] 100 200 300 400 S00 600 700 800 500 1000
Tempemture ("-‘C) Universal V4.7A TA Instruments

Curvas de TGA e DTG do nanocompdésito PLA/CLO20A.
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Sample: 1231-TGA-5059-N2-Clos308-10-500-2

Size: 10.6858 mg TGA-DTA

Method: 1207-TGA-PLA-10-l2015-500
Comment: 1231-TGA-509-N2-Cloisite 306-10-40-1s015-10-200

File: 1231-TGA-S09-N2-PLACIcisite 30B-10-40-...
Operator: Thiago

Run Date: 29-Feb-2012 10:04
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Curvas de TGA e DTG do nanocompésito PLA/CLO30B.
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APENDICE D - Curvas de DSC do PLA e nanocompésitos

Sample: Am0050/11 DSC File: C:._\DSC\2012\Geral\CAAMO050-11.001
Size: 8.9400 mg Operator: Fabi

Run Date: 16-Feb-2012 11:38

Instrument: DSC Q100 V9.9 Build 303
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Curva de DSC do PLA no primeiro aquecimento.
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Curvas de DSC do PLA no resfriamento e segundo aquecimento.
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Sample: Am0051/11 DSC File: C...\DSC'\2012\Geral\CAAMO051-11.001
Size: 8.6100 mg Operator: Fabi

Run Date: 16-Feb-2012 13:56

Instrument: DSC Q100 V9.9 Build 303
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Curva de DSC do nanocompdésito PLA/CLO20A no primeiro aquecimento.
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Curvas de DSC do nanocompésito PLA/CLO20A no resfriamento e segundo aquecimento.
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Sample: Am0052/11 DSC File: C:._'\DSC\2012\Geral\CAAmMO0052-11.001
Size: 8.2800 mg Operator: Fabi

Run Date: 16-Feb-2012 15:27

Instrument: DSC Q100 V9.9 Build 303
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Sample: Am0052/11 DSC File: C:..\DSC\2012\Geral\CAAmMO052-11.001
Size: 82800 mg Operator: Fabi

Run Date: 16-Feb-2012 15:27

Instrument: DSC Q100 V9.9 Build 303
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Curvas de DSC do nanocompésito PLA/CLO30B no resfriamento e segundo aquecimento.
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APENDICE E- Resultados da analise de GPC do PLA e nanocomp

*0Js0dWOD WA 0BILPLIFIP BP SAIUR ‘Y OP DD P 9SI[BUER BP SOPRI[NSAY

09

// K\

yS1ap, ooy oy sa g Sop /am

ZN ] Uy \

e
—o0°1
—Lel

a1

() owinjos onuRleY
oEl

ooz

00°0 (quaw) - sa1y AQ)|
29°Q (Turaur) - eary 1y
619°1€E USIH %0°01 A
019 MO %001 M
000°0 0 M\ MO[ag Jud1ad
000°0 0 M 2A0QY JUDIA|
99Z°1 UL / M
067811 (suoyeq) - djy]
LS1'861 (suoieq) - Z]y]
1997161 (suoie(q) - M
LSL6II (suoieq) - upy
L99°¢1 (Tun) - AY Yed
oor 0% o oy T

XIpU] SARIRE ST

(Aur) asuodsar 0303l

94



*0150dWOd WA 0BIBPRIZIP BP SAUE ‘Y70 1D/V1d OMsodwodoueu op DD 9p ISI[BUER BP SOPeINSY

09

_ ow fing
™ T Ty 009
[-L1o 000 (uraw) - BaIy AN
e 8E'LT (Juraw) - BAIY [
\ L i LTT' €8T USTH %0'01 A
, i Sr8cE MO %001 M
\ I-to0 000°0 0 M MO[2g Ju0Id]
_\_ - ooo”o 0 IMJA 9A0QY JUR0IJ]
f : [TF'1 U / My
/ e V279 (Suone() - A
/ e ETL'8SI (suoieq) - ZI
el SrP 701 (suoe) - W
! 09L°1L (suoyeq) - upy|
Eis tad (Tun) - A¥ e
niBtom emasjopy Sorp sa gy 8P ram i
(Ju) swnjo vonusRd
0¥ oze o o o o [ik=4 ooz o5 a1 o o1 ot on o o 0z o
| I | | | | i I | | I I | | | | |
,__ alurr.fJ..r\|’|..q T 1714
,_ I s T
__ [
| __ [(oeny
__ |
- Hoees
il
__ _ s
,_ _ (ovPL
__ _,
Xapu] SANJRISY |

]

{ Amr) asuodsar 10329120

95



*0)s0dWO) WS ordepeIsap ep sojue

‘90£OTD/V 1d 0¥SdWOod0URU Op DJD P ISI[PUE BP SOPRINSAY

c,@ c‘_n oy
= — = — 000
1o 000 (Juaw) - v2Iy A
oc 19°6€ (Jurau) - vary 1y
e 886°CET USTH 2%0°01 M
99L°LT MOT %001 M
\ Listo 0000 0 M MO[g JU0Ig
i ccc”c 0 M 2A0QY Ju201
. 65’1 UN /MmN
160 S06°SS (suoyeq) - Ay
\ = €9L1€E] (suoie) - Z)N
|y 080°¢8 (suoieQ) - mIN
. S1E£'8C (suoeq) - Uy
[ 0SS°F1 (Iw) - A¥ ¥ed
d1ap 1emoaqopy o sa i Sogp s Am —EST
(Jur) swnjoA nonuRley
o“wﬂ (43 o,.aﬂ st (14 o'ri 0T c..on gl c'.._.__ ayl Q.ﬂ_ o a..m q_,.u a..w c.d
1 1 1 1 | | | 1 | 1 | | | 1 |
/\ |-owsz
| IAJ.ﬁ/]/I.J.&.M[llu.JIuII.InI.[
| & lawe
|
| HoTee
| [
L o
,__ ,___ awep
_7 __,__ (oSS
(i
__ ____ ]

XOPU] SALORIY

(Aur) asuodsar 1010352

96



*0150d WO W OBIBPRIZIP 9P SBIP G sode Y Id Op DD 9p 9SI[BUE BP SOPRINSY

]

oc

o'y
| nL_ M upy 000
1o 000 ([uawm) - Bary A
4 e £C°CT (Jwaw) - Bary 1y
| i 9¢0°0LI USIH %0°01 A
765°TT MOT 3001 AN
190 000°0 0 MA MO[2Y JUIR ]
L 5:0 000°0 0 M 2A0QY JU20Ia]
. C6E'l upw / M
0L0°SS (suoieq) - di
o0 069°L6 (suoe() - ZIN
et ££8'89 (suoieQ) - M
. 9TE 61 (suoje(q) - U
/ L L9 (Tw) - A ¥ ¥=ad
yiag remoaopy Soy sy Soqp s M gl
() SWwnjoA BONU}RNY .
o.T S,m S_.a u,_mm o_ﬂ J.n o_ﬂ q.,un 3_5 _u.._: oy a.,_a_ a,_. A_.tu ;
/,_ \\|\| T T e— =
__ | g

X3pU] SANTRISY

oTor

s

[—onnL

oes

(006

(Amr) 2suodsal 1030932

97



*0J50dWOD WA 0BIBPRIZIP 9P SeIP G| sode YOZOTD/V 1d 031sodwodoueu op Do) ap SI[BUL BP SOPRINSAY

_u.f@ OW. ot
N W [T 00°0
Hrio 000 (Juau) - Bary A
| o 11°€S (Jwaw) - vary 1y
© 80L661 USTH 2%0°01 M
o 8L6'81 MO %0701 M
50 0000 0 M m0[2g JU019d
0000 0 M 2A0QY 120124
i 66S°1 U / M
/ 280 LS LY (suoieq) - diy
_ L o6t TOFEll (suoeQ) - 7
’ 089°0L (suoieq) - My
(faanl 0se'sy (suoyeq) - up
/ <zl LOLFT (Tu) - A yead
yStag, remoaopy 307 sa W SoIp fAM —LE]
(Jur) SWNJoA TOTUSY
ore oTE o [} 14 L4 ore [r<4 ooz o=l o9l oo 0E e oF oz o
| | | | | | |
,__ \\ = = HoEee
- N
| { Fovor
| |
___ __ Foeos
Vil loss
__ |
|| otne
]
| | o'soe
1
XOPUJ BATJORIISY __, | Lovecs

(Am) 2su0dsar 1030912

98



*0150dWI0D WA 0BILPRITIP 9P SeIp G| sode gocOTD/V1d 0ysodwodoueu op DJD Ip SI[BUR BP SOPLINSAY

09

0% or

0t
: _ n My upy _ 00
000 (quaw) - vary AN
i ov'Tr (TuiAw) - vary 1y
60 98¢'6C1 USTH %0701 MW
Lero c9T ¢l MOT %001 M
g 000°0 0 MJA MO[g JUDI]
25 0000 0 M 2A0QY U1 ]
Lo il UTAL/ MA]
s 11g°cy (suoneq) -
. 011¥L (suoireq) - ZW|
\ [ 0SE'TS (suoye(y) - M|
{ 11 681°9¢ (suoeq) - up
| i L1671 (ur) - AY yeed
wiom EM%E 8o sA N S0P 1AM B
(ux) 2WwnjoA TonuS}Y
[}:4 (g4 0 )18 (304 Ly 0@ ooz 0%l o9t o L] (%3 [ oy L oo
| , | | | I i l | I i , | | | 1
I —_— _
__ ,\l\ .m_ur e
_, __ v
[
__ __ [—o'sog
|
| | |owem
__ _
\ | e
i
__ | Hoso8
HIPU] aaloRi=yg __,c,_ L eikas

(Am) asunodsar 1030312

99



*0JS0dWOd WA 0BIBPRIZIP 9P SBIP ()¢ sode Y Id Op DdD op SI[BUE BP SOPRINSAY

100

' or o€
| 2 { = 000
o " e 00°0 (uiaw) - B2y A
e vS'ST (uaAw) - eary iy
oz SECHY USTH %0°01 A
L os0 ceoy MOT %O0T MIN]
D000 0 M mo[g Ju012d
it 0000 0 M 240QY JUa1d|
180 606°1 U / M
- £09°61 (suoieq) -dI
CLE'LE (suoeq) - ZW
LD LI6TT (suole(q) - M
180 900l (suoyeq) - Uy
— £86°¢CI (Tun) - A Yead]
rléiu—z Forp sapy Borpp /M =101
(ux) swnjoa nonu=}Y

oye (i3 o o v 3_n o [Ei o o [ ozl opl [ ] (] o 0T

XU JATJORISY \|

( ATI) SSTOASI 10}23)2(]




*0J50dWOd WA 0BIBPRIZIP 9P SeIp ()¢ sode YOZOTD/V 1d 031sodwodoueu op Do) ap SI[BUL BP SOPRINSRY

o._o o_.m. o.,_. 0'¢
BT M oy 000
| 5% 000 (uam) - 21y A
B 65°97 ([uiaw) - eary 1y
B 69L°601 USTH %0°01 MW
£ 696°¢ MOT %001 AN
| 0000 0 M\ MO[2g 1U019d
0000 0 IMJN 2A0QY JU2019]
[£50 6661 upy / M
690 ¥SE0F (suoieq) - dy
: SVET9 (suojeq) - ZN|
080 -
Siy'or (suoeq) - M
Bl TTT 0T (suoireq) - U]
€0 £86'71 () - AY ¥eod]
ySag semasiopy Sop sa W BoIp saM L
(1m) swnjos noyuRleY
ave oTe o o3z vt (14 [ird ooT a'sl o091 oyl (il an 0% (3] [ x4 on
| | | | | | | l | | | | | | | | |
—71
I —OveE
b S
| __ &
__ ,_ ooy
| |
| _ (o
|
__ _ i)
1
__ 7 (o
__ _
_, | Hoves
XIPU] AR | __
! - Teh

101

(AUI) SSTOUSAI 10J92)3 (T




*0Js0dWOd WA 0BIBPRIZIP ap SeIp ()¢ sode gOSOTD/V1d oysodwodoueu op DD Ip ISI[BUR BP SOPLINSIY

s

oF

0t

wn

N/

witam semaatopy Sorp sa g Borpp / am

00
=1
—en
—Een

—ro

() swnjoA uonuRly
()= oo 08l

000 (uaw) - Bary A
90'v€ (Juaw) - By 1Y
161°1F USIH %001 MI|
100°€ MO %0'01 MW
DDD.D A MO U321
GOD.D SMA 2A0Q Y JURDIR|
18L'1 UL/ M
8TLII (suoieq) - diy
686'€T (suojeq) - 7
00S'SI (suoje(y) - M
70L'8 (suoje() - up
L9991 (qu) - AY Yed

Xapu] 2AIj0RgSY

Loy

0T

T

Fasis

R

oz

Fo'ezn

( AUI) 35UOASAI 10}03}3(

102



Glossario
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Acdo aneugénica: é caracterizada pela inducdo de quebras cromossdmicas durante a divisdo
celular.

Acao clastogénica: decorre da inativagdo de estruturas citoplasmadticas da célula, como o fuso
mitdtico.
Anafase: fase da mitose em que ocorre a migracdo das cromatides para os polos opostos.

Aneuploidia: corresponde as mudangas no nimero cromossdémico de uma célula, resultando em
ganho ou perda de um ou mais cromossomos durante o ciclo de divisdo celular.

Ciclo celular: compreende os processos que ocorrem desde a formacdo de uma célula até sua
divisdo em duas células-filhas, todas iguais entre si. Consiste em duas etapas: a interfase, que ocorre
entre duas divisdes sucessivas, e a mitose, que € a divisdo propriamente dita, seguida pela divisao
do citoplasma, chamada citocinese.

Cromatide: os filamentos de DNA recebem essa designacdo nos cromossomos das células em
divisdo.

Cromatina: material internuclear da célula, constituido por DNA e proteinas; corresponde aos
cromossomos da célula que ndo estd em divisdo.

Cromossomo: so resultantes da condensagdo da cromatina que ocorre durante a diviséo celular.

Intérfase: periodo da vida da célula entre duas divisdes mitSticas. Neste periodo a célula cresce e se
prepara para a divisao.

Metafase: fase da mitose caracterizada pela condensacdo méaxima dos cromossomos e pelo
alinhamento dos mesmos na regido equatorial da célula.

Mitose: fase do ciclo celular durante a qual a célula se divide em duas células filhas, todas idénticas
entre si.

Poliploidia: aumento no ntimero cromossdmico, dado pela multiplicacio do conjunto
cromossdmico, dado pela multiplicagdo do conjunto cromossdmico haploide.

Profase: fase da mitose caracterizada pela condensagdo gradual de cromatina, inicialmente com 30
nm de didmetro e muito alongadas, que vao progressivamente se tornando mais curtas e espessas até

formar cromossomos.

Telofase: fase da mitose que se inicia quando as cromatides atingem os polos da célula. Nessa fase
ocorre também € caracterizada pela descondensacdo da cromatina.
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