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RESUMO

A Polisulfona (PSU) é um polimero largamente utilizado em diversas areas industriais
por possuir grande estabilidade quimica e térmica. Estas propriedades o fazem um
polimero de dificil degradacéo, trazendo prejuizos ao meio ambiente quando
descartado incorretamente apdés seu uso. A etapa inicial no processo de
biodegradagdo de polimeros se da através da modificagcdo de suas propriedades
superficiais inertes, aumentando sua energia livre de superficie e, em consequéncia,
sua capacidade de interagir com o meio externo. Neste trabalho a superficie de fiimes
de PSU foi modificada por tratamentos fotoquimicos UV em presenga de uma
atmosfera oxidante (O2) e de vapores reativos de acido acrilico (AA) possibilitando
obter superficies poliméricas que podem ser reconhecidas como substrato para o

desenvolvimento de micro-organismos.

As amostras modificadas foram caracterizadas pelas técnicas de WCA, FTIR-ATR,
GPC, TGA, DSC e XRD, detectando a insercdo de grupamentos oxigenados e
resultando em superficies com caracteristicas hidrofilicas. Utilizou-se do fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae e do ensaio em solo simulado, contendo um
consorcio de micro-organismos, para estudar a biodegradagao do PSU. Foi observado
por SEM, OM, perfilometria 6ptica e gravimetria que, quanto maior a hidrofilicidade
dos filmes, maior € a adesao microbiana e maior o desenvolvimento fungico sobre os
mesmos. E necessario destacar que praticamente ndo foi observada atividade de
biodegradagao em filmes de PSU sem tratamento. Os resultados obtidos confirmaram
que a metodologia para modificagao superficial utilizada no presente trabalho pode
ser utilizada para aumentar ou melhorar a degradacdo da PSU, impactando

positivamente no manejo de residuos polimeéricos.
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ABSTRACT

Polysulfone (PSU) is widely used in the industry mainly due to its chemical and thermal
stability. These properties make PSU a polymer of almost no biodegradability,
increasing its accumulation in the environment when it is incorrectly disposed. The first
step in the biodegradation process of polymers is the change in their usually inert
surface properties, increasing the surface free energy and the interaction with the
environment. In the present work, the surface properties of PSU films were modified
by UV-assisted treatments in the presence of an oxidant atmosphere (O2) or acrylic
acid (AA) vapors. The treatments led to changes in the surface properties of the films

that were recognized by the microorganisms positively for their development.

The modified samples were characterized by WCA, FTIR-ATR, GPC, TGA, DSC e
XRD. After treatments, the films were converted to hydrophilic and oxygenated
functional groups were detected on the surface. Entomopathogenic fungi Metarhizium
anisopliae and simulated soil assay were used to study the PSU biodegradation before
and after the UV treatments. SEM, OM, optical profilometry and gravimetric
measurements allowed the observation of higher microorganism adhesion and higher
fungi development when the irradiation time increased. It is necessary to point out that
almost no biodegradation of the PSU was detected in untreated films. The obtained
results confirmed that the used methodology for surface modification could be
employed to improve the biodegradation rate of PSU films on waste management of

polymers residues.
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1.  INTRODUGAO

A grande demanda por materiais duraveis, estaveis, resistentes, de facil
processamento e de possivel emprego em diversas areas, fez com que a industria
dos plasticos chegasse a numeros milionarios de manufatura. A produ¢cao mundial de
polimeros plasticos foi de 299 milhdes de toneladas no ano de 2013, mantendo o
crescimento constante de 4% dos Ultimos anos’.

Se por um lado a grande quantidade de plasticos produzidos facilita a vida das
pessoas, pois é utilizado desde a construgao civil a embalagem para alimentos, por
outro, o descarte inadequado destes polimeros apos sua utilizagcdo acarreta em
diversos problemas ambientais, como poluigdo de solos e aguas, entupimento das
tubulacdes de esgoto nas cidades, acumulo em aterros sanitarios, morte de animais
aquaticos, etc?3.

Para evitar esses graves problemas o gerenciamento dos residuos sélidos se
faz necessario. Este gerenciamento pode ser efetivado pela reutilizagdo ou reciclagem
dos residuos poliméricos, havendo 3 formas de se reciclar polimeros:

° Reciclagem Mecanica, que se baseia na transformag¢éo dos residuos em
granulos para a fabricagado de novos produtos;

o Reciclagem Energética, que se procede a recuperagdo da energia
térmica intrinseca dos residuos;

o Reciclagem Quimica, onde se faz a conversdo dos residuos em

intermediarios quimicos, que sao reintegrados a cadeia petroquimica.

Recentemente o Brasil criou o Plano Nacional de Residuos Sdlidos*, previsto
na Lei 12.305/2010, tendo como uma de suas diretrizes metas de redugao,
reutilizagao, reciclagem, entre outras, com vistas a reduzir a quantidade de residuos
e rejeitos encaminhados para disposigao final ambientalmente adequada. Mesmo com
a lei vigente, no ano de 2012 apenas 20,9% dos plasticos pos-consumo foram
reciclados mecanicamente no Brasil. Este baixo numero se deve ao descarte incorreto
desses residuos e a falta de politicas realmente efetivas de coleta e reciclagem dos
materiais, evidenciado pela defasagem de 48% entre a capacidade instalada (em
toneladas) de empresas recicladoras em relagdo a quantidade de plasticos pos-

consumo descartados.®



Uma vez que a reciclagem de polimeros, mesmo quando possivel de ser
realizada, nao é efetiva no combate ao acumulo de residuos sélidos, outras solucdes
se tornam necessarias, como o desenvolvimento, utilizacdo e substituicdo dos
polimeros tradicionais por biopolimeros ou entdo a modificagdo superficial de
polimeros sintéticos ja existentes, tornando-os suscetiveis a degradacdo e a
biodegradagao.

A modificagao de superficies poliméricas, sem alterar suas propriedades fisico-
quimicas vem sendo estudada ha muitos anos e ainda € um desafiante campo de
estudo para novas aplicagcdes dos materiais modificados, especialmente nos campos
da biotecnologia e bioengenharia. As maiores vantagens em se modificar a superficie
dos polimeros séo deixar inalteradas as caracteristicas fisicas, térmicas e mecanicas
de sua matriz e ndo precisar desenvolver uma nova molécula polimérica, ja que sao

enormes as quantidades de materiais conhecidos, estudados e aplicados®-.

As técnicas de modificacdo superficial tradicionalmente estudadas alcangam
resultados muito positivos, como implantagdo idnica'®, plasma' 2, enxertia
quimica' ' radiagdo UV'®, VUV'8, mas o conhecimento adquirido nos Ultimos anos
de processos e técnicas fotoquimicas permite a utilizacdo da luz como forma de
modificar a regido superficial de um material de forma controlada e com a utilizagao
de poucos ou nenhum outro reagente, baseando-se na excitagao eletrénica das

moléculas da superficie polimérica através da radiagao eletromagnética.

A variedade de fontes de radiagao eletromagnética mono e policromaticas, o
controle dos parametros experimentais necessarios, como fluxo de gas ou monémero
e a ndo necessidade do uso de solventes ou fotossensibilizadores, faz a técnica de
enxerto induzido por radiagdo eletromagnética ser altamente vantajosa frente as
outras técnicas relatadas, obtendo-se superficies com baixo grau de contaminagao e
bastante homogéneas'’2°. Ha de se citar também que o aparato experimental é de
baixa complexidade e de baixo custo, sendo o tempo de irradiacéo (da ordem de
minutos) a principal desvantagem da técnica frente a técnica de plasma (da ordem de

segundos), por exemplo.

A aplicacao da técnica de modificagao de superficies em polimeros sintéticos
sem modificar suas propriedades de matriz e, em contato com um ambiente propicio
para o desenvolvimento de micro-organismos, iniciarem sua biodegradacéo, € de

grande importancia ambiental. A técnica de modificacdo utilizando radiagdo UV na



presenca de gases e vapores reativos tem sua eficiéncia comprovada por diversos
trabalhos ja citados, evidenciando-se as mudangas superficiais necessarias para que
os processos de degradagado ou biodegradagdo ocorram em polimeros sintéticos e

inertes.

Diversos micro-organismos sao retratados na literatura como potenciais
degradadores de polimeros?'-?7, em especial fungos da classe ascomicetos?®, da qual
faz parte o fungo ambiental e filamentoso Metarhizium anisopliae, utilizado no
presente trabalho devido sua facil obtengdo e manutencéao, além de desenvolver uma
estrutura chamada apressoério, capaz de exercer pressao mecanica sobre superficies,
facilitando a penetragdo das hifas e secretando diversas enzimas e gerando
metabdlitos secundarios. Devido a estas caracteristicas, o M. anisopliae é utilizado
como pesticida ou acaricida natural, pois penetra a carapaga de quitina dos insetos,

promovendo sua morte?°.

Este trabalho multidisciplinar tem como objetivo associar a facilidade da
modificagdo UV-assistida e a utilizacdo de um fungo filamentoso in vitro e do ensaio
de solo simulado na biodegradacéo de filmes de PSU, podendo ser uma técnica a ser
explorada e utilizada na biorremediacédo dos polimeros, impactando positivamente no

meio ambiente.



2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. MODIFICAGAO SUPERFICIAL DE POLIMEROS

A modificagdo superficial de polimeros tem como objetivo alterar apenas a
superficie do material, deixando inalteradas as suas caracteristicas fisicas, térmicas e
mecanicas. Segundo Guillet®?, alguns fatores devem ser levados em consideragdo

para que a modificagao superficial ocorra:

o E necessario que apenas camadas finas da superficie, na ordem
manomeétrica, sejam alteradas, a fim de ndo alterar as propriedades mecanicas do
material;

o A criacdo de ligagbes covalentes se faz necessaria para que a
modificagao seja efetiva ao longo do tempo;

o Camadas finas de modificacbes nao alteram as propriedades 6ticas do
material, quando assim requerido;

o Ha de se considerar a viabilidade dos processos quanto a
homogeneidade, reprodutibilidade, estabilidade, velocidade e custo;

o O controle sobre os grupos funcionais deve ser preciso, apesar de
muitos deles ndo poderem ser diferenciados pela técnica no momento em que séo

enxertados.

As técnicas de modificagao superficial tradicionalmente estudadas alcangam
resultados muito positivos, porém possuem algumas limitagdes que podem interferir
no produto final. O tratamento com plasma''3! constitui na formagéo de um conjunto
de particulas ionizadas que, em contato com o polimero, promove a formagao de
radicais e ions na superficie, podendo ser estes as espécies ativas a serem
enxertadas na superficie ou, se expostas a algum gas ou monémero, promoverem
ligagbes covalentes3?34. Apesar de haver o controle experimental de poténcia,
pressao de gases, etc., no tratamento com plasma nao ha como controlar quais as
ligacdes quimicas deveriam ser preservadas, ou seja, nao ha um exato controle da
quimica superficial obtida no final do processo. O tratamento com descarga em
corona'?, ou plasma a pressao atmosférica, segue o mesmo principio da técnica com
plasma, mas ocorre em temperatura e pressdo ambiente, podendo haver a

contaminagao do material pelas espécies gasosas presentes no ambiente durante a
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descarga3®?34, O enxerto por meio quimico utiliza compostos quimicos para promover
a introdugdo de grupos especificos na superficie polimérica’. Mesmo possuindo as
vantagens de modificagdo da superficie através da escolha do monémero e haver
controle na introducdo desses e a promocao de ligagdes covalentes, a técnica se da
pela interface polimero/reagente (sélido/liquido), podendo ocorrer a plastificagdo da

matriz polimérica, bem como a possivel contaminagao pelo uso de solventes’.

O enxerto induzido por radiagdo eletromagnética baseia-se na excitagéo
eletrbnica das moléculas da superficie polimérica através da radiagao ultravioleta
(UV)'S, radiagdo ultravioleta de vacuo (VUV)'®3%5 ou radiagdo sincrotron (SR)*,
levando ao rompimento de ligagdes e formagao de radicais na regido superficial. Por
sua vez, os radicais, em contato com outro composto ou monémero, podem formar
ligacbes covalentes, enxertando os novos grupos funcionais na superficie. A técnica
também se baseia na interface polimero/reagente mas neste caso, o reagente é
gasoso, evitando a contaminagdo da superficie. Contudo, quando se trata da
modificagao via radiagdo UV, ou o polimero deve conter em sua estrutura um grupo
capaz de absorver fétons e se ativar, promovendo um estado metaestavel que ira se
ligar ao grupo a ser posteriormente enxertado, ou a espécie a ser enxertada deve
conter tal grupo fotorreativo. Caso polimero e enxerto ndo possuam grupos

fotorreativos, ha de se utilizar de compostos fotossensibilizadores ou fotoiniciadores®”.

2.2. RADIAGAO ELETROMAGNETICA E SUA INTERAGAO COM A MATERIA

A radiacao eletromagnética é a oscilacdo em fase dos campos elétrico e
magnético, gerando ondas que podem ser classificadas de acordo com suas
frequéncias. Estas frequéncias podem ser correlacionadas com a energia da onda

(Equacao 1) e entdo organizadas em um Espectro Eletromagnético (Figura 1);

E =hv=nhc/A (1)

onde E é a energia do foton, h € a Constante de Planck, v é a frequéncia da onda

eletromagnética, ¢ é a velocidade da luz e 4 é o comprimento de onda. Assim, a



energia de um féton é inversamente proporcional ao comprimento de onda da
radiacao emitida.

A radiagao eletromagnética emitida na regido do UV esta situada entre 400 e
200 nm de comprimento de onda, podendo ainda ser subdividida em 3 regides. A
regiao UV-A (400-315 nm) é a menos energética, seguida da UV-B (315-280 nm), com
energia suficiente para causar danos bioldgicos, sendo responsavel por mutagdes
observadas nas células de tumores de pele®®. A UV-C (280-200 nm) é completamente
absorvida na atmosfera, favorecendo a formagao de ozénio através da quebra das
ligagbes O=0, formagao de radical e recombinagao das moléculas. Essa radiagao é

comumente encontrada artificialmente sob forma de lampadas germicidas®.
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Figura 1. Representacédo do espectro eletromagnético.

Pela Teoria Quantica € sabido que a energia de um atomo ou de uma molécula
somente pode adquirir certos valores de energia (£') alcangando estados que sejam
descritos por fungdes de onda (¢) correspondentes. Os atomos ou moléculas, quando
encontrados em seu estado fundamental, ou seja, em seu nivel de mais baixa energia,
ao serem irradiados, podem absorver a luz e serem excitados a outros niveis mais
altos de energia, sendo sempre a diferenga entre os niveis energéticos

correspondente a energia da radiagao absorvida.

Grotthus e Drapper formularam a primeira lei da fotoquimica ao enunciarem
que somente a luz absorvida por uma molécula pode ser efetiva na produgédo de
mudancga fotoquimica naquela molécula. Também postularam que a velocidade de
uma reacgao € proporcional a intensidade da luz que a provoca, ou seja, explica que a
determinagao do espectro de absorgéo seja a primeira etapa ao se realizar o estudo
fotoquimico de uma molécula, pois assim se sabe em qual comprimento de onda ha
a possibilidade de ocorrer uma reagdao quimica. A segunda lei da fotoquimica,

desenvolvida por Einstein, diz que cada molécula ativada pela luz somente pode



requerer a absorgdo de um quantum (hv) para que possa oOcorrer processo
fotoquimico, ou seja, o numero de moléculas ativadas sera igual ao numero de quanta
absorvidos. A Lei de Lambert-Beer, que estuda a interagédo da luz com a matéria, trata
da absor¢cdo de um feixe monocromatico de luz por sistemas homogéneos,
correlacionando o comprimento de onda, distancia percorrida pela luz e a

concentragdo da substancia absorvente.3°

Levando em conta as trés leis descritas, a radiagéo, ao interagir com a matéria,
provoca um desequilibrio energético na molécula. Esta, por sua vez, atua de forma a
distribuir a energia em seus estados quantizados. Para que ocorra a absorg¢ao é

necessario que a molécula no estado inicial £, possua um estado n de maior energia

Ex, tal que
hv =E, — E,, (2)

Além disso, deve haver uma interagao especifica entre a componente elétrica
da radiacdo incidente e o grupo croméforo, resultando na mudanga de momento
dipolar da molécula durante a transicdo, definida como integral de momento de

transicao

Rppn =< l/)mlowjn > (3)

onde y¥m e Yn séo as fungdes de onda dos estados m e n e O é o operador de
momento dipolar elétrico.

Ao serem cumpridas essas duas condi¢des, a probabilidade de absor¢cdo da
luz é proporcional a | Rma|*. Transigbes eletrdnicas com alta probabilidade de absorgao
sdo ditas permitidas. A transigéo é proibida quando a integral de momento de transi¢cao

€ pequena ou igual a zero.

Pela Teoria dos Orbitais Moleculares (TOM) os orbitais atdbmicos da camada de
valéncia de dois atomos ligantes deixam de existir quando ha a formagao da molécula,
sendo substituidos por um orbital molecular. Assim como os orbitais atdmicos, os
estados de energia da molécula sdo quantizados e expressos por fun¢gbes de onda
que, quando combinadas matematicamente, geram diferentes regides de
probabilidade eletrénica do estado fundamental, como os orbitais moleculares ligante

(wap = w4 + wp) e antiligante (¥*45 = w4 - wp) conforme representado na Figura 2.



Os orbitais ligantes, quando no estado fundamental, encontram-se totalmente
ou parcialmente preenchidos, enquanto os orbitais antiligantes encontram-se vazios.
Apenas quando ha a excitagéo eletronica da molécula, ou seja, fornecida o valor da
diferenca de energia entre estes orbitais, € que os elétrons passam a ocupar estes
orbitais antiligantes. As representagdes dos diagramas de energia se tornam mais

complexas conforme o nimero e tipo de atomos envolvidos em cada molécula3040,

¥ AB = WA — 9B

Energia
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wAR = WA + wE

Figura 2. Representacao do diagrama de energia dos orbitais moleculares ligantes e

antiligantes de uma molécula diatdmica homonuclear.

Alguns grupos moleculares, denominados cromoforos, possuem a capacidade
de absorver energia na regiao do visivel e UV, promovendo um elétron a um estado
de maior energia, ocorrendo a transicdo do momento de dipolo e fazendo com que a
energia do foton se torne parte da energia total do estado excitado da molécula. Ao
absorver um féton, as moléculas organicas podem corresponder a seis tipos de

transicoes eletrénicas, que devem obedecer ao intervalo de energia especifico (Figura
3). As transicbes 0—0™ e o—>1* necessitam de elevada energia e s6 sdo acessiveis
ao UV distante (UV de vacuo). Ligagbes como o—m* e m—0™ sdo sobrepostas pela
forte absorgcdo m—m*. Compostos organicos contendo heteroatomos ou ligagdes
duplas, quando excitados por fétons, observam duas transi¢cdes principais m—m* e
n—T* 30,41-43_

Guillet utiliza da carbonila e do anel aromatico para explicar alguns tipos de
transicdes eletrénicas?. Carbonilas de cetonas e aldeidos podem ter transigées n—>1*
e m—1*. Ligagbes do tipo n—>m* sdo consideradas proibidas pela regra de simetria.
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Compostos aromaticos carbonilados, ao sofrerem uma excitagcdo n—1*, permitem a
deslocalizagcado eletrbnica conforme a ressonancia da dupla ligacdo m. O mesmo

comportamento € avaliado quando da excitagdo m—m™* para anéis aromaticos.

E

Figura 3. Representagdo das transicoes eletrbnicas possiveis para moléculas

organicas.

2.3. RADIAGAO UV E SUA INTERAGAO COM POLIMEROS

A modificacao superficial de poliuretano (PU) usando radiacdo UV foi estudada
e caracterizada através de analises de FTIR, XPS e NEXAFS%'744 mostrando que,
quando a modificagdo se da na presenga de oxigénio, ha um aumento na
concentracdo de grupos oxigenados da amostra, enquanto a concentragdo de
carbono diminui em concentragdes correspondentes. Este aumento da concentragao
do oxigénio pode ser correlacionado ao aumento da hidrofilicidade do PU. Em
modificagdes de poliestireno (PS), PU, polisulfona (PSU) e polipropileno (PP) na
presenca de vapores de acido acrilico (AA), observou-se a formagao de um filme de
poli(acido acrilico) (PAA) sobre a amostra do polimero e se confirmou a presenca dos
grupos carbonil e hidroxil na superficie do mesmo'”'°. Os mecanismos de reacgdes de
fotoenxerto de grupos funcionais na superficie do PU ndo sdo bem definidos na
literatura. Os trabalhos referentes a PU e fotoquimica tratam, em sua maioria, da sua
fotodegradacgdo®® e ndo de enxerto via fotdlise. Sabe-se, contudo, que a excitagéo por
radiagao UV de alguns polimeros pode seguir por mecanismos de reagado do tipo
Norrish | e Norrish Il (Figura 4). A reagao Norrish | baseia-se na clivagem na posigao

alfa de carbonilas excitadas de poliésteres, podendo levar a formacao de radicais ou



cisbes homoliticas. A reacdo de Norrish |l trata da abstragdo intramolecular de

hidrogénio pela carbonila excitada de éster?041,

0]
|
AA/‘/\/Cch/\f\N
0] A O
I
/\)]\/\n,w i B —"Mﬁ/\/c\ \Jw
C

A - Norrish Tipo 1 |

B - Norrish Tipo II NV/\/C\/\M

C - Abstragdao de H

Figura 4. Mecanismos simplificados de iniciagdo das principais reag¢des fotoquimicas

que podem ocorrer em compostos contendo carbonila“6.

A fotoquimica do AA é bem estudada e estabelecida. A absor¢cédo da luz em
determinados comprimentos de onda pelas carbonilas, seguindo de sua excitagéo,
pode resultar em clivagens ou formacgdes de radicais, que podem reagir com os outros
radicais formados na cisdo homolitica do poliéster ou abstrair hidrogénios da cadeia
polimérica. Esses radicais s&o os responsaveis pela eficiente reagédo de polimerizagéo
observada®#4, que formam uma camada de PAA quando se irradia os polimeros na

presenca de vapores de AA.

N

Figura 5. Representacdo do mondémero de PAA
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Allmér e colaboradores*’*® modificaram superficies de polietileno (PE) e PS
com AA e benzofenona (BP) em fase vapor, irradiadas com luz UV, concluindo que
com o PS foi mais facil de modificar devido aos hidrogénios terciarios. Além disso, a
acetona é um 6timo solvente por absorver comprimentos de onda abaixo de 320nm
e, quando excitados, os polimeros seguem reagdes do tipo Norrish | e formam radicais

metila ou abstraem H.

Filmes de polihidroxibutirato (PHB) foram modificados utilizando radiagao UV
sob atmosfera de Oz, a fim de aumentar sua molhabilidade e posterior biodegradacéo.
O enxerto de grupamentos oxigenados foi comprovado por diversas técnicas de
analise e a superficie atingiu a superhidrofilicidade (dngulo de contato com a agua
abaixo de 10°) apos 120 minutos de fotdlise*®. A mesma técnica foi utilizada para o
biopolimero alcool polivinilico (PVA), apenas alterando a radiagdo eletromagnética
para VUV, obtendo-se superficies superhidrofilicas em 30 minutos de radiacao, pois
a cadeia polimérica foi facilmente rompida quando irradiada por comprimentos de
onda menores de 200 nm, produzindo radicais que foram oxidados em atmosfera

ambiente, enxertando grupos oxigenados na superficie do polimero®°.

2.4. POLISULFONA

O PSU (Figura 6), desenvolvida pela Union Carbide em 1965, foi um dos
primeiros polimeros termoplasticos feitos para utilizagdo em altas temperaturas. Sua
producao ocorre pela unido de monémeros difenilsulfona e bisfenol-A, formando o
poliéter pela eliminacdo de cloreto de sdédio. Rigido, transparente, com leve carater
hidrofébico e amorfo, retém suas propriedades fisicas e mecanicas entre -100 °C e
150 °C, tendo sua transicao vitrea em torno de 185 °C. Altamente resistente aos acidos
minerais, alcalis e eletrdlitos, em pH variando de 2 a 13, e em muitos solventes nao-
polares, tem resisténcia a compactacdo, sendo muito utilizada em meios que
necessite altas pressdes. Sua grande estabilidade a hidrolise e as altas temperaturas
permite o uso em aplicagdes médicas que exigem autoclave e esterilizagdo a vapor.
Muito utilizada também na fabricagdo de membranas para aplicagbes em
hemodidlises, filtragem de agua, separacéo de gases. Como resina é amplamente
utilizada na fabricacdo de pecas e equipamentos eletro-eletrbnicos, médico-

hospitalares, domésticos e na industria automobilistica. Sua extensa utilizagao, nas
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mais diversas areas, torna o PSU um polimero dificil de ser descartado ou reutilizado,
fazendo-se necessario um manejo correto pos-consumo. As modificagbes quimicas
feitas na PSU tém como objetivo aumentar sua hidrofilicidade, importante propriedade
para ser utilizado como suporte de membranas de purificagao da agua e aplicagoes
biotecnoldgicas®'.

Figura 6. Representacdo do mondémero da PSU.

A irradiagcado UV de filmes e membranas de PSU e poli(éter)sulfona (PES) ha
muito € estudada a fim de se entender seus mecanismos de fotodegradacédo e
oxidagcdo. Kuroda e colaboradores®?®® publicaram diversos artigos sobre a
fotodegradacgao de PSU e PES, mostrando que a degradacgao inicia com a quebra das
ligagcbes C-S, com baixa, e dependente da temperatura, formacéo de SOz e que ha
de se considerar reagdes de reticulagéo (crosslinking) competindo com a quebra das
cadeias. Yamashita e colaboradores®® concluiram que as reticulagbes e quebras de
cadeia ocorrem simultaneamente na fotodegradagédo de PES abaixo da temperatura
de transicao vitrea (Tg) do polimero, mas acima da Tg predominam as reagdes de
reticulagbes para o PES e quebra da cadeia para a PSU, indicando que as metilas

promovem a cisdo da cadeia como um hidrogénio doador.

As mais conhecidas aplicagdes de filmes e membranas de PSU necessitam
que o material possua certa hidrofilicidade, ao contrario do seu carater hidrofdbico.
Membranas de PSU e PES podem ser tratadas sem a presencga de fotoiniciadores,
pois sao intrinsicamente fotossensiveis, possuindo grupos cromoforos capazes de
absorver irradiacao UV, sendo apenas necessaria a selegcao correta do comprimento
de onda da radiagdo. O mecanismo de fotoenxerto induzido por UV em PES é
representado na Figura 7°. O primeiro passo é a absorgdo da radiacdo pelos
cromoforos fenila, resultando na clivagem da ligagdo C-S do grupo sulfénico, gerando
dois radicais reativos no final de cada nova cadeia. O radical sulfonila pode perder seu

grupo sulfénico, resultando em outro radical arila.
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Figura 7. Adaptagdo da representagéo do mecanismo de fotoenxerto em PES®.

A irradiacado UV pode ocorrer na presenca de mondmeros soluveis em agua ou
metanol, através da técnica de imerséo, que consiste em submergir a membrana em
uma solucdo contendo monémeros vinilicos, por exemplo. Radicais sdo formados
também na solugdo e, contendo o polimero seus radicais livres, ocorre a ligagéo
covalente entre o monémero e a cadeia polimérica. Yamagishi e colaboradores
usaram 1-hidréxietiimetacrilato (HEMA), gicidilmetacrilato (GMA) e acido metacrilico
(MAA) como mondmeros®’. Ulbricht e Riedel®® e Béquet e colaboradores®® utilizaram
AA para polimerizar sobre membranas e fibras de PSU, respectivamente, sendo que
0 primeiro grupo observou um aumento na modificagdo proporcional ao tempo de
irradiagdo UV ou concentragdo do mondémero. Para evitar o acumulo de material
organico natural, Kilduff e colaboradores® enxertaram N-vinil-2-pirrolidona em

membranas de PES, promovendo um aumento na hidrofilicidade do material.

Além de poder ocorrer em meio umido, ou seja, utilizando a técnica de imerséo
previamente citada, o enxerto de monémeros pode se dar em via seca, com estes em

estado vapor ou gasoso. Membranas de PSU foram modificadas com o enxerto de
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PAA, utilizando lampada de média pressao de mercurio de 450W, tornando o material
sensivel ao pH e com diferente permeabilidade a riboflavina®'. A hidrofilicidade
adquirida pelos filmes finos de PSU apds irradiagao UV por 120 minutos na presenga
de vapores de AA foi mantida por um periodo observavel de 65 dias, mostrando que
o enxerto do PAA sobre sua superficie ocorre de forma efetiva e com a formagéao de
ligagbes covalentes'’. Em trabalho posterior, Kessler e colaboradores provaram por
analises de FTIR-ATR, XPS e NEXAFS a incorporagéo de grupos oxigenados na
superficie de filmes de PSU ap0os a irradiagédo UV de 120 minutos, obtendo angulo de
contato em agua de 6°. A modificagao assistida utilizando vapores reativos foi
comparada com a técnica de modificagao via plasma, sugerindo que a primeira atinge
resultados efetivos na obtencdo e controle da hidrofilicidade de superficies

poliméricas’®.

2.5. METARHIZIUM ANISOPLIAE

A biodegradacao, como sera definida posteriormente, pode ocorrer utilizando
diversos tipos de micro-organismos, como bactérias e fungos?36264. Estes,
especialmente, sdo capazes de secretar diversas enzimas capazes de se fixar e
atacar diversas superficies poliméricas®®,

Para o estudo da biodegradacao de PSU nesse trabalho, o fungo escolhido foi
da espécie Metarhizium anisopliae, linhagem CG97, com caracteristica hipervirulenta,
ou seja, desenvolvimento exacerbado frente a outras linhagens. Caracterizado por
fungo filamentoso, € isolado a partir de solos ou carapacga de artrépodes e pode ser
um potencial micro-organismo capaz de degradar polimeros, pois secreta uma diversa
gama de enzimas lipoliticas e hidroliticas (proteases, lipases, esterases e chitinases),
além de secretar metabolitos como acido citrico e oxalico, que podem auxiliar no
processo degradativo®. Este micro-organismo oferece vantagens como a facilidade
de manipulagdo e manutencao em laboratério, capacidade de suportar amplas faixas
de pH (2,0 a 8,5) e ndo oferece riscos aos seres humanos durante o seu processo de
manipulacdo. O seu uso ja é amplamente estudado e conhecido como pesticida
natural, por ser um fungo classificado como entomopatogénico e atacar mais de 300
espécies de insetos®”-%8. Seu crescimento se da em forma de hifas, o que pode facilitar

o processo de degradacgao e crescimento interno ao polimero pois, uma vez havendo
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qualquer fissura na superficie do material, as hifas conseguem penetrar até a matriz.
Outra vantagem e caracteristica importante desse fungo € o desenvolvimento de uma
estrutura chamada apressoério (Figura 8), que ocorre na extremidade da hifa e exerce
pressdo mecanica sobre a superficie no qual esta aderido, secretando enzimas que

sd0 exploradas na industria catalitica?%.66.69,

A utilizagdo de duas linhagens de Metarhizium anisopliae foi avaliada na
biodegradagdo de alguns polimeros, sendo comprovado seu crescimento e
desenvolvimento na superficie de PHB, PU e PSU e a degradagdo dos mesmos

observada através de diversas analises, incluindo Tof-SIMS46:49.70,

Figura 8. Imagem de microscopia eletrénica de varredura do esporo do Metharizium

anisopliae em desenvolvimento. CO: esporo (conidia), GT: hifa, AP: apressorio®°.

2.6. BIOPOLIMEROS E BIODEGRADAGAO

De acordo com Rieger”", biopolimeros s&o classificados como macromaléculas
principalmente derivadas de fontes renovaveis, que podem ser degradadas
enzimaticamente ou hidroliticamente em produtos de menor peso molecular. Estas
partes podem ser reabsorvidas por microorganismos, que idealmente as convertem
em CO:2 e agua. Uma das maiores vantagens dos biopolimeros, frente aos polimeros
sintéticos, €, sem duvida, a sua rapida degradacdo quando em ambiente propicio.
Apesar disso, sua aplicagao ainda é restrita a poucas areas e seu valor ainda muito
elevado. O exemplo mais comum de biopolimero é o PHB (Figura 9), que provém da
superalimentagdo de bactérias, que armazenam energia sob a forma de poliéster,

podendo ser citados outros, como o poliacido lactico (PLA), PVA e poli(e-caprolactona)
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(PCL).”2 O PHB, por ser um polimero sabidamente biodegradavel, sera utilizado no
presente trabalho como amostra padrao de biodegradagcédo do ensaio em solo

simulado.

O CHs
O

Figura 9. Representagdo do mondmero do PHB.

Para Chandra e Rustgi a biodegradagdo € um processo natural em que
materiais quimicos organicos, no meio ambiente, sdo convertidos em compostos
simples, mineralizados e redistribuidos através de ciclos elementares, como os ciclos
do carbono, nitrogénio e enxofre. A biodegradag¢ao pode apenas ocorrer na biosfera,
com micro-organismos atuando de forma central no processo?. Diversas definigdes
sobre o que é biodegradacgao polimérica e plasticos biodegradaveis s&o encontradas
na literatura. De acordo com a ISO (International Organization for Standardization)
472:1988, é um plastico desenhado para sofrer uma mudanga significativa em sua
estrutura quimica sob condigdes ambientais especificas, resultando na perda de
diversas propriedades que podem ser medidas por métodos padroes de testes
apropriados aos plasticos e aplicagdo num periodo determinado de tempo que
determina sua classificagdo. A mudanga na estrutura quimica é resultante da agao
natural de micro-organismos’3. Na norma D883-12 da ASTM (American Society for
Testing and Materials), temos a definigado de plastico degradavel, que é exatamente a
mesma definigdo da ISO 472:1988, acrescida da definicao de plastico biodegradavel,
determinando que este é um plastico degradavel em que a degradagao resulta da
agdo natural de micro-organismos, como bactérias, fungos e algas’. A 1ISO 472:1988
foi atualizada e a sua mais recente versao, ISO 472:2013, define biodegrada¢gédo como
degradacédo causada por atividade biolégica, especialmente por agdo enzimatica,
levando a uma mudanca significativa na estrutura quimica do material. Além disso,
define como reciclagem biolégica o tratamento aerdbico (compostagem) ou
anaerobico (digestdo) de restos de plasticos biodegradaveis sobre condi¢des

controladas, usando micro-organismos para produzir, na presenga de oxigénio,
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residuos organicos estaveis, didéxido de carbono e agua ou, na falta de oxigénio,

residuos organicos estaveis, metano, dioxido de carbono e agua’®.

Segundo Mueller, a degradacdo dos polimeros ocorre quando 0s micro-
organismos conseguem encontrar um substrato adequado, excretando diversas
proteinas capazes de interagir com o substrato, que clivam as cadeias poliméricas,
gerando uma erosao na superficie do polimero, o que esta exemplificado na Figura
1078,

COz, H20 e outros
produtos metabélicos

Excrecao
Intermediarios sdo

extracelular de
enzimas assimilados dentro das
células

Enzimas se
aderem
a superficie e
clivam
cadeias
poliméricas

Pequenos
intermediarios
de degradacgdo séo
dissolvidos no meio

Enzimas extracelulares

. | Intermediarios
solaveis
em agua

Polimeros

Figura 10. Representacdo da agdo de micro-organismos na degradacdo de

polimeros’®.

Muitas sao as técnicas utilizadas para avaliar a biodegradagéao de polimeros,
sendo a degradacdo em solo a mais utilizada e recomendada por normas
internacionais’’’9. E um método complexo que permite o estudo de um consorcio de
micro-organismos e um maior entendimento da biodegradagao em situagdes reais de
compostagem, como acontece em aterros sanitarios, porém ha um grande numero de
variaveis a serem controladas, como tempo de contato com o solo, tipo e composigao
do solo, umidade, quantidade de acidos humicos, quantidade e tipos de micro-
organismos, bem como quais enzimas estes secretam e quais realmente estdo
atuando na biodegradagao®®-84. Para evitar a grande quantidade de interferéncias que
a biodegradacdo em solo simulado pode apresentar, outra técnica reconhecida e

muito utilizada é a plate test, teste em petri ou teste in vitro®, onde ha o controle dos

17



micro-organismos inoculados, temperatura e umidade, mas pode nao representar
exatamente a secregao de enzimas que 0os mesmos fungos ou bactérias teriam num

ambiente real®®,

Estudos de modificagdo superficial de PHB foram realizados e indicaram um
aumento na sua biodegradag&o®287:88, Amostras injetadas de PHB foram expostas a
biodegradagdo em ensaio de solo simulado por 5 meses, obtendo resultados que
sugerem uma degradacado camada-por-camada, com perda de massa significativa e
aumento da rugosidade®®. Amostras de PHB, poli(hidroxibutirato-co-valeriato) (PHBV)
e PCL foram cultivadas em reatores microbiolégicos e simulagédo de aterro, obtendo
degradacao apds 30, 122 e 200 dias, respectivamente®. Diferentes embalagens de
PLA foram colocadas em compostagem em ambiente externo, onde se concluiu que
pH, umidade e temperatura do solo apresentam papel fundamental na biodegradacao
deste polimero biodegradavel, obtendo total degradagdo em 30 dias®'. A
biodegradagdo de blenda de PP e amido foi avaliada em solo ao relento e em
laboratorio, onde se comprovou a dependéncia da absorgédo de agua e das condi¢des
ambientais para ocorrer a perda de massa®. Filmes de poliésteres aromaticos e
alifaticos foram submetidos a degradacao por 40 semanas em solo com simulagéo
solar e, apds a oitava semana, houve uma degradagao significativa, avaliada pelas
suas propriedades mecanicas®. Darby e Kaplan demonstraram que poli(uretano-
éster)s podem sofrer ataques fungicos, mas poli(uretano-éter)s sao resistentes a estes
ataques®. Varios pesquisadores sugeriram que o ataque microbiano ao PU se deve
a agao enzimatica de hidrolases, como ureases, proteases e esterases® . Huang e
Roby observaram que a degradacédo do PU procede de maneira seletiva, com as
regides amorfas sendo degradadas prioritariamente frente as regides cristalinas®’. O
estudo de Bentham mostra a influéncia do estresse mecéanico no aumento da
degradacao em relagao ao polimero néo estressado, comprovando visualmente e por
medidas fisicas?’. Russell e colaboradores estabeleceram uma alta atividade de
degradacédo do PU sob condigdes anaerdbicas, onde o polimero serviu como unica
fonte de carbono para o fungo se desenvolver. O trabalho foi o primeiro a demonstrar
que fungos endofiticos podem ser potencialmente aplicados em biorremediagdes®. O
Metarhizium anisopliae foi utilizado para estudar a biodegradacao de fiimes de PU
modificados com irradiacdo UV na presenca de acido acrilico, demonstrando que o
PAA foi utilizado pelo micro-organismo como substrato inicial de alimentagao e, apos
desenvolvimento, conseguir adentrar na matriz polimérica, biodegradando-a®. Filmes
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de PSU foram modificados com irradiacdo UV na presenca de oxigénio e incubadas
com Metarhizium anisopliae por 30 e 60 dias, obtendo-se mudancgas significativas na
quimica superficial do polimero, avaliada por FTIR e uma queda na massa molecular
meédia das amostras apos os cultivos, indicando a possibilidade do micro-organismo

degradar um polimero sintético modificado?®.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Ativagao superficial de fiimes de PSU por radiagcdo UV na presenca de
atmosferas reativas, que permitam induzir mecanismos naturais de biodegradagao

pela agao de fungos e outros micro-organismos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacao das superficies antes e apos os tratamentos fotoquimicos;

e Avaliacdo da influéncia da modificacido da superficie de filmes do polimero
sintético PSU em condi¢des de biodegradacgao fungica in vitro, utilizando a linhagem
CG97 do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae;

e Caracterizacao por FTIR-ATR, SEM, Perfilometria éptica, Microscopia 6ptica,
TGA, GPC e Gravimetria dos filmes antes e apds os periodos de incubagéao fungica;

e Avaliacdo da influéncia da modificacdo da superficie de fiime de PSU em
condi¢gdes de biodegradagdo em solo simulado;

e Caracterizagao por. FTIR-ATR, SEM, Perfilometria 6ptica, Microscopia optica,
TGA, GPC e Gravimetria dos filmes antes e apds os periodos de biodegradacdo em
solo simulado;

e |dentificagdo morfologica dos micro-organismos presentes no solo.
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4. METODOLOGIA

41. PREPARO DOS FILMES

Para evitar contaminacdes, todos os instrumentos e materiais utilizados foram
lavados com uma sequéncia de trés solventes, em ordem crescente de suas
polaridades: Heptano (Synth) 99,0%, Cloroférmio (Fmaia) 99,8% e Alcool Isopropilico
(Synth) 99,5%.

Os polimeros utilizados foram PHB (Sigma Aldrich, UK) e PSU Mw ~35000 e
Mn ~16000 (Sigma Aldrich, USA). Para as solugbes de PSU e PHB utilizou-se
Cloroférmio FMaia (99,8%). Os gases, Oxigénio 99,99% e Nitrogénio 99,99% (Air
Liquide Brazil Ltda.), foram utilizados como recebidos. Utilizou-se, também, Acido
Acrilico (Merck S.A.) >99%.

As amostras foram preparadas pela técnica de casting (evaporagao do
solvente) em placas de petri, utilizando-se solugbes 4% (m/v) em cloroférmio de PSU,
obtendo-se filmes de espessura média de 100 ym. As amostras de PHB, utilizadas
como padrao de biodegradagdo no solo simulado, foram preparadas a partir de
solugdes 2% (m/v) de PHB em cloroférmio, obtendo-se filmes de espessura média de
50 uym.

4.2. FOTOFUNCIONALIZAGOES

As irradiagbes com luz UV foram realizadas em um reator de bancada,
composto por uma caixa retangular em aluminio, com controles de entrada e saida
dos gases e 5 lampadas germicidas de 6 W. Para as amostras de PSU tratadas com
Acido Acrilico, o sistema foi adaptado com um segundo reator interno (Figura 11), com

janela de quartzo e fluxo de N2 de 1 cm?/s, utilizado para introduzir os vapores do AA.

Os tempos de irradiacao das amostras de PSU com AA foram de 0, 10 e 30
minutos. As fotdlises em atmosfera de O2, com um fluxo de 3 cm?®/s, ocorreram nos

tempos 0, 30 e 120 minutos.
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Saida de gas
e , Entrada de gas

Janela de quartzo

Figura 11. Esquema do reator utilizado nas fotélises com atmosfera de vapor de AA.

4.2.1. Caracterizacao dos Filmes

o Angulo de Contato em Agua (WCA — Water Contact Angle): Técnica
utilizada para determinar o grau de molhabilidade de uma superficie, caracterizando-
a como hidrofébica ou hidrofilica. O WCA de amostras nao tratadas e tratadas foram
medidos a temperatura ambiente usando o método da gota séssil, que consiste em
depositar gotas de agua deionizada sobre as amostras. Para cada amostra foram
depositadas trés gotas, em diferentes posicdes da amostra, para avaliar
homogeneidade do filme. As imagens foram digitalizadas utilizando o equipamento
Kriss DSA 30 e software “Drop Shape Analysis System” e analisadas trés vezes cada

gota pelo software Surftens v 4.5.

o Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM - Scanning Electron
Microscopy): A analise consiste na incidéncia de um feixe de elétrons de alta energia
sobre a superficie da amostra, em sistema sob vacuo. Uma parte desses elétrons é
refletida e coletada por um detector, que converte o sinal em imagens de elétrons retro
espalhados. Outros elétrons interagem com a amostra, gerando emissao de elétrons
secundarios, que também sido detectados e produzem imagens de elétrons
secundarios. As amostras sem tratamento e fotolisadas, apds metalizagcdo com ouro,
foram analisadas no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS (CME), utilizando o
microscopio JEOL — JSM 6060, e no Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia
(CNANO), utilizando o microscépio EVO CARL ZEISS, ambos com tenséo de 5 kV e

magnificagdes entre 1000 e 25000 vezes.
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o Perfilometria Optica: O perfil da superficie polimérica antes e apos as fotdlise
foi avaliado com esta técnica, capaz de criar imagens a partir da interferéncia da luz
com a amostra. O equipamento utilizado foi o perfildbmetro éptico Contour GT-K da
Bruker e as anadlises de rugosidade e topografia foram obtidas utilizando software
Vision 64. A rugosidade, ou perfil linear, é definida por Hutchings como irregularidades
de pequena escala em uma superficie, representado em escalas distintas para as
direcbes vertical e horizontal. A rugosidade média (Ra) é expressa como a média dos
valores absolutos das ordenadas de afastamento, dos pontos do perfil de rugosidade
em relagdo a linha média, dentro do percurso de medigéo, sendo a rugosidade média

quadratica (Rq) o desvio médio quadratico correspondente ao Ra'®.

o Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de
Fourier — Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR - Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy — Attenuated Total Reflectance): Esta técnica permite a identificagao
de funcionalidades orgénicas presentes em uma superficie. As analises de FTIR-ATR
foram realizadas utilizando um aparelho modelo Alpha-P (Bruker) com um prisma de
diamante, a 45° e uma resolugdo espectral de 4 cm™' e 24 varreduras para cada

amostra.

o Difragao de Raios X (XRD — X-Ray Diffraction): Técnica que, indiretamente,
pode ser utilizada para identificar o grau de cristalinidade de um polimero, consiste na
incidéncia de raios X na amostra, variando-se o angulo desta incidéncia e, a partir da
interacao da radiagdo com os atomos da matéria, estes sao difratados e detectados.
Utilizando da Lei de Bragg, é possivel calcular a distancia interplanar e determinar a
cristalinidade do material analisado. As andlises foram realizadas utilizando um
difratdbmetro Siemens D-500, no modo reflexdo com angulo incidente de 1,54A,

radiacdo de Cu Ka e angulo 26 variando de 0° a 50°.

o Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC - Differential Scanning
Calorimetry): A cristalinidade ou auséncia da mesma, bem como os efeitos que a
fotdlise poderia ocasionar nos filmes poliméricos pode ser explorada por esta técnica,
que se baseia na variagao da entalpia das variagcées quimicas e/ou fisicas do material,

fornecendo os valores de transigcdo vitrea (Tg), temperatura de fuséo (Tm) e
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cristalinidade (T¢), quando for o caso. Foi utilizado o DSC Q20, da TA Instruments,
onde as amostras foram aquecidas da temperatura ambiente até 350°C numa taxa de
10°C/min, mantidas por 5 minutos a 350°C, resfriadas na mesma taxa anterior até
25°C, novamente mantidas por 5 minutos nessa temperatura e, apds, um novo

aquecimento até 300°C numa taxa de 20°C/min.

o Andlise Termogravimétrica (TGA - Thermogravimetric Analysis): Técnica
que permite a determinagao de variacbes da massa das amostras em funcao da
temperatura, indicando a faixa de temperatura em que a composi¢cao quimica fica fixa
e constante, temperatura de inicio de decomposicdo do material e reagdes de
oxidacao, desidratacao, etc. Para esta analise se utilizou o Q50, da TA Instruments,
submetendo as amostras a uma isoterma de 5 minutos em 25°C e um aquecimento
de 20°C/min até 900°C.

o Cromatografia de Permeagcdo em Gel (GPC - Gel Permeation
Chromatography): Este tipo de cromatografia é utilizado para a determinac&o de
caracteristicas estruturais das cadeias poliméricas como a massa molecular média, o
numero médio de mondmeros, etc. A avaliagdo da massa molecular ponderal média
(Mw), massa molar numérica média (Mn) e o indice de polidispersividade (PDI) foi
realizada por cromatografia de permeagdo em gel com um cromatografo da Central
Analitica do Instituto de Quimica da UFRGS, modelo Viscotek VE 2001 com detector
triplo (indice de Refracéo, Viscosimétrico e por Espalhamento de Luz) Viscotek TDA
302, e uso de THF como eluente, a um fluxo de 1 mL.min"! e colunas de PS/DVB a
45°C. A Mn é definida como a massa molar de todas as cadeias, dividida pelo numero
total de cadeias presentes na amostra polimérica, indicando o numero médio de
cadeias presentes. Mw ¢é outra forma de se calcular a massa molar média, onde a
massa das cadeias poliméricas € o mais importante. A distribuicdo ponderal dessas
massas, obtidas pelo GPC, sdo representadas em uma curva de distribuicido de
massa molar. Quanto mais estreita a curva, mais similares sdo os tamanhos das
cadeias poliméricas. Quanto mais larga € esta distribuicdo, maior o valor do PDI e
maior a quantidade de fragmentos de tamanhos diferentes de cadeias de polimeros

estéo presentes na amostra'®".
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4.3. ENSAIO DE BIODEGRADAGAO FUNGICA

Todos os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratério de Fungos de
Importancia Médica e Biotecnologica, do Departamento de Biologia Molecular,
localizado no Centro de Biotecnologia da UFRGS, sob orientacdo e colaboracao da

Profa. Dra. Marilene Henning Vainstein.

4.3.1. Linhagem do Fungo

Neste trabalho foi utilizada a linhagem CG97 do fungo filamentoso da espécie
Metarhizium anisopliae, disponibilizado pelo Laboratério de Fungos de Importancia
Médica e Biotecnolégica. A linhagem foi isolada de Coleopteros oriundos de Brasilia
e mantida em meio Cove Completo (MCC) (glicose 1%; NaNOs 0,6%; peptona 0,2%;
extrato de levedura 0,05%; triptona 0,15% e agar 1,5% (m/v)). Apés esterilizagdo em
autoclave foram adicionados ao meio, também esterilizado, 2% de solugao salina (KClI
2,6%; MgS04.7H20 2,6%; KH2PO4 7,6% (m/v)) e 0,04% de solugdo de elementos
tracos (Na2B4O7 0,004%; CuSO4 0,04%; FeSO4 0,001%; MgSO4 0,08% e ZnSO4
0,08% (m/v)). As culturas foram incubadas em estufa a 28°C por sete dias e apos

armazenadas a 4°C.

4.3.2. Suspensao de Esporos do M. anisopliae

Para a preparagao da suspensao de esporos, a linhagem CG97 foi repicada a
partir de colénias de estoque do fungo e cultivadas em frascos falcon (Figura 12),
contendo MCC, por aproximadamente 10 dias, a 28°C. Apods a incubacao, os esporos
foram ressuspensos em solugao estéril de Tween 80 0.01%, com o auxilio de alca de
Drigalsky. A suspenséo foi centrifugada por 5 minutos a 7000 rpm, o centrifugado
lavado com agua destilada estéril e novamente centrifugada. Apds, os esporos foram
novamente ressuspensos em 5mL de agua destilada estéril e contados em camara de

Neubauer.
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4.3.3. Condigoes de Cultivo do Fungo

O meio minimo de cultura (MMC) foi utilizado para avaliar o comportamento de
crescimento do fungo em todas as amostras, contendo, em massa por volume, glicose
1%, NaNO3 0,6% e agar 1,5%. A esse meio estéril foram adicionados solu¢do salina
e elementos trago, também esterilizados, conforme descrito anteriormente no item
4.3.1. As amostras de PSU, tratadas e nao tratadas, foram lavadas com etanol 70% e
colocadas em placas de petri contendo o MMC. O teste de biodegradacao foi realizado
em ftriplicata, com a adigdo de solugdo contendo 107 esporos ressuspensos do fungo,
inoculados nos filmes e incubados a 28°C por 10 e 30 dias. Apds o tempo de
incubagao, os filmes foram novamente lavados com etanol 70% para cessar a
atividade do fungo na superficie polimérica. As amostras foram submersas em agua
destilada e lavadas com auxilio de ultrassom por 15 minutos. Placas ndo inoculadas

foram consideradas como controle da experiéncia.

Figura 12. Cultivo do Metarhizium anisopliae em frasco falcon.
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4.4. ENSAIO DE BIODEGRADAGAO EM SOLO SIMULADO

4.4.1. Condigdes Gerais do Ensaio

O solo simulado consiste em fertilizante organico composto de lodo de estagao
de tratamento de efluentes de industria de celulose e substrato de casca de eucalipto

fermentada. Adquirido em comércio local, possui as seguintes informagdes em rétulo:
- Capacidade de retencéo de agua = 45%
- Condutividade elétrica = 2,10 £ 0,3 mS/cm
- Densidade seca = 500 Kg/m?
- Umidade maxima = 50%

-pH=7,2%05

Os filmes poliméricos foram enterrados em 100g de solo e avaliados durante 1,
2, 4 e 10 semanas, mantidos em temperatura constante de 28°C com o auxilio de um
banho termostatico, protegidos da luz e com monitoramento da umidade relativa. Apos
os periodos de estudo, foram desenterrados, lavados com etanol 70% e agua

destilada e deixados em dessecador para posteriores analises.

4.4.2. Isolamento e lIdentificagdo dos micro-organismos presentes no Solo

Simulado

Para a identificagdo dos micro-organismos presentes do solo simulado placas
foram preparadas para o crescimento das bactérias com o meio de cultivo Caldo LB
(peptona 1%, NaCl 1%, levedura 0,5%, agar 1,5% (m/V)), e, para o cultivo de fungos,
placas com o meio de cultivo SB (glicose 2%, peptona 1%, agar 1,5%, clorofenicol
0,005% (m/V)).

Aproximadamente 5 gramas do solo foram solubilizados em 30 mL de solugéo
0,9% NaCl. Desta solucao foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e adicionada em um
eppendorf contendo 0,9 mL da solugao de NaCl, repetindo-se essa solubilizagao por
6 vezes, a fim se se obter solugdes com diferentes concentragdes. De cada eppendorf

retirou-se 50 uL e, com auxilio de algca de Drigalsky, a solugédo foi espalhada nas
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placas contendo os meios LB e SB. As placas com meio LB foram mantidas a 28°C
por 24 horas para o desenvolvimento das bactérias e as placas com meio SB mantidas

na mesma temperatura por 7 dias para o crescimento dos fungos'%2.

Para isolar os micro-organismos que cresceram nas placas, pegou-se uma
porcdo de cada colénia com o auxilio de uma alga plastica e, através da técnica de
esgotamento, espalhou-se as por¢gdes em placas com os meios de cultivo

correspondentes para fungos e bactérias.

Apés a técnica de espalhamento, conseguiu-se isolar sete micro-organismos,
sem nenhuma contaminagdo das placas de cultivo. Para a analise das placas
contendo bactérias foi realizado o teste de Coloragdo de Gram, que consiste na
pigmentagao da parede celular dos micro-organismos com solug¢des de Cristal-Violeta
(cristal-violeta 10g/L, alcool etilico absoluto 100ml/L, oxalato de ambnio 8 g/L, agua
purificada g.s.p. 1000 mL), Lugol 1% (lugol forte 500 mL/L e agua purificada q.s.p.
1000 mL), Descolorante para Gram (acetona PA 300 mL/L e alcool etilico absoluto
700 mL/L) e Fucsina fenicada (fucsina basica 1 g/L, fenol 5 ml/L, alcool etilico 10 ml/L
e agua purificada q.s.p. 1000 mL). Esta anadlise caracteriza as bactérias como
positivas ou negativas, tendo as primeiras uma camada celular extra, rica em

peptidoglicano'%3,

4.5. CARACTERIZACAO DOS FILMES POS-ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO

. Gravimetria: A gravimetria consiste em analisar perdas ou ganhos de massa
das amostras apos as inoculagdes com o fungo. Foi utilizada balanga com precisao
analitica (0.0001g) para essa determinagao, apés as amostras serem lavadas em
ultrassom com agua destilada e armazenadas em dessecadores até a retirada
completa da umidade residual. A porcentagem de perda de massa foi calculada ao

utilizar as massas iniciais e finais de cada amostra.

o Microscopia Optica: As andlises foram realizadas com uma magnificacdo de

40 vezes em microscopio optico Zeiss — modelo Axioskop 4o.

o SEM, Perfilometria Optica, FTIR-ATR, TGA e GPC: idem ao tdpico em 4.2.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. CARACTERIZAGCAO DOS FILMES

Os angulos de contato de todas amostras de PSU foram medidos antes e
depois das fotdlises, a fim de monitorar as mudangas na hidrofilicidade da superficie.
Os dados foram obtidos em triplicatas sobre cada amostra e, cada réplica submetida

a 3 medidas de angulo. Os valores médios encontrados sdo mostrados na Figura 13.

90 4 —a— AA
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Angulo de Contato em Agua (graus)
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0

0 ' 20 I 4IO I BIO ‘ 8|0 I 1 (IJO l 1 ZIO
Tempo de irradiagcao UV (min)
Figura 13. Angulo de contato em agua das amostras de PSU tratadas com AA e Oz,

em funcao do tempo de irradiacédo UV.

O PSU, polimero inicialmente com caracteristicas pouco hidrofilicas (82+3°),
adquire molhabilidade em fungao do tempo de exposicéo a luz UV. A exposigdo com
vapor de AA por 30 minutos de UV dos filmes chega a um angulo minimo de 15+2°,
enquanto a exposi¢cédo por 120 minutos de UV e O2 garante aos filmes um carater
superhidrofilico, caracterizado por &angulos menores que 10°. Tais valores
encontrados estédo de acordo com a literatura®”"8,

As andlises de FTIR-ATR foram realizadas apds a lavagem das amostras e
depois de serem deixadas em dessecador para retirar qualquer vestigio de agua
remanescente. O espectro de infravermelho do PSU sem tratamento (Figura 14)
apresenta bandas caracteristicas de deformacgdes simétricas e assimétricas das

ligagbes C-H de cadeias alifaticas e de anéis aromaticos entre 3100 e 2800 cm™. As
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ligagbes C=C de aromaticos aparecem em 1582, 1503 e 1484 cm™', assim como as
deformacdes caracteristicas dos substituintes dos anéis (6 (C-H)) sao localizados em
872 e 852 cm. As ligagbes C-O-C encontram-se no pico intenso em 1234 cm', com
uma banda simétrica em 1120-1060 cm™'. Grupos sulfonicos sdo representados pelos
picos 1322 e 1293 cm (vasy O=S=0) e 1167 e 1147 cm™" (vsym O=S=0)"04-106

1,0 CH
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0,6

/
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04/ — PSU sem tratamento 25
0,3 0 CHs C-0-C
OO+
o CHa 5

0,2 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™)

Figura 14. Espectro de FTIR de um filme de PSU.

O filme de PAA, fotopolimerizado sobre laminula de vidro no mesmo sistema
utiizado para as amostras, também foi caracterizado por FTIR. Suas bandas
principais estdo descritas na Tabela 1 194107109 ¢ o espectro representado na Figura
15.

Apds as fotdlises, as amostras foram analisadas novamente por FTIR-ATR a
fim de identificar se ocorreu o enxerto de novos grupamentos na superficie das
mesmas. A Figura 16 mostra os espectros de FTIR-ATR das amostras de PSU sem
tratamento e tratadas com O2 em presenca de radiagdo UV durante 30 e 120 minutos.

Pode-se observar o surgimento de uma banda na regido de 3700-3100 cm™,
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caracteristica de estiramento de grupos OH. Além disso, um pico localizado em 1722
cm-', caracteristico de v C=0, comega a surgir com 30 minutos de fotdlise, mas sua
presenga € maior em 120 minutos de tratamento. Os picos em 1409 e 1364 cm™', que
podem ser atribuidos as deformagdes simétricas e assimétricas § (CH3)'* do PSU,
comegam a ser sobrepostos aos picos relacionados as ligagdes C-O e O-H, que,
assim como o surgimento da carbonila, aumentam em fungédo do tempo da fotdlise.
Ha também aumento na intensidade dos sinais dos grupos éter e nos picos entre em
990 e 700 cm™, normalmente indicando modificagbes nas substituicbes dos anéis
aromaticos'%. Observa-se, entédo, que quanto maior o tempo de tratamento, maior é

a funcionalizagao superficial.

Transmitancia
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Figura 15. Espectro de FTIR de um filme de PAA.
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Tabela 1. Bandas de um espectro de infravermelho do filme de PAA

N° de onda (cm™) Atribuicdes
3687 — 2717 v (O-H)
2959 — 2870 v(C-H)
1702 v (C=O) OU Vass (COO-)
1450 8 (C-H)
1010 p (CHz)
289 v (C-COO0)
1,04
0,8- // # '
OH cH / %
& 06 |
:% . Cc-0 f
E 0.4 C=I‘C A ,‘
0,24 — PSU sem tratamento M :“ CH

——PSU 30 min UV + O,
——PSU 120 min UV + O,

"foto-ofo-

n

C-0-C

4000 3500 3000 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™")
Figura 16. Espectro de infravermelho comparando o filme de PSU original com os

filmes tratados com Oz, por 30 minutos e por 120 minutos.
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Os espectros da Figura 17 se referem ao PSU sem tratamento e as amostras
fotolisadas com AA. Assim como as amostras tratadas em atmosfera oxidante, ha o
surgimento de uma banda entre 3700 e 3100 cm™, indicando a presenca de
grupamentos oxigenados. Também surge, em fungao do tempo de irradiagdo, um pico
na regido caracteristica das carbonilas (1720 cm™) e de ligagdes C-O (1408 cm™ e
1362 cm™'). Ambos sinais estdo presentes no espectro do PAA puro, indicando que
ha o recobrimento do filme de PSU com o fiime de PAA. Todos os sinais
compreendidos na regido de 1630 a 776 cm' diminuiram apods as fotdlises. Tal
comportamento é relatado na literatura, mostrando que, conforme o aumento no
tempo da fotdlise e o aumento da espessura do filme de PAA sobre o PSU, os sinais
caracteristicos deste polimero diminuem, até que apenas o PAA seja identificado pela
técnica de FTIR-ATR3".
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Figura 17. Espectro de infravermelho comparando o filme de PSU original com os

filmes tratados com AA, por 10 minutos e por 30 minutos.
Os resultados obtidos através da técnica de FTIR-ATR corroboram com a
diminui¢cdo do angulo de contato em agua encontrado nas analises de WCA. Para os

dois métodos de modificacdo superficial, quanto maior o tempo de fotdlise, mais
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grupos oxigenados sao enxertados nos filmes de PSU e maior é o carater hidrofilico

adquirido pela superficie das amostras.

Imagens de SEM (Figura 18) foram realizadas nos filmes de PSU antes e ap6s
cada um dos tratamentos. Para amostras sem tratamento e tratadas com AA nao
foram detectadas mudangas em sua morfologia, mas as imagens das amostras
tratadas com Og, principalmente transcorridos 120 minutos de fotdlise, apresentam
poros em sua superficie. Tal mudanca também foi encontrada nas analises de

perfilometria éptica (Figura 19).

Figura 18. (a) Imagem de SEM do filme de PSU sem tratamento e (b) Imagem de SEM
do filme de PSU apés 120 minutos de fotdlise na presenca de Oo:.

A rugosidade média e rugosidade média quadratica (Tabela 2) aumentaram
quando o filme de PSU foi tratado por 120 minutos com Oz e UV, em comparagao aos
valores obtidos para o filme sem tratamento. Isso se deve a presenga dos poros
visualizados tanto nas imagens de perfilometria Optica, quanto nas imagens de
microscopia eletrénica. Este aumento da rugosidade e surgimento de poros de
dimensao nanométrica podem ser explicados pela foto-oxidagdo da superficie do
polimero. Outro fator a ser levado em consideracao na oxidacao do PSU é o aspecto
amarelado que este adquire apds o longo tempo de fotdlise, devido a recombinagao
dos radicais fenila apés a quebra das cadeias, iniciada pela incidéncia da radiagcao
UV'%, A amostra tratada com AA apresenta uma diminuigdo na rugosidade em
comparagao ao PSU néo tratado. Tal fato se da pela fotopolimerizagdo do monémero
na superficie, criando um recobrimento de PAA sobre este, sendo este

comportamento o esperado e citado na literatura® 131744111,

34



(a) PSU sem tratamento

0e.

0.8

mm

(c) PSU 30 minutos AA+UV

1.0

Figura 19. Imagens 2D (esquerda) e 3D (direita) dos filmes de PSU (a) sem
tratamento, (b) apds 120 minutos de fotdlise com Oz e (c) ap6s 30 minutos de fotdlise
com AA.
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Tabela 2. Medidas de rugosidade e da area superficial dos filmes de PSU antes e

depois dos tratamentos, obtida perfilometria éptica

Amostra Rugosidade média — Ra Rugosidade média

(Um) quadratica — Rq (um)
PSU ST 0,088 + 0,009 0,135+ 0,003
PSU 120 min Oz + UV 0,120 + 0,004 0,193 £ 0,005
PSU 30 min AA + UV 0,031 £ 0,002 0,040 £+ 0,001

Andlises de XRD foram realizadas a fim de averiguar a cristalinidade, ou
auséncia dela, nos filmes de PSU. Sabe-se que a polisulfona é um polimero amorfo
com banda caracteristica proximo a 26 = 18° "2"14 A Figura 20 mostra os
difratogramas das amostras sem tratamento e as fotolisadas por 120 minutos com O
e 30 minutos na presenca de AA. Nao houve deslocamento da banda amorfa, mas
sim um estreitamento da banda com relacdo ao polimero ndo modificado, indicando
que ocorreu uma certa ordenagcdo dos planos. Os tratamentos ndao modificam a

amorficidade do material, que continua 100% amorfo.
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——PSUST

——PSU+ 120 min O,

1400- ——PSU + 30 min AA

1200+

1000+

800-

Intensidade
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A ) ol )
PGP ARS RN i
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20
Figura 20. Difratogramas dos filmes de PSU sem tratamento, apds 120 minutos de

fotdlise com O2 e apos 30 minutos de fotdlise com AA.
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Para avaliar se ocorreram mudangas além da superficie polimérica, analises
das propriedades térmicas foram realizadas. A Figura 21 mostra as curvas obtidas por
DSC, de onde ndo se pode retirar informacdes sobre a temperatura de fusao das
amostras, por serem totalmente amorfas'’. A informagao Util a ser retirada desta
analise é a temperatura de transig&o vitrea, que trata de uma transigao termodinamica
de segunda ordem, a partir da qual as cadeias da fase amorfa do polimero adquirem
mobilidade e energia suficiente para realizarem mudangas conformacionais.115, A
Tg para o filme de PSU sem tratamento foi de 189,6°C, estando de acordo com a
literatura''6-118_ O filme irradiado por 120 minutos na presenca de oxigénio apresentou
Tg de 189,2°C. Houve uma pequena variagao na temperatura (188,5°C) e na taxa de
calor necessaria para alcancar a transig¢ao para a amostra fotolisada com AA, podendo
ser atribuida a camada de PAA enxertada na superficie do polimero. A variagao nao
é significativa, concluindo-se, mais uma vez, que ndo ocorreu modificagao no bulk do

material apds o tratamento.
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Figura 21. Gréaficos de DSC dos filmes de PSU sem tratamento, apds 120 minutos de

fotdlise com O2 e apds 30 minutos de fotdlise com AA.

37



Analises de TGA foram realizadas para avaliar a estabilidade térmica das
amostras de PSU antes e apds os tratamentos fotoquimicos. A Figura 22 apresenta o
termograma comparativo entre a amostra de PSU e a amostra tratada com radiagéo
UV e oxigénio por 30 minutos. A degradagéao térmica do PSU sem tratamento se da
em duas etapas. A primeira, entre 150°C e 280°C, com perda de aproximadamente
11% de massa, pode ser atribuida a decomposigédo dos grupos sulfénicos’4119, A
cadeia principal do polimero comega a se decompor proximo de 540°C (transicéo
~543°C-585°C), resultando em um residuo de 28% em massa, sendo este valor
reportado na literatura'6.117.120-122 - A gmostra fotolisada por 30 minutos com O2
apresenta comportamento similar ao polimero original, mas a sua primeira
decomposicdo comeca em temperatura levemente superior, variando também a
quantidade de residuo apds a ultima etapa de decomposi¢cédo térmica (17%). Foi
possivel observar que a etapa de decomposicao do bulk polimérico ocorreu no mesmo
intervalo de temperatura que o polimero original, levando a conclusdo que o

tratamento fotoquimico sob atmosfera oxidante nao modifica o interior do material.
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Figura 22. Termogramas dos filmes de PSU sem tratamento e apds 30 de fotdlise com
Oo.
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As amostras tratadas com AA também foram analisadas por TGA (Figura 23),
possuindo duas etapas de decomposi¢cdo. Em comparagdo com o PSU sem
tratamento, as amostras tratadas com o AA obtiveram uma perda menor de massa na
primeira transigao, assim como um deslocamento para temperaturas ligeiramente
superiores, indicando uma maior estabilidade térmica para a etapa de dessulfonagcao
do PSU, que pode estar relacionada com a camada de PAA presente na superficie do
material. Grover, Singh e Grupta analisaram o PAA por TGA, mostrando que ha uma
etapa de desidratacdo do polimero e outra de descarboxilacdo, entre 200°C e
350°C"'?%, podendo entdo serem estas etapas responsaveis por esse leve
deslocamento observado. Assim como as amostras tratadas com O2, as amostras
tratadas com AA obtiveram uma modificacdo superficial, ndo alterando de forma

significativa as propriedades térmicas do filme PSU.
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Figura 23. Termogramas dos filmes de PSU sem tratamento e apds 10 e 30 minutos

de fotdlise com AA.
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A Tabela 3 traz as analises de GPC para as amostras nao tratadas e tratadas
de PSU. Para PSU irradiado por 120 minutos em presenca de O2 podemos avaliar
que ha um acréscimo no Mw e decréscimo para o indice de polidispersividade (PDlI),
podendo indicar um comportamento de reticulagdo do polimero. Trabalhos
envolvendo PU sugerem que a insergdo de oxigénio na cadeia polimérica e a
formacao de radiais pode levar a formacao de ligagdes entre cadeias, elevando o
Mw'24, Murakami também chega a essa conclus&o ao irradiar PSU com raios y. O
aumento em Mw e Mn conforme a dose de radiagcdo indica que o polimero sofre

reticulagéo (crosslinking), predominando esse rearranjo frente a cisdo da cadeia’?®.

Tabela 3. Massa molar média (Mw), numero médio de unidade de massa molar (Mn)
e o indice de polidispersividade (PDI) para amostras nao tratadas e apds os

tratamentos com radiacao UV em presenca de Oz e AA.

Mw Mn PDI

Amostra
(g.mol) (g.mol) (Mw/Mn)
PSU ST 39000 + 600 14500 + 2000 27 +0.2
PSU 30 O2 39000 + 600 11000 + 1500 3,4+0,3
PSU 120 O2 45000 + 700 20000 + 3000 2,2+0,.2
PSU 10 AA 39000 + 600 12500 + 1800 3,1+0,3
PSU 30 AA 37500 + 550 15000 + 2000 25+0.2

As anadlises realizadas nos filmes de PSU mostram que a modificagao
superficial foi efetiva ao serem enxertados novos grupos oxigenados, tornando as
amostras com maior carater hidrofilico e, no caso do tratamento com O2 por 120
minutos, superhidrofilico. Esta informacdo € comprovada através da diminuicdo do
angulo de contato em agua e pelo aparecimento de picos referentes aos grupos
contendo oxigénio nos espectros de FTIR-ATR, podendo também ser avaliado que a

modificacao é dependente do tempo de irradiacao que as amostras foram submetidas.

O mecanismo de fotopolimerizagao de PAA sobre os filmes de PSU sugerido é

o mesmo proposto por Kessler?® e por Gancarz®!, que consiste na ativagido da
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superficie polimérica pela abstragcdo de um H, grupos ésteres e peroxidos sao ligados

aos radicais formados e os mondmeros de AA sao enxertados, polimerizando-se sob
forma de PAA (Figura 24).
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OS \ 2o\ /7T \
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Figura 24. Proposta de mecanismo de fotopolimerizagdo do PAA sobre o filme de
PSU, durante e apds a irradiacao de UV na presencga de vapores de AA.
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A funcionalizagdo na presencga da radiacdo UV e atmosfera de oxigénio segue
um mecanismo similar, com a formagao de grupos peroxido, seguindo o enxerto dos
grupos oxigenados na superficie ativada. Tal mecanismo proposto no presente
trabalho (Figura 25) também foi sugerido por Kessler?°, apds andlises de FTIR-ATR,
XPS e NEXAFS.
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Figura 25. Proposta de mecanismo simplificado do enxerto de grupos oxigenados
sobre o filme de PSU, durante e apés a irradiagao de UV na presenca de atmosfera

oxidante.

As imagens de SEM e de perfilometria éptica indicam que ha uma discreta
modificacdo na morfologia dos filmes apds os tratamentos. Quando irradiados sob
atmosfera oxidante durante 120 minutos ha a formagédo de poros de dimenséao
nanomeétrica, enquanto quando irradiados na presenca de AA a superficie se torna
mais homogénea, devido ao recobrimento do PAA sobre o filme.

As analises de GPC mostram um rearranjo das cadeias poliméricas, indicando

uma possivel reticulacdo entre as mesmas, mas os dados obtidos por XRD, TGA e

42



DSC sugerem que nao ocorrem alteragbes das propriedades 6pticas e térmicas no

bulk polimérico apds a irradiacao UV.

5.2. CARACTERIZAGAO DOS FILMES POS-ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO
FUNGICA

De acordo com Shah et al., a perda de massa € um dos testes padrao utilizados
para verificar a degradacéo polimérica mas, mesmo sendo altamente utilizada em
testes com filmes ou barras de polimeros, a perda de massa, por si s6, ndo € uma
prova da sua degradagao, apenas um indicativo de polimero residual presente na
amostra apds os ensaios de biodegradag&o'%.

As amostras foram pesadas antes de serem inoculadas e, ap6s o tempo de
incubacdo, foram lavadas em banho de ultrassom com agua destilada, a fim de
remover o excesso de fungos sobre a superficie, deixando-a mais disponivel para as
analises. Logo depois, as amostras foram guardadas em dessecador e pesadas
diversas vezes, até atingir a estabilidade. As amostras ditas controles, indicadas com
a letra C, s&do aquelas deixadas em meio MMC, mas que nao foram inoculadas com o
fungo e nem replicadas. A Figura 26(a) apresenta os dados de perda de massa das

amostras tratadas com AA e incubadas por 30 dias.

As amostras incubadas por 10 dias, ndo representadas aqui, nao apresentaram
nenhuma linearidade ou tendéncia entre suas replicatas, sendo impossivel obter
alguma conclusao sobre as mesmas. As amostras tratadas com AA e incubadas por
30 dias perderam porcentagens semelhantes de massa que suas amostras controle,
mas € necessario observar que, mesmo apos a lavagem dos filmes, ha a presenga de
fungo aderido na superficie polimérica. Uma maior quantidade de residuo fungico foi
encontrada nas amostras tratadas por 30 minutos, conforme € possivel observar na
Figura 26(b). A massa fungica aderida influencia nos resultados da gravimetria, sendo
entao os valores encontrados e representados graficamente uma média entre perda
de massa do filme apds incubagédo e ganho de massa pela presenca do fungo, ou
seja, as amostras tratadas podem ter perdido mais massa que a amostra sem
tratamento, mas os valores ficaram mascarados pelo ganho de massa em fungéo do

fungo aderido.
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Figura 26. (a) Dados de perda de massa dos filmes PSU incubados durante 30 dias.
(b) Foto dos filmes de PSU lavados apos incubagado por 30 dias. O tempo de
tratamento esta indicado no nome da amostra, sendo ST para polimeros nao tratados,
10AA para polimeros tratados com radiacao UV em presenca de AA por 10 min e
30AA para amostras tratadas por 30 min com AA e UV. As amostras controle sao

indicadas pela letra C na frente do nome.

A gravimetria das amostras fotolisadas com Oz foram retratadas em trabalho
anterior*® e mostraram exatamente o mesmo comportamento ndo linear que o
apresentado aqui, com perda de aproximadamente 3% e 7% para 30 e 60 dias de
cultivo em MMC, respectivamente, nas amostras irradiadas por 120 minutos em
oxigénio. Os meios de cultura e tempos de incubacao foram diferentes deste presente
trabalho, mas foi observado que o meio de cultura tem influéncia direta no crescimento

e desenvolvimento do fungo, bem como na sua adesao apds a lavagem das amostras.

Cabe salientar que nao foram encontrados na literatura estudos sobre
biodegradagao de PSU, a ndo ser o préprio trabalho realizado pelo nosso grupo de
pesquisa. Esse polimero é mais estudado quanto a degradacgédo térmica e foto-
oxidativa, porém, apesar da grande estabilidade térmica e quimica do PSU, uma
reducéo de aproximadamente 5% em massa em 30 dias de cultivo fungico € um valor
significativo, frente ao desconhecimento do tempo total necessario para que ocorra a
sua degradagao em aterros. Um polimero de estrutura molecular semelhante ao PSU
€ o policarbonato (PC), sendo o primeiro utilizado como material de substituicdo do

segundo por ter um custo menor. Artham e Doble trataram PC com radiagcao UV por
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10 dias, e em seguida submeteram este polimero ao processo de biodegradagao por
fungos filamentosos em meio de sal mineral, juntamente com o polimero n&o tratado
e outro polimero tratado termicamente a 100° C. Ao final de 12 meses de ensaio a
perda de massa detectada foi de 5,5% para o polimero tratado com UV?2'. Assim, as
perdas de massa encontradas nos filmes de PSU sao significativas, levando em conta
o curto espacgo de tempo de cultivo e o uso de somente um fungo, ndo de um consércio

de micro-organismos.

Imagens de OM foram realizadas nas amostras de PSU apds o cultivo do fungo
e apos lavagem das mesmas. As imagens aqui retratadas para as amostras tratadas
com oxigénio fazem parte de um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, onde
os tempos de incubagdo com o Metarhizium anisopliae CG97 foram de 30 e 60 dias*®.
As imagens das amostras sem tratamento (Figura 27 (a) e 27(d)) mostram pouco ou
nenhum desenvolvimento do fungo, apenas a presenca dos esporos inoculados.
Observa-se um leve aumento no crescimento de hifas para os filmes tratados por 30
minutos (Figura 27 (b) e 27(e)), mas nas amostras irradiadas por 120 minutos sob

atmosfera oxidante, o crescimento das hifas € massivo (Figura 27 (c) e 27(f)).

As imagens dos filmes sem tratamento, incubados por 10 e 30 dias (Figuras
28(a) e 28(d)) novamente mostram a presenca dos esporos do fungo e nenhum
crescimento de hifas. Ja nas amostras tratadas com AA é possivel observar o
desenvolvimento do fungo, passando pelo crescimento das hifas e liberagdo de novos
esporos (Figura 28(b) e 28(e)). Este comportamento aumenta conforme maior é o
tempo de tratamento e tempo de cultivo (Figura 28(c) e 28(f)). O maior
desenvolvimento e reprodug¢ao do fungo, notado conforme o aumento no tempo de
tratamento que a amostra recebeu, pode ser relacionado com a insergdo de grupos

oxigenados na superficie do polimero.

As imagens de SEM corroboram com as analises das imagens de OM. As
amostras sem tratamento ndo apresentam indicios de crescimento de hifas, apenas
adesdo dos esporos na superficie polimérica. Considerando as imagens de SEM da
PSU ST (Figura 29(a) e 29(d)) os esporos nao aparentam desenvolvimento. Os filmes
de PSU, conforme Figura 18, apresentam superficie bem homogénea. Mudancgas na

superficie foram observadas para PSU 30 O: cultivada por 60 dias (Figura 29(e)) e
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PSU 120 O:2 cultivada por 60 dias (Figura 29(f)), onde se pode notar formagéo de
marcas mais escuras na imagem, que lembram a disposi¢cédo das hifas na superficie.
Ha também formacdo de buracos, crateras e granulagdes, provavelmente
provenientes da atividade do microrganismo na superficie do polimero, indicando um

processo degradativo.

Ja as imagens de SEM do filme de PSU tratado por 10 minutos com AA (Figura
30(b)) mostram um leve crescimento do fungo, que aumenta consideravelmente
quando as amostras ficaram incubadas por 30 dias (30(e)). O desenvolvimento do
fungo é pleno quando é possivel notar o crescimento vasto de hifas e novas
esporulagdes, significando que o micro-organismo encontrou um ambiente propicio
para sua reprodu¢ao, o que ocorre na Figura 30(c) e 30(f), amostras tratadas com AA

por 30 minutos e incubadas por 10 e 30 dias, respectivamente.

O desenvolvimento do fungo sobre a superficie do filme tratado com AA
também foi possivel de ser observado através da técnica de perfilometria dptica
(Figura 31). Quanto maior o tempo de tratamento, maior a quantidade de hifas e novos
esporos, ou seja, o ambiente mais hidrofilico é reconhecido pelo micro-organismo

como sendo propicio para sua adeséo e crescimento.

As analises de OM e SEM sao condizentes entre si, apontando para o maior
desenvolvimento do M. anisopliae nas superficies tratadas. Nao é possivel quantificar
a quantidade de fungo presente em cada amostra, mas através das imagens é
possivel supor que ha um maior crescimento do fungo nas amostras tratadas com AA,
ao compararmos com as amostras fotolisadas em Oz e incubadas pelo mesmo periodo
de 30 dias. E possivel também verificar que o tempo de fotdlise esta relacionado com
o desenvolvimento fungico. Quanto maior o tempo de tratamento, mais desenvolvido
se encontra o micro-organismo, crescendo hifas na superficie dos filmes e liberando
novos esporos. As amostras sem tratamento ndo sao reconhecidas pelo fungo como
um substrato propicio para sua fixacdo e reproducédo, portanto nada além de esporos

sdo encontrados nas imagens de microscopia Optica e eletronica e perfilometria.
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Figura 27. Imagens de MO do crescimento do fungo sobre os filmes de PSU. PSU ST

apos 30 dias de incubagao (a) e apos 60 dias de incubacéao (d); PSU 30 Oz apés 30
dias de incubacéo (b) e apds 60 dias de incubagéao (e); PSU 120 O2 apds 30 dias de

incubagéo (c) e apos 60 dias de incubagéo (f).
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Figura 28. Imagens de MO do crescimento do fungo sobre os filmes de PSU. PSU ST
apos 10 dias de incubagéao (a) e apds 30 dias de incubacgao (d); PSU 10 AA apdés 10
dias de incubagao (b) e apds 30 dias de incubacéao (e); PSU 30 AA apds 10 dias de
incubacéo (c) e apds 30 dias de incubagao (f).
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Figura 29. Imagens de SEM das superficies dos filmes de PSU apds o cultivo do fungo.
PSU ST apds 30 dias de incubagao (a) e apds 60 dias de incubagéao (d); PSU 30 O2
apos 30 dias de incubacgao (b) e apos 60 dias de incubacéo (e); e PSU 120 O2 apds

30 dias de incubacéo (c) e apds 60 dias de incubagao (f).

49



ﬁm 0 '_.. 20um

EHT = 5.00 KV,

Figura 30. Imagens de SEM das superficies dos filmes de PSU apds o cultivo do fungo.
PSU ST apds 10 dias de incubacgao (a) e apés 30 dias de incubagao (d); PSU 10 AA
apos 10 dias de incubagéao (b) e apds 30 dias de incubacéo (e); e PSU 30 AA apds 10
dias de incubagéao (c) e apds 30 dias de incubacéo (f).
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Figura 31. Perfilometria 6ptica dos filmes de PSU incubados por 10 dias, (a) sem
tratamento, (b) tratado com AA por 10 minutos, e (c) tratado com AA por 30 minutos.
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O espectro de infravermelho do extrato seco do fungo (Figura 32) apresenta
uma larga banda em 3600 - 2500 cm™ (v O-H) sobrepondo-se a banda referente a
deformagéo axial do grupo N-H (3400-3250 cm™). Os picos em 2959 e 2925 cm’
podem ser atribuidos as deformacgdes axiais assimétrica e simétrica, respectivamente,
do grupo CH2 (v C-H). De acordo com Stuart e colaboradores células microbianas
podem conter a sobreposicdo de centenas de modos de infravermelho, mas para
bactérias e fungos, o espectro apresenta predominantemente a sua parte proteica.
Assim, o pico em 1633 cm™! seria composto por cerca de 80% de deformacgéo axial
C=0, 10% de deformacao axial C-N e 10% de deformagéo angular de N-H e o pico
em 1548 cm™ é formado 60% por p (N-H) e 40% por v (C—N)'%°. A regido de 920 —
400 cm™" apresenta uma banda intensa caracteristica de deformagao angular simétrica

fora do plano o (N-H).

1,0

Transmitancia

N-H

—— M. anisopliae CG97

0,4 ) T ¥ T L1 T T T x T ¥ T 2 T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N° de onda (cm™)

Figura 32. Espectro de infravermelho do fungo M. anisopliae seco.

Mesmo apds a lavagem dos filmes é possivel encontrar residuos do fungo
sobre a superficie dos mesmos, seus esporos que aderiram, mas nao conseguiram
se desenvolver. Isto é percebido pela foto dos filmes (Figura 26(b)), bem como nas
analises de OM e SEM (Figura 28(a), 28(d), 30(a) e 30(d)). A Figura 33 traz os

espectros dos filmes de PSU sem tratamento e incubados por 10 e 30 dias, onde é
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possivel identificar picos referentes ao fungo, como N-H (3600-3000cm™ e 1542cm-")
e C=0 (1640 cm™).
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0.2-
l—psusT
— PSUST + 10 dias
0,04 —— PSU ST + 30 dias
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™)

Figura 33. Espectros de FTIR-ATR de PSU sem tratamento e incubados por 10 e 30
dias.

As amostras fotolisadas com AA e incubadas (Figura 34 e 35) apresentam uma
maior banda de O-H e de N-H (3600-3000 cm™'), quando comparada as amostras sem
tratamento. Ha o surgimento de uma banda em 1738 cm™ em todas as amostras
incubadas por 10 dias, podendo indicar algum metabdlito do fungo que atua neste
periodo de cultivo. Ocorre também o aparecimento de uma banda entre 1405 e 1337
cm™' e o alargamento da banda préximo a 500 cm™!, que se referem a grupamentos
nitrogenados (C-N e N-H). Ha também modificagcao dos picos entre em 990 e em 700
cm™', que normalmente indicam modificagdes nas substituicdes dos anéis

aromaticos'10

Tanto os polimeros tratados com AA, como os tratados com Og2, nao
representados aqui, apresentam um decréscimo na regido 1720-1680 cm', que
também foi descrita por Zahra e colaboradores durante a degradacéo de polietileno
de baixa densidade, que afirma que essa diminuicdo se deve a utilizacdo do

grupamento carbonila como substrato pelo fungo'?’.
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Figura 34. Espectros de FTIR-ATR de PSU tratado por 10 minutos com AA e

incubados por 10 e 30 dias.
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Figura 35. Espectros de FTIR-ATR de PSU tratado por 30 minutos com AA e

incubados por 10 e 30 dias.
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As analises de FTIR-ATR apresentam sinais de degradacao das superficies
poliméricas nas amostras estudadas, pois ha a reducdo de intensidade de grupos
oxigenados, inversamente proporcional ao tempo de incubagéo, surgimento de novas
bandas e o acréscimo de bandas de O-H, que podem estar relacionadas diretamente
com o mecanismo de hidrélise, principal meio de ataque de microrganismos em
amostras poliméricas. Os dados apresentam uma certa proporcionalidade de
degradacédo que € dependente do tempo de incubacdo, quando analisado o pico

referente a carbonila, um dos principais sitios de ataque fungico 7128,

Analises térmicas foram realizadas nas amostras apés estas serem incubadas.
As Figuras 36 a 38 mostram que as amostras incubadas sao termicamente menos
estaveis que as amostras sem tratamento ou que as tratadas com AA, pois a
degradacéao da cadeia principal do polimero ocorre em temperaturas menores que a
amostra fotolisada ou que o filme de PSU néo tratado. Esse aumento na instabilidade
indica um processo de degradagao na cadeia polimérica apds o contato com o meio
de cultura e com os esporos do fungo, mas n&o se pode afirmar com base nesses
dados que ocorre a biodegradagéo do polimero. Nao houve diferengca na temperatura
de degradacgao entre as amostras com periodos de cultivo diferentes (520°C — 555°C),

indicando que a diferencga realmente ocorre apos a incubacgéo.
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Figura 36. Termogramas dos filmes de PSU sem tratamento antes e apds incubacao

com M. anisopliae.
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Figura 37. Termogramas dos filmes de PSU fotolisados por 10 minutos com AA, antes

e apods incubagao com M. anisopliae.
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Figura 38. Termogramas dos filmes de PSU fotolisados por 30 minutos com AA, antes

e apo6s incubacdo com M. anisopliae.

As analises de GPC das amostras que foram incubadas com o fungo mostram
discreto decréscimo nos valores de Mn e acréscimo nos valores de PDI, com relagao
a amostra sem tratamento (Tabela 4). O maior PDI significa uma maior dispersao da
massa molecular do polimero, sendo calculado pela razdo entre Mw e Mn. A
diminuicdo dos valores de Mn pode significar que as cadeias poliméricas se
fragmentaram em massas moleculares menores que o polimero original. Essa
fragmentagao ocorreu apoés o cultivo, possivelmente indicando que o fungo encontrou
no polimero um substrato adequado para o seu desenvolvimento, secretando diversas
enzimas capazes de interagir com o polimero, clivando as cadeias poliméricas, sendo

este o inicio da biodegradacéo.
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Tabela 4. Massa molar média (Mw), nimero médio de unidade de massa molar (Mn)

e o indice de polidispersividade (PDI) para os filmes nao tratados e tratados com AA,

antes e apos incubacgdes de 10 e 30 dias com M. anisopliae.

Mw Mn PDI

Amostra
(g.mol") (g.mol") (Mw/M,)
PSU ST 39000 + 600 14500 + 2000 2,7+0,2
PSU ST 10 dias 38000 £1200 11500 2200 3,307
PSU ST 30 dias 38500 + 500 10700 + 2000 3,7+0,7
PSU 10AA 39000 * 600 12500 £ 1800 3,1%0,3
PSU 10 AA 10 dias 38000 500 10700 £ 900 3,6 £0,3
PSU 10AA 30 dias 38000 + 800 10700 + 1550 3,6 0,5
PSU 30 AA 37500 550 15000 + 2000 2,5+0,2
PSU 30 AA 10 dias 39000 + 800 11500 + 1000 3,4+04
PSU 30 AA 30 dias 38000 + 700 11000 + 1000 3,5+0,3

As analises de GPC corroboram com os resultados encontrados nas analises
de TGA, mostrando que apds o contato com o meio de cultura e com o fungo ocorrem
mudangas na estrutura polimérica. Estas mudangas eram esperadas devido as
caracteristicas do cultivo, onde é fornecida temperatura constante (28°C) e umidade,
que sao, para amostras poliméricas, fatores que podem facilmente levar a

mecanismos de reticulagao’?®.

Por nao ser possivel controlar o crescimento do fungo e nem retirar totalmente
seus residuos das superficies apds o ensaio, as analises aqui realizadas nao sao
quantitativas. Porém, as analises de FTIR-ATR sao condizentes com os resultados
encontrados por SEM e OM. Quanto maior o tempo de tratamento com AA e maior o
tempo de cultivo, maior € o desenvolvimento do Metarhizium anisopliae. Tal
comportamento néo é observado nos filmes de PSU sem tratamento, sugerindo que

tal material ndo é um ambiente favoravel ao ataque fungico. Possivelmente o

58



recobrimento de PAA sobre as amostras serve de alimento para o fungo, que assim
consegue se desenvolver e reproduzir. Este mesmo comportamento foi observado em
trabalho anterior, onde amostras de PU irradiadas com UV em atmosfera de vapor de
AA serviram como ambiente propicio para o fungo aderir e secretar enzimas capazes
de degradar o polimero, que originalmente foi desenhado para resistir ao ataque
microbioldgico®®. A adesdo celular e biocompatibilidade de filmes de PSU foi
previamente estudada, mostrando que esta melhora significativamente conforme
aumenta modificacao superficial, realizada através de irradiacédo UV na presenca de
oxigénio'. Tal comportamento também é visto neste trabalho, ao lidarmos com o
Metarhizium anisopliae. Quanto mais modificado o polimero, quanto mais hidrofilico,
maior a quantidade de fungo aderido na superficie, além de maior desenvolvimento

do mesmo.

As analises de FTIR-ATR indicam algumas mudancgas nos filmes poliméricos,
pois ha a reducédo dos picos dos grupamentos oxigenados e também dos grupos
substituintes dos anéis aromaticos. Estas alteracbes podem ser a razao das
mudancgas observadas por TGA e GPC, que indicam uma maior instabilidade térmica

€ uma maior quebra da cadeia polimérica apés as incubagdées com o fungo.

5.3. CARACTERIZAGAO DOS FILMES POS-ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO
EM SOLO SIMULADO

O solo utilizado foi analisado por CHN, a fim de saber a porcentagem total de
carbono, hidrogénio e nitrogénio, pois estes elementos podem ser utilizados como
alimento para os micro-organismos se desenvolverem. Os valores encontrados estao

dispostos na Tabela 5.

A umidade relativa externa aos frascos contendo a terra e as amostras foi
monitorada, obtendo-se valor maximo de 80% e minima de 48%. Nao foi adicionada

agua na terra, apenas os frascos deixados abertos dentro do banho termostatizado.

A gravimetria foi avaliada para todas as amostras apds cada periodo de ensaio

em solo simulado (Figura 39). Como os dados de perda de massa para os polimeros
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degradados in vitro, ndo é possivel encontrar uma linearidade nos resultados.
Observa-se, porém, que ha um certo aumento na perda de massa conforme o tempo
de contato com o solo. Da 12 semana para a 10 semana as amostras fotolisadas em
meio oxidante perderam de 2,5% para 4,4%, aproximadamente. As amostras tratadas
com AA também perderam mais massa conforme o tempo de ensaio, apenas na 42

semana um dos valores ultrapassou o esperado, perdendo 5,2%.

Tabela 5. Concentracido elementar no solo simulado

% C % H % N

10,33 5,80 0,79

Bl 10 semanas
PSU 30 AA 14 semanas
B 2 semanas
Bl 1 semana
PSU 10 AA
PSU 120 O2
PSU 30 02
PSU ST
PHB

0,0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Perda de Massa (%)

Figura 39. Dados de perda de massa das amostras de PHB e PSU nao tratado (ST) e
tratado (30 Oz, 120 O2, 10AA, 30AA,) apos ensaio de solo simulado.
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Uma possivel explicacdo para a nao linearidade dos dados de gravimetria é a
falta de umidade do solo. A umidade foi controlada externamente aos frascos
contendo o solo e as amostras, ndo sendo observada se a terra estava com agua o
suficiente para a sobrevivéncia e proliferacdo dos micro-organismos. As amostras de
1 semana e 10 semanas foram colocadas em ensaio no mesmo dia, portanto a terra

estava nas mesmas condi¢cées de umidade.

Filmes de PHB foram submetidos ao ensaio de solo simulado como amostras
padrao, pois este € um polimero sabidamente biodegradavel em ambiente favoravel.
As imagens de SEM das amostras de PHB apresentaram leves mudancas em sua
morfologia a partir de 4 semanas de ensaio. H4 um aumento na rugosidade da
superficie, bem como o aparecimento de alguns poros, nao existentes anteriormente.
Pode-se observar alguns micro-organismos nas imagens, como é o caso da Figura
40(b), que mostra um fragmento de estreptobacilo, ou seja, bactérias em forma de

bastonetes e ligadas, formando uma corrente.

A alteragao na morfologia ja era esperada, conforme apresentado por Corréa e
colaboradores®®. Apds o periodo de 1 més, com umidade do solo proxima a 40%, as
barras de PHB comegaram a apresentar rugosidades em sua superficie e a perda de
massa para este periodo foi de aproximadamente 1%, sendo o a maior perda
analisada de aproximadamente 2,5%, ap6s 5 meses em contato com o solo simulado.
Em um estudo de biodegradagao de filmes de PHB em diversos tipos de solo, obteve-
se uma perda de 5,8% de massa apds 25 dias de contato da amostra com um solo de
caracteristicas semelhantes ao utilizado no presente trabalho?’. Nosso grupo realizou
trabalho anterior envolvendo PHB e o fungo filamentoso Metarhizium anisopliae, no
qual se chegou a conclusédo de que modificagdes superficiais no polimero aumentam
a biodegradagédo do mesmo ao serem enxertados grupamentos oxigenados. A perda
de massa das amostras ndo tratadas foi insignificante, mesmo quando incubadas por
20 dias em meio de cultura proprio para o desenvolvimento do fungo, aumentando
para até 32,5% quando o filme foi irradiado por 180 minutos e incubado por 20 dias.
A morfologia do filme também foi alterada ao longo do estudo, apresentando

esferulitas e depressdes, um indicativo do processo de biodegradag&o®.
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Nao foi possivel identificar mudangas na morfologia dos filmes de PSU
fotolisados com oxigénio apds o periodo de cultivo em solo simulado, embora em
algumas imagens foram encontrados micro-organismos aderidos, mesmo apos a
lavagem com alcool 70% e agua destilada. Ja para as amostras tratadas com AA foi
encontrada grande presenga de micro-organismos, percebendo-se um aumento na
aderéncia dos mesmo em fungédo do tempo de tratamento e do tempo de cultivo. A
Figura 41 representa as amostras de PSU tratado com AA por 30 minutos apés (a) 1,
(b) 4 e (c) 10 semanas de cultivo. Nota-se a presenga massiva de bacilos na imagem
do meio e crescimentos de hifas na imagem da amostra enterrada pelo maior periodo
de ensaio. As imagens das amostras de PSU sem tratamento ndo mostraram
mudancgas na superficie das mesmas, mas na amostra enterrada por 10 semanas
(Figura 42(d)) foi possivel visualizar pequenos grupamentos de micro-organismos,

possivelmente cocobacilos.

Pelas imagens de SEM é possivel observar uma maior aderéncia de micro-
organismos nos filmes de PSU tratados com AA do que nos fiimes de PHB,
comportamento que ndo era esperado, visto que o segundo € um polimero

biodegradavel, enquanto o PSU, sintético, seria resistente ao ataque microbiolégico.
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Figura 40. Imagem de SEM das
amostras de PHB apds (a) 1 semana,
(b) 4 semanas e (c) 10 semanas em

contato com solo simulado.
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Figura 41. Imagem de SEM das
amostras de PSU 30min UV+AA apés
(a) 1, (b) 4 e (c) 10 semanas em contato

com solo simulado.
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Figura 42. Imagem de SEM dos filmes de PSU ST apés (a) 1, (b) 2, (c) 4 e (d) 10

semanas em contato com solo simulado.

As amostras submetidas ao ensaio de solo simulado foram analisadas por
FTIR-ATR. As bandas dos filmes de PHB (Figura 43) apresentaram aumento de suas
intensidades apds o contato com o solo, com modificagdo em 1453 cm™', caracteristico
do estiramento de CH3 no plano, e em 1275 cm'. Tais mudancgas s&o reportadas na
literatura e indicam o inicio da degradagéo da cadeia polimérica’®'.

As amostras de PSU sem tratamento nao apresentaram mudancas
significativas nos picos e bandas no espectro de FTIR-ATR, apenas em 743 cm",
caracteristico de adigdes no anel aromatico, onde ha uma diminuicédo do sinal apds o

contato com o solo simulado (Figura 44).

Maiores mudancas sdo percebidas nos espectros de FTIR-ATR dos filmes
tratados com O:2 (Figuras 45-47). Os picos referentes a carbonila, que surgem apds a
fotdlise, desaparecem depois das amostras terem contato com o solo simulado. Para

as amostras tratadas por 120 minutos ha a diminuicdo da banda referente a ligagcéo
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O-H e todas as bandas caracteristicas do polimero sofrem redugéo apds o ensaio de

biodegradagao, principalmente o pico referente as modificagdes do anel aromatico,

levando a crer que este € um sitio ativo de ataque dos micro-organismos presentes

no solo
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Figura 43. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PHB apds ensaio em solo simulado.
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Figura 44. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PSU sem tratamento apds ensaio
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Figura 45. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PSU fotolisados por 30 minutos com
O2 apds ensaio em solo simulado.
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Figura 47. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PSU fotolisados por 120 minutos

com O2 apds ensaio em solo simulado, na regido entre 2000 e 500 cm™".
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As analises de FTIR-ATR também foram realizadas nas amostras tratadas com
AA e submetidas ao ensaio em solo simulado (Figuras 48 e 49). A maior alteragéo
percebida foi o aparecimento de uma banda em 1738 cm™, regido caracteristica da
ligacdo C=0, tanto para as amostras tratadas por 10min quanto para as tratadas por
30 minutos, apds 10 semanas em contato com o solo. Ha um deslocamento deste pico
com relagdo ao pico da carbonila referente a insergdo do filme de PAA sobre a
superficie do PSU, podendo indicar que o polimero tenha sofrido hidrélise, gerando
grupos oxigenados, além da banda de O-H entre 3600-3100 cm', ou algum
subproduto da degradacédo. Tal sinal ndo € proveniente da terra utilizada, pois nao

esta presente em nenhum outro espectro.
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Figura 48. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PSU fotolisados por 10 minutos com

AA apds ensaio em solo simulado.
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Figura 49. Espectros de FTIR-ATR dos filmes de PSU fotolisados por 30 minutos com

AA apds ensaio em solo simulado.

Analises de TGA foram realizadas nas amostras apoés o periodo de 90 dias em
solo simulado (Figura 50). Todas as amostras apresentam o mesmo comportamento,
independente do tratamento que receberam, indicando uma maior instabilidade
térmica apds o contato com o solo, ocorrendo a transigao de degradagao térmica da
cadeia polimérica entre 520°C e 555°C, assim como o comportamento observado para

as amostras que estiveram em contato com o MMC e fungos.

Analises de GPC foram realizadas nas amostras antes e apds o ensaio de solo
simulado. Os valores de Mn e PDI estado representados graficamente nas Figura 51 e

52, respectivamente.

Uma certa tendéncia é observada nos dois graficos. O Mn tende a aumentar
durante as 2 primeiras semanas de ensaio em solo simulado. O PDI, ao contrario,
apresenta diminuicdo de seus valores durante as duas primeiras semanas,
aumentando entre a semana 2 e 10. Em todas as amostras, independente da
modificagao superficial realizada, durante as primeiras duas semanas de ensaio, 0s

valores de Mw (ndo apresentadas aqui) aumentaram e o os valores para PDI foram
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reduzidos. Este comportamento € indicativo de reticulagéo das cadeias poliméricas’,

0 que ja foi visto ao serem comparados os valores do PSU sem tratamento e apods

cada uma das fotdlises. A partir da 4 semana, as massas molares voltam a diminuir

e o PDI aumenta, ou seja, ocorre uma maior distribuicdo das massas molares, o que

é indicativo de uma maior fragmentagao da cadeia polimérica, levando a crer que a

acao dos micro-organismos do solo esta sendo efetiva na biodegradagcdao do PSU.

Além disso, ha um leve aumento dessa fragmentacdo quando os tempos de fotdlise

sdo comparados, ou seja, as amostras tratadas por 120 minutos em O2 tem maior

fragmentagao que as tratadas por 30 minutos sob mesma atmosfera, assim como as

fotolisadas com AA por 30 minutos fragmentam em massas molares menores que as

amostras irradiadas por 10 minutos em AA.
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Figura 50. Termogramas dos filmes de PSU sem tratamento antes e filmes tratados e

nao tratado apds 90 dias em solo simulado.
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simulado.
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Os dados de TGA e GPC estdao em concordancia, mostrando que ocorrem
mudancgas na cadeia polimérica dos filmes apds os 90 dias em contato com o solo
simulado, sendo estas mais significativas quando tratadas com AA e O2 pelos maiores

tempos de fotdlise.

5.3.1. Identificagdo morfolégica dos micro-organismos presentes no Solo

Simulado

Os micro-organismos presentes no substrato utilizado para o ensaio de solo
simulado foram isolados e caracterizados morfologicamente'3>34, Tal identificagdo é
necessaria para posteriores estudos de biodegradagao de polimeros, pois, como ha
indicativos de mudancas na estrutura polimérica dos filmes de PSU apds o ensaio,
saber quais micro-organismos atuaram de forma efetiva nessa mudanca e tentar
identificar quais enzimas sao responsaveis por elas, € de grande importancia. A Figura
53 mostra as sete placas obtidas e suas respectivas analises em microscopio 6ptico.
A Tabela 6 mostra o resultado da identificagdo morfolégica e da coloragédo Gram das

placas 1a?7.

A partir de uma analise visual prévia, acreditava-se que 0 micro-organismo que
se desenvolveu na placa 5a era uma levedura, pois 0 meio de cultivo presente na
placa continha clorofenicol, um antibiético utilizado para evitar a contaminacdo por
bactérias. Apds visualizagdo em microscopio Optico foi constatado que o micro-
organismo era, na verdade, um cocobacilo resistente, ja que se desenvolveu mesmo
com a presenca do clorofenicol. Outra identificagao visual que se mostrou equivocada
foi a da placa 6a. Acreditava-se ser bactéria, mas apds coloragdo de Gram, a
morfologia indicou que se tratava de um actinomiceto, considerado bactéria Gram
positivo, com organizacdo filamentosa, muitas vezes ramificada. Dada sua
semelhanga com fungos e por produzirem cadeias de esporos semelhantes a
conidios, os actinomicetos sdo com frequéncia erroneamente classificados como tais.
Ao contrario dos fungos, porém, sdo organismos procariéticos e em sua grande

maioria aerobios.
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Tabela 6. ldentificacdo morfolégica dos micro-organismos isolados do substrato

utilizado como solo simulado

Placa Micro-organismo Morfologia Coloragdao Gram
1a-1b Bactéria Bacilo Negativo
2a-2b Bactéria Cocobacilo Negativo
3a-3b Bactéria Bacilo Positivo
4a-4b Bactéria Estreptobacilo Inconclusivo
5a-5b Bactéria Cocobacilo Nao efetuada
6a-6b Actinomiceto N&o se aplica Nao se aplica
7a-7b Fungo Filamentoso Nao se aplica

Devido aos resultados positivos na biodegradagédo dos polimeros modificados

e submetidos ao ensaio de solo simulado, a identificacdo e isolamento dos micro-

organismos presentes nesse solo se faz necessaria, a fim de se verificar qual deles

atua mais ativamente na degradagdo e quais sdo as enzimas liberadas para que

ocorra a quebra da cadeia polimérica. Trabalhos posteriores dardo seguimento a essa

identificacédo e utilizagdo de cada micro-organismos separadamente sobre as

amostras poliméricas.
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Figura 53. Fotos das placas de cultivo dos micro-organismos isolados do solo
simulado (1a-7a) e respectivas imagens de microscopia O6ptica (1b-7b) com
magnificagao 40x.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, filmes de PSU foram modificados superficialmente utilizando
radiacdo UV na presencga de gases e vapores reativos, Oz e AA. A caracterizacao dos
mesmos, através de diversas técnicas, comprovou que ha a inser¢ao de grupamentos
oxigenados nos radicais promovidos pela incidéncia de raios UV, resultando em
superficies com caracteristicas hidrofilicas sem alterar o bulk polimérico. A
modificagao utilizando UV sob atmosfera de AA foi mais efetiva na busca da
hidrofilicidade, pois atingiu angulos de contato menores em menor tempo de fotdlise,

quando comparado ao tratamento de UV sob atmosfera de Oo..

Ao empregar o fungo Metarhizium anisopliae, juntamente com a modificacdo
da superficie para estimular o crescimento do mesmo, foi possivel acelerar a
biodegradagdo das amostras testadas. Pode-se observar uma grande adeséo e
crescimento de massa fungica para os filmes de PSU tratados, em comparagéo com
o PSU original. As analises gravimétricas, embora nao apresentem comportamento
linear, mostram uma tendéncia de modificacdo das massas das amostras tratadas,
mas ndo permitem uma comparacido quantitativa definitiva com outros dados de

degradacéo da polisulfona.

As amostras de PSU n&o modificadas ndo foram reconhecidas pelo fungo
Metarhizium anisopliae como um substrato favoravel ao seu desenvolvimento. Esta
informagao foi confirmada através de analises de OM, SEM, Perfilometria Otica e
FTIR-ATR, onde se observou a presenga dos esporos do fungo, mas sem nenhum

indicio de crescimento.

As fotdlises realizadas sob atmosfera oxidante obtiveram resultados pouco
satisfatérios quanto ao ataque fungico quando comparados aos resultados obtidos
nos filmes tratados com AA, mas ainda assim apresentam indicios de biodegradagao
verificaveis pela técnica de FTIR-ATR, onde as bandas que aparecem em fung¢ao do
tempo dos tratamentos tendem a desaparecer apds as incubagdes. O mesmo
comportamento € observavel apds o ensaio em solo simulado. As amostras alcangam
menor estabilidade térmica e maior fragmentacao das cadeias apés o estudo, sendo
mais pronunciado este efeito nas amostras modificadas, especialmente as tratadas

com irradiacdo UV e AA.
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Os valores de PDI, obtidos através das analises de GPC, mostraram uma maior
fragmentacgao da cadeia polimérica dos filmes tratados com AA apds 30 dias em teste
in vitro com o fungo, sendo comparaveis aos dados obtidos apés 10 semanas de
ensaio em solo simulado. Fatores como falta de umidade e competi¢cao entre os micro-
organismos presentes na terra podem ter influenciado na lenta biodegradagéo
polimérica. O consorcio de bactérias, fungos e actinomicetos deve ser investigado
isoladamente e em ambiente com maior controle, a fim de verificar suas atuacdes na
superficie polimérica e quais sdo as enzimas responsaveis pela cisdo da cadeia do
PSU.

A técnica de modificacao superficial UV-assistida na presenga de vapores e
gases reativos é efetiva na alteragao da superficie da polisulfona, tornando-a mais
suscetivel ao ataque e desenvolvimento do Metarhizium anisopliae e de outros micro-
organismos, quando em ambiente favoravel. Conclui-se, entdo, que essa técnica pode
ser utilizada como método a ser aplicado no pds-descarte de produtos feitos de PSU,

a fim deste ser biodegradado e ndo mais acumulado no meio ambiente.
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