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Resumo

RESUMO

A consciéncia ambiental crescente, somada as politicas de gerenciamento de
residuos solidos, tem impulsionado o desenvolvimento de materiais biodegradéveis para a
substitui¢do parcial dos plasticos de origem petroquimica em algumas areas estratégicas,
como a de embalagens.

No presente trabalho, avaliou-se a biodegradabilidade da blenda de PCL/Amido

adipatado em solo, de acordo com a norma ASTM D5988-96 e Anderson ef al. (1982); e
em meio liquido, de acordo com a norma ASTM 6691-01 e Mergaert ef al. (2000).
No teste realizado em solo, a biodegradagio foi acompanhada pela determinacio da
porcentagem de mineralizagdo, através da medida da produciio do diéxido de carbono e da
perda de massa. No meio liquido, a biodegradacio foi determinada somente pela perda de
massa. O acompanhamento das alteragdes na cristalinidade da blenda foi feito em ambos os
testes através de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

Foi verificado que a blenda atingin 70% de mineralizagio apds 90 dias de incubacio
no solo. De acordo com a norma ASTM D 6400, esse valor permite concluir que a blenda ¢
biodegradavel. Por sua vez, a perda de massa da blenda incubada no solo foi maior do que

no meio liquido, mostrando que a biodegradagio no solo € bastante eficiente.

Palavras-chave: Biodegradagdo, Blendas, Poli (- caprolactona), Amido adipatado.



Abstract

ABSTRACT

Increasing environmental concerns and the waste management policies in the last
decade bave prompted the use of natural-based biodegradable materials instead of
nonbiodegradable petrochemical-based plastics.

The present work it investigated the biodegradation in soil of a PCL/Starch-adipate

blend, a natural-based material, according to the ASTM D5988-96 standard and Anderson
(1982). Furthermore, it was investigated the biodegradation of this material in liquid
medium, according to the ASTM 6691-01 standard and Mergaert et al. (2000).
During the soil tests, the biodegradation was indicated by CO, evolution and mass loss
measurements. In the liquid medium, the biodegradation was indicated by mass loss
measurements only. Differential Scanning Calorimetry (DSC) was used to follow the
crystallinity change in samples treated in liquid and solid medium.

It was observed that the blend reached 70% of mineralization after 90 days of soil
incubation. According to the ASTM D 6400, this is a strong indication that the blend is
biodegradable. The mass loss of the blend sample incubated in soil was higher than for the
sample incubated in liquid medium, showing that the biodegradation in soil was very

efficient.

Keywords: Biodegradation, Blends, Poly (- caprolactone), Starch-adipate.
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Capitulp 1 - Introducio e obiefivos

CAPITULO 1- INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 - Introducio

Os plasticos tém ganhado cada vez mais espaco no mercado devido 4 sua
versatilidade, a qual garante seu uso nas mais diversas formas para diferentes finalidades.
Na area alimenticia, por exemplo, as embalagens plasticas, em franca expansdo, garantiram
um espago notavel.

Na maioria dos casos, durabilidade e resisténcia & degradagio sio propriedades
desejaveis quando os plasticos estdo em uso; entretanto, a resisténcia do plastico por longo
periodo, quando descartado, causa sérios danos ao ambiente. Ao serem depositados em
aterros ¢ lixbes, eles formam uma camada impermeavel no solo, que prejudica a
degradagdo de outros materiais, além de contribuirem para o aumento do volume de lixo
solido.

Este fato motivou o deputado estadual Giovani Cherini a apresentar o projeto de
lei nimero 119/2004, em abril de 2004, que dispde sobre a proibicdo por todo territorio
Gauacho, da utilizagdo de embalagens plasticas 4 base de polietileno (PE); polipropileno
(PP) ¢ de polietileno tereftalato (PET), no acondicionamento de bebidas, alimentos e
cosmeticos. As embalagens substituintes devem ser de plasticos biodegradaveis.

Estes projetos de substituigio dos plasticos nio biodegradaveis, aliados &
consciéncia ambiental € as novas politicas de gerenciamento e disposicio de residuos, tém
direcionado os estudos para a produgio de plasticos ambientalmente degradaveis (PADs)
(Yavuz e Babag, 2003).

Os PADs sdo polimeros naturais ou sintéticos, que podem ser obtidos através de
fontes renovaveis e ndo renovaveis. Sua principal caracteristica é a de soffer alteragdes nas
suas estruturas quimica e fisica, sob o ataque de microrganismos apés o seu descarte no
ambiente.

Da familia dos polimeros sintéticos biodegradaveis, o poli (g-caprolactona) -
(PCL) tem despertado especial interesse na substituigdo de polimeros n3o biodegradaveis,
devido as suas caracteristicas fisicas, compatibilidade com outros materiais e

disponibilidade comercial (Singh e7 al., 2003).
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Tentativas de combinar 0 PCL com polimeros naturais tais como o amido, tém
sido realizadas com o intuito de criar um material economicamente viavel, com boas
propriedades fisicas e que seja completamente biodegradavel (Wu, 2003). Além disso, a
substitui¢do de parte da resina por amido leva 2 economia de insumos derivados de fontes
fosseis, a0 mesmo tempo em que incentiva o uso de fontes renovaveis e acelera a
biodegradacio do produto final. _

O amido, considerado a segunda maior biomassa produzida na patureza, &
encontrado em vegetais como uma reserva de carboidratos. Em condigBes naturais, o amido
¢ encontrado na forma de grinulos e é composto de aproximadamente 20% de amilose e
80% de amilopectina.

Com base na disponibilidade, no baixo custo e na conhecida biodegradabilidade, o
amido tem sido utilizado, ha décadas, como aditivo em polimeros sintéticos. Desta forma,
vem sendo incorporado ao PCL na produgio de blendas e compositos biodegradaveis;
como, por exemplo, o Mater-Bi® | produzido pela Empresa Novamont, em Novara/ltalia.

A crescente demanda por materiais biodegradaveis tem tornado indispensivel o
conhecimento completo do processo de biodegradacfo e do termo biodegradavel. Por si s6,
este termo ndo garante que o material serd degradado em qualquer ambiente, uma vez que
os ambientes biologicamente ativos abrangem diferentes organismos e, por sua vez
diferentes sistemas enzimaticos. Por isso, a reproduciio exata do meio natural em escala
laboratorial torna-se dificil, sendo necessario o uso de testes padronizados, simulando as
condigdes naturais. Para que um determinado material seja considerado biodegradavel, este
deve passar por estes testes padronizados, que simulam diversos ambientes, junto com um
acompanhamento completo do processo sofrido pelo material, para se verificar o grau de

biodegradaciio em um determinado periodo e a presenca de recalcitrantes.

1.2 - Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi o de nuclear um grupo de pesquisa, com
especialistas de reconhecida capacidade na drea (ESALQ, UNICAMP, UMC) ¢ o de formar

recursos humanos especializado em biodegradagio de polimeros ambientalmente
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degradaveis (PADs), no Departamento de Tecnologia de Polimeros da FEQ. Os objetivos

especificos deste trabalho foram:

» Avaliar a biodegradacdo da blenda composta por poli (g-caprolactona)/ amido
adipatado, em solo agricola, por meio de perda de massa e do método da
respirometria, seguindo a Norma ASTM D 5988 — 96 e metodologia proposta por
Anderson (1982). Essa blenda foi anteriormente estudada por outros alunos do
Grupo de Polimeros Ambientalmente Degradaveis da Profa. Lucia Mei (Freitas,

2004; Wanderson Bueno, em andamento).

» Avaliar através da perda de massa, a biodegradagiio da blenda em meio liquido,
seguindo a norma ASTM D 6691 - 96 e metodologia proposta por Mergaert et al.

(2000} com bactérias isoladas de solo agricola.

» Caracterizacao da biodegradacgio na superficie dos filmes de PCL. ¢ PCL/Amido de
milho adipatado por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), apos periodos

pre-determinados de incubag@o em solo e meio liquido.
» Caracteriza¢ao da alteragdo na cristalinidade (Xc), na temperatura de fusdo e na

entalpia de fusdo dos filmes de PCL e PCL/Amido adipatado, por Calorimetria

Exploratoria Diferencial (DSC) durante os ensaios de biodegradagio.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Historico

Os plasticos apresentam diversas vantagens em relagio a outros materiais; dentre
elas, pode-se citar: baixo peso, durabilidade e versatilidade (Chiellini, 2002). Suas
caracteristicas fisicas e econdmicas ajudaram a popularizar sua aplicagio e, por isso, sio
encontrados em quase todos os setores da economia, tais como: construgdo civil,
agricultura, calgados, méveis, alimentos, téxtil, lazer, telecomunicacdes, eletroeletronicos,
automobilisticos, médico-hospitalar, e no setor de distribuigdo de energia (Plastivida,
07/01/2004).

A versatilidade dos materiais poliméricos tornou-os indispenséaveis no cotidiano das
pessoas, nas mais diversas reas. Para se ter uma idéia, o consumo per capita de pléastico no
Brasil, em 2002, foi de 21,7 kg (Cherini, 2004).

No entanto, a crescente demanda por materiais poliméricos, principalmente na area
de embalagens, tem como conseqiiéncia um aumento descontrolado na produgio de lixo
plastico. De acordo com Chiellini (2002), cerca de 30% do lixo mundial vem dessa origem
(Chiellini, 2002). Sabe-se que determinados plésticos, principalmente aqueles produzidos
através de fontes ndo renovaveis como o petroleo, sdo os que mais poluem o meio
ambiente, visto que a sua completa fragmentagio pode levar de 100 até 400 anos. (Cherini,
2004).

Desde 1970, quando ocorreu a primeira crise do petroleo, as industrias estudam
meios de produzir plasticos a partir de fontes repovaveis. Nas décadas de 1980 e 1990,
ocorreu a chamada crise, ou saturagdo, dos aterros e lixdes. Desde entdo, a conscientizagdo
da sociedade, aliada as novas politicas de disposigio e gerenciamento de lixo, tem
direcionado as pesquisas para a criagho de produtos e processos ambientalmente
compativeis.

Dentre os processos encontram-se a reciclagem; a incineragio; o deposito em
aterros; a compostagem e a biodegradagio. Quanto aos produtos, pode-se citar: polimeros

reciclaveis, polimeros incineraveis, polimeros degradaveis; polimeros biodegradaveis
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(PAD) e polimeros compostaveis, além dos polimeros hibridos (Blendas e compositos
biodegradaveis) (Chiellini, 2002).

Dados obtidos por Amass ef al. (1998) sobre as estratégias mais utilizadas na
redugdo do lixo plastico, no ano de 1995 na Europa, apontam que os aterros sio
responsaveis por 70,7% deste lixo, seguido pela pratica da incineragio que responde por
cerca de 20 %, sendo 16,8% convertido em energia. Por fim, a reciclagem responde pela
recuperagdo de 8,2 % do lixo pléastico, enquanto que 1,1% € exportado para a recuperaggo.
E fato notério que o volume de pléstico disposto em aterro € muito grande, devido ser esta a
melhor saida para atender as limitagGes das outras técnicas, por diversos fatores. A
incineragdo, por exemplo, possui o problema da emissio de gases em paises com limitagdes
tecnologicas para recupera-los e reutiliza-los. A reciclagem, por sua vez, tem crescido
rapidamente em paises emergentes, como o Brasil, onde a geragio de empregos é um fato a
se considerar, porém, ainda existe o limite pela legislagio para a utilizacdo de plasticos
reciclados para embalagens, em contato direto com alimentos. Essas limitacSes fizeram
surgir o desenvolvimento de outras estratégias, em que o processo de biodegradacdo veio
para atender ao forte apelo ambiental dos ultimos tempos. Assim, os polimeros
ambientalmente degradaveis (PADs) adquiriram grande importincia, visto que reduzem
naturalmente o residuo plastico do ambiente, além de proporcionarem beneficios como:
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para o futuro; conservagio de recursos fosseis;
reducdo na dependéncia de importacBes de matérias-primas; incentivo ao cultivo de

recursos renovaveis; uso de sobras e residuos de produgio de alimentos (Tbaw, 2004).
2.2 - POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros biodegradaveis, sintéticos ou naturais, possuem grande capacidade de
degradagdo por meio de processos naturais, onde os produtos de degradacdo sdo
reaproveitados no ambiente através dos ciclos elementares como: ciclo do carbono,
nitrogénio e enxofre (Chandra ¢ Rustgy, 1998). Existem hoje varias defini¢des para estes
polimeros, as quais sdo elaboradas pelos grupos de pesquisa ligados ao desenvolvimento de
normas. Tais normas sdo necessarias e tém sido adotadas no mundo todo, para o

acompanhamento padronizado da biodegradacdo. Dentre as mais conhecidas, citam-se:
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» Norma ISO 472:1988
Um plastico biodegradavel € aquele conhecido por sofrer alteracdes significantes na
sua estrutura quimica, sob condi¢des ambientais especificas, resultando na perda de
algumas propriedades que podem ser avaliadas através das variagdes nas medidas
realizadas por normas, métodos e testes padronizados. A alteragdo na estrutura quimica €

resultado da agdo dos microrganismos de ocorréncia natural.

» Proposta do sub-Comité da ASTM D20.96
Plasticos degradéveis sio materiais que sofrem quebra das ligagbes na cadeia
principal do polimero, através de forgas quimicas, biolégicas e/ou fisicas no ambiente, a

uma taxa que resulta na fragmentagdo ou desintegracgéio dos plasticos.

» Proposta da sociedade Japonesa de Polimeros Biodegradaveis
Plasticos biodegradaveis sdo materiais poliméricos que se transformam em
compostos de baixo peso molecular, através de um processo de degradagio, em que pelo
Menos um passo seja por meio de metabolismo na presenga de organismos de ocorréncia

naturatl.

» DIN 103.2 (grupo de trabalho em polimeros biodegradsveis)
Biodegradag@o de um plastico é um processo que resulta em produtos metabélitos

finais de ocorréncia natural.
Atualmente tem sido feito um esforco para que estas normas possam ser

reconhecidas no mundo todo, ficando a critério do usuario definir qual delas ira utilizar

para desenvolver seus testes.
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2.3 - Polimeros biodegradaveis naturais

Conhecidos também como biopolimeros, sdo sintetizados por diversos ciclos da
natureza por meio de reagBes de polimerizagdo ou catédlise enzimitica, no interior de
celulas, por processos metabolicos complexos (Chandra e Rustgy, 1998).

Podem ser processados e transformados normalmente como os demais
termoplasticos, na forma de compostos, blendas e compésitos, definidos no anexo I desta

dissertagdo.
Citam-se abaixo as principais classes de polimeros naturais e alguns exemplos:

» Polissacarideos: Amido, Celulose, Quitina, Quitosana, Acido alginico, outros.
> Polipeptideos de origem natural: Gelatina, Caseina, Albumina, Fibrinogéuio,
outros.

> Poliésteres Bacterianos: Familia dos Poli (hidroxialcanoatos) (PHAs).

2.3.1 - Amido

O amido vem sendo alvo de muitos estudos na area de materiais poliméricos por
ser matéria prima abundante de fonte renovavel, de baixo custo e totalmente biodegradavel.
E encontrado como fonte de reserva de carboidratos, em plantas como a batata, a mandioca,

o milho e o arroz, entre outras (Bastioli, 1995).

2.3.2 - Estrutura e propriedades do amido

O amido nativo ¢ um homopolimero formado por unidades de glicose, encontrado
na forma granular semicristalina. E uma combinagiio fisica de duas estruturas, amilose e
amilopectina. Em ambas, as unidades de glicose sio unidas por ligagdes glicosidicas o 1,4,
como mostra a Figura 1. A amilose € uma molécula essencialmente linear; enquanto que, a
amilopectina contém cerca de 5% de ramificagdes o 1,6, como ilustrado na Figura 2. As
cadeias ramificadas da amilopectina estdo presentes na forma de dupla hélice resultando em

estruturas cristalinas (Jane, 1993).
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O peso molecular da amilose varia entre 0,2 e 2 milhfes e o da amilopectina entre
100 e 400 milhdes (Bastioli, 1995).

A origem botanica e genética do amido altera a quantidade e o comprimento das
cadeias ramificadas, a estrutura quimica e as propriedades funcionais. Grios de amido de
milho, por exemplo, contém aproximadamente 30% de amilose e 70% de amilopectina
(Avella et al., 2001).

(HZOH

Figura 2 - Estrutura da amilopectina: Unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas o 1,4 e com
pontos de ramificacio « 1,6.

2.3.3 - Aplicagdes do amido

O amido pode ser utilizado na forma granular, natural ou modificada, ou
transformado em amido termoplastico, podendo ser processado sozinho ou em combinagio
com um polimero sintético (Bastioli, 1995).

O grdo de amido, na sua forma natural, pode ser incorporado a uma matriz

polimérica, atuando como carga. Os plasticos a base de amido podem conter de 10 a 90%
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do biopolimero, e conforme esta quantidade aumenta, os compdsitos se tornam mais
biodegradaveis reduzindo a liberagio de residuos recalcitrantes. E muito empregado em

filmes na agricultura ou em sacolas de supermercados (Chandra ¢ Rustgy, 1998).

2.3.4 - Amido termoplastico

O amido termoplastico (TPS) ¢ obtido por meio de um processo chamado
gelatinizagio (Averous ef al, 2000). Esse processo envolve a destruicio da estrutura
cristalina dos grdos através de pressdo, aquecimento, forgas mecinicas e plastificantes, tais
como: agua, glicerima e Oleos vegetais, entre outros (Bastioli, 1995). O TPS tem caréter
altamente hidrofilico. Pode ser utilizado na composicdo de blendas com outros polimeros,

sintéticos ou naturais (Baltieri, Bartoli e Mei 2003).
2.3.5 - Amido modificado

O termo amido modificado € utilizado para representar as modificagBes que
podem alterar a estrutura quimica de algumas das unidades D-glicose na molécula de
amido. A modificagdo da estrutura quimica pode ser obtida através de diversos métodos,
com o objetivo de melhorar algumas propriedades como, por exemplo, a pouca estabilidade
térmica causada pela absorcdo de agua, dificil processabilidade e propriedades mecanicas
pobres. Essas propriedades podem ser alteradas através de modificagbes quimicas, fisicas e
enzimaticas (Jane, 1995). Dentre as alteragBes quimicas, as mais comuns sdo: hidrolise,
oxidaggo, reticulagio ¢ substituigdo. A reticulagdo é uma das tecnologias mais empregadas,
sendo realizada por meio de um reagente com dois, ou mais grupos fincionais, capazes de
reagir com pelo menos dois grupos hidroxilas das cadeias de amido, causando uma ligagio

entre eles (Mali e Grossmann, 2001),

2.3.5.1 - Amide adipatade (6704)

Ao reagir o amido com acido adipico (4cido hexanodi6ico), obtém-se como produto
final uma estrutura reticulada. Essa alteracio na estrutura do amido aumenta a estabilidade
termica, diminui a retengo de dgua e também facilita a mistura com outros polimeros

sintéticos, como no caso da produgdo de blendas (Mali e Grossmann, 2001).
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2.3.6 - Mecanismo de biodegradacio do amido

O amido pode sofrer hidrdlise na presenca de acidos ou enzimas. A enzima
extracelular, responsavel pela cisio das ligagbes o 1,4 das moléculas de amilose e
amilopectina, ¢ a amilase, como mostra a Figura 3; por sua vez, as ligagdes o 1,6 sdo
quebradas pela enzima glucosidase (Chandra e Rustgy, 1998).

A reagdo de hidrolise do amido pode ser conduzida por diferentes vias e gerar
diferentes subprodutos, de acordo com a enzima utilizada. Enquanto a hidrolise acida
produz uma mistura de sacarideos, as enzimas geram produtos mais especificos. A B -

amilase, por exemplo, produz unidades de maltose, enquanto a amiloglucosidase produz
unidades D-glicose {(Merck & Co, 1968)

£H2DH CHEOH £H20H
CHZO0H
3 .;-‘-M— 0 -
’,r/i 5 N ¥ N, Enzima, H,O //Em-— 0 “ /,ff—""' o “
r” N - - “y P p \\
,}‘\\ ’f\)\,z \_)(‘ af\ e S e h
d oM - AN o e N -~ N o TN
] ~ . b g .. DM P ~ -
e 5 \J—————g”’ 0 0N e N oH  «  #§ e o

OH o4

Figura 3 - Hidrolise enzimdtica do amido.
2.4 - Polimeros sintéticos biodegradaveis

Os polimeros sintéticos biodegradaveis possuem grupos hidrolisiveis na cadeia
principal. Estes grupos, também conhecidos como sitios ativos, sio reconhecidos e atacados
pelas enzimas e, neste momento, se inicia a degradagdo (Chandra e Rustgy, 1998).

Dentre muitos polimeros sintéticos biodegradaveis, pode-se citar:
> Poliésteres: ~—~~COQ~~~
» Poliamidas: ~~~CONH~~~
» Poliuretanos / Poliuréias: ~~NHCQQ~~ / ~~CONH-R;NHCOOR,Q~~

2.4.1 - Poli (¢ - caprolactona): estrutura e propriedades

O poli (g - caprolactona), também conhecido como PCL, é um polimero sintético,
de carater hidrofobico, muito conhecido pela sua biodegradabilidade e habilidade em

formar blendas com outros polimeros (Amass ef al., 1998).
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O PCL pertence a familia dos poliésteres alifaticos, sendo sintetizado por meio de
polimerizagio por abertura de anel de € - caprolactona, para obtencio da unidade repetitiva.
O polimero € semicristalino e seu pese molecular pode variar de 5.000 a 80.000. Possui
baixa temperatura de fusdo (Tf= 60 °C) e a sua temperatura de transigéo vitrea ocorre bem
abaixo da temperatura ambiente (Tg = - 60 °C). A formula estrutural do PCL esta ilustrada
na Figura 4.

O
-[0-(CH2)5-1J50-L1-

Figura 4 - Formula estrutural do Poli (¢ - caprolactona)

2.4.2 - Aplicacdes do poli ( - caprolactona)

O PCL possui vérias aplicages, dependendo do peso molecular. Os oligbmeros sdo
utilizados na indistria de poliuretano; enquanto que, o PCL de alto peso molecular possui
uma grande faixa de aplicagio, devido ao seu ficil processamento, & sua alta
compatibilidade com outros polimeros e a4 sua biodegradabilidade. Normalmente ¢

empregado na indlstria de termoplasticos (Solvay, 1998).

2.4.3 - Biodegradagio do PCL

O Poli (g - caprolactona) ¢ biodegradado pela lipase, enzima catalitica responsavel
pela hidrolise das ligacSes éster. A lipase originada da bactéria Pseudomonas sp. é capaz de
degradar tanto a fase amorfa quanto a fase cristalina do PCL (Hakkarainen e Albertsson,
2002). Quando enterrado em solo, ou lodo ativado, apresenta uma rapida perda de massa, o
que indica um mecanismo de quebra aleatoria de cadeia. (Amass et al., 1998). A Figura 5

ilustra uma reagdo de hidrélise de ligagio éster.

RCOOR’ + HOH <3 RCOOH + R'OH
JNICAM P
BIBLIOTECA CENTRAL
sECAD CIRCULANTE

Figura 5 - Reacfie de hidrélise da lgacio éster
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2.5 - Blendas biodegradaveis: PCL/Amido

A produgdo de blendas, formadas a partir de polimeros biodegradaveis, tem a
finalidade de melhorar propriedades fisicas, quimicas e mecanicas; aumentar a taxa de
biodegradagfo, e reduzir o custo total do material, visto que o alto custo é um dos maiores
empecilhos pa substitui¢do dos polimeros petroquimicos por polimeros biodegradaveis, na
area de embalagens (Ishiaku et al., 2002).

O amido, como j4 visto, € um polimero natural e abundante, porém, possui algumas
caracteristicas negativas que impedem sua utilizagdo na produgéo de plasticos, tais como:
baixas propriedades mecénicas e pouca estabilidade térmica. Com o intuito de reduzir estas
desvantagens e manter suas caracteristicas de biodegradagdo, o amido tem sido
normalmente misturado a um polimero sintético biodegradavel como, por exemplo, o poli
(e - caprolactona) (Yavuz e Babag, 2003). O PCL possui boas propriedades fisicas e é
facilmente compativel com outros polimeros, entretanto, sua biodegradacio ocorre
lentamente. Segundo pesquisas ja realizadas (Averous er al., 2000), quando o PCL &
combinado com o amido termoplastico, ocorre um aumento aparente na sua taxa de
biodegradaco. A resposta para este fato veio de um estudo realizado por Bastioli (1995), a
qual verificou que o amido ¢ responsavel pelo aumento da superficie de ataque dos
microrganismos e, no caso do amido granular, o consumo microbiano deste leva ao
aumento da porosidade, causando a perda da integridade da matriz polimérica.

Algumas blendas com base em amido e poli (e-caprolactona) comercializadas sdo:
Mater-Bi®, produzido pela Novamont — Ttdlia, ¢ Bioplast, fabricado pela Biotec na
Alemanha (Averous ef al., 2000).

2.5.1 - Aspectos econdomicos das blendas biodegradaveis

O alto custo dos polimeros sintéticos biodegradaveis pode ser reduzido
significativamente com a adi¢iio de polimeros naturais. Cerca de 50% de um poliéster
sintético, a um custo de US § 4.00/kg, pode ser substituido por polimeros naturais como o

amido, por aproximadamente US $ 1.50/kg (Nolan - Itu, 2002).
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2.6 - Processo de biodegradacio

Em geral, o processo de biodegradagéo pode ser definido como: “fragmentagdo com
perdas das propriedades mecénicas, ou modificagdes quimicas através da agdo de
microrganismos”. A partir de meados da década de 90, esta definicio vem sofrendo
algumas modificagdes, visando ndo apenas o grau de biodegradagdo, mas também o
impacto que os produtos decorrentes da degradagio podem causar ao ambiente (Grima er
al., 2000),

A biodegradagdo pode ocorrer tanto em meios liquidos, como em meios sélidos,
atraves de diferentes microrganismos, como as bactérias e os fungos. Estes
microrganismos, nos diferentes meios, podem realizar a degradagio na presenca ou na
auséncia de oxigénio, processos conhecidos como aerdbio e anaerobio, respectivamente,

esquematizados na Figura 6 que segue:

(a) Condicdes aercbias:

Cpoiimero"i“ 02 e CO; + HZ{) + Crﬁiduo + Cbiomassa + Sais

(b) Condi¢oes anaerdbias:

Cpotimero . COZ"*‘ CH4 + Hzo + Cresi&uo"*' Chiomassa+ Sais

Figura 6 -Degradacio polimérica em ambientes aerdbio {a) e anaerébio (b).

2.6.1 - Etapas do processo de biodegradacio

A biodegradagio pode ser precedida de processos de degradacio fisicos e/ou
quimicos, como no caso de polimeros inertes ao ataque dos microrganismos. Nesse caso,
para que o seu carbono se torne disponivel, promove-se inicialmente sua fragmentagio por
reagOes abioticas, dentre elas, pode-se citar a fotodegradagio por luz natural, a oxidagdo por
aditivos quimicos, a degradagdo térmica e a degradagdo mecanica (Scott, 1995).

Quando ndo ha a fragmentagdo abidtica inicial, o processo de biodegradagio pode

ser dividido em duas etapas (Grima e7 al., 2000):
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1) Fragmentacio:

Nesta etapa, ocorre a formagio de coldnias dos microrganismos na superficie do
polimero. Estes, por sua vez, liberam enzimas extracelulares que reconhecem o substrato
através de um sitio ativo especifico (regidio onde se inicia a interacdo entre a enzima e o
substrato), causando a decomposi¢io das macromoléculas em cadeias menores
(oligbmeros). As enzimas extracelulares envolvidas nesta etapa sdo classificadas em endo-
enzimas (responsaveis pela clivagem aleatoria das ligagSes interpas das cadeias
poliméricas) e exo-enzimas (responsaveis pela clivagem seqiiencial das ligages a partir das
unidades monomeéricas terminais da cadeia principal).

Essa primeira etapa pode ser acompanhada pela erosdo da superficie do material.

2) Mineralizacio:

Os oligdmeros, cadeias de baixo peso molecular, sdo transportados para o interior
das células microbianas onde sdo bioassimilados. O processo de mineralizacio se completa
pela producio de gases (CO2, CH4), agua, sais minerais e biomassa. Para que a
biodegradag@o seja completa, os organismos devem possuir via metabélica apropriada para
o polimero especifico, permitindo assim uma perfeita interacdo enzima-substrato. O
ambiente onde ocorrera o processo deve ser propicio para o desenvolvimento de
microrganismos, onde temperatura, umidade, pH e O, so fatores importantes. A estrutura
do polimero também pode influenciar no grau e na velocidade da biodegradagio,
dependendo de caracteristicas como: ligagdes quimicas hidrolisaveis, grau e tipo de
ramifica¢do, grau de polimerizagdo, carater hidrofilico - hidrofobico, distribuiciio do peso

molecular, cristalinidade, e outros aspectos da morfologia.
2.7 - Métodos e testes para avaliacdo da biodegradacio de plasticos
Com a crescente produgio de materiais biodegradaveis, muitos testes simulando

ambientes naturais foram adaptados para escala laboratorial. Diversas normas também

foram criadas, para que certo padrio mundial fosse mantido ao testar estes materiais.
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Na década de 90, os primeiros métodos padronizados dedicados & avaliacdo de
plasticos biodegradaveis foram publicados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais
(ASTM). Dentre os testes de degradagdo ambiental (oxidagdo, por exemplo), a2 ASTM
publicou testes simulando aterros, condigBes maritimas, ambientes aerdbios e anaerdbios.

A Organizacio de Padronizagio da Alemanha (DIN) adotou posteriormente outras
normas. O Comit€ Europeu de Normas (ECN) e a Organiza¢do Internacional de
Padronizagdio (ISO) também possuem alguns testes padronizados que sdo
internacionalmente aceitos, entretanto, a ECN trata de embalagens em geral, enquanto a
DIN ¢ dedicada especialmente a plasticos. Em 2000, o Comité de Compostagem dos
Estados Unidos (US Composting Council) e o Instituto de Polimeros Biodegradaveis (BPI)
anunciaram um programa de certificacio de materiais compostaveis baseado na norma
ASTM D-6400-99.

Em geral, os procedimentos de testes incluem trés etapas: a medida da
biodegradabilidade; a desintegragdo em um ambiente de compostagem; € a analise da
qualidade do composto, associada aos testes de toxicidade. Estes trés procedimentos
interligados permitem uma simulagio do destino final do material;, bem como a
caracterizagdo precisa do mesmo, desde o descarte até a avaliagio da toxicidade dos
produtos finais da desintegracgio.

A avaliagio da biodegradaciio pode ser realizada através de métodos
respirométricos; perda de massa; quantificacdo dos produtos formados, e analises da
morfologia do material. Estes testes t€m como finalidade estimar o grau e a taxa de

biodegradacio de um determinado material, em um determinado ambiente.

2.7.1 - Testes de biodegradaciio para simulacio em laboratério

Os testes devem se aproximar ao maximo das condi¢des naturais, assim como os
testes realizados em solo ou composto orginico, entretanto, a reprodugio em escala
laboratorial exige uma certa velocidade, permitindo a simulagdo em meios de cultura
inoculados com microrganismos de solos, de lodos ativados, de rios e de mares, nos quais o
polimero em teste € a tinica fonte de carbono (Grima ef al., 2000). O estudo da degradacio
polimérica tambeém pode ser acelerado através de testes com enzimas extraidas de

microrganismos (Gan ef al., 1996).
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2.7.2 - Testes em meio solido

Os testes em meio solido podem ser realizados em solo comum e em composto,

podendo ambos ser realizados em escala laboratorial.

2.7.2.1 - Teste em solo

O teste realizado em solo é muito importante, pois simula um ambiente real de
descarte de residuos solidos. Além disso, o solo envolve diferentes microrganismos com
diferentes sistemas enzimaticos, o que o torna propicio para estudos de biodegradagdo. Tais
microrganismos ocupam menos de 5% do seu espago poroso; dentre os diversos grupos, o
das bactérias € o que possui maior diversidade, isto ¢, cerca de 800 espécies de bactérias e
460 espécies de fungos (Siqueira ef al., 1994). Ressalta-se que, em geral o solo consiste de
25% de ar, 25% de agua e 50% de solidos (45% de matérias minerais como areia, silte e
argila e 5% de matéria orgénica).

O teste em solo deve seguir alguns padrdes para que os microrganismos se
desenvolvam e a biodegradagio ocorra, dentre eles a umidade e a temperatura sdo os mais
importantes. A temperatura ideal do teste em solo € em torno de 25 °C e 30 °C e a umidade
corrigida a 60% da capacidade de retengio maxima de dgua. (Grima ef al., 2000).

As normas padronizadas encontradas para estes testes sio: ASTM D 5525-94a,
ASTM D 5526-94 (2002), ASTM D 5988-96, ISO/PRF 17556 — 2002. Elas diferem no tipo

de solo utilizado (solo comum ou de aterro) e na avaliagdo da biodegradagio.

2.7.2.2 - Teste em composto

O composto ¢ um produto organico obtido através da decomposigio aerobia
controlada de substratos orginicos que, apods sua estabilizagio, pode ser aplicado em solos
como fertilizante. Uma de suas caracteristicas principais é a diversidade microbiana, a qual

favorece a aceleragdo dos ensaios de biodegradacdo. Entretanto, variagdes na composi¢io
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do composto podem alterar a comunidade microbiana e, consequentemente, a taxa de
mineralizagio de um determinado material, o que tem favorecido a sua padronizagio para
os diversos testes existentes. O envelhecimento do composto também tem sido
recomendado pelas normas do Comité Europeu de Normas (ECN) para evitar a produgdo
excessiva de CO, que pode mascarar o teste. De acordo com estudos realizados por Grima
et al. (2000), a taxa de biodegradagio em composto € maior que no solo.

Varias normas padronizadas para estes testes ja estio disponiveis: ASTM D 5512-
96, ASTM D 6002-96, ASTM D 6003-96, ISO14855 - 1999, ISO/DIS 15985 — 1999, ISO
16929 — 2002, ISO/DIS 20200 — 2001, EN 13432 — 2000. Elas diferem quanto ao método

de avaliacdo da biodegradacido do material plastico.

2.7.2.3 - Teste em meio liquido

Os testes em meio liquido sdo mais faceis de serem conduzidos, pois além de
apresentarem uma Otima reprodutibilidade, eles propiciam uma facil recuperagio dos
metabolitos produzidos durante a biodegradacgdo. Entretanto, ndo representam as condigcdes
reais, o que pode acarretar em conclusdes errfneas a respeito do mecanismo de
biodegradagio de um determinado material (Grima ez /., 2000). A base dos testes em meio
liquido ¢ a utilizagdo de um meio de cultura mineral, sendo o polimero teste a unica fonte
de carbono existente no meio. Este meio pode ser inoculado por um extrato de solo;
composto; lodo ativado, ou por microrganismos isolados especificos e posteriormente
mantidos em condigSes aerdbias ou anaerdbias. O material teste deve ser esterilizado, para
que ndo haja contaminag@o externa de microrganismos, e incubado por quatro semanas, no
minimo, a uma temperatura entre 20 e 30 °C.

Existem diversas metodologias para testes em meio liquido e, por isso, muitas
normas foram estabelecidas para que alguns critérios, como preparo de meio e indculo,
sejam seguidos. Algumas das normas encontradas referentes a estes testes sdo: ASTM D
5210-92(2000), ASTM D 5271-02, ASTM D 6691-01, ISO 14851 — 1999, ISO 14852 —
1999, ISO/DIS 14853 - 1999. Essas normas diferem quanto ao processo (aerdbio ou

anaerobio) e quanto & fonte de microrganismos utilizada.
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2.8 - Analise e caracterizacio da biodegradacio

Informag3es valiosas podem ser obtidas através do acompanhamento da interagio
do polimero com o ambiente; assim, a degradagio deve ser monitorada cuidadosamente
para que todas as etapas do processo sejam registradas e uma completa avaliacio sobre a

utilidade do material em diferentes aplicacbes seja concluida.

2.8.1 - Respirometria

Os testes respirométricos tém sido adotados na determinagio da mineralizagio, pois
sa0 baseados na medida da respiragdo dos microrganismos durante o processo de
biodegradacéo.

A respiragdo pode ser definida como um processo de obtengdo de energia, através
do qual os compostos orgdnicos naturais e sintéticos servem como doadores de elétrons.
Dessa forma, define-se a respiragdo microbiana como consumo de oxigénio e/ou liberagio
de didxido de carbono por bactérias, fungos, algas e células protozoarias, incluindo as
trocas gasosas, resultantes do metabolismo aerébio e anaerobio. Estes métodos sdo muito
utilizados na quantificagio da biodegradagdo, pois medem a atividade biologica, ou seja,
confirmam que a desintegracio do material foi realizada por microrganismos. Os testes

respirometricos podem ser realizados em meio liquido ou em meio sélido (solo, composto).

No caso do solo, a medida da respiragio apos a mistura de amostras de compostos
organicos tem sido freqiientemente utilizada para determinar a biodegradabilidade do
material, bem como a velocidade e o grau de mineralizagdo (Anderson, 1982). A medida da
respiragdo do solo na presenga de quimicos potencialmente toxicos serve também para

avaliar possiveis danos causados, por estes materiais, as funcdes fisiologicas do solo.

Dentre varias metodologias, a de liberacdo de CO; vem se destacando nos estudos
de biodegradagdo. Nela, o CO; ¢ capturado por uma solugiio aquosa alcalina (normalmente
KOH ou NaOH), sendo posteriormente precipitado, na forma de BaCO;, pela adigio de

BaCl; saturado. A soda excedente ¢ titulada com HCI, e o CO; produzido ¢ entdo calculado.
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2.8.2 - Grau de biodegradacio

Um dos métodos mais simples empregados na quantificagio da biodegradacio ¢ a
pesagem das amostras antes ¢ apos os testes, para avaliar a perda de massa dos polimeros,
embora a técnica de avaliagio da quantidade de C do polimero convertido em CO,
(respirometria) seja considerada pelos orgdos padronizadores (ASTM, ISO, CEN) a mais

indicada para quantificar o grau de biodegradacio.

2.8.3 - Propriedades mecinicas X Biodegradacio

O processo de biodegradagdo pode causar uma grande perda de resisténcia
mecénica, bem antes de uma perda de massa significativa, caracterizada pela resposta dos
biomateriais as tensdes ou deformagdes aplicadas. Huang e Edelmam (1995) encontraram
uma perda de resisténcia (66,1%) maior em relagio & perda de massa (1,7%) em um
copoliéster semicristalino submetido a um teste de hidrolise enzimatica. As analises das
propriedades mecanicas podem ser realizadas através de ensaios de tragio, compressio,

flexdo, rasgamento e cisalhamento, entre outros.

2.8.4 — Cristalinidade e sua avaliacio

Os polimeros podem ser encontrados em diversos graus de organizaciio das cadeias.
Quando estdo totalmente desorganizadas, o polimero ¢ denominado amorfo. No caso onde
existe um certo arranjo ordenado das cadeias, o polimero ¢ denominado semicristalino. De
fato, devido a natureza complexa das macromoléculas, ainda ndo foi obtido um polimero
100% cristalino. Assim, a relagdo entre a regifio amorfa e cristalina do polimero é expressa
em termos de porcentagem ou grau de cristalinidade (Lucas, Soares e Monteiro, 2001).

Em fungio da biodegradagio se iniciar na regido amorfa do polimero, alteragbes
podem ocorrer na porcentagem de cristalinidade (Xc¢), as quais podem ser avaliadas, dentre
outros métodos, através de analise de Calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Esta
técnica mede as temperaturas (Tg, Tc e Tf), bem como o fluxo de calor associado com as

transigGes dos materiais em funcdo do tempo (AH).
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2.8.5 - Morfologia

O estudo da morfologia de polimeros ¢ um campo bastante explorado na area de
materiais. A microscopia tica (MO), a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e a
microscopia eletronica de transmissdo (TEM), sdo as técnicas mais utilizadas no estudo da
superficie de materiais.

O MEV ¢ uma ferramenta padrio utilizada para inspegdio e analise da morfologia de
polimeros semicristalinos e blendas poliméricas. A imagem obtida pelo MEV prové
informagdes topograficas da amostra uma vez que pode apresentar detalhes menores que 1
nm (Gedde, 1995). Dessa forma, caracteristicas do inicio da biodegradacgio na superficie

dos materiais, tais como a erosdo, podem ser melhor visualizadas com a ajuda desta técnica.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

» Poli(e-caprolactona) da Union Carbide do Brasil (P 787)
» Amido adipatado 6704, cedido pela Corn Products do Brasil,

> Plastificante Edenol, produzido e fornecido pela Cognis Brasil.

3.2 - Composicio e preparo dos filmes

A blenda de PCL/Amido adipatado foi preparada utilizando-se Edenol como
plastificante. Neste caso o plastificante tem a fun¢io de desestruturar a estrutura cristalina
do amido adipatado e consequentemente aumentar a interagdo entre os dois polimeros. Uma
pré-mistura, contendo o PCL, o amido adipatado e o edenol, foi preparada e processada,
primeiramente, através de extrusio e posteriormente por calandragem (as definicdes destes
processos encontram-se no anexo I). Os filmes utilizados neste trabalho foram preparados
no Laboratono de processamento da Cognis Brasil,

A composigio da blenda de PCL/Amido adipatado utilizada esta descrita na Tabela

Tabela 1 - Composigiic da blenda PCL/Amido adipatado

Composi¢ao Quantidade (%)
Poli(e-caprolactona) 50,0
Amido adipatado 35,0
Plastificante Edenol* 15,0

* Derivado de 6leo de soja
Apos o preparo dos filmes, estes foram prensados em corpos de prova com moldes
vazados padronizados ASTM D 412. As espessuras médias dos corpos de prova obtidos de
PCL e PCL/Amido adipatado foram, respectivamente: 0,943 mm e 0,859 mm.
O filme de amido termoplastico foi preparado pelo processo “casting” conforme
metodologia proposta por Janson e Thuvander (2004). Primeiramente uma solugio 18% de
amido foi preparada e aquecida a 98 °C sob agitagdo vigorosa. Ainda sob agitacio, foi

adicionado o plastificante Edenol na proporgio 1:10 (v/v). A solu¢iio foi entfio derramada
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em placa de Petri de poliestireno, de 150 mm de didmetro, e mantida a temperatura
ambiente (23 °C) para secagem. A espessura média dos filmes de amido obtidos foi de
0,743 mm.

Todas as formulagSes a base de amido foram preparadas com amido adipatado,

dessa forma, assume-se que: amido adipatado = AA.

3.3 — Esterilizacio dos filmes

Os filmes utilizados foram previamente esterilizados, para que nfo houvesse
contaminagdo por microrganismos externos aos sistemas de biodegradacdo estudados. A
esterilizagdo foi feita em cdmara de fluxo laminar de acordo com a metodologia proposta
por Mergaert ef al. (2000). Para tal, os filmes foram mantidos imersos em solucfio de etanol
70%, por dez minutos, em placas de Petri estéreis e posteriormente lavados, em agua

destilada esténl, e secos a 23°C.

3.4 - Selo

Para o ensaio de respirometria foi utilizado um solo agricola, coletado em Mogi das
Cruzes — S P.

3.5 - Testes de biodegradacio

Os testes de biodegradagdo foram realizados através de simulagdes laboratoriais em
meio liquido e em solo.
3.5.1 - Biodegradacio em solo

O teste realizado foi baseado no método da respirometria, segundo a norma ASTM
D 5988 - 96 (“Standard test method for determining aerobic biodegradation in soil of
plastic materials or residual plastic materials after composting”) ¢ na metodologia proposta
por Anderson (1982).
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3.5.2 - Determinacio da umidade do solo

O solo foi seco por 72 horas, a temperatura ambiente (23 °C), e peneirado a 2,0
mm. A determinagio da umidade do solo foi feita com 5g de solo tumido, colocado em
estufa a 105°C, por 24 horas. A umidade foi calculada pela diferexiga da massa da amostra

amida e amostra seca:

Umndade (%) = 100 (Equacio 3.1)

Mu—Ms y
Ms

Sendo:

Mu= massa de solo tmido;

Ms= massa de solo seco.

3.3.3 - Determinacio da capacidade de retenciio maxima de dgua (método do funil)

A capacidade de retengdo maxima de agua (CR) representa a umidade do solo na
qual a drenagem interna praticamente cessa.

A determinac@o da CR foi feita em um funil contendo papel filtro quantitativo na
parte superior, com 30g de solo Gmido, e adicionado 30 mL de 4gua deionizada. Apés o
escoamento total da dgua, cerca de 4 horas, dez gramas de solo umido foram pesados e
colocados em estufa 105 °C, por 24 horas. O célculo da porcentagem de retengio méaxima

foi feito segundo as equagSes abaixo,

CR (%) Mu=Ms 00 (Equaciio 3.2)
Ms

QCH}O = (0,60 X CC%) % (Equaq;ﬁo 3.3)

onde: b

CR (%) = Capacidade de retenciio méxima de agua; gNICAM

BIBLIOTECA QEN;;??;
SECAD CIRCULAS “
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Mu = massa de solo umido;

Ms = massa de solo seco;

QC100 = Quantidade de agua necessaria para corrigir 100g de solo;
U (%) = Umidade original do solo.

A norma ASTM D 5988 — 96, utilizada no teste de biodegradacdo aerdbica de
plastico no solo, requer que a umidade do mesmo seja corrigida para 60% da CR, mantendo

suas caracteristicas originais, e padronizando para a mesma umidade todas as amostras.

3.6 - Determinacio do miimero mais provivel de microrganismos do solo

A determinacgio do numero mais provavel (NMP) de fungos e bactérias do solo foi
realizada pelo metodo de plaqueamento por gotas, proposto por Jahnel ef al. (1999). Neste
método os meios de cultura utilizados foram o agar nutriente, para a determinacio de
bactérias e o meio de Martim (Jahnel ef al., 1999), para determinagio de fungos (vide itens
3.8.4.2 € 3.8.4.3). Tubos de ensaio contendo 900 pL. dos meios de cultura correspondentes
foram autoclavados por 20 minutos a 120 °C (1 atm) e posteriormente mantidos em banho-
maria a 45 °C.

As diluigdes sucessivas foram obtidas a partir de uma suspensdo contendo 10,0 g
de solo em 90,0 ml de agua destilada estéril, utilizando-se aliquotas de 100 pL e
adicionando-as aos tubos de ensalo com os meios de cultura. A partir das diluigdes
realizou-se o plaqueamento das gotas em placas de Petri estérels, em cdmara de fluxo
laminar, sendo que para cada dilui¢do foram feitas cinco gotas de 40 ul, num total de 25
gotas por placa. As placas foram entdo mantidas em estufa a 28 °C, por 48 horas. Apods o
periodo de incubacgfo, for observado, com o auxilio de uma lupa, o nimero de gotas
positivas. A figura 7 representa um resumo do método de gotas.

O ntmero mais provavel (NMP) foi estimado a partir dos resultados obtidos em
cada dilui¢Bo, com o auxilio de uma Tabela de probabilidade de ocorréncia — Tabela de
McCrady, a qual ¢ apresentada no anexo II deste trabatho. O calculo utilizado na

determinagfio do NMP esta descrito na equagio abaixo:
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F£3
NMP= — " Equacdo 3.4
Msx 0,04 (Equagao 3.4)

Onde:
n = nimero de bactérias ou fungos encontrado na Tabela de McCrady;

Ms = Massa seca de 10,0 g do solo;

0,04 = volume da gota.

Meio Agar Nutriente = Bactéria
000 40

Suspensdo ' ' ' ' ' :

solo:l10 _~» W W W W

ﬂ 107107 10 10° 10

Meio de Martim = Fungo

L QO AP
URURUBURY

I 102107 104 10° 10°°

28 °C,48 h

-

N° de col6nias
positivas,
Tabela McCrady

|

NMP

Figura 7 — Representaciio esquemaitica do método de gotas.

3.7 - Método da respirometria

Porgdes de 100 g de solo foram pesadas e incubadas em frascos de vidro com
tampas vedantes. Os filmes foram pesados, esterilizados (vide item 3.3) e enterrados nas
porgdes de solo. Para cada filme foram feitas trés repeti¢des. Trés frascos, contendo apenas
os solos, foram utilizados como controle negativo e trés frascos contendo o solo e o filme
de amido, como controle positivo.

A cada frasco foram adicionados 16,0 mL de agua deionizada, para que a umidade estivesse

a 60% da capacidade de campo.
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Adicionaram-se 20,0 mL de hidréxido de sédio 0,5 N em béqueres de 50 mL, os
quais foram colocados dentro dos frascos com os solos e os respectivas filmes. Apos
incubacgdo a 28 °C, por periodos de trés dias, os frascos foram abertos e o didxido de
carbono, capturado pela solugio NaOH 0,5 N, foi precipitado com 1,0 mL de solugfo
saturada de Cloreto de Bario. Esta solug@io foi posteriormente titulada com HCl 0,5 N,
usando-se 1 gota de fenolftaleina como indicador.

Apds sete dias de incubagfo, um béquer de 50 mL, contendo igua destilada, foi colocado
em cada frasco com a finalidade de manter a umidade.

A lettura da quantidade de diéxido de carbono liberada foi realizada de trés em trés
dias, durante 90 dias, sendo os filmes removidos e avaliados apds os seguintes periodos de
incubacgdo: 28, 56 e 90 dias.

Todos os testes em solo foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia do
Sclo, sob responsabilidade da Profa. Dra. Elke Cardoso, Departamento de Solos e Nutricdo
de Plantas da ESALGQ/USP.

3.7.1 - Determinacio da mineralizacio

A determinagdo da quantidade de C convertido em CO, foi realizada apenas nos
testes em solo, pois ndo foi possivel montar um sistema de captagio de CO; no

experimento em meio liquido.

» Quantidade de C por peso de amostra

Os filmes de Amido, de PCL e de PCL/AA foram submetidos 4 analise elementar
para determinacdo da quantidade de carbono presente (mg/100 mg de amostra). Essa

analise foi realizada pela central analitica do Instituto de Quimica/Unicamp.

» Cialculo da quantidade de dioxido de carbono teérico produzido:

C+0; — CO; (Eqguacao 3.5)
Considerando a equagio 3.5, nota-se pela estequiometria que,

12 g C produzem 44 g CO,, assim:
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44 x Y

MtCO; (mg) = >

{Equacie 3.6)

sendo:
MtCO, = Massa de didxido de carbono teérico

Y = Quantidade de carbono (mg) da amostra.

» Cilculo da quantidade, em peso, de CO, real produzido, através da seguinte

equacio:
MpCO; (mg) = (Ven —Vam)x 22 x0,5 (Equacio 3.7)

onde:

Mpcoz = Massa de didxido de carbono produzido (mg);

Ven = Volume de HCI 0,5 N utilizado na titulagio do frasco controle negativo;
Vam = Volume de HCI 0,5 N utilizado na titulacdo do frasco contendo a amostra;
22 = Equivalente grama do COg;

0,5 = Normalidade do HCL.

» Cilculo da quantidade de C transformado em CO: (em % mineralizacio):

MpCO2
e K

) o _ Mp
Mineral %) =
ineralizacdo {%) Y

100 (Equacio 3.8)

onde:
MpCO; = Massa de didxido de carbono produzido (mg)

MtCO; = Massa de diéxido de carbono tedrico (mg)
3.8 - Biodegradacio em meio liguido

Os testes realizados em meio liquido foram baseados na norma ASTM D 6691 — 01

(“Standard test method for determining aerobic biodegradation of plastic materials in the
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marine environment by a defined microbial consortium™) e na metodologia proposta por
Mergaert ef al. (2000).

3.8.1 - Isolamento das bactérias

As bactérias foram 1soladas do solo agricola, utilizado no teste em solo, e do aterro
de Volta Fria, Mogi das Cruzes, no laboratorio de Quimica bioldgica e biotecnologia do
Nucleo de Ciéncias Ambientais da Universidade de Mogi das Cruzes, sob responsabilidade

da Profa. Dra. Elisa Esposito.

3.8.2 - Preparo do inéculo

Tubos de ensaio contendo 3,0 mL de meio de cultura liquido, Caldo Triptico de
Soja (TSB) (vide item 3.8.4.4), foram inoculados separadamente com cada bactéria isolada
dos solos. Os tubos de ensaio foram mantidos a 28 °C, sob agitagdo de 175 rpm, por 24
horas.

Erlenmeyers de 250 ml, contendo 40,0 mL de meio TSB, foram inoculados
separadamente com 250 yL de cada pré-indculo e incubados a 28 °C e 175 rpm, por 24
horas.

Os meios contendo as diferentes bactérias foram colocados em tubos estéreis de 50
mL, proprios para centrifuga, e estes foram entdo centrifugados por 10 minutos, a 3.000
rpm. Descartou-se o sobrenadante, e o precipitado foi ressuspendido em 20 mL de meio
minimo mineral (vide 3.8.4.1). Repetiu-se 0 mesmo procedimento, ressuspendendo-se o
precipitado em 10 mL de meio minimo mineral. Os tubos foram centrifugados pela terceira
vez, para certificacio de que toda fonte de carbono contida no meio TSB fosse eliminada.
Apos a remogio do sobrenadante, os precipitados foram ressuspendidos em 4,0 mL de meio
minimo mineral.

As suspensdes contendo as bactérias isoladas do solo agricola foram misturadas,
para a formagdo do inéculo 1, e as suspensdes contendo as bactérias isoladas do aterro de
Volta Fria formaram o inéculo 2.

A Figura 8 representa o resumo do método da obtencéo do inoculo.
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Figura § - Representaciio esquemiitica da obtengie do inoculs,
3.8.3 — Teste de Biodegradacio

O teste de biodegradagio em meio liquido foi realizado em erlenmeyers de 250 mL,
contendo 130 mL de meio minimo mineral. Os filmes de poli (e-caprolactona), poli (s-
caprolactona)/amido adipatado e amido adipatado puro foram pesados, esterilizados e
inseridos nos respectivos erlenmeyers. O estudo da biodegradaciio em meio liquido foi
dividido em: Inoculo 1, Inoculo 2 e Controle negativo. Os erlenmeyers dos experimentos
denominados indculo 1 e indeulo 2, receberam 100 uL do consorcio das bactérias isoladas
do solo Chéacara Sdo Miguel e 100 ul. do consbrcio das bactérias isoladas do aterro Volta
Fria, respectivamente. Todos os filmes foram testados em triplicata.

Os controles negativos foram feitos em erlenmeyers contendo apenas o meio minimo
mineral e os filmes.

O experimento foi mantido em agitador a 28 °C sob agitagfio de 175 rpm por 56

dias.
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3.8.4 - Composicdo dos meios de cultura utilizados

Todos os meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave por 20

minutos, a 120 °C (1 atm).

3.8.4.1 - Meio minimo mineral

O meio minimo mineral foi preparado de acordo com a metodologia proposta por Mergaert
et al. (2000).

NHACT e, 1,0g
MgSO4 THaO...oooocee e, 05¢g
Citrato férricode amOnia ... 005¢g
Tampdo 33 mM Na,HPO, ~ KH,PO4 (pH6,8) ................ 1,0L

3.8.4.2 — Meio agar nutriente

Peptona.........oo 50g
Extratodecarne......................ii 30g
NAClL e 10,0g
ABAT L 120¢g
Aguadestilada ... ... 1,0L

3.8.4.3 — Meio de Martin

KHoPOu4 e 10g
MgSO47HzO ..................................................................... 1,0 24
Peptona ..., 50g
Dextrose ..o 100g
EStreptomiCing..........ocooiiviiiioen e 0,090 g
Aguadestilada ... 10L
3.8.4.4 — Meio caldo triptona de soja (TSB)

Peptonade caseina................ccooeeviiiiiniiiioii 170¢g
Peptona de 50ja.........ococoiiiiiiiii e 30¢g
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D-gliCOS€ ..o 25¢g
NaCL...oo e 50g
Hidrogénto dipotéassio fosfato ... 25g
Aguadestilada . ... 1,0L

3.9 - Determinacio da perda de massa dos filmes

Inicialmente os filmes foram mantidos em dessecador até peso constante e entfio
pesados. Apds os periodos de incubagdo de 28, 56 e 90 dias, foram retirados do meio
liquido e do solo, lavados em etanol 70% e em agua destilada e entio mantidos em

dessecador at€ peso constante. O célculo da perda de massa utilizado foi o seguinte,

Mo - Mf

[

Perda de massa = x 100 (Equacio 3.9)

onde:

Mo = Massa inicial do pléastico;,

Mf = Massa final do plastico.

Para o ensaio de biodegradacio em meio liquido, a perda de massa dos filmes de PCL e

PCL/AA, foi acompanhada em meio minimo mineral estéril, como controle negativo.
3.10 - Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Os filmes de PCL e PCL/AA foram submetidos 4 calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) para se verificar a temperatura de fusdo (Tf) e entalpia de fusdo (AHf),
muito uteis para descrever corretamente as mudangas nas propriedades térmicas, além do

grau de cristalinidade (Xc), calculado através da equagio descrita por Turi (1981);

AHfamostra
€= —————X

AHF100%¢ (Equacio 3.10)
[H

Sendo:
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Xc = cristalinidade da amostra;

AHfumostra = Variagdo da entalpia de fusdo da amostra (J/g) obtida pela analise de DSC;
AHfj0o%e = Variagdo da entalpia padrdo de fusdo do polimero (PCL) 100% cristalino, cujo
valor de 136 J/g ¢ descrito por Avella e al.(2001);

O equipamento de calorimetria exploratoria diferencial utilizado foi o da TA Instruments,
Modelo 2920, do Depto. de Tecnologia de Polimeros da FEQ/UNICAMP.

As condicGes de analise utilizadas foram:

Faixa de aquecimento: - 80 °C a 100 °C;

Taxa de aquecimento: 10 °C/minuto.

Atmosfera: N3

3.11 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV): estado da morfologia

O aspecto das superficies dos filmes biodegradados foi avaliado por microscopia
eletronica de varredura, antes e ap6s os periodos de incubagdo, sendo escolhidos os que
apresentaram maior perda de massa. Estes foram entio mantidos em dessecador, por 48
horas, para a remogdo do excesso de umidade e, posteriormente, cortados em formato
retangular (aproximadamente 0,7 x 0,4 cm) e adaptados em porta-amostras para a
metalizacdo com ouro ¢ paladium (camada de 92 A). Esses porta-amostras foram levados
ao Microscopio Eletrdnico de Varredura LEO, modelo LEO 440i, do Laboratdrio de uso
comum (LUC) da FEQ/UNICAMP. As condi¢Bes utilizadas foram: 15 KV ¢ 120 mA.

3.12 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de respirometria, perda de massa e nimero mais
provavel de microrganismos foram submetidos a tratamentos estatisticos, os quais foram
baseados em anilise de varidncia (ANOVA) e diferenca entre médias pelo teste de Tukey e
teste t, com nivel de significincia a 5%. Os dados foram analisados pelo software “SAS for
Windows” (SAS, 2000).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho estudou-se a biodegradacio de blendas de PCL e Amido, em meio sélido
(solo) e meio liquido, onde se obteve os resultados apresentados e discutidos nas proximas

$C850€s.
4.1 -Teste em solo

4.1.2 — Caracterizacio visual

Caracterizando a biodegradagdo dos filmes de PCL ¢ PCL/AA apenas por aspectos
visuais, antes ¢ durante o periodo de incubagdo, (Figura 9), foi possivel notar a velocidade e
a eficiéncia do teste realizado em solo. A decomposi¢do dos filmes de PCL/AA, (Figura
9a), e de PCL, (Figura 9b), foi notada pela fragmentag@o dos mesmos durante a incubagfo.
Observou-se a presenca de fungos aderidos na superficie dos filmes de PCL e PCL/AA, os
quais foram posteriormente isolados para a identificacio do género. Resultados
semelhantes foram relatados por Bastioli (1995) em ensaios de biodegradagio de blendas
de PCL/Amido, conduzidos em lodo ativado. Segundo o autor, 0 consumo microbiano do
componente amido induz o aumento da porosidade e, consequentemente, a perda da

integridade da matriz plastica, tal qual ocorreu neste trabalho.

Odias 28dias 56dias 90 dias 0 dias 28 dias 56 dias 90 dias
a

Figura 9 - Avaliacie do aspecto visual dos filmes de PCL/AA e PCY, durante incubacio em solo agricola,
28 °C. (a) Filme de PCL/AA durante biodegradacio; (b) Filme de PCL duraate biodegradacio,
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4.1.3 — Microscopia eletrinica de varredura (MEV)

A caracterizagho da superficie dos filmes biodegradados, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, revelou uma estrutura porosa formada apos 28
dias de incubag@io no solo (Figura 10b). Esses poros podem ser associados ao ataque
preferencial dos microrganismos aos grdos de amido, mantendo a matriz de PCL
intacta. Singh et al (2003) observaram morfologia semelhante em estudos realizados
com uma blenda de PCL e amido apés 250 dias de incubagiio em composto organico.
As Figuras 10c e 10d mostram o aumento da profundidade do ataque dos filmes
conforme o aumento no tempo de incubagdio. Pode-se notar que a formagfio dos poros
tem um papel importante na biodegradagio da blenda, pois eles aumentam a superficie
de contato entre a matriz polimérica (PCL) e os microrganismos, favorecendo a
migragho microbiana na matriz de PCL. No final da incubacfio, observou-se também a
redugdio na quantidade de poros, indicando possivelmente que a massa residual do

filme contém apenas PCL.

(b)

(©) ' ()

Figura 10 - Fotomicrografias da blenda PCL/AA apés incubacio em solo agricola, 28 °C, aumento de
500x. (a) Filme antes da incubagfo no solo (t=0 dias); (b) Filme apés periodo de 28 dias de incubagio no
solo; (¢) Filme apés periodo de 56 dias de incubaciio no solo; (d) Filme apos periodo de 90 dias de
incubaciio no sole.
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Os filmes de PCL, cujas micrografias sfio demonstradas na Figura 11,
apresentaram morfologia diferente da blenda ap6s a biodegradagio em solo. Neste caso, os
filmes sofreram erosdo superficial em formato de estrias. Observou-se nas Figuras 11b, 11¢
e 11d, um leve aumento na profundidade da degradagdo, em fungfio do tempo de incubago,
confirmando a baixa taxa de biodegradagdo sofrida pelo PCL puro, o que também foi

verificado pela porcentagem de cristalinidade discutida no item 4.1.6.

-

Figura 11 - Fotomicrografias do filme de PCL apds incubagfio em solo agricola, 28 °C, aumento de
500x.(a) Filme antes da incubagiio no solo (t=0 dias); (b) Filme apés periodo de 28 dias de incubac¢io no
solo; (¢) Filme apés periodo de 56 dias de incubac¢fio no selo; (d) Filme apés periodo de 90 dias de
incubacio no solo.

4.1.4 - Mineralizagio - solo

A porcentagem de mineralizacio dos plasticos foi obtida através do ensaio de
respirometria, conduzido durante a incubacfio dos filmes em solo. A partir das médias das
triplicatas e do teste de Tukey, observou-se diferenca significativa (P<0,0001) entre os trés
filmes, os quais podem ser classificados na ordem decrescente de mineralizacio: AA >
PCL/AA > PCL. A anilise estatistica realizada através do teste t, para a interacio filme

versus periodo de incubagio (Tabela 2), apresentou diferenca significativa entre os filmes
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ap0s 28 dias de incubagdo; por outro lado, nfio houve diferenca apés 56 e 90 dias,
provavelmente devido ao alto desvio padrio observado. Os erros de analises causados, por
exemplo, pela contaminagdio dos frascos com CO- externo, bem como pela titulagso,
podem justificar esses desvios. Ainda assim, observou-se um desvio menor que 20% no
final do ensaio para a substéncia referéncia (filme de amido), o que, segundo Grima et al.
(2002) valida o teste.

Pode-se observar, pela Tabela 2, que o filme de amido adipatado (AA) foi
mineralizado inicialmente a uma alta taxa, atingindo um valor de aproximadamente 68%
em 28 dias, mantendo-se praticamente constante até 56 dias e com um leve acréscimo até
alcancar 90 dias. J4 os filmes de PCL e PCL/AA apresentaram a mesma tendéncia de
crescimento da taxa de mineralizagdo, embora a diferenga entre os dois tenha sido de
aproximadamente 10% nos periodos de 28 e 56 dias, aumentando para 20% no final do
experimento. Pode-se notar também que a blenda atingiu praticamente a mesma taxa de
mineraliza¢dio do amido em 90 dias, embora a velocidade tenha sido menor. A taxa de
mineralizagio do filme de PCL/AA foi maior que a do filme de PCL puro, indicando o
aumento da velocidade de biodegradagfio do PCL devido & incorporaciio do amido, como

sugerido por Bastioli (1993).

Tabela 2 - Porcentagem de mineralizacio dos filmes de PCL, PCL/AA ¢ Amido adipatado, em funcao do
tempo de incubacdo em solo agricola, 28 °C

Mineralizacio média (%)

Filmes
28 dias 56 dias 90 dias
PCL 15,24 + 4,03° 32,88 + 10,79° 51,03 + 8,60°
PCL/AA 2525+1,57° 42,42 + 8.00° 70,76 + 7,897
AA 68,77 + 11,96° 66,78 +7,50° 78,92 + 3,96%

Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (Teste t, P<0,05).

A Figura 12 representa a mineralizago média dos filmes durante 90 dias de incubagdo no
solo. Como se pode notar, a dinfimica da mineralizacdo em relagfio ao periodo de incubagio
foi diferente para os trés filmes estudados, embora os filmes de PCL e PCL/AA apresentem
dindmicas praticamente lineares. Segundo a norma ASTM D6400, um material s6 pode ser
considerado biodegradavel quando atinge uma razdo satisfatéria de conversio de C em

CO,, em um periodo de 180 dias. Homopolimeros, assim como o PCL, devem apresentar
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taxa de 60% de mineralizagfo, enquanto que produtos compostos por mais de um polimero
(compésitos, blendas), como a blenda de PCL/AA, devem alcancar 80% de mineralizagfo.
Os filmes de PCL e PCL/AA atingiram cerca de 50% e 70%, respectivamente, da
conversdo de C em CO; em 90 dias. O filme de PCL/AA apresentou taxa de mineralizagio
maior que a do BCL, o que pode ser explicado pelo consumo microbiano preferencial do
componente amido.

Pode-se notar que o controle positivo (filme de amido adipatado) atingiu cerca de 80% de
mineralizacfo em 90 dias, o que, segundo a norma ASTM D5988-96, valida o teste, uma

vez que 70% do C do material controle deve ser convertido em CQ, em 180 dias.

Carva de Mineralizaciio $PCL
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Figura 12 - Mineralizacio dos filmes de PCL, PCL/AA e AA durante 90 dias de incubacio em solo
agricola, 28 °C.

4.1.5 - Perda de massa

A analise realizada para determinar a biodegradagio em fungfio da massa residual

dos polimeros, representada na Tabela 3, revelou uma elevada perda de massa dos filmes
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(PCL e PCL/AA) enterrados em solo, em func¢éo do tempo, o que foi diferente para Franco
et al. (2004). Estes pesquisadores detectararn uma perda de massa relativamente baixa em
estudos realizados com blendas de PCL/amido, incubadas em solo: 21%, 23% e 26% apés
30, 60 e 90 dias de incubagfo, respectivamente.
A analise estatistica, realizada através do teste t, ndio revelou interaciio entre os dois filmes
¢ os periodos de incubagio (P=0,0985). Sendo assim, a perda de massa média da blenda foi
significativamente diferente (P=0,0091) somente apos 28 dias de incubagio.

Os desvios padréo encontrados para as perdas de massa, referentes aos periodos de
56 e 90 dias, foram muito altos e, provavelmente, causados pela massa de fungo aderida na
superficie dos filmes efou pela hidrofilicidade da blenda. Outra questdo importante a ser
considerada € a dificuldade na recuperagfio de todos os fragmentos dos filmes com o tempo
de incubagdo. Esses fatores foram prejudiciais na avaliagio da biodegradacéo dos plasticos

em solo, por meio da perda de massa.

Tabela 3 - Porcentagem de perda de massa média dos filmes de PCL e PCL/AA em fungio do tempo de
incubacio e filme.

Perda de massa média do polimero (%)

Filmes 28 dias 56 dias 90 dias
PCL 2026 +2,56° 3902+ 13.52¢ 7239 % 13.84°
PCL/AA 36,84+ 4,95  54.00+2455  88.68+1037°

Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (Teste t, P<0,05).

4.1.6 — Andlises Térmicas

A técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial foi utilizada para estudar as
variagdes nas propriedades térmicas dos filmes de PCL e PCL/AA, antes e apds a
biodegradagdo. As variagSes na temperatura de fusfo (Tf) e na entalpia de fusfio (AHf) dos
filmes foram obtidas através das curvas de DSC, as quais estfio apresentadas no anexo III
deste trabalho. Por meio da andlise térmica (Tabela 4) observou-se inicialmente (tempo =
0) que a temperatura e a entalpia de fusdo da blenda de PCL/AA s#o menores (reduciio de
aproximadamente 10% e 39%, respectivamente) que a do filme de PCL. Segundo Wu
(2003), a inser¢do do amido termopléstico entre as cadeias de PCL perturba a regularidade

das suas estruturas. Conseqiientemente, a cristalinidade da blenda ¢ reduzida (Figura 13)
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devido & dificuldade das cadeias poliméricas de PCL se organizarem em reticulos

cristalinos, em fungéo de o amido impedir os movimentos dos segmentos poliméricos.

A medida que o periodo de incubagéo foi aumentando, a temperatura e a entalpia de
fusdo da blenda atingiram valores muito proximos aos do filme de PCL, o que permite
relacionar a biodegradagdo da blenda com a remogfo preferencial do amido, tornando a

massa polimérica residual, apds os 90 dias de incubagéo, apenas de PCL.

Tabela 4 - Propriedades térmicas dos filmes de PCL ¢ PCL/AA em relacio ao periodo de incubacio em
solo agricela, 28 °C.

Periodo de

Filme incubacio (dias) T1C0) AH:(/g)
PCL 0 64.8 76,3
PCL 28 65,2 76,5
PCIL. 56 65,3 69,0
PCL 90 64.4 70,5

PCL/AA 0 58,1 46,1
PCL/AA 28 63,6 64,7
PCL/AA 56 63,9 75,9
PCL/AA 90 64,2 70,2

Observou-se também, através da Figura 13, uma sutil reducfio na cristalinidade do
filme de PCL, a qual pode ser justificada por erros de andlise ou pela menor organizaco
das estruturas cristalinas causada pela fragmentagdo das cadeias poliméricas. Em
contrapartida, a cristalinidade da blenda de PCL/AA aumentou em fungio do tempo de
biodegradagdio até atingir a mesma porcentagem de Xc do filme dé PCL, provavelmente
devido & reorganizagfio das cadeias do PCL causada pela auséncia do amido que foi sendo
consumido. Gattin ef al. (2002) verificaram um incremento na cristalinidade da blenda de
Poli (acido latico)/Amido durante ensaio de biodegradagdo conduzido em meio liquido e
vermiculita. Segundo os autores, o aumento da cristalinidade deve-se a reorganizacfio das

cadeias.
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Figura 13 - Porcentagem de cristalinidade dos filmes de PCL e PCL/AA em relacio ae periodo de
incubacio no solo agricola, 28 °C,

4.1.7 — Numeroe mais provivel de microrganismos

O nimero mais provavel de bactérias e fungos do solo foi obtido apenas para os
periodos de 56 e 90 dias, ndo sendo observada nenhuma alteragiio significativa na
comuntdade microbiana, em relag@o aos solos incubados com os filmes de AA, PCL e
PCL/AA, como mostra a Tabela 5.

A anélise estatistica realizada através do teste t revelou que, em rela¢fo ao nimero
de bactérias, os solos incubados com os filmes AA, PCL e PCL/AA nfo apresentaram
diferenca significativa nem interagfio entre filme versus periodo de incubacio (P=0,754 e
P=0,2789, respectivamente). Para os fungos também nfo foi observada diferenca entre
filmes e interacdo filme versus periodo de incubacgo (P=0,3633 e P=0,1187,
respectivamente). Ndo havendo nenhuma alteracio aparente na comunidade microbiana,
acredita-se que a biodegradacéo dos filmes nfo foi prejudicial ao solo estudado. Observa-se

novamente que o alto desvio padrfio encontrado nessa andlise pode justificar a auséncia de
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diferencas significativas. A amplitude desses desvios pode corresponder a variacio natural

da comunidade microbiana.

Tabela 5 - Namero mais provdvel de microrganismos do solo apés a biodegradacio da blenda de
PCL/AA.

Periodo de

Filme . - NMP fungos (104organismos/g NMP bactérias (10° organismos/g
. incubacio
incubado . solo seco) solo seco)
{dias)

AA 56 2,11£1,53¢% 4,58 + 4,00°

AA 90 1,39 £ 0,187 2,24+1,75%

PCL 56 765+£7,61°% 3,14+ 1,43%

PCL 90 537+5,12°% 4,78 £3,66°
PCL/AA 56 1,22 +0,35° 7,91 +£475°
PCL/AA 90 5,77 +3.90° 2,90+1,76°

Meédias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (Teste t, P<0,05).

4.1.8 — Fungos identificados

Durante o ensaio de biodegradagio em solo, observou-se a presenga de fungos
aderidos na superficie dos filmes de PCL e PCL/AA. Esses fungos foram entfio isolados
para identificacdo do género e classificados em ordem decrescente de quantidade
encontrada:

Fusarium sp > Aspergillus sp > Penicillium sp, Rhizopus sp, Trichoderma sp.

Gattin et al. (2002) identificaram os fungos Adspergillus fumigatus e Penicillium
brevicompactum durante incubagfo da blenda de Poli (acido l4tico) e amido, em composto
orgénico, sendo que apenas o primeiro foi capaz de degradar o amido. Segundo
Hakkarainen e Albertsson (2002), os fungos Penicillium sp, Aspergillus sp e Rhizopus sp
produzem a enzima lipase e s#o0 capazes de degradar o PCL.

De acordo com Oda et al. (1997), o fungo Fusarium moniliforme produz a enzima

cutinase, a qual também ¢ capaz de hidrolisar o PCL.

57



Capitulo 4 — Resultados e discussio

4.1.9 — Analises quimicas do sole

O solo, utilizado nos ensaios de biodegradagfio, foi analisado antes e apds a
biodegradacfio da blenda de PCL/AA para se detectar possiveis modificagdes nas suas
caracteristicas. De acordo com os resultados obtidos (Tabela 6), as caracteristicas do solo se
mantiveram praticamente constantes, embora os valores observados para alguns pardmetros
tenham apresentado variagfes expressivas. Essas variagOes podem estar relacionadas a
propria amostragem, a qual ndo foi analisada em triplicata, nfio permitindo garantir que a

biodegradaco da blenda tenha sido responsavel por tais alteracdes.

Tabela 6 - Andlises Quimicas do solo agricola antes e apés 2 biodegradacio da blenda de PCL/AA.

Solo antes da Sole apés a biodegradacio
Caracteristicas do solo
biodegradac¢io da blenda da blenda
pH 6,7 6,1

M.O. (g.dm™) 82,0 98,0

P (mg.dm™) 2.065,0 2.772,0
8 (mg.dm™) 31,0 24,0
K (mmolc.dm™) 9.8 12,0
Ca (mmolc.dm™) 650,0 600,0
Mg (mmolc.dm™) 95.0 117.0
H+AI (mmolc.dm™) 20,0 22,0
SB (mmolc.dm™) 754,8 729,0
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4.2 - Teste em meio liquido

4.2.1 — Caracterizacio Visual

Como se pode notar pela Figura 14a e 14b, os filmes de PCL/AA ndo sofreram
biodegradagio aparente durante a incubagdo em meio liquido. Os indculos também ndo
diferiram quanto a forma de biodegradagio visivel a olho nu.

Neste caso, o teste em meio liquido ndo apresentou a mesma eficiéncia do teste em
solo (vide item 4.1.2) impossibilitando a observagiio da biodegradagio em fungdo da
incorporagfo do amido na matriz de PCL. A baixa eficiéncia do teste em meio liquido pode
estar relacionada ao fato dos indculos nfo apresentarem as enzimas especificas para a
biodegradacdo da blenda, ou pela contaminagfo detectada durante as analises de perda de

massa e MEV (vide itens 4.2.2 e 4.2.3), a qual pode ter impedido o crescimento do inoculo.

0 dias 28 dias 56 dias L0 dias 28 dias 56 dias I

a) b)

Figura 14 - Avaliagie do aspecto visual do filme de PCL/AA durante incubaciio em meio minimo
mineral (28 °C, 175 rpm) . (a) Filme de PCL/AA durante o periodo de incubacfo com o inoculo 1; {b)
Filme de PCL/AA durante o periodo de incabacio com o inoculo 2.

4.2.2 — Perda de Massa

Os filmes submetidos a biodegrada¢do em meio minimo mineral apresentaram taxas
de perda de massa relativamente baixas, quando comparadas as taxas do teste em solo;

ainda assim, a redugfio na massa da blenda de PCL/AA foi significativamente maior
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(P<0,0001) em relacio ao PCL, resultado esperado devido a incorporagio do amido. Nio
foi observada diferenca significativa na perda de massa dos filmes quando comparados
entre os diferentes indculos (P = 0,8740).

Os filmes incubados em meio estéril (controles) revelaram perda de massa,
sugerindo a contaminagiio deste meio por microrganismos externos. Para investigar a
possivel contaminacdo, o meio foi entdo plaqueado em meio de cultura 4gar nutriente e
mantido a 28 °C por 24 horas. Confirmou-se a contaminacfo tanto nos controles realizados
com o PCL quanto nos de PCL/AA, sendo impossivel afirmar a sua origem, ja que diversos

fatores podem ter causado o crescimento de outros microrganismos.

Essa contaminagfo pode ter sido responsavel pelo baixo desempenho dos inéeulos,
uma vez que ¢ela pode ter inibido o crescimento dos mesmos. Por outro lado, nfio se tinha
conhecimento das espécies das bactérias utilizadas nos inodculos; sendo assim, estas
poderiam néo apresentar as enzimas especificas para o ataque dos filmes estudados. Os

altos desvios padrio observados podem ter sido causados pela contaminacfo.

Tabela 7 - Porcentagem de perda de massa média dos filmes de PCL e PCL/AA em funcdo do indeulo,
tempo de incubagio e tipo de polimero.

Perda de massa média do

Inéculos Filmes polimero (%)
28 dias 56 dias

Meio Liquido sem indculo PCL 0,69£024"  044:0,25°
PCL/AA 6,25+ 1,85° 2331+£1927°

Meio Liquido, inéculo 1 PCL 0,69+0,11"  0,84£023°

: PCL/AA 15,51+ 8,75° 8,79+ 0,86°

Meio Liquido, inéculo 2 PCL 0.910,05°  1,02£0,04
: PCL/AA 16,08+ 3,80° 12,14 +2,18%

Médias seguidas de letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (Teste t, P<0,05).

Franco et al., 2004, avaliaram a biodegradacio da blenda de PCL/Amido em meio
liquido inoculado com bactérias isoladas de solo, porém n#o observaram perda de massa
nos dois meses iniciais. Segundo o autor, a baixa eficiéncia do teste deve-se ao fato de que
tanto o PCL quanto o amido sfo menos suscetiveis ao ataque microbiano em meio liquido
inoculado com bacténas isoladas, do que quando incubados em solo, onde ha uma grande

diversidade microbiana.
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Hakkarainen e Albertsson (2002), em estudos de biodegradagio realizados com
filme de PCL em meio liquido inoculado com bactérias isoladas de composto, obtiveram
resultados superiores de perda de massa. Em um periodo de 42 dias de incubacdo a perda

de massa do filme foi de 6%.

4.2.3 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises de microscopia eletronica de varredura, das blendas incubadas em
meio liqguido por 28 dias com o indculo 1, apresentaram a formacdo de poros
uniformemente distribuidos por toda a superficie, indicando o consumo seletivo dos graos
de amido € mantendo intacta a mattiz polimérica (Figura 15b), no caso o PCL. O indculo 2
(Figura 15¢) também apresentou um ataque significativo a blenda, entretanto, pode-se notar
que ambos sdo ataques superficiais. No controle negativo, Figura 15d, mantido em meio
liquido sem indculo, pode-se observar contaminagdo por microrganismos externos,

confirmado pelos pequenos poros presentes na superficie do filme.

(b)

(d)

Figura 15 - Fotomicrografias da blenda PCL/AA em MEV, aumento de 500x. (a) Filme antes dos testes
(t=0 dia); (b) Meio liquide com indculo 1, t=28 dias; (c¢) Meio liguide com indculo 2, t=28 dias; (d)
Controle negative em meio liquido, t=28 dias.
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Apds 56 dias de incubagfo em meio liquido, as blendas nfio foram atacadas como
anteriormente em nenhum dos dois indculos (Figuras 16a e 16b). A blenda incubada em
meio estéril, Figura 16¢, apresentou um ataque superior ao das blendas incubadas com os

inéculos nos dois perfodos, sugerindo novamente a contamina¢io do meio.

Essas andlises confirmam os resultados da perda de massa e sugerem que as
bactérias utilizadas nos dois conséreios podem nfio apresentar as enzimas responsaveis pela

biodegradacio da blenda.

(b)

(©

Figura 16 - Fotomicrografias da blenda PCL/AA em MEV, aumento de 500x. {a) Meio liguido com
indeulo 1, t=56 dias; (b) Meio liquido com indculo 2, t=56 dias; {c) Controle negativo em meio liquido,
t=56 dias.

No caso dos filmes de PCL, incubados por 28 dias em meio liquido, estes foram

atacados de forma diferente, ou seja, em formato de estrias, dando inicio a pequenas

rachaduras, como mostra a Figura 17. Néo houve ataque na superficie do filme de PCL em
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meio liguido com inéculo 1 (Figura 17b), entretanto, no caso do indculo 2 (Figura 17¢), a
micrografia revelou pequenas fissuras na superficie. Como esperado, o controle pegativo
ndo sofreu ataque aparente (Figura 17d), embora tenha apresentado perda de massa e o

plaqueamento do meio tenha confirmado a contaminagéo.

Figura 17 - Fotomicrografias do polimero PCL em MEYV, aumento de 500x. (a) Filme antes dos testes
(t=0 dias); (b) Teste em meio liquido com inéculo 1, t=28 dias; (c) Teste em meio liquido com indculo 2,
t=28 dias; (d) Controle negativo em meio liguido, =28 dias.

Os filmes de PCL, incubados por 56 dias, também ndio apresentaram a superficie
muito atacada, embora tenham sofrido um aumento nas fissuras em funcdo do tempo
(Figural8a), quando incubados com o indculo 1. O filme incubado com o indeulo 2, como
mostra a Figura 18b, nio revelou qualquer ataque semelhante ao encontrado com 28 dias. O
filme incubado em meio estéril (Figura 18c) também ndo apresentou algum ataque

aparente, ainda que tenha apresentado perda de massa.
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Como os meios de cultura dos controles foram plaqueados apds a remocdo dos
plasticos, e a contaminagéo foi confirmada, pode-se dizer que a contaminagio favoreceu

apenas a biodegradacdo da blenda através do consumo do amido.

(c)

Figura 18 - Fotomicrografias do polimero PCL em MEV, aumento de 500x. (a) Meio liguido com
indeulo 1, t=56 dias; (b) Meio liquido com indeulo 2, t=56 dias; (¢) Controle negativo em meio liguido,
t==56 dias.

4.2.4 - Analises Térmicas

A temperatura e a entalpia de fusfo do filme de PCL puro (Tabela 8) ndo sofreram
alteragbes com o tempo de biodegradacdio em meio liquido, por outro lado, o filme de
PCL/AA apresentou um sensivel aumento na temperatura e na entalpia de fusdo em relagdo
ao tempo de incubagdo. Esse acréscimo nfo pdde ser relacionado ao indculo utilizado, pois
a diferenga entre eles ¢ pequena. Por outro lado, a cristalinidade do filme de PCL (Figura
19) sofreu pequenas alteragSes durante o periodo de incubagio, sendo que o tipo de inéeulo

¢ o tempo de incubaglio ndo foram determinantes para estas alteracdes. A blenda de
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PCL/AA apresentou um pequeno acréscimo na cristalinidade, mas novamente o tipo de
inéculo e o fator tempo de incubagfio ndo foram significantes. Entretanto, esse pequeno
acréscimo de cristalinidade € sugestivo de uma cristalizaggdo do PCL devido a um

reordenamento das cadelas, desencadeado pela degradacfio e movimentagio das mesmas.

Tabela 8 - Propriedades térmicas dos filmes de PCL e PCL/AA em relaciio ao periodo de incubaciio em
meio liquido e inéculo

Periodo de

Plastico inéculo incubacio (dias) Tf (°C) AHs (i/g)
PCL e 0 64.8 76,3
PCL 0 28 66,2 74,9
PCL 1 28 65,3 80,7
PCL 2 28 66,1 77,6
PCL 0 56 64,1 82,5
PCL 1 56 65,6 76,9
PCL 2 56 64,2 76,7

PCL/AA -—-- 0 58,1 46,1

PCL/AA 0 28 60,1 50,2

PCL/AA 1 28 63,0 54,2

PCL/AA 2 28 61,3 52,8

PCL/AA 0 56 62,3 51,7

PCL/AA 1 56 60,1 51,2

PCL/AA 2 56 60,7 48,3
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Cristalinidade
70
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Figara 19 - Porcentagem de cristalinidade dos filmes de PCL e PCI/AA em relaciio ao periodo de
incubacfo em meio liquido ¢ inéculo.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

» De acordo com os padrdes para plasticos biodegradaveis, citados pelas normas
ASTM, a blenda de Poli (e-caprolactona)/ Amido adipatado pesquisada pelo grupo
de polimeros ambientalmente degradaveis do DTP/FEQ pode ser considerada

biodegradavel.

» Os ensaios de biodegradagiio em solo apresentaram-se mais eficientes, quando
comparados aos ensaios em meio liquido, possivelmente devido a agfo sinergistica
da comunidade microbiana deste meio. Dessa forma, observou-se que o grau de
biodegradacio da blenda PCL/AA ¢ dependente do meic em que o estudo esta
sendo conduzido assim como da diversidade dos microrganismos envolvidos no

processo.

> Para ambos os testes, a blenda de PCL/Amido adipatado apresentou potencial
biodegradavel se comparada ao filme de PCL puro. Nesse caso, observou-se que a
presenca de amido foi importante na aceleragfio da taxa de biodegradacgo, o qual
exerceu o papel de agente centralizador dos microrganismos, além de ser
responsavel pela redugdo do custo final do produto, devido a sua grande oferta no

mercado.
» Foi observade um leve aumento na cristalinidade da blenda com o tempo de

incubacdo, confirmando que o amido foi atacado primeiramente, deixando um

volume livre maior para um rearranjo nas cadeias de PCL.

67



Capitulo 6 - Sugestfes

CAPITULO 6 - SUGESTOES

Sabe-se que o desaparecimento dos filmes aqui estudados pode n3o ser suficiente
para classificé-los como biodegradaveis ja que os produtos de baixo peso molecular, os
quais podem ser liberados durante a biodegradacio, podem ser recalcitrantes e/ou téxicos
para o ambiente.

Neste capitulo sdo sugeridos alguns estudos com o objetivo de aprimorar o trabalho

realizado:

» Avaliar a biodegradacdo da blenda em outros meios, para certifica-la como

biodegradivel em qualquer substrato;

» Realizar o monitoramento da massa molecular média durante o periodo de
biodegradacdo, para avaliar a degradagdo das cadeias poliméricas através de
cromatografia de permeaco em gel (GPC);

» Estudo da toxicidade, apos a biodegradacio completa da blenda;

» Extrag8o dos produtos de baixo peso molecular, para identificacso e quantificacio.
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Anexo I

ANEXO 1

Glossario (Mano e Mendes, 1999)

* Blendas: mistura de dois ou mais polimeros sintéticos ou naturais em que a massa
pode se apresentar na forma de um sistema homogéneo ou heterogéneo.

o Composto: qualquer mistura, polimérica ou nio.

« Compésitos: materiais heterogéneos, multifasicos, podendo ser poliméricos ou nio,
em que um dos componentes ¢ descontinuo e da a principal resisténcia ao esforco
(componente estrutural ou reforgo) e o outro componente ¢ continuo e representa o
meio de transferéncia desse esforco (componente matricial ou matriz).

o Calandragem: Processo que permite a formacgfo de laminas plasticas.

» Extrusio: Processo em que a massa polimérica termomoldéavel € formada.
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ANEXO 11

Tabela 9 — Tabela de probabilidade de ocorréncia (Tabela de McCrady) utilizada na determinaciio do
nimero mais provavel de microrganismos.

Shomeamme sews wme s B e Rt T e Tat ey

chrac- W G¢ bag IW carse N0 Az kac NO carac HY e bR W caras N9 do hac

. e Teti-  térias teristic tériss T terfsui™ tErims | terist:iT  cérias
e peed @x [==]

G, 0 FLE 1,2 400 1,3 512 8,5
6,2 it 2,7 LN i, 223 [
8,4 73 8,8 462 4,0 525 T
0,2 22 Lz 403 iz S22 2,5
G, 4 230 0,9 418 2.7 323 12,86
3,8 i 1,z 411 2.0 524 15,0
304 222 1.4 412 425 17.5
0.6 230 1,2 340 530 8.0
G,k 23% 1.4 el = 31 11,0
0,z 245 1,2 4zt 2.0 naz le.o
0,4 300 G,8 430 2.3 333 7.5
0.6 305 il 430 3,0 235 2.6
0.8 a0z .4 432 4.0 235 25,0
G4 3 1,1 540 3,5 -S40 13,9
¢, & 31 e 241 4,4 241 17.0
.8 31z 1,37 sl 5.€ 34z 35,0
06 313 .0 451 e 42 30,0
.8 3 L4 TS z,% 544 35,0
10 3z 3.7 Exi 3.0 54T $n,4
] Xiz 2,0 53 Eo. 30 25,4
1.0 3zn 1.7 503 5,2 55 33,0
p EEN ERY e i 222 3,0

200 8.3 346 Z.6 516 - 352 ,

204 0.y 342 Z.5 11 i,z 555

202 0,8 o E.5 32 3.3 552

Exerplos: Sileicdes
-3 )

ot

fad
-
(=3
-
"

—
o
-t
oy
b
tr {es

=g 5 3 s 1 9
-CED
g;: E = 3 1 : 2
= 3 n > I o o ¢ ¢
[l
B

oy carscvssletions of powvavel

Lo 52 L5
532 5.6
aze 2,0

& dilaizac menes concamtrads na gwel todos oF Muhes 2ids sho posiTivos
serd a privweira oifya 40 niners caracteristice,

B osxerpil 3, soranese as duas Gitises cifres sera an diluiches .LG'S e
1077

Quande rechrame Siluicde apresente bodos o5 Libos pesitives, usa-se oomo
Frimpizs cifra 2 <2 dlivicgie rais concentrada.

ERprossEese o5 resiltados 0 nlmerc de crganianns pir ooada de solo.

rortantt, deveres reltipdicar pela reciproca do Siluigho mais comcentre
da e Iormecou 3 primed-a gifre do nivoero carasteristico:

o R if.‘:f’ = T00.000 orzEnisoss g solo

[

~18.0 % 107 = 40,007 organiswss g sol

Lo

e 50 x 10 ¢ I oorewsizoss oosoln

75



Anexo 1T

ANEXO I}

Curvas térmicas de DSC obtidas para os filmes de PCL e PCL/AA antes e apos 0s ensaios

de biodegradacio.
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Figura 20 — Curvas térmicas referentes aos filmes incubados por 28, 56 ¢ 90 dias em solo agricola, 28

°C. (2) PCL; (b) PCL/AA.
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Figura 21 - Curvas térmicas referentes aos filmes incubados por 28, 56 ¢ 90 dias em meio liquido, 28 °C,

175 rpm. {a) PCL; (b) PCL/AA.
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