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Resumo: O crescimento do consumo de pldsticos vem gerando grandes problemas ambientais, pois um polimero, uma
vez descartado no ambiente, necessita de mais de cem anos para se degradar. O plastico ideal deve apresentar proprieda-
des industriais desejdveis e, a0 mesmo tempo ser degraddvel num periodo considerado satisfatério. Busca-se desenvolver
pléasticos com boas propriedades para embalagens e que possam ser biodegradados quando descartados ao ambiente.
Neste trabalho avaliamos a biodegradacéo da blenda do copolimero poli(B-hidroxibutirato-co-valerato), PHB-HV, que é
um termopldastico natural, biodegradavel e biocompativel, e do amido anfétero, na proporgao de 75 e 25% m/m, respec-
tivamente. Os resultados foram obtidos através do teste de Sturm, uma metodologia para a avaliagdo da biodegradacdo
na presen¢a de uma cultura mista dos fungos Phanerochaete chrysosporium e Talaromyces wortmannii. Os resultados
evidenciam a biodegradagdo da blenda em funcdo do tempo, de acordo com os resultados do teste de Sturm, com o apare-
cimento de grupos carboxilicos terminais. Foi detectado também o aparecimento de nova simetria cristalina na estrutura
polimérica.
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The Biodegradation of Polyhydroxybutyrate-co-valerate/Amphiprotic Starch in the Presence of Microorganisms

Abstract: The increasing consumption of plastics has generated environmental problems because it takes more than a
hundred years for a discarded polymer to degrade. The ideal plastic should present desirable industrial properties and
be degradable within a satisfactory time period. Researches is conducted to plastics with good properties for packaging,
but that are biodegradable when discarded to the environment. In this work we evaluated the biodegradation of the blend
of the copolymer poly(hydroxybutyrate-hydroxyvalerate, PHB-HV, which is a natural, biodegradable and biocompatible
thermoplastic, and of the starch amphiprotic, in the proportion of 75 and 25% m/m, respectively. The results were ob-
tained through the Sturm test, a methodology for the evaluation of biodegradation in the presence of a mixed culture of
Phanerochaete chrysosporium and Talaromyces wortmannii fungi. The results pointed to biodegradation of the blend as
a function of the time, with the appearance of terminal carboxylic groups. In addition, a new crystalline symmetry was
observed in the polymeric structure.

Keywords: PHB-HYV, biodegradation, microorganisms.

Inlrodugéo ao meio ambiente, € uma alternativa mais promissora para
minimizar a polui¢do derivada dos plasticos.

O uso dos polimeros tem se tornado cada vez mais fre- Os poliésteres sdo polimeros biodegradaveis contendo
qiiente na sociedade moderna. Devido as suas propriedades grupos funcionais ésteres em sua estrutura. A principal ra-
e facilidade no processamento, torna-se um material ade- 50 ¢ que as estruturas desses materiais sio facilmente ata-
quado para ser usado nas mais diversas aplica¢des. Os po-  (4das por fungos através de hidrélise!”’. Esses polimeros po-

limeros sdo materiais inertes e ndo degradaveis, higi€nicos,  dem oferecer uma grande variedade de propriedades, desde
convenientes e confortaveis, no entanto, do ponto de vista  pj4sticos rigidos altamente cristalinos a polimeros dicteis.
ambiental, apresentam uma propriedade indesejavel: a du-  Ag propriedades terapéuticas descobertas em certos poli-
rabilidade. Pelo fato de algumas de suas aplicagdes serem  ggieres possibilitaram sua produgdo em escala industrial,
de descartabilidade muito rdpida, associado a grande difi- principalmente na forma de fios para suturas e cdpsulas de
culdade de degradacdo no meio ambiente, eles tém desper- comprimidos. Entre os polimeros biodegradaveis o mais co-
tado forte preocupagdo nos dias atuais'*' nhecido € o poli(B-hidroxibutirato) (PHB) e seu copolimero

O desenvolvimento de novos materiais pldsticos que se-  qi(B-hidroxibutirato-co-valerato), ambos sdo produzidos
jam estdveis durante seu tempo de uso e biodegradavel, es- por um processo de fermentagio bacteriana, sendo ainda
pecialmente por agdo de microrganismo, quando descartado ) processo relativamente caro!?. Esses pldsticos levam
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Figura 1. Estruturas quimicas.

de um a dez anos para se degradar no ambiente, enquanto
que o pléstico de origem petroquimica pode levar centenas
de anos para se degradar'?l.

Assim como no caso do PHB, o processo de produgdo do
PHB-HV ¢ bacteriano. Os microrganismos alimentam-se de
acucares (sacarose, glicose, etc.) e os transformam em granu-
los (pequenas bolinhas) intracelulares que sdo, na verdade,
poliésteres. Para as bactérias, esses poliésteres (o plastico
biodegraddvel) servem como uma reserva de energia, seme-
lhante a reserva de gordura nos mamiferos. As etapas seguin-
tes do processo produtivo sdo a extragdo e purificacio do po-
limero acumulado dentro das bactérias!¥. Para o PHB-HV
sua producdo diferencia do PHB pela adi¢do concomitante
de 4cido propidnico ao meio de cultivo bacteriano. No final
da fermentacdo € formado o copolimero do hidroxibutira-
to com segmentos aleatérios de hidroxivalerato (Figura 1),
a concentracdo de valerato no copolimero pode causar uma
varia¢do no tempo de degradagdo, de algumas semanas a va-
rios anos!'?l.

A principal desvantagem na produg¢ao desses poliésteres
s@o os altos custos de producdo, limitando um pouco suas
aplicagdes. Estudos na produgdo de plasticos biodegrada-
veis constituidos por blenda de amido e poliésteres como o
poli(B-hidroxibutirato-co-valerato)/amido é uma boa alter-
nativa na produ¢do de plésticos totalmente biodegradaveis
com custos mais baixos e propriedades de interesse.

Este artigo tem como objetivo principal avaliar as pro-
priedades das blendas de PHB-HV/amido modificado an-
tes e apés a biodegradacdo por culturas mistas dos fungos
Talaromyces wortmannii ¢ Phanerochaete chrysosporium.

Experimental

Materiais

Microrganismos

Foram utilizadas duas linhagens de fungos para o estudo
da biodegradacdo. Uma linhagem da espécie Phanerochaete
chrysosporium (Ph) proveniente da colecdo de cultura da
Universidade Federal do Rio de Janeiro-Brasil, conhecida
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por degradar a lignina, e outra linhagem selvagem da es-
pécie Talaromyces wortmannii (BM-18) isolada do solo do
Aterro da Muribeca (Jaboatao dos Guararapes-PE-Brasil),
caracterizada como uma das linhagens mais abundantes
deste solo.

Polimeros

O poliéster poli(B-hidroxibutirato-co-valerato)-PHB-HV
foi fornecido pela PHB Industrial S/A e o amido do tipo Anféte-
ro (Foxhead® 5901) fornecido pela Corn Products do Brasil.

Métodos

Manutencao das culturas de fungos

As linhagens dos fungos foram mantidas em meio
de cultivo Sabouraud-Agar com composi¢io: peptona
(10 g.L'M), glicose (40 g.L'"), NaCl (7,5 g.L'!), extrato de
carne (3,5 g.L'"), dgar (12 g.L'"), dgua destilada (1 L). O pH
foi ajustado em 4-5 e a esterilizacdo do meio foi realizada
a 120 °C por 20 minutos. As linhagens foram estocadas a
temperatura de 5 °C, e repicadas, pelo menos, a cada dois
meses.

Preparacao da suspensiao de esporos

Os esporos foram coletados com al¢a de platina e intro-
duzidos em tubos de ensaio contendo 10 mL de solugéo es-
téril de Tween 80 a 0,01%, seguida de agitacdo. Os esporos
foram contados em camara de Neubauer e a concentracao
das suspensdes usadas para o teste de biodegradacao foram
ajustadas para 10° esporos/mL.

Processamento do filme

As blendas de PHB-HYV, na composi¢do 75/25 m/m, fo-
ram obtidas, com espessura média de 10,250 £ 0,005 mm,
através da técnica de evaporacdo do solvente de solugdes do
polimero e cloroférmio, nas seguintes condigdes:

e Massa total: 1,0 g;

e Temperatura de controle: 50 °C;

e Tempo total de mistura: 3 horas; e

e Sistema sob agitacdo.

O sistema polimérico, apds completa dissolucdo, foi
transferido para placa de Petri (didmetro de 11 cm) na tempe-
ratura ambiente, sem controle da umidade.

Teste de Sturm

Baseia-se na avaliagdo da capacidade biodegradadora
dos fungos, através da quantificagdo de CO, produzido du-
rante o ensaio de biodegradag¢do. O monitoramento da pro-
dugio de CO, consiste de um sistema (Figura 2) composto
por um compressor de ar, um reator (b) e dois erlenmeyers
contendo solucdo de hidréxido de bario, um com 400 mL de
solugdo colocado antes (a) e outro com 400 mL de solucgdo
colocado ap6s o reator (c), todos conectados por manguei-
ras, as quais estavam conectadas a tubos imersos no con-
teddo tanto dos erlenmeyers, quanto do reator. A aeragdo
serd mantida pelo compressor de ar conectado no primeiro
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Figura 2. Esquema da montagem do teste de Sturm.

erlenmeyer, onde o CO2 contido no ar, reage com o hidré-
xido de bdrio presente na solugo. O ar isento de CO, passa
para o reator, onde 0s microorganismos estavam em contato
com polimero. A respiragdo celular dos microrganismos vai
produzir CO,, que serd transferido pelo fluxo de ar at€ o
préximo erlenmeyer. No terceiro erlenmeyer o CO, da res-
piracdo celular reagird com hidréxido de bario formando
carbonato de bdrio e precipitando. Por intermédio de uma
titulagdo com 4cido cloridrico, a quantidade de CO, capta-
do neste ultimo recipiente serd determinado'. E através de
célculos estequiométricos, foi determinada a producdo de
CO, no processo de biodegradagdo, utilizando para isto o
programa Microsoft® Excel 2002.

Variacio de massa

A biodegradacio dos filmes foi avaliada através da va-
riagdo de massa, as blendas foram pesadas em balanga
semi-analitica modelo AS 5500C da empresa Marte Balangas
e Aparelhos de Precisdo Ltda, antes (M) € apds (M) o Teste
de Sturm. Obtendo através da Equacdo 1 a variacdo de massa
em porcentagem (AM,,).

M,-M
AM,, =—"—L x100% )
0

Espectroscopia no infravermelho (IV)

As andlises espectroscopicas foram realizadas em Espec-
trofotdmetro AVATAR 360 de marca NICOLET, numa faixa
de 400 a 4000 cm™! com resolugdo de 2 cm’'.

A presenca de grupos carboxilicos terminais € uma
forma comumente utilizada para quantificar a degradagdo
quimica de polimeros. Nos espectros de FTIR € indicada
através da absorbancia a 3290 cm™. A normalizacido da
absorcdo a 3290 cm! foi feita através da absorbincia a
2970 cm™! (referente a vibragio C-H), a fim de superar as
variagdes devido a diferencas de contato entre o filme e o
cristal, e variacdes de espessura. Tem-se, portanto, o Indice
de Grupos Carboxilicos Terminais - IGCT, obtido através
da Equacdo 2:
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~ -1
1G.CT = Absor¢do a 3290 cm ] 2)
Absorcdo a 2970 cm”
Difracao de raio X (DRX)

As andlises de difracdo de raio X foram realizadas num
difratometro da marca Siemens Modelo D-5000, tubo de Cu,
voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, utilizando dngulo de
20° e varredura de 5 a 40° por segundo.

Ensaio mecanico

Os ensaios mecanicos das amostras foram analisados em
mdquina universal de ensaio, marca EMIC, linha DL, forca
mdxima de 500 N segundo a ASTM D 638-82%, a temperatu-
ra ambiente de aproximadamente 23 & 2 °C e sem controle de
umidade. A velocidade da garra foi de 10 mm/min e distancia
entre garras 30 mm. Os corpos de prova utilizados apresenta-
ram formato retangular de 7,5 cm de comprimento e 2,5 cm
de largura.

Nesse ensaio foram determinadas as propriedades de resis-
téncia a tragdo na ruptura (TS) e alongamento na ruptura (€).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A superficie micrografada da blenda foi a regido de rup-
tura das amostras ensaiadas mecanicamente, sendo coberta
com uma fina camada de ouro utilizando fita de carbono
como suporte, em um microscépio JEOL JSM-6360 com au-
mento de 250 vezes.

Resultados e Discussao

Teste de Sturm

Este tipo de ensaio € tido como sendo o mais confidvel para
a avaliacdo da biodegradabilidade de um polimero em meio
microbiano ativo. A produgio de CO, na biodegradag@o do po-
limero € considerada um parametro importante do processo.
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Figura 3. Produgdo de CO,.
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O monitoramento do sistema foi realizado a cada 12 horas,
durante um periodo de 31 dias. Por titulagdo com acido clo-
ridrico, as quantidades de CO, produzidas na biodegradacao
e coletadas no recipiente C (Figura 2) foram determinadas
duas vezes ao dia a partir de célculos estequiométricos. Na
Figura 3 mostra os resultados obtidos apés 31 dias de moni-
toramento da produgao de CO,.

O ensaio de biodegradagdo se mostrou vidvel, visto que
¢ um processo adequado, ou seja, 0s microrganismos estao
em ambiente propicio para seu desenvolvimento e nutri¢do,
e em um curto espaco de tempo. Foi possivel observar, a
partir do 20° dia, o comportamento dos materiais quanto a
produgdo de CO, passou a variar muito pouco com o tem-
po de exposi¢do da blenda aos fungos. A produgdo de CO,

Tabela 1. Variacao de Massa.

Massa (g) ap6s o
teste de Sturm

0,070 £ 0,001

Massa (g) antes do
teste de Sturm

0,080 + 0,001

50 7

40 A

30 1

20 1

10 1

PHB-HV

B IGCT (%) Antes do teste de Sturm
OIGCT (%) Depois do teste de Sturm

Figura 4. Indice de grupos carboxilicos terminais.
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Figura 5. Espectros FTIR da blenda PHB-HV/Amido anfétero antes da bio-
degradagao.
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varia com o tempo de exposi¢do da blenda aos fungos até
tornar-se constante.

Variagdo de massa

As blendas foram pesadas em balanca semi - analitica,
antes (M) e ap6s (M) o Teste de Sturm. Na Tabela 1, os
dados mostram que houve uma perda de massa das blendas
para ambos os reatores, numa média de 12,70% de perda
de massa.

Constatou-se a impregna¢do dos microrganismos na
blenda, justificando dessa maneira essa pequena variagdao
de massa.

0.11- 2970 cm!
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Figura 6. Espectros FTIR da blenda PHB-HV/Amido anfétero apds a bio-
degradag@o.
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Figura 7. Aproximagdo gaussiana para a subtracio do halo amorfo no difra-
tograma de raio X do PHB-HV/amido antes da biodegradagao.
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Figura 8. Aproximagdo gaussiana para a subtracio do halo amorfo no difra-
tograma de raio X do PHB-HV/amido apds a biodegradagao.

Tabela 2. Parametros do cdlculo de cristalinidade e frag@o cristalina (%C)
das blendas poliméricas antes e ap6s a biodegradacao.

Blenda PHB/ Integral do  Area (aproximacio %C
amido anfotero difratograma gaussiana)

Antes 1940,17 1157,64 £58,75 63,10

Apds 1845,36 1767,42 £34,65 51,58

Espectroscopia no infravermelho (1V)

Durante a biodegradagado ha a formagéo de grupos carbo-
xilicos terminais e estes podem ser monitorados para quanti-
ficar a extensao da degradagdo quimica.

A biodegradacdo promoveu alteracdes estruturais na
blenda através das diferentes absor¢des no Infravermelho.

Através da Figura 4, pode-se notar que apds o ensaio de
biodegradagao do PHB-HV/amido ha um aumento do IGCT.
A formacdo dos grupos carboxilicos terminais € possivel-
mente devido a hidrélise enzimatica da blenda, favorecendo
a biodegradacao.

Os espectros de FTIR das blendas PEBD/Amido anf6-
tero, antes e apds a biodegradagdo, apresentaram diferencas
devido a formagao ou mudanga de novos grupos, como mos-
trado nas Figuras 5 e 6, sendo esta diferenga mais acentu-
ada para os grupos carboxilicos terminais indicada através
da absorbancia a 3290 cm™ que caracteriza um processo de
degradagao da blenda.

Difragao de raio X (DRX)

Na Figura 7 e 8 estdo os difratogramas das blendas
PHB-HV/Amido anfétero antes e apds a biodegradagdo.
Comparando estes difratogramas pode-se verificar que
existe a formagdo de um novo pico de difracdo, o que in-
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Figura 9. Fotomigrografia da blenda PHB-HV/Amido anfétero com aumen-
to de 250x da regido de Fratura.

dica que a biodegradagdo causa o surgimento de novas
simetrias cristalinas.

A determinacdo da fracdo cristalina ou grau de cristali-
nidade € um importante parametro para definir propriedades
fisicas e quimicas do material polimérico. O grau de cristali-
nidade, apresentado na Tabela 2, foi calculado considerando
a drea sob os picos difratados, descontando-se o halo amorfo
de acordo com a Equacdo 3:

I

%C =(Ic+—l{]a)100 (3)

onde %C € a fragdo cristalina, I € o resultado da integragao
dos picos de difragdo das Figuras 7 e 8, I € o resultado da
integracdo do halo amorfo, obtida através da aproximagao
Gaussiana dos difratograma, e K € uma constante de propor-
cionalidade caracteristica de cada polimero, sendo utilizada a
do poli(B-hidroxibutirato) 0,98 Os dados referentes a sub-
tragc@o do halo amorfo foram obtidos a partir da aproximagao
Gaussiana (Tabela 2).

O percentual de cristalinidade foi alterado quando os fil-
mes sdo expostos a presenga dos fungos. Este fato reforca a
hipétese de que fragmentos de moléculas da regido amorfa e
de moléculas atadores se rearranjam sobre os cristalitos, cau-
sando uma variacio no grau de cristalinidade do polimero.

Assim como hd de uma forma geral uma diminuicdo na
intensidade dos picos do difratogramas apds a biodegradacio,
justificando dessa forma a diminui¢do da fracdo cristalina de-
pois do teste de Sturm, verificada pelos dados da Tabela 2.

Ensaio mecéanico

A Tabela 3 mostra os resultados do ensaio mecénico,
especificamente a resisténcia a tragdo e o percentual de
alongamento do PHB-HYV puro e da blenda de PHB-HV/
amido. A incorporagdo do amido ao polimero diminuiu
em torno de 18% a resisténcia a tragdo como também o
percentual de alongamento do polimero. O alongamento
na ruptura de blendas de polimeros é considerado bastan-
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Tabela 3. Resultados dos ensaios mecédnicos do PHB-HV puro e
PHB-HV/amido.

Resisténcia a tracao
na ruptura - TS (MPa)

25,53 +5,40
21,01 £7,04

Alongamento na
ruptura € (%)

14,23 + 1,48
10,85 +2,03

PHB-HV
PHB-HV/Amido

te sensivel a interag@o entre as fases da blenda. A adi¢ao
de uma segunda fase imiscivel na matriz do material em
geral significa um decréscimo nessa propriedade. Uma
possivel explicagdo para a perda em propriedades me-
canicas com a adi¢do de amido ao PHB-HYV, pode ser
uma baixa interac@o interfacial entre os componentes
da blenda, a qual leva para a ruptura mecanica de sua
interface!®l.

Rosa et al.""! verificaram a influéncia da incorporacao do
amido em blendas poliéster/amido nas suas propriedades me-
canicas, obtendo resultados de modificacio nessas proprieda-
des concordantes aos obtidos neste trabalho.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura da regido de fra-
tura dos corpos de prova ensaiados mecanicamente permite
verificar morfologicamente as blendas poliméricas.

Observando-se a fotomicrografia apresentada na Figura 9
verifica-se uma superficie uniforme e que a ruptura da amos-
tra ocorreu sem alongamento, caracterizando um material
ndo eldstico e fragil.

Conclusao

O ensaio de biodegradagdo se mostrou vidvel, visto
que € um processo acelerado, pois 0s microrganismos
estdo em ambiente propicio para seu desenvolvimento e
nutricdo, e num curto espago de tempo, 31 dias, € pos-
sivel detectar a biodegradacgdo total da blenda. O uso de
um método que leva em conta a determinacdo da quanti-
dade de CO, produzido na biodegradag@o se apresentou
exeqiifvel. A produgdo do CO, torna-se constante com o
tempo de exposi¢do da blenda aos fungos. As amostras
inoculadas por um periodo de 31 dias apresentaram pe-
quena variagdo de suas massas, mas isto ocorreu devido
a impregnacdo do microrganismo na blenda que estava
totalmente fragmentada no fim do ensaio.

O DRX das blendas PHB-HV/Amido na proporc¢ao
75/25 mostrou um novo rearranjo dos cristais e aparecimento
de um novo pico apds a biodegradacido. De uma forma geral
foi verificada uma diminuicdo de 18,2% do grau de cristali-
nidade da blenda apés a biodegradagao.

A incorporagdo do amido ao polimero diminuiu em torno
de 18% a resisténcia a tracdo como também o percentual de
alongamento do polimero.
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Através do MEYV foi visto que a blenda de PHB-HV/ami-
do apresentou uma superficie uniforme com a regido de fra-
tura caracteristica de um material fragil sem alongamento.
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