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Ser chique:
A verdade é que ninguém é chique por decreto.
E algumas boas coisas da vida, infelizmente, ndo estdo a venda.

Elegdncia é uma delas. Assim, para ser chique ¢ preciso muito mais que um guarda-roupa ou closet recheado de
grifes famosas e importadas.

Muito mais que um belo carro.

O que faz uma pessoa chique, ndo é o que essa pessoa tem, mas a forma como ela se comporta perante a vida.
Chique mesmo é quem fala baixo. Quem ndo procura chamar aten¢do com suas risadas muito altas, nem por seus
imensos decotes e nem precisa contar vantagens, mesmo quando estas sdo verdadeiras.

Chique ¢ atrair, mesmo sem querer, todos os olhares, porque se tem brilho proprio.

Chique mesmo ¢ ser discreto, ndo fazer perguntas ou insinuagdes inoportundas, nem procurar saber o que ndo é da
sua conta.

E evitar se deixar levar pela mania nacional de jogar lixo na rua. Chique mesmo é dar bom dia ao porteiro do seu
prédio e as pessoas que estdo no elevador. E lembrar-se do aniversdrio dos amigos.

”n o«

Chique mesmo é olhar nos olhos do seu interlocutor. £ “desligar o radar”, “o telefone”, quando estiver sentado a
mesa do restaurante, prestar verdadeira aten¢do a sua companhia.

Chique mesmo ¢ honrar a sua palavra, ser grato a quem o ajuda, correto com quem vocé se relaciona e honesto nos
seus negocios.

Chique mesmo ¢ ndo fazer a menor questdo de aparecer, ainda que vocé seja o homenageado da noite!

Chique do chique é ndo se iludir com “trocentas” pldsticas do fisico. .. quando se pretende corrigir o cardter: ndo hd
pldstica que salve grosseria, incompeténcia, mentira, fraude, agressdo, intolerdncia, ateismo. .. falsidade.

Mas, para ser chique, chique mesmo, vocé tem, antes de tudo, de se lembrar sempre de o qudo breve é a vida e de
que, ao final e ao cabo, vamos todos terminar da mesma maneira, mortos sem levar nada material deste mundo.

Portanto, ndo gaste sua energia com o que ndo tem valor, ndo desperdice as pessoas interessantes com quem se
encontrar e ndo aceite, em hipétese alguma, fazer qualquer coisa que ndo lhe faca bem, que ndo seja correta.

Investir em conhecimento pode nos tornar sabios. .. mas, Amor e F¢ nos tornam humanos!”

Adaptado de “Ser chique” por Gloria Kalil


http://www.mulheresde30.com/ser-chique/
http://www.mulheresde30.com/ser-chique/

Pois me cingiste de forca para a peleja; fizeste abater debaixo de mim aqueles que

contra mim se levantaram. (Salmos 18:39)

Dedico este trabalho ao meu esposo
Tiago Abreu, o qual esteve ao meu lado,
incondicionalmente e incansavelmente, me
apoiando, me fortalecendo, me ensinando a
controlar meus medos e minhas ansiedades

(que néo foram poucas).
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Resumo

Os polimeros tém sido um problema em nivel mundial, porque eles se acumulam
no ambiente e se tornam fonte de contaminacdo. Entre as possiveis solucdes
sugeridas esta a biodegradacdo combinada ao tratamento de superficie por
radiacdo UV. Este tratamento consiste na inser¢do de grupos funcionais na
superficie do polimero. Trata-se de uma alternativa que mantém as propriedades
fisicas e mecéanicas destes materiais e, a0 mesmo tempo, aumenta a
hidrofilicidade facilitando o processo de biodegradacéo. Este trabalho avalia a
influéncia dos tratamentos para trés diferentes polimeros. Os filmes foram
irradiados com UV na presenca de atmosfera de O, alternando-se os tempos de
tratamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a degradac¢éo dos polimeros ( ndo
tratados e tratados) pela acdo de duas linhagens do fungo filamentoso
Metarhizium anisopliae (E6 e CG97). Os polimeros utilizados foram polissulfona
(PSU) , poliuretana (PU) e polihidroxibutirato (PHB). PSU e PU foram incubados
em presenca de duas linhagens de M. anisopliae por 30 e 60 dias, enquanto que
PHB (polimero biodegradavel) foi incubado por 10 a 20 dias. M. anisopliae foi
capaz de se desenvolver em PSU e PHB , mas ndo germinou em PU. A analise
gravimétrica indica que PHB tratado por 180 min. incubado com E6 durante 20
dias, apresentou perda de massa de 28,76% . PSU tratado por 120 min. incubado
com E6 por 60 dias teve 6,29 % de perda de massa , enquanto PU sem
tratamento incubado com CG97 por 60 dias teve 0,47 % de perda, mostrando a
menor porcentagem de perda de massa. Quando analisados por FTIR -ATR,
todos os polimeros tiveram um comportamento semelhante, onde as bandas com
maiores mudancas foram 3600-3100 e 1736 cm™ com uma indicacdo de hidrélise
pelo aparecimento da banda de 1640 cm™. Outra banda que também mostrou
mudancas foi na regido de 1525 cm™. Esta banda refere-se a compostos
nitrogenados, indicando possiveis subprodutos da degradacdo. A estrutura
molecular do PHB foi avaliada por Tof-Sims e varias alteracdes foram observadas
nos espectros de fragmentacao, particularmente no pico de 69 m/ z, que é tipico
para o PHB e a sua intensidade foi fortemente reduzida. Durante a analise de
proteinas secretadas por M. anisopliae foi possivel identificar duas proteinas, uma
peroxidase/catalase e aldeido desidrogenase, que eventualmente estdo
envolvidas no processo de degradacdo. Em geral, foi possivel confirmar que M.
anisopliae é capaz de degradar polimeros.
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Abstract

Polymers have been a problem worldwide , because it accumulate in the
environment and become a source of contamination. Among the possible solutions
suggested, the biodegradation combined with surface treatment by UV radiation is
assumed to be an important strategy. This treatment consists in the insertion of
functional groups on the polymer surface. It is an alternative that maintains the
physical and mechanical properties of these materials and at the same time,
increases the hydrophilicity, which would facilitatie the biodegradation process .
This study evaluates the influence of the treatments for three different polymers .
The films were irradiated with UV in the presence of O, atmosphere alternating
treatment times . The objective of this study was to evaluate the degradation of
polymers (untreated and treated) by the action of two strains of filamentous fungus
Metarhizium anisopliae (E6 and CG9). The polymers used were polysulfone
(PSU), polyurethane (PU) and polyhydroxybutyrate (PHB) . PSU and PU were
incubated in the presence of two strains of M. anisopliae for 30 and 60 days, while
PHB (biodegradable polymer) was incubated for 10 to 20 days. M. anisopliae was
able to grow in PSU and PHB but not germinated PU. The gravimetric analysis
indicates that PHB treated for 180 min . incubated with E6 for 20 days showed
weight loss of 28.76% . PSU treated for 120 min. and incubated with E6 for 60
days presented 6.29% mass loss, while untreated PU incubated with CG97 for 60
days presented 0.47% loss, showing the lowest percentage of weight loss . When
analyzed by ATR-FTIR, all polymers had a similar pattern , where the largest
changes were in the bands 3600-3100 cm™ and 1736 with an indication of the
onset of hydrolysis , 1640 cm™ band. Another band that also showed changes in
the region was 1525 cm™ . This band refers to nitrogenous compounds , indicating
possible degradation by-products . The molecular structure of PHB was measured
by TOF- Sims and various changes were observed in the fragmentation spectra ,
particularly in the peak 69 m/z which is typical for PHB and its intensity was
strongly reduced. For the analysis of proteins secreted by M. anisopliae was
possible to identify two proteins , a peroxidase / catalase and aldehyde
dehydrogenase , which are possibly involved in the degradation process. In
general , it was possible to confirm that M. anisopliae is capable of degrading the
polymers.
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Introducéo

Com o exacerbado aumento na producdo de plasticos aumenta também o
acumulo destes no ambiente, e isto se torna um problema uma vez que a maioria
dos plésticos ndo é biodegradavel e o sistema de reciclagem ainda é pouco
eficiente. No ambiente entopem bueiros, sobrecarregam aterros sanitarios e
contaminam o solo, se acumulam no fundo de rios fazendo com que seja necesséria
a dragagem periédica, contaminam oceanos e acabam matando animais marinhos
gue ingerem ou que ficam presos em emaranhados destes materiais. As alternativas
para este problema sdo: a descoberta de polimeros biodegradaveis com as
caracteristicas fisicas e mecanicas exigidas pelas industrias ou a modificacao
superficial de polimeros na tentativa de acelerar os processos de biodegradacéo.

Atualmente, também estdo disponiveis no mercado polimeros com mistura de
outros materiais. Algumas induastrias tém extrudado polimeros juntamente com
poliésteres para aumentar a biodegradabilidade, porém este processo muitas vezes
eleva o custo na producao destes materiais (Lucas et al., 2008).

Neste trabalho foi abordada a modificacdo superficial como uma alternativa
para acelerar o processo de biodegradacdo. Para realizar o0s testes de
biodegradacao foi utilizado o fungo filamentoso Metarhizium anisopliae, pois se trata
de um fungo ambiental e esta presente em diversos nichos, e, além disso, existem
relatos na literatura de que fungos degradadores de plasticos sdo na maior parte
ascomicetos dentre os quais esta M. anisopliae. Este fungo também secreta uma
ampla gama de enzimas, produz metabdlitos secundarios e desenvolve uma
estrutura denominada apressorio, que realiza uma pressdo mecanica sobre as
superficies para facilitar a penetracdo das hifas (Geweely &Ouf 2011). Pela primeira
vez M. anisopliae é testado como micro-organismo degradador de polimeros, ja que

até hoje, sua maior utilizacdo é como pesticida ou acaricida.

2. Reviséo bibliografica

2.1Historia dos polimeros industriais
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Os primeiros polimeros surgiram por volta de 1835, quando Regnault relatou a
producao de cloreto de vinila, monémero do PVC e em 1839 Charles Goodyear
(EUA) descobriu a vulcanizacdo, processo que consiste na adicdo de enxofre a
borracha natural, tornando-a mais forte e resiliente. Neste mesmo ano foi descoberto
o poliestireno, porém sem condi¢cdes plenas para fabricagdo nesta época. Ja em
1909 surge o primeiro polimero sintético o Baquelite, descoberto por Leo Baekeland,
nos EUA. Este polimero veio para substituir materiais tradicionais como madeira,
marfim e ebonite (Rosato, 1993; Rodriguez, 1996).

Nos primeiros 50 anos do Século XX houve uma grande expansao na producao
e descoberta de polimeros, aproximadamente 15 novos polimeros surgiram neste
periodo (Andrady &Neal 2009).

2.2Producdo e reciclagem de polimeros

A producdo mundial de plasticos aumentou de 10 milhdes de toneladas em
1950 para cerca de 280 milhdes de toneladas em 2011, acompanhando o padrdo de
crescimento observado a partir daquele ano que segue a média anual de 9% (Fig. 1
A e B) (Manufacturers 2012).
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C Utilidades domésticas 177.484

AgTopeC A Tia T 164.996

Industrial EEG 161.349

Téxtil 110.768

Construgdo Civil 10,2% 109.752

Descartaveis

I

7, 84.618

Outros 63.616

Infraestrutura 59.417

Limpeza doméstica 9%

Eletroeletronico (EE) 31.685

Automobilistico

52.888

22.737

i

Moveis By 21.810

Brinquedos m 7.457

Calgados E 5.289

Material escolar/escritério E 3.434

Figura 1: Producao e utilizacdo de plasticos. A) Distribuicdo da producdo mundial. B) Producéo
mundial de plasticos no periodo entre 1950 e 2011. C) Utilizacdo de plasticos em toneladas no ano
de 2011. Adaptado de (Manufacturers 2012 e Plasticos. 2012).

Paralelamente a este avanco na producao de plasticos surge o problema de
destinacdo deste material, uma vez que as mesmas propriedades de durabilidade
gue fazem do plastico ideal para muitas aplicacées (Fig. 1 C), como em embalagens,
materiais e produtos de construcdo, bem como em produtos de higiene, pode levar a
problemas de eliminacdo de residuos, pois estes materiais ndo sao facilmente
biodegradaveis e devido a sua resisténcia a degradacdo microbiana, acumulam-se
no meio ambiente (Vroman &Tighzert 2009).

Quando fala-se de polimeros biodegradaveis, suas propriedades de
durabilidade sdo muito menores do que de polimeros de fontes ndo renovaveis,
porém se faz necessaria uma infra-estrutura com ambiente bioativo para eliminacao
destes materiais, 0 que exige um grande investimento de capital. Sem esta estrutura
gue consiste de compostagem eficiente, instalacdo de bioconversdo e producéo de

produtos intermedidrios que possam ser aproveitados, estes materiais acabarao
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soterrados em aterros o que retardard o processo de biodegradacdo (Gross &Kalra
2002).

O sistema de descarte mais comum em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, séo os lixdes ou aterros sanitarios, onde estes dejetos ficam acumulados por
anos. Em outras situacdes, estes plasticos podem cair em redes de esgoto podendo

ocasionar inundacdes e grandes prejuizos a populacao (Unnikrishnan et al., 2012).

Suécia | —— 35,0%
Alemanha | — 33,0%
Noruega | 33,0%
Béigica |I—— 29,2%
Dinamarca | 24,0%
rtalia —— 23,5%
Suica | — 23%
Reino Unido | 23,0%
Eslovénia —— 22,0%

Portugal — 20,0%
Franca [ 18,0%

Finlandia ] 18,0%
Grécia I 16,0%

Figura 2: O Brasil no contexto mundial da reciclagem de plasticos em 2011. Adaptado de (Plasticos.
2012).

Ao longo dos anos vem se tentando criar um sistema eficiente de reciclagem
destes materiais, porém ainda sem sucesso. Dados do Instituto Sécio-Ambiental de
Plasticos mostram os valores de reciclagem em diversos paises, e no Brasil em
2011 apenas 21,7% de todo o plastico produzido foi reciclado (Fig. 2), embora esse

valor esteja aumentando ao longo dos anos (Fig. 3).
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Figura 3: Quantidade de plastico reciclado (Mton) no Brasil. Adaptado de (Plasticos. 2012).

Para que haja um melhor funcionamento do sistema de coleta e reciclagem é
necessaria a participacdo dos cidaddos no momento da separacdo do lixo, dos
governos locais no momento da coleta seletiva e de empresas privadas que
investam na criacdo de cooperativas e sistemas de reciclagem (Unnikrishnan et al.,
2012).

2.3Polimeros

Com a expansao na descoberta e producdo de polimeros ocorrida na primeira
metade do Século XX, temos hoje uma ampla gama de polimeros tais como:
policarbonato (PC), poliuretana (PU), policloreto de vinila (PVC), poliestireno (PS),
polipropileno (PP), polissulfona (PSUL), polihidroxialconoatos (PHA),
polihidroxibutiratos (PHB), quitosana, poli (dcido lactico) (PLA) entre outros. Os
polimeros acima citados podem ser utilizados na area biomédica, na fabricacdo de
cosméticos, garrafas, recipientes para filtros, componentes internos de avides,
esquadrias, chapas, revestimentos, molduras, filmes, estofamento de automéveis,
portas sanfonadas, divisorias, persianas, tubos e conexfes para agua/esgoto,
brinquedos, carcacas para eletrodomésticos, lanternas, espumas e embalagens em
geral (Kumar, 2000; Bonartsev, 2007; Jamshidian et al., 2010; Unnikrishnan et al.,
2012; Song &Kim 2013).
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2.3.1 Polihidroxibutirato (PHB)

O PHB € um polimero natural do tipo poliéster (Fig. 4) pertencente a familia dos
polihidroxialcanoatos (PHAs) oriundo da superalimentacdo de bactérias por glicose
ou outra fonte qualquer de carbono ( Bonartsev 2007).

0 ¢}
n

Figura 4: Estrutura molecular de PHB.

Devido ao excedente alimentar, e em algumas vezes condi¢des de privagcao de
nitrogénio, fésforo ou oxigénio, estes micro-organismos armazenam energia na
forma de poliéster (Fig. 5) (Jacquel et al., 2008). Como esse polimero é armazenado
na célula é possivel concluir que nem oligbmeros, nem monémeros de PHB sédo
toxicos para células (Chen &Wu 2005).

Figura 5: Armazenamento de PHB em bactérias. Micrografia Eletrénica de Transmissdo de R.
eutropha recombinante (PHB24). Células contém grandes quantidades (90% do peso celular seco)
de P (3HB-CO-3HHXx 5 mol%). Barra representa 0,5 mm. Adapatado de (Sudesh et al., 2000).

O PHB é um dos polimeros biodegradaveis mais importantes pois possui

propriedades mecanicas satisfatorias sendo semelhantes as do polipropileno (PP)
(Parra et al., 2011).
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A biodegradabilidade e biocompatibilidade sdo as principais caracteristicas
deste polimero (Bonartsev 2007).

Este polimero apresenta boa resisténcia a vapores de &agua, e pode ser
armazenado por até quatro anos sob condi¢cdes normais de armazenamento, porém
guando depositado em ambientes ricos em micro-organismos sofre biodegradacgéo
transformando-se em dioxido de carbono (CO;) e agua. Nesta situacdo a
degradacdo € comparativamente lenta em relacdo a outros polimeros
biodegradéaveis, provavelmente devido a baixa hidrofilicidade, por isso uma forma de
acelerar esse processo seria aumentando a hidrofilicidade através da modificacéo de

superficie pela insercdo de grupos oxigenados (Kessler 2010 e Parra et al., 2011).

2.3.2 Polissulfona (PSU)

PSU é um poliéter (Fig. 6) semitransparente, completamente amorfo, com
excelentes propriedades elétricas, Opticas, térmicas e mecanicas. E resistente a
agentes oxidantes e a amplas faixas de temperatura, por isso muito utilizado em
aplicacbes médicas que exigem autoclave e esterilizacdo a vapor. Também é
utilizado como um componente na fabricacdo de membranas de ultrafiltracdo e
membranas de separacdo de gas. Frequentemente € utilizado como material de
substituicdo a materiais superiores como policarbonatos por seu menor custo
(Kessler 2010; Unnikrishnan et al., 2012; Gaur et al. 2013; Song &Kim 2013).

OO0

Figura 6: Estrutura molecular de PSU.

2.3.3 Poliuretana (PU)

PU foi descoberto por Otto Bayer, em 1937, derivado de uma reacdo de
condensacdo de poli-isocianatos e polidis, contendo uma ligagdo uretana
intramolecular (Fig. 7) (Howard 2002).
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Dependendo da estrutura quimica dos poli-isocianatos e polidis utilizados na
sua sintese, o PU pode se apresentar com diferentes propriedades fisicas e
guimicas, podendo ser descrito como poliéster ou poliéter.

Poliuretanas do tipo poliéster sdo facilmente degradados enquanto poliéteres
sao relativamente resistentes a ataques microbianos (Nakajima-Kambe et al., 1999).

/QNHLON O}

Figura 7: Estrutura molecular de PU.

PU tem sido utilizado desde a década de 1940 e hoje é amplamente usado
como um material de base em varias industrias (Nakajima-Kambe et al., 1999).
Desempenha um papel importante em varios campos de aplicacbes, tais como
optoeletrbnica, biotecnologia, medicina, automobilistica, industrial e muitos outros.
PUs sao encontrados em produtos como: moéveis, revestimentos, adesivos, materiais
de construcao, fibras, tintas, preenchimentos e couros sintéticos, mas entre esses 0
de maior destaque sdo as espumas que correspondem a 3% do total de plastico
produzido. Estas espumas séo utilizadas principalmente em isolamentes térmicos e
estruturais (Nakajima-Kambe et al., 1999; Howard 2002; Blagojevic¢ et al., 2013).

As vantagens do PU sdo maior resisténcia a tracdo e alto ponto de fuséo,
resisténcia a degradacdo por agua, 6leos e solventes, 0 que o0s torna excelentes
para substituicio de outros plasticos. Exibem excelente aderéncia a muitas
substancias, resisténcia a abrasdo e as intempéries para fins industriais (Howard
2002).

2.4 Modificacéo superficial

Por volta de 1980 comecou-se a falar sobre polimeros biodegradaveis, o que
seria uma alternativa para diminuir a poluicdo ocasionada por estes materiais
(Vroman &Tighzert 2009). Entretanto esses novos polimeros precisam oferecer as
mesmas propriedades fisicas e mecanicas para que possam substituir os plasticos ja

disponiveis no mercado. Outro fator que limita a utlizacdo de polimeros
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biodegradaveis € o custo de producdo (Gross &Kalra 2002). Assim, existe uma
urgéncia na descoberta de novos polimeros biodegradaveis ou de biopolimeros.
Enquanto estas descobertas ndo acontecem, uma alternativa seria a
modificagdo superficial de polimeros que ndo altera a matriz, permitindo que este
polimero permaneca com suas propriedades originais e facilite o processo de
degradacgéao por micro-organismos (Weibel et al., 2009; Rajajeyaganthan et al., 2011;
Kessler et al., 2013). Esta modificagdo consiste na inser¢cdo de grupos oxigenados
(Fig. 8) sobre esta superficie para facilitar o crescimento de micro-organismos. A
insercdo destes grupos oxigenados também aumenta a hidrofilicidade das
superficies dos polimeros, outro fator que auxilia no processo de desenvolvimento

de micro-organismos (Janorkar et al., 2006).

PHB CHj @] CHj @]

e Slien S}

Figura 8: Sitios de insercéo dos grupos oxigenados nas cadeias poliméricas.

2.5 Biodegradacéao

A biodegradacdo é uma alternativa para tentar reduzir a quantidade de
plasticos que poluem o meio ambiente uma vez que alguns estudos mostram que
poluentes atmosféricos sdo fontes de nutrientes para alguns micro-organismos

(Lucas et al., 2008). Esta pode acontecer em duas etapas: fragmentacdo do
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polimero por meio de reagfes abidticas de oxidacdo (fotodegradacdo ou hidrélise)
ou bidticas pela acdo de micro-organismos, seguida pela bioassimilacdo dos
fragmentos dos polimeros por micro-organismos (Vroman &Tighzert 2009 e Parra et
al., 2011).

A biodegradacéao de polimeros pode ocorrer de forma anaerdbia ou aerdbia. As
vias de degradagcdo e os grupos dominantes de micro-organismos que irdo atuar
neste processo muitas vezes sao determinados pelas condi¢cbes ambientais. Quando
O, esta disponivel ocorre o processo aerdbio tendo como produto final biomassa,
CO, e H,0. Na auséncia de O, ocorre 0 processo anaerdbio e tem-se como produto
final biomassa, CO,, CH,4 e H,0 (Gu, 2003).

Processos aerdbios geram muito mais energia e suportam uma populacao
muito maior de micro-organismos do que 0s processos anaerobios, uma vez que O,
€ um aceptor de elétrons muito mais eficiente do que CO, (Gu, 2003). A
biodegradacao de plasticos acontece em 2 passos: depolimerizagcdo e

mineralizacdo. (Fig.9) (Grima et al., 2000).

U I Depolimerases

Oligbmeros

Dimeros
Mondmeros
Aerdbia Anaerdbia
Biomassa Biomassa
Cco, CH,/H,S
H,O €O,
H,O

Figura 9: Diagrama esquematico da degradacdo de polimeros sob condi¢Bes aerdbias e
anaerdbias. Adaptado de (Gu, 2003).

O primeiro passo € a clivagem ou fragmentacao da cadeia. Durante esta etapa
0 contato entre micro-organismos e polimero aumenta e ocorre a decomposicao da
macromolécula em cadeias menores. Este processo acontece fora do organismo
devido ao tamanho da cadeia polimérica e da insolubilidade da maioria dos

polimeros. Enzimas extracelulares, endo-enzimas (clivam a cadeia internamente) ou
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exo-enzimas (clivam as extremidades da cadeia) sdo responsaveis por essa
clivagem. Existe uma grande diversidade de enzimas que podem atuar clivando
estas ligacbes, mas de forma geral sdo chamadas depolimerases. A atividade
enzimatica esta intimamente relacionada com a estrutura conformacional que cria
um sitio ativo especifico para determinado substrato ou para uma série de substratos
(Grima et al., 2000).

O segundo passo corresponde a mineralizacao. Suficientemente fragmentados,
os oligbmeros ja sdo suficientemente pequenos para serem transportados para
dentro da célula e serem bioassimilados e mineralizados. A parte final da
mineralizacdo é a liberacao de gases como CO,, Ny, CHy4, Hy, além de agua, sais,
minerais e biomassa (Grima et al., 2000).

A biodegradabilidade ndo depende apenas da origem do polimero mas também
da sua estrutura quimica, massa molar, condicbes ambientais e cristalinidade, pois a
degradacéao ocorre preferencialmente em regides amorfas da superficie (Grima et
al., 2000; Vroman &Tighzert 2009; Parra et al., 2011).

A biodegradacdo pode ser realizada por fungos, bactérias, algas e
actinomicetos (Sutherland et al., 1997; Gu, 2003; Stoica-Guzun et al., 2011; Geweely
&Ouf 2011; Russell et al., 2011; Parra et al., 2011). Entretanto, micro-organismos
filamentosos apresentam vantagens em relacdo aos demais pois conseguem
desenvolver micélio dentro dos materiais poliméricos. A acdo deste penetrando na
matriz aumenta o tamanho dos poros e provoca fissuras diminuindo a resisténcia e

durabilidade do material (Lucas et al., 2008).

2.6 Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae € um fungo filamentoso, pertencente ao filo Ascomiceto
tendo sido identificado pela primeira vez em 1879 por Metschnikoff, na Russia, como
Entomophora anisopliae, isolado a partir de larvas de besouro-do-grao-do-trigo
(Revankar et. al., 1999). O género Metarhizium €& composto por fungos
entomopatogénicos que infectam uma ampla gama de espécies. M. anisopliae
geralmente exibe conidiagdo esverdeada (Fig. 10) sobre os cadaveres de seus

hospedeiros, € frequentemente isolado de solos e encontrado nos trépicos e nas
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regides temperadas uma vez que a faixa ideal de temperatura para seu
desenvolvimento € entre 15 e 32°C, porém a faixa 6tima se restringe entre 24 e
30°C. Este micro-organismo também € tolerante a variacbes de pH. A faixa de
tolerancia esta entre 2,0 e 8,5 (Leger et. al., 1999; Driver et al., 2000; Bischoff et al.,
20009).

M. anisopliae pode ser um micro-organismo potencial degradador de polimeros
por possuir diversas caracteristicas que podem auxiliar no processo degradativo
como por exemplo: secretar uma diversa gama de enzimas lipoliticas e hidroliticas
(proteases, lipases, esterases e chitinases), também por produzir metabdlitos
sencundarios como acido citrico e oxalico e desenvolver uma estrutura denominada

apressorio (Leger et.al., 1999).

Figura 10: Detalhes morfolégicos de Metarhizium anisopliae. A) Aspecto da colénia do isolado
E6. B) Conidiéforo. C) Conidio. Fonte: (Arruda et al., 2005).

Este micro-organismo também possui uma grande plasticidade podendo
infectar mais de 300 espécies de insetos (Lubeck et al., 2008) sendo muito utilizado
em estratégias de controle biologico, e estudos de interacdo patégeno-hospedeiro.
Este fungo infecta seus hospedeiros por penetracdo direta nos exoesqueletos ou
cuticulas. O reconhecimento deste hospedeiro acontece quimicamente ou pela
topografia do exoesqueleto (Santi et al., 2010).

Apbs o reconhecimento do hospedeiro inicia-se a infeccéo (Fig. 11) :
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- por adeséo a cuticula por interacdes hidrofébicas e de material mucilaginoso;

- germinacao dos conidios e desenvolvimento;

- diferenciacéo do tubo germinativo em apressorio;

- penetracdo da cuticula do hospedeiro;

- diferenciagéo das hifas em blastosporos;

- colonizacéo do hospedeiro;

- extrusdo para a superficie do cadaver do hospedeiro;

- formacéo de conidi6foros e producdo de conidios.

Esses passos podem ser simplificadamente resumidos como: adeséo,
germinacao, diferenciacdo, penetracdo, colonizacdo, extrusdo, reproducdo e
dispersédo (Schrank &Vainstein 2010).

Figura 11: Estagios de infeccdo do hospedeiro por M. anisopliae. Os eventos do processo de
infeccdo sdo retratados usando um carrapato como hospedeiro. (1) MEV de conidios: aderéncia a
cuticula do hospedeiro, (2) MEV de germinacé@o de esporos, (3) MEV da diferenciagdo do tubo
germinativo em apressorio, (4) MEV da penetracdo da cuticula, (5) microscopia otica da
diferenciacdo das hifas em blastosporos e corpos hifais; (6) MEV da coloniza¢do do hospedeiro;

(7) MEV da extrusao para a superficie do cadaver do hospedeiro e (8) fotografia de conidioforos e
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producéo de conidios sobre o carrapato. CO: conidios; GT: tubo germinativo; AP: apressorio, H:
hifas, h: horas, d: dias, MEV: microscopia eletrénica de varredura. Adaptado (Schrank &Vainstein
2010).

Durante a infeccdo do hospedeiro existem diversas atividades enzimaticas
relacionadas ao processo de penetragéo e sdo também descritos efeitos toxicos e de
patogenicidade. M. anisopliae secreta uma grande variedade de enzimas, tais
como: proteases, chitinases, lipases, superdxido dismutase, trealase, entre outras
(Santi et al., 2010; Schrank &Vainstein 2010). Segundo Clarkson &Charnley (1996),
estas enzimas devem ter uma acao sinérgica para conseguir atravessar a complexa
cuticula dos insetos. Muitas dessas enzimas sao secretadas pelo apressoério, uma
diferenciacdo na extremidade das hifas que ocorre por crescimento polarizado,
dilatacdo do apice da hifa e reforco da parede celular. Esta estrutura favorece a
penetracdo pois logo ap6s sua formacao surge um grampo de penetracdo que via
pressdo mecanica e secrecao enzimatica ultrapassa a barreira fisica da cuticula
(Arruda et al., 2005).

M. anisopliae foi isolado em diversas partes do mundo, tais como: llhas do Sul
do Pacifico, Carolina do Sul/EUA, Samoa Ocidental, Australia, México, Brasil, entre
outros (Schrank &Vainstein 2010). Cada isolado possui caracteristicas proprias como
temperatura para desenvolvimento e esporulacédo, tolerancia a pH, desenvolvimento
ou ndo de apressorio e viruléncia.

Para este trabalho foram selecionadas duas linhagens E6 e CG97, ambas as
linhagens séo hipervirulentas em relacdo ao hospedeiro especifico, secretam uma
grande quantidade de enzimas possuindo caracteristicas similares entre si ( Fig. 12
e Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das linhagens E6 e CG97 de M. anisopliae.

E6 CG97
Hospedeiro Deois flavopicta Coledptera
Regido de isolamento Espirito Santo Brasilia
Taxa de mortalidade em B. 94% 90,4%
microplus
Temperatura de 24 °Ca28°C 24 °Ca 28°C
esporulacdo
pH 2a8,5 2a85

Adaptado de (Lubeck, 2008).
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E6 CG97

Figura 12: Morfologia das linhagens E6 e CG97 de M. anisopliae. A e B) Morfologia das
colbnias. C e D) Eletromicrografia de varredura dos conidios das linhagens. Adaptado de (Schrank
& Vainstein, 2010).

Neste trabalho utilizaram-se analises fisico-quimicas de superficie e
identificacdo de proteinas por espectrometria de massas para avaliar a

capacidade de M. anisopliae de degradar polimeros.

3. Objetivos

3.10bjetivo geral

Avaliar a atividade de duas diferentes linhagens de Metarhizium anisopliae na

degradacdo de diferentes tipos de polimeros.

3.20bjetivos especificos
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- Avaliar a atividade das linhagens (E6 e CG97) de M. anisopliae na
degradacdo dos polimeros PHB, PSU e PU com ou sem insercdo de grupos
oxigenados.

- Realizar estudo diferencial por espectrometria de massas para identificacdo
das proteinas expressas pelas linhagens de M. anisopliae durante a degradacdo

dos polimeros em comparacao ao controle.

4. Materiais e métodos

4.1 Linhagens utilizadas e manutencgéo

Nos experimentos foram utilizadas as linhagens CG97 e E6 do fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae. A linhagem E6 foi isolada de Deios flavopicta
(Homoptera:Cercopidea), oriunda do Espirito Santo e a linhagem CG97 foi isolada
de Coleopteros, oriunda de Brasilia.

Para manuntencédo destas linhagens foi utilizado Meio Cove completo (MCc)
(glicose 1%; nitrato de sodio 0,6%; peptona 0,2%; extrato de levedura 0,05%;
triptona 0,15% e agar 1,5%). Apos autoclavagem foram adicionados 2% de solucéo
de sais (KCI 2,6%; MgS04.7H,0 2,6%; KH,PO,4 7,6% (m/v)) e 0,04% de solucéo de
elementos tracos (NazB407 0,004%; CuSO,4 0,04%; FeSO, 0,001%; MgSO,4 0,08% e
ZnS0O4 0,08% (m/v)), previamente preparadas e autoclavadas separadamente. As

culturas foram incubadas em estufa a 28°C por até sete dias e armazenadas a 4°C.

4.2 Suspensao de esporos de M. anisopliae

Para preparacdo da suspensédo de esporos as duas linhagens foram repicadas
a partir de colénias estoque do fungo e cultivadas em placas de Petri contendo MCc,
por aproximadamente sete dias a 28°C.

Apés incubacdo por sete dias, os esporos foram ressuspensos em solucao
estéril de Tween 80 0,01%, com auxilio de uma alca de Drigalski. A suspenséao foi
centrifugada por 5 min a 7000 x g, o sedimento de esporos foi lavado com agua

destilada estérii e novamente centrifugada nas mesmas condicbes. Apos
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centrifugacéo os esporos foram ressuspendidos em 5mL de agua estéril e contados

em camara de Neubauer.

4.3 Preparacao dos polimeros

Foram utilizados trés polimeros neste trabalho: poliuretano Ellastolan®
(BASF®, PU 1185A10), polihidroxibutirato (Sigma Aldrich, UK) e polissulfona (Sigma
Aldrich, USA), todos utilizados como recebidos.

Filmes poliméricos foram preparados por duas técnicas distintas: spin-coating e
evaporacao.

Pela técnica de spin-coating foram preparados filmes com aproximadamente
1um de espessura. Estes foram utilizados para analise de crescimento do fungo e da
degradacéo dos polimeros. Conforme cada tipo de material polimérico, quantidades
variadas de gotas (0,1mL cada) (Tabela 2) foram depositadas sobre laminulas de
vidro de 1,5cm de diametro.

Os filmes preparados pela técnica de evaporacdo possuiam 50um de
espessura. Nesta técnica 50mL de solucédo especifica para cada polimero foram
depositados sobre placas de Petri (10cm de diametro) e deixadas evaporar a
temperatura ambiente (20°C). Os filmes obtidos por essa técnica foram utilizados
para analise de perda de massa (gravimetria) e determinacdo da concentracdo de

proteinas secretadas.

Tabela 2: Preparacado dos polimeros.

Polimero Solvente (1 mol) Concentracéao Gotas (0,1mL)
PHB Cloroférmio 3x10"mol L™ 10
PSU Cloroférmio 5x10* mol L™
PU Tetraidrofurano (THF) 1x10™ mol L™ 5

A modificacdo da superficie dos filmes foi realizada seguindo o procedimento
descrito previamente (Kessler et al., 2013). Resumidamente, um sistema fotoquimico
composto por uma fonte de radiacdo UV de média pressdo (400 W), com linhas
majoritarias de radiacdo em 254 nm; um disco de amostra giratério com controle de

atmosfera, com capacidade de 32 amostras e entrada de gas com fluxo regulavel foi
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empregado. Antes e ap0s a irradiacdo UV, uma purga foi realizada (15 min) com O,.
Um fluxo constante de 5 cm®™ de O, foi utilizado durante a irradiacdo que era
tempo/dependente do tipo de polimero a ser tratado. Finalmente, apés a fotélise, as
amostras foram lavadas com 500 mL de agua deionizada.

4.4 Condicdes de cultivo para testes de degradacdo de polimeros

Os testes foram realizados em placas de Petri de vidro, previamente fornadas a
180°C, contendo 35mL de Meio Cove minimo (MCM) (glicose 1% (m/v); nitrato de
sédio 0,6% (m/v) e &gar 1,5% (m/v)), ou agua-agar (agar 1,5% (m/v)). Apds
esterilizacdo dos meios em autoclave foram adicionadas solucdo de sais e solucéo
de elementos tracos conforme descrito no item 4.1.

Os polimeros a serem testados foram previamente lavados com etanol 70%.
Apoés a secagem, estes polimeros foram depositados sobre o meio de cultura, sem
adicdo de esporos para a situacdo controle e adicdo de 10’ esporos para teste de
degradacéao. Estas placas foram incubadas em estufa a 28°C por 10 a 20 dias para
PHB e por 30 e 60 dias para PSU e PU. Para os testes de gravimetria os polimeros
foram previamente pesados. Apds os periodos de incubagdo os polimeros foram
retirados dos cultivos e lavados com etanol 70%, seguido por lavagens em agua com

auxilio de ultrassom.
4.5 Condicdes de cultivo para extracao de proteinas

M. anisopliae foi cultivado em MCM liquido (500mL), preparado como descrito
no item 4.1, sendo um cultivo com e outro sem a presenca do polimero. O cultivo
sem o polimero foi utilizado como controle. O inéculo foi de 107 esporos no volume
total de meio e a incubacao foi de 10 dias com agitacdo de 150 rpm a temperatura
de 28°C.

Apés a incubacado os cultivos foram filtrados em papel Whatman n° 1 para
obtencdo dos micélios, que foram congelados (-80°C) e entéo liofilizados. As

proteinas foram extraidas por maceragdo com auxilio de nitrogénio liquido.
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ApOs a extragdo as amostras foram pesadas e em seguida adicionou-se o
mesmo valor em pL de tampé&o de solubilizagdo contendo inibidores de protease
(50mM Tris-HCI (2-amino-2-hidroximetil propano- 1,3 diol — acido cloridrico) pH 7,5;
1mM EDTA (Sal dissddico do &cido etilenodiaminotetraacético); 50mM TPCK (Tosil
fenilalanil clorometil cetona); 1mM PMSF (Fenilmetilsulfonilfltior) e 5mM
iodoacetamida). As amostras foram homogeneizadas em vortex e centrifugadas a
15.557 x g para a remoc¢ao do sobrenadante.

Metade do volume de tampao utilizado na primeira etapa foi adicionado ao
pellet e o procedimento de centrifugacédo foi repetido, os sobrenadantes obtidos
foram armazenados a -20°C.

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford 1976).

4.6 Eletroforese Unidimensional

Nas amostras proteicas adicionou-se tampao de amostra 1x (Tris-HCI 0,05M
pH 6,8, B-mercaptoetanol 4%, SDS (Dodecilsulfato de sédio) 2%, glicerol 10% e
tracos de azul de bromofenol). Para a eletroforese foi utilizado o sistema "Mini-
Protean Il Electrophoresis Cell" (BioRad), seguindo as instrucfes do fabricante. O
gel desnaturante seguiu a metodologia descrita por Laemmli (1970).

A solucdo de gel separador 12% continha: agua destilada 10%/ Tris-HCI
0,375M pH 8,8/ SDS 0,1%/ acrilamida-bisacrilamida 30:1 (m/v) 12%/ persulfato de
amonia 0,05% (m/v)/ TEMED (Tetramethylethylenediamine) 0,05% (v/v). A solucéo
de gel concentrador 4% continha: agua destilada 10%/ Tris-HCI 0,125M Ph 6,8/ SDS
0,1%/ acrilamida-bisacrilamida 30:1 (m/v) 4%/ persulfato de aménia 0,05% (m/v)/
TEMED 0,05%(V/v).

Apés a polimerizacdo, o sistema foi montado e a cuba foi preenchida com
tampédo de corrida 1x (Tris 0,3% (m/v)/ glicina 1,44% (m/v)/ SDS 0,1% (m/v)). As
amostras preparadas de proteina como descrito no item 4.5 e contendo 300 ug
foram fervidas durante 3 minutos e aplicadas no gel.

Apoés eletroforese a 100V, as proteinas foram coradas com azul de Coomassie

coloidal (sulfato de aménia 10%/ metanol 20%/ azul de coomassie G250 0,05%/
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acido fosférico 2%) (24h). Os padrdes de massa molar utilizados foram: LMW
calibration kit — GE (baixo peso molecular) e HMW calibration kit — GE (alto peso
molecular).

As proteinas de interesse foram excisadas dos géis e armazenadas em

microtubos a -20°C para posterior analise por espectrometria de massas.

4.7 Preparagdo de amostras para espectrometria de massas

Para a retirada do corante das bandas excisadas dos géis que foram
armazenadas em microtubos e continham as proteinas de interesse adicionou-se
500uL de solucédo descorante (metanol 50% e acido acético 5%). Apos a incubacéo
por 18h a temperatura ambiente a solugéo foi descartada, um novo volume (200uL
foi adicionado e a incubacdo procedeu por mais 2h. Em seguida a solucdo foi
removida e 200uL de acetonitrila foram adicionados e deixados por 5 min. para
desidratar os géis.

As proteinas foram reduzidas com 50uL de DTT (Ditiotreitol) 20mM por 30 min.
e alquiladas com 50uL de iodoacetamida 50mM também por 30 minutos a
temperatura ambiente e lavados com 100uL de bicarbonato de aménio 100mM por
10 min. Apds esses tratamentos procedeu-se uma nova desidratacdo com com
200uL de acetonitrila e reidratacdo com 100uL de bicarbonato de aménio 100mM
por 10 min. Os procedimentos de desidratacdo e reidratacdo foram repetidos por
duas vezes e as proteinas foram secas em SpeedVac por 3 min.

Apoés a secagem 30uL de solucado de tripsina (20ng/ pL) foram adicionados e
incubados por 10 min. em banho de gelo. O excesso de tripsina foi removido e
adicionado 20uL de solucédo de bicarbonato de ambénio 50mM procedida de uma
incubacdo por 18h a 37°C.

No dia seguinte foram adicionados 30uL de solucdo de bicarbonato de aménio
100mM, agitados no Vortex e incubados por 10 min. O sobrenadante obtido apés a
centrifugacgéo foi removido para um microtubo limpo. Esse procedimento foi repetido
por 2 vezes e 0 sobrenadante total obtido foi seco em SpeedVac por

aproximadamente 1h e armazenado a -80°C.
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4.8 Anélise por Espectrometria de Massas (MS)

Os pellets foram ressuspendidos em 10uL de acido férmico 0,1% e submetidos
a analise por espectrometria de massas utilizando a Unidade de Quimica de
Proteinas e Espectrometria de Massas do Chiot (www.uniprote-ms.ufrgs.br),

utilizando o espectrometro de massas Micro-Q-TOF (Micromassas), com sistema de
nanoAcquity acoplado, ionizacdo por electrospray (ESI), tempo-de-voo quadrupolo
(Q-TOF), modo MS/MS.

4.9 Analise dos resultados

A avaliacdo do desenvolvimento do fungo sobre a matriz polimérica foi
realizada por microscopia Optica (MO) em microscopio Optico Zeiss (modelo
Axioskop 40) com magnificacdo de 40X, e por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) em microscopio eletronico de varredura JEOL (JSM 6060) a 10 kV com
magnificacdo de 5000X. Para esta andlise as amostras foram previamente

metalizadas com ouro.
4.9.1 Proteinas
Os espectros de MS foram processados e os arquivos gerados foram utilizados

para realizar buscas em bancos de dados através do software MASCOT (Matrix

Science: http://www.matrixscience.com). Os parametros utilizados para as analises

foram: enzima tripsina (cliva nos aminoacidos Lisina ou Arginina); maximo uma
clivagem perdida; carbamidometilagdo na cisteina como modificacdo fixa e como
modificacdo variavel oxidacdo da metionina. O namero de tolerancia de peptideos +
0,5 Da e numero da tolerancia MS/MS % 0,5 Da.

Para identificacdo das proteinas foram utilizados dois bancos de dados: (1) o
banco de dados local de proteinas de M. anisopliae (linhagem EG6), gerado a partir

da plataforma do SABIA (System for Automated Bacterial Integrated Annotation); e
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(2) o banco de dados nao-redundante do NCBI (National Center for Biotecnology

Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/NCBInr).

Apos identificacdo os dados foram analisados através do software Venny

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/venny.php).

Para avaliar a degradacdo dos materiais poliméricos foram utilizadas as

seguintes técnicas:

4.9.2 Gravimetria

A gravimetria consiste na andlise da perda da massa ocasionada, nesta
situacdo, pela acdo do micro-organismo sobre o polimero. As amostras foram
pesadas em Balanca FQ112 (RADWAG220/C/2 - massa minima 10mg com erro de
1mg) antes e apoOs a incubagcdo com fungo. Apds a incubacdo as amostras foram
lavadas, secas em dessecador e pesadas até que houvesse estabilidade na massa

na terceira casa decimal da balanca.

4.9.3 FTIR-ATR (Espectroscopia no Infravermelho com Transformada

de Fourier com método de refletancia total atenuada)

FTIR-ATR € uma técnica espectroscopica de andlise de superficie utilizada
para identificar os grupos organicos de um composto ou amostra. Baseia-se na
identificacdo do espectro de absorcdo da radiacdo infravermelha. As analises foram
realizadas usando um instrumento modelo Alpha-P de Bruker com prisma de
diamante, a 45 graus, e uma resolucéo espectral de 4 cm™. Para cada espectro

foram realizadas 24 varreduras no intervalo de nimero de onda 4000 a 400 cm™.

4.9.4 ToF-SIMS (Espectrometria de massas por ions secundérios por

tempo de voo)

Espectrometria de massas por ions secundarios por tempo-de-voo (Time-of-

Flight Secondary lons Mass Spectrometry) € uma técnica de espectrometria de

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/NCBInr
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/venny.php

massas que utiliza um feixe de ions primérios para gerar fragmentos ionizados na
superficie de uma amostra sélida, para entdo analisar estes fragmentos pela sua
relacdo massa carga (m/z). Todas as analises foram feitas utilizando um sistema
descrito como "BIOTOF" (Braun et al., 1998). Este sistema é equipado com um
canhdo de ions priméarios de C60+. Todas as amostras foram adquiridas tanto no
modo positivo quanto no modo negativo, utilizando como energia de feixe primario
20 keV. Para evitar o carregamento da superficie das amostras, foi utilizado um
canhdo de elétrons de 15eV de energia no modo pulsado. Em todos os casos o
nimero de fons primarios foi mantido abaixo de 1x10'? fons /cm? e a dose de

elétrons foi em um nivel abaixo de qualquer dano significativo.

5. Resultados e Discusséao

5.1Desenvolvimento do fungo na presenca de polimeros

Para avaliar a capacidade de M. anisopliae de se desenvolver na presenca de
polimeros, dois meios de cultura foram testados: MCM (descrito no item 4.1) (Fig.13
A) e Agua-agar (Fig.13 B). Os esporos foram depositados sobre o polimero (indicado
pela flecha) e os cultivos foram incubados em estufa a 28°C por tempos que
variavam de acordo com o polimero a ser degradado. O teste foi realizado utilizando
o polimero PSU, sendo possivel observar a capacidade do fungo em se desenvolver
na presenca deste material (Fig. 13). Resultados similares foram observados para os

demais polimeros testados.

Figura 13: Desenvolvimento de M. anisopliae. A) MCM B) Agua-agar. PSU X CG97.
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5.2 Semelhancas de desenvolvimento entre as linhagens

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de M. anisopliae. Ambas com
caracteristicas similares quanto a tolerdncia a pH, variagdo de temperatura e
viruléncia (Lubeck et al., 2008). Seu desenvolvimento sobre a matriz polimérica em
diferentes meios foi avaliada (Fig.14).

Ambas as linhagens mostraram desenvolvimento similar nos diferentes meios e

tempos de cultivo.
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Linhagem CG97 incubada por 10 Linhagem EG6 incubada por 10
dias em agua-agar dias em agua-agar

Linhagem CG97 incubada por 20 Linhagem E6 incubada por 20
dias em agua-agar dias em agua-agar

Linhagem CG97 incubada por 10 Linhagem E6 incubada por 10
dias em MCM dias em MCM

Linhagem CG97 incubada por 20 Linhagem E6 incubada por 20
dias em MCM dias em MCM

Figura 14: Microscopia 6tica mostrando desenvolvimento similar nas duas linhagens (E6 e

CG97) de M. anisopliae. MO 40X.

5.3 Lavagem dos polimeros
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Para realizar as andlises fisico-quimicas da superficie foi necesséaria a remocao
do material biolégico da superficie do polimero. Os polimeros foram removidos das
placas de cultivos, lavados com etanol 70%, seguido por lavagens em agua com
auxilio de ultrassom por 20 minutos. O resultado pode ser observado na Fig. 15.

Antes Depois

X
- b

Figura 15: Lavagem dos polimeros com auxilio de ultrassom. A e B) PSU. Ce D) PHB. E e F)

PU. Coluna da direita mostra polimeros antes da lavagem. Coluna da esquerda apés a lavagem.
MO 40X.

Observa-se que mesmo apds os 20 min. de lavagem o fungo néo foi totalmente
removido da superficie dos polimeros, restando esporos inteiros e fragmentos de
hifas. O tempo de lavagem néo pode ser excedido, pois 0s polimeros mostravam

danos na superficie que comprometeriam sua analise.
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Varios trabalhos tem demonstrado que fungos filamentosos sdo capazes de
degradar polimeros, entre 0os géneros descritos estdo Phanerochaete, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium e Pestalotiopsis. Nestes trabalhos os fungos foram utilizados
ou como unico fungo degradador ou em consércio, havendo também variacbes nas
condicbes de temperatura, umidade e meio onde esta degradacao foi testada
(Sutherland et al., 1997; Geweely &Ouf 2011; Russell et al., 2011; Stoica-Guzun et
al., 2011).

Para avaliar a capacidade de M. anisopliae de degradar polimeros, cultivos
em meio solido foram mantidos em incubacao por tempos variados (dependentes do
polimero), a temperatura de 28°C. ApoOs a incubacdo, o desenvolvimento deste
micro-organismo foi avaliado por Microscopia 6tica (MO) e Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Os polimeros controle também foram visualizados.

Neste trabalho os polimeros utilizados possuiam ou n&o tratamento. Os
polimeros tratados tiveram sua superficie modificada pela insercdo de grupos
oxigenados, 0 que torna sua superficie mais hidrofilica, podendo assim facilitar o
crescimento fungico e aumentar a degradacao. Esses tratamentos foram realizados
em dois tempos, 0s quais sédo indicados em minutos, no numeral apds o nome do
polimero. Sendo assim tém-se os seguintes polimeros: Polihidroxibutirato - PHB ST
(sem tratamento), PHB 60’, PHB 180’, Polissulfona - PSU ST, PSU 30’, PSU 120’,
Poliuretana - PU ST, PU 30’ e PU 120’. Para o polimero PHB o tempo de tratamento
necessita ser maior devido a tendéncia de crosslinking caracteristica destas
moléculas. Com este aumento no tempo de tratamento acontece o enxerto dos

atomos de oxigénio e nao o crosslinking.

5.4 PHB

PHB é um polimero biodegradavel, que ndo exibe propriedades fungicidas,
nem resisténcia a danos por fungos e serve como um substrato para crescimento de
micro-organismo (Bonartsev, 2007). Devido aos fatores citados anteriormente o
tempo necesséario para sua degradacdo é menor do que polimeros advindos do

petréleo. Polimeros controle sdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16: Microscopia de PHB ST controle. A) Microscopia 6tica (MO) — 40X. B) Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) — 5.000X. Incubacéo de 10 dias.

Em diferentes tempos de cultivo no mesmo meio de cultura (agua-agar) pode-
se observar que ndo houve aumento significativo no desenvolvimento flngico para a
linhagem CG97 (Fig.17).

£ ( j'u .
19§ X5, 8606 S £

Figura 17: Microscopia do crescimento da linhagem CG97 sobre PHB ST. A e B) PHB incubado
por 10 dias em agua. C e D) PHB incubado por 20 dias em agua. A e C) MO — 40X. B e D) MEV —
5.000X.
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Quando se observa o polimero mostrado no quadro B da Figura 16, houve um
aparente aumento na granulacdo da superficie se comparado ao controle (Fig. 15
B), o que pode ter sido ocasionado pela presenca do fungo. O experimento descrito
acima também foi realizado em MCM (Fig.18).

Figura 18: Microscopia do crescimento da linhagem CG97 sobre PHB ST. A e B) PHB incubado
por 10 dias em MCM. C e D) PHB incubado por 20 dias em MCM. A e C) MO — 40X. B e D) MEV —
5.000X.

Os testes realizados em MCM mostram que houve uma maior germinacado dos
esporos (B e D) quando comparado com o teste realizado em agua (Fig.17 D). Este
aumento na germinacao deve ter sido ocasionado pela presenca de glicose no meio,
uma fonte mais simples de carbono e de mais facil assimilacdo. Com a presenca da
glicose, o fungo germina e depois, entdo, se adaptada as fontes de carbono mais

complexas contidas no polimero.

5.5 PSU

PSU trata-se de um polimero produzido através de fontes ndo renovaveis, por
isso o0 periodo de incubagdo € maior do que PHB. Porém, é preciso ressaltar que
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PSU possui caracteristica de polimero amorfo, o que pode facilitar a degradacdo. A
linhagem EG6 foi testada na tentativa de degradar este polimero (Fig.19). Controles
também foram avaliados (Fig.19).

18ky

Figura 19: Microscopia de PSU ST controle. A) MO — 40X. B) MEV — 5.000X. Incubacéo de 30
dias.
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Figura 20: Microscopia de PSU ST X E6. A e B) PSU ST incubada em agua por 30 dias. C e D)
PSU ST incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV — 5.000X.

Na Fig.20A pode-se observar a presenca de pouquissimas hifas que nao foram
visualizadas por MEV (Fig. 20B), ja em C, experimento realizado em MCM, néao se
observa a formacdo de hifas. Entretanto, quando visualizada por MEV esta
superficie apresenta uma massa densa, 0 que pode demonstrar a presenca de

mucilagem (Fig. 20D).
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Figura 21: Microscopia de PSU 30’ X E6. A e B) PSU 30’ incubada em agua por 30 dias. C e D)
PSU 30’ incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV — 5.000X.

Quando a superficie do polimero é tratada, ou seja, grupos oxigenados sao
inseridos se observa um leve aumento na formacéo das hifas nas condi¢cbes de 30
min. de tratamento (Fig. 21A e C), porém novamente estas hifas ndo sao observadas
por MEV, provavelmente devem ter sido removidas durante a lavagem. Ja na
condicdo de 120 min. de tratamento pode se ver uma formagdo um pouco maior de
hifas (Fig. 22).

Com um tempo maior de tratamento da superficie e 0 aumento na formacéao
das hifas ja é possivel visualiza-las por MEV (Fig. 22D), provavelmente porque néo

foi possivel remové-las durante a lavagem como na condi¢éo anterior (Fig. 21D).
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Figura 22: Microscopia de PSU 120’ X E6. A e B) PSU 120’ incubada em agua por 30 dias. C e
D) PSU120’ incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV — 5.000X.

5.6 PU

Assim como PSU, PU também é um polimero produzido a partir de fontes néao
renovaveis, mas ao contrario de PSU se trata de um poliéter cristalino, néo
suscetivel a degradacdo. Com a modificacao superficial este polimero se torna mais
hidrofilico, assumindo caracteristicas de um poliéster, ou seja, suscetivel a
degradacdo (Nakajima-Kambe et al., 1999). Para avaliar se esta modificacdo é
suficiente para permitir que fungos consigam se desenvolver sobre esta superficie,
os testes realizados previamente nos demais polimeros também foram conduzidos
para PU. Nestes testes utilizou-se a linhagem CG97 (Fig. 24, 25 e 26). Do mesmo
modo que nos testes anteriores polimeros controle também foram avaliados (Fig.
23).
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Figura 23: Microscopia PU sem tratamento. A) MO — 40X. B) MEV — 5.000X. Incubacéo de 30

dias.

18kV

- it —
Figura 24: Microscopia de PU ST X CG97. A e B) PU ST incubada em &gua por 30 dias. C e D)
PU ST incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV — 5.000X.

Por ser um polimero cristalino, ndo suscetivel a degradagéo ja era esperado
gue ndo houvesse uma resposta positiva quanto a germinacado dos esporos sobre o
polimero sem tratamento superficial (Fig. 24A), porém, mesmo nesta condi¢do, é
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possivel observar uma pequena formacao de hifas quando incubado em meio MCM
(Fig. 24C). Em MEV néo se observa formagéo de hifa.

XZ, 888

Figura 25: Microscopia de PU 30’ X CG97. A e B) PU 30’ incubada em agua por 30 dias. C e D)
PU 30’incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV - 5.000X.

Quando os testes foram realizados com os polimeros tratados por 30 e 120
min. esperava-se a formacéo de hifas, pois Howard (2002) relata que PUs que tem
mais grupamentos hidrofilicos serdo propensos a serem menos cristalinos, sendo
assim mais acessiveis para a biodegradacédo. Porém isto néo foi observado (Fig. 24
e 25), exceto no cultivo PU 30’ incubado em agua (Fig. 25A), que existem pequenas
formacdes de hifas, as quais também n&o puderam ser observadas por MEV, porque
provavelmente foram removidas na lavagem.

Esta auséncia de germinacdo pode ser explicada pela presenca do grupamento
amina na molécula de PU, uma vez que moléculas inibidoras de quitinase tem em

sua composic¢ao este tipo de grupamento (Hartl et al., 2012).
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Figura 26: Microscopia de PU 120° X CG97. A e B) PU 120’ incubada em agua por 30 dias. C e
D) PU 120’ incubada em MCM por 30 dias. A e C) MO — 40X. B e D) MEV — 5.000X.

Apesar de ndo terem sido observadas formacdes de micélio sobre a superficie
de PU, mesmo quando tratado, foi possivel observar a formacgao de “buracos” (Fig.
27), os quais possuem estrutura semelhante a dos esporos (Fig. 27B). Isto poderia
ser efeito apenas da presenca deste micro-organismo nesta superficie, uma vez que
materiais metalicos ou ndo metalicos em ambientes aquosos, sob condicfes de
umidade sdo suscetiveis a incrustacao biolégica ou biodeterioracédo (Gu, 2003).

Este comportamento néo foi observado nos demais polimeros (PHB e PSU),
embora Sang et al. (2002) tenham relatado varios tracos, cavidades e sulcos na
superficie de filmes plasticos a base de amido, que demonstram que a degradacéo
foi efeito combinado de uma colonizagcdo microbiana, incluindo fungos, na superficie

do filme.
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Figura 27: Microscopia Eletronica de Varredura de PU X CG97. A) MEV — 500X
ampliada de A. MEV — 2.000X.

5.7 Gravimetria

. B) Regiédo
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A primeira andlise realizada foi gravimetria a fim de detectar possiveis

variagdes nas massas das amostras (Tabela 3 a 5).

Tabela 3: Gravimetria de PHB.

Perda de massa Perda de massa

Polimero Tratamento Incubacdo (dias) Meio
E6 (%) CG97 (%)

PHB ST 10 Agua 0,473 0,465

PHB ST 10 MCM 0,975 1,554

PHB Controle 60’ 10 Agua 2,777 2,777

PHB Controle 60’ 10 MCM 1,851 1,851

PHB 180° 10 Agua 30,639 3,448

PHB 180° 10 MCM 12,167 -58,024

PHB Controle ST 20 Agua 1,346 1,346

PHB Controle ST 20 MCM 4,748 4,748

PHB

o
Q

20 Agua 10,526 6,439

PHB 60’ 20 MCM 4,000 2,205

PHB Controle 180° 20 Agua 3,809 3,809

PHB Controle 180° 20 MCM 3,382 3,382

(- ) indica ganho de massa
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Tabela 4: Gravimetria de PSU incubado com a linhagem EB6.

i Incubagéo _ Perda de massa
Polimero X E6 Tratamento . Meio
(dias) (%)

PSU ST 30 Agua 2,012

PSU ST 30

<
0
<

0,550

|

PSU Controle 30 30

>
Q
c
)
*

PSU Controle 30

w
o
<
9]
<

*

| |

PSU 120° 30

>
Q
c
o

7,102

PSU 120° 30

<
(@)
<

3,314

|

PSU Controle ST 60

>
Q
c
o
*

PSU Controle ST 60

<
9]
<

*

PSU 30°

(o2}
o
>
Q
c
Q

5,802

PSU 30° 60

<
(@)
<

6,903

|

PSU Controle 120’ 60 -9,480

>
Q
c
o

PSU Controle 120’ 60

<
(@)
<

8,264

(-) indica ganho de massa ( * )indica amostra perdida por contaminagéo
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Tabela 5: Gravimetria de PU incubado com a linhagem CG97

Polimero X CG97 Tratamento Incubacéo Meio Perda de
(dias) massa (%)
PU Controle ST 30 Agua - 0,450
PU ST 30 Agua 0,370
PU Controle ST 30 MCM 1,460
PU ST 30 MCM -0,930
PU Controle 30 30 Agua 0,790
PU 30’ 30 Agua 0,210
PU Controle 30 30 MCM -0,060
PU 30’ 30 MCM 0,170
PU Controle 120° 30 Agua 3,110
PU 120° 30 Agua 1,140
PU Controle 120’ 30 MCM 1,070
PU 120’ 30 MCM -5,840
PU Controle ST 60 Agua - 0,600
PU ST 60 Agua 0,470
PU Controle ST 60 MCM 1,150
PU ST 60 MCM -1,210
PU Controle 30 60 Agua 0,320
PU 30 60 Agua -0,250
PU Controle 30’ 60 MCM 0,380
PU 30’ 60 MCM -0,470
PU Controle 120’ 60 Agua 2,360
PU 120’ 60 Agua 0,000
PU Controle 120’ 60 MCM 1,800
PU 120’ 60 MCM -4,010

(-) indica ganho de massa ( * )indica amostra perdida por contaminagéo

Através dessa analise é possivel detectar a perda de massa e entdo um
processo de degradacdo, porém nos trés polimeros testados algumas amostras e
seus controles tiveram ganho de massa. Este ganho de massa pode ser devido a

pY

grande adesdo deste micro-organismo a superficie destes polimeros sendo
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impossivel sua remo¢do sem dano ao material ou ainda por absorcdo de agua pela
matriz. Em alguns casos como, por exemplo, PHB 180" x CG97 incubado por 10 e 20
dias observa-se um aumento de massa de 54,46% e 35,96% respectivamente.

Alguns controles tiveram perda de massa, 0 que nao era esperado, porém
pode ser atribuida a evaporacdo de residuos de solvente que estavam na matriz ou
liberacdo de CO; pelo proprio polimero.

De uma maneira geral PHB em seus trés tratamentos exibe uma perda de
massa que varia entre 0,4% a 5,8% para ambas as linhagens testadas.

PHB 180’ X E6 incubado por 10 dias em agua-agar exibe uma perda de massa
de 26,8% e quando incubado por 20 dias essa perda aumenta para 28,76%.

Para PHB X CG97, ao contrario de PHB X EG6, obteve-se dois polimeros
distintos com as maiores perdas de massa, PHB 60’ incubado por 10 dias em MCM
gue teve uma perda de 20% de massa e PHB ST incubado por 20 dias em agua-
agar que perdeu 37,86%.

Doi et al. (1990) relataram que polimeros de PHB foram submetidos a
degradacéao hidrolitica por 58 dias a 55°C obtendo uma perda de massa entre 1 e
3%. Ja Kim et al. (2000), realizaram a degradacdo em diversos tipos de solo, a
temperatura de 28°C em 25 dias e as taxas de perda de massa ficaram entre 5,8 e
68,9% dependendo o tipo de solo utilizado. Apds o tempo de incubacdo foram
identificados os fungos que atuaram nesta degradacdo, havendo um total de 6,
sendo a maioria do género Penicillium.

Outros trabalhos foram realizados utilizando polimeros naturais, conforme
citados abaixo.

Wu (2009) obteve uma perda de massa de 68% quando utilizou bactérias para
degradar um compaosito de poli (acido lactico) (PLA) e fibra de coco verde, apos 21
dias de incubacédo, porém quando utilizou somente o polimero PLA a perda de
massa ficou abaixo de 20%.

Geweely &Ouf (2011) utilizaram A. niger para degradar polimeros a base de
amido e obteve um rendimento de 72%, assim como no exemplo citado
anteriormente os polimeros com 6timas taxas de degradacdo possuem componentes
naturais em sua estrutura o que facilta a adesdo e degradacdo de micro-

organismos.
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Neste trabalho quando se utilizou o polimero natural PHB obteve-se uma perda
de massa entre 20 e 30%, concordando com os dados obtidos por Wu (2009),
mesmo utilizando diferentes metodologias para degradacgao.

Aqui, PHB ST X CG97 e PHB 180’ X E6 foram os polimeros que tiveram maior
perda de massa em todos os testes. O comportamento de perda de massa foi
totalmente aleatdrio, o que dificulta a teorizacdo e a relagdo entre as amostras nesta
anélise.

Para os polimeros de fontes ndo renovaveis também ndo houve um
comportamento padrdo, e as perdas de massa foram relativamente pequenas
comparadas ao PHB.

PSU 120’ X E6 incubada em agua-agar por 30 e 60 dias demonstraram as
maiores perdas de massa de 2,18% e 6,29% respectivamente.

N&ao foram encontrados na literatura estudos sobre biodegradacdo de PSU,
este polimero é mais estudado quanto a degradacéo térmica por ser muito utilizado
em materiais hospitalares que sdo submetidos a autoclave. PSU e PC
(policarbonato) possuem estrutura molecular semelhante, e PSU é utilizado como
material de substituicdo de PCs por ter um custo menos elevado.

Artham &Doble (2010) trataram PC com radiacdo UV por 30 dias, e em seguida
submeteram este polimero ao processo de biodegradacédo por fungos filamentosos,
juntamente com o polimero nédo tratado e outro polimero tratado termicamente a
100°C. Este ensaio foi realizado em meio de sal mineral, durante 12 meses. Ao final
deste periodo a perda de massa detectada foi de 5,5% para o polimero tratado com
U)VA

Ao contrario do que vinha sendo observado em PHB e em PSU que as
amostras tratadas haviam perdido mais massa, em PU o polimero sem tratamento &
gue teve uma perda maior em relacdo as amostras de polimeros tratados. PU ST X
CG97 incubada em agua-agar por 30 e 60 dias teve uma perda de massa de 0,37%
e 0,47% respectivamente.

Segundo Nakajima-Kambe et al. (1999), poliéster-poliuretana é facilmente
degradado enquanto poliéter-poliuretana € relativamente resistente ao ataque

microbiano. Neste trabalho PU ST trata-se um poliéter-poliuretana que mesmo
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sendo descrito como resistente demonstrou uma perda de massa, comprovando que
houve o ataque microbiano.

O que se pode observar de maneira geral € que polimeros incubados em agua-
agar demonstram uma perda de massa maior comparado aos incubados em MCM,
exceto para PHB 60’ X CG97. Isto deve estar relacionado a falta de nutrientes neste
meio fazendo com que o fungo utilize o polimero como uma fonte de carbono para o
seu desenvolvimento. Outra observacdo que pode ser feita € que polimeros com a

superficie tratada tendem a perder mais massa do que polimeros sem tratamento.

5.8 FTIR-ATR (Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier com método de reflectancia total atenuada).

Andlises de FTIR-ATR foram realizadas para comparar entre os diferentes
cultivos e polimeros 0s grupos organicos presentes.

Uma vez que a lavagem dos polimeros nao foi totalmente eficiente um espectro
do fungo foi gerado (Fig. 28) para que fosse possivel excluir grupos organicos que
estivem presentes na superficie e ndo fossem produtos de degradacéo e sim restos

do fungo presentes na superficie das amostras.
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Figura 28: Espectro de infravermelho do fungo M. anisopliae

Foram gerados também espectros de infravermelho dos polimeros antes de

by

serem submetidos a degradacdo ou serem incubados simplesmente como
polimeros controle (Tabela 6, 7 e 8).

Tabela 6: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de

infravermelho de PHB padrao (cm™)

PHB ST  PHB 60' PHB 180'
2995 2995 2995~
2976 2976 2976~
2933 2933 2933 *
2876 2876
1718 1718
1680 1680 1680°
1450 1450 1450 *

1420 *
1042 1042
1378 1378
1357 1357
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1274
1261
1225
1180
1130
1100
1053

1041
977
953
937
928
910
894

859
938
825
656
458
431
422

1274
1261
1225
1180
1130
1100
1053

1041
977
953
937
928
910
894

859
938
825
656
458
431
422

1225~

1041
(alargamento)

872

Tabela 7: Valores de niumeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de

infravermelho de PSU padrdo (cm™)

PSU ST

PSU 30’

PSU 120’

3650-3100
3095
1768
1720
1716
1682
1670
1646
1636
1408
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1387

1364
1077
1071
1033 1033
967 967
947 947
920 920
831
795 795 795
756 756 756
738
713 713 713
687
663 663 663
633 633 633
593 593
554

Tabela 8: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PU padrdo (cm™)

PU ST PU 30' PU 120
3600-3100 3600-3100

3226
2939
2853
2795

1780
1729 1729 1729
1699 1699 1699
1612
1596 1596
1527 1527
1510
1478 1478
1447
1435
1413
1367 1367
1309
1219 1219
1203
1100 1100 1100
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1076
1017
981
961
915
848
815
771
656 656 656
610 610 610

Nos espectros dos valores de numeros de onda dos maximos de bandas e
picos dos polimeros padrdes (Tabela 6, 7 e 8) é possivel observar bandas que séo
acrescidas ou diminuidas durante os tratamentos realizados na superficie dos
polimeros (Stuart, 2004; Robert, 2005; Weng et al., 2010; Alves et al., 2009; Rosu et
al., 2009; Kessler et al., 2013).

Por exemplo, em PHB 180’ temos o surgimento da banda 872 cm™ que ndo
estava presente nos demais polimeros néo tratados ou tratados por 60’. Ao contrario
de PHB em que nédo se observam muitas alteracdes com os tratamentos, em PU e

PSU existe o surgimento de diversas bandas e algumas que sao eliminadas.

5.8.1 PHB

Apoés o periodo de incubacédo que é de 10 e 20 dias para PHB, os valores
maximos de picos e bandas dos espectros de infravermelho foram obtidos para os

polimeros controle (Fig. 29 e 30).
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Figura 29: Espectro de infravermelho PHB controles incubados por 10 dias

Através dos gréaficos é possivel observar que nao houve alteracoes
significativas nos polimeros controle tanto para 10 dias (Fig. 29) quanto para 20
dias (Fig. 30). O que parece ser uma alteragao no polimero PHB 180’ é apenas

um rearranjo das cadeias que acaba deslocando o sinal no espectro.
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Figura 30: Espectro de infravermelho de PHB controles incubados por 20 dias.

Quando polimeros controle foram avaliados para perda de massa houve
uma variacdo nao linear de massas, porém por estes espectros € possivel
comprovar que ndo houve alteracdo na estrutura do polimero, afirmando que as
alteracdes provavelmente ocorreram por absorcdo de agua ou evaporacdo de
solventes e gases.

Como nao houve alteracdo na estrutura dos polimeros controle, estes
serviram como base de comparacdo para 0s polimeros incubados para

degradacéo.

Tabela 9: Valores de nimeros de onda dos méaximos de bandas e picos dos Espectros de
infravermelho de PHB ST X E6 (cm™)

H.0 - 10 COVE -10 H.0 - 20

Controle COVE - 20 DIAS

DIAS DIAS DIAS
3600-3100 3600-3100 3600-3100 3600-3100
3300 3300 3300 3300
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2976

2876

1640 1640 1640 1640

1525 1525 1525 1525

1378

1309 1309

1261

1180 1180 1180

1100

1053

1041 1041 1041 1041 " 10417

953

928

894

859

825
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Figura 31: Espectro de Infravermelho de PHB ST X E6

Para PHB ST incubado com a linhagem E6 pode-se observar o surgimento
ou alteracdo em 11 bandas do espectro, sao elas: 3600-3100, 3300, 1718, 1640,
1525, 1450, 1309, 1180, 1130, 1055 e 1041 cm™ (Tabela 9). Dentre estas deve-se
destacar a banda 3600-3100 cm™ que se refere ao grupamento OH o qual indica
hidrélise e também a banda 1640 cm™ (C=C) que surge apds a quebra dos
grupamentos carbonila (C=0), também por hidrélise (Figura 31).

Surgem duas bandas 3300 e 1525 cm™, as quais sdo caracteristicas de
grupamentos NH, que se referem a aminas ou amidas e néo a nitratos (presentes
no meio de cultura). Segundo Stuart (2004) quanto maior o produto de
degradacdo mais intensa sera a banda na regigo de 3300 cm™. Embora existam
bandas nessa faixa também para fungos, na regido 3300 cm™, o valor exato exibe

um deslocamento do numero de onda caracteristico dos grupamentos existentes
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no fungo, nas regides 2849, 2917 e 3008 cm™*, que s&o caracteristicas de lipidios,
gue estao presentes no espectro do fungo (Salman et al., 2010 e Salman et al.,
2012).

A banda na regio 1525 cm™, também néo se refere & banda caracteristica
do fungo, sendo produto de degradacdo. As bandas presentes em fungos nesta
regido sdo: 1567 cm™ e 1553 cm™ que refere-se a amidas de proteinas e amidas
Il respectivamente (Stuart, 2004 e Salman et al., 2012).

Outra banda que demonstra alterac&o é a banda 1309 cm™ que refere-se ao
grupamento C-H. Qualquer dano em qualquer regido da molécula do polimero
ocasiona alteracbes nestes grupamentos, pois uma vez que um atomo de
oxigénio é extraido da cadeia polimérica a vacancia deixada ira desencadear
rearranjos moleculares que modificardo a disposicdo dos grupos moleculares,

sendo um deles o C-H.

Tabela 10: Valores de nimeros de onda dos méaximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho PHB 60' X E6 (cm™)
H,O - 10 COVE - 10 H,O - 20 COVE - 20

Controle DIAS DIAS DIAS DIAS
3600-3100 3600-3100 3600-3100 3600-3100
3300 3300 3300 3300
2995
2976
2933
2876
2850 2850
1718 1718 1718 1718 1718
1680
1640 1640 1640 1640
1525 1525 1525 1525
1450 1450 - 1450~
1309 1309
1042
1378
1357 °
1274
1261
1225
1180 1180~ 1180~
1130 1130~ 1130~
1100 1100" 1100° 1100 1100"
1055~ 1055~
1053
1041 10417 10417
977
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Figura 32: Espectro de Infravermelho de PHB 60' X E6

Tabela 11: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos Espectros de
Infravermelho PHB 180" X E6 (cm™).
H,O - 10 COVE - 10 H,O - 20 COVE - 20

Controle DIAS DIAS DIAS DIAS
3600-3100 3600-3100  3600-3100  3600-3100  3600-3100
3300 3300 3300 3300
2995
2976
2933
2876
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1718
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1470
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1042
1378
1357

1274
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977
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825
656

458
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Figura 33: Espectro de Infravermelho de PHB 180" X E6

Para PHB 60’ e PHB 180’ tem-se o0 surgimento ou modificacdo de 17 e 14
bandas, respectivamente (Tabela 10 e 11) (Fig. 32 e 33).

Novamente ha o aparecimento do sinal de hidrolise representado pela banda
3600-3100 cm™, e das bandas 3300 e 1525 cm™ indicando sinais de degradaco
como descrito anteriormente.

Curiosamente se observa o surgimento da banda 3600-3100 cm™ no polimero
controle. Provavelmente isto se deve a algum processo de hidrélise ndo enzimatica,
concordando com Lucas et al.( 2008) que afirma que a intrusdo da agua no polimero
inicia o processo de hidrélise.

A intensidade desta banda é baixa, pois quando observados os graficos dos
polimeros controle (Fig. 29 e 30) ndo se observa esta alteracdo. Como houve um
aumento dos grupos oxigenados pelo tratamento superficial € possivel que tenham
acontecido alguns processos hidroliticos.

Em ambos os polimeros observa-se o aparecimento da banda 2850 cm™
caracteristica de lipidios presentes em fungos (Stuart, 2004; Salman et al., 2010;
Salman et al., 2012).

Os dados acima citados referem-se a incubacdo com a linhagem E6 do fungo
M. anisopliae, quando incubados com a linhagem CG97, foram obtidos dados

extremamente semelhantes (Apéndice), exceto pela alteracdo na banda 1402 cm™
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que se refere ao grupamento hidroxila o qual também indica processos de hidrélise
(Theophanides, 2012).

5.8.2 PSU

Da mesma maneira que foi observado para PHB, em PSU polimeros
controles n&o foram observados sinais de degradacéo (Fig. 34 e 35).

10
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Controle PSU 120' MCM
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—— Controle PSU 30' H20
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N
" 1 " "
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 34: Espectro de infravermelho de PSU controle incubado por 30 dias.
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Figura 35: Espectro de infravermelho de PSU controle incubado por 60 dias.

Tabela 12: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PSU ST x E6 (cm™).
H,O - 30 COVE - 30 H,O - 60 COVE - 60

Controle "' DIAS DIAS DIAS
3100-3600 3100-3600
1736 1736
1640
1408 1408
1145
1070
1100
1040
831 831
795 795
756 756
738 738
713 713
687 687
663 663
633 633
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Figura 36: Espectro de Infravermelho de PSU ST X EB6.

Como mostrado na Tabela 12, para PSU ST ocorre a alteracédo de 8 bandas na
leitura espectral (Fig. 36). Novamente observa-se o surgimento da banda 3100-3600
cm™ (OH) que juntamente com a banda 1736 cm1(C=0) indicam hidrélise deste
polimero o que acaba ocasionando a aparecimento da banda 1640 cm™ pela
alteracao estrutural da molécula.

E observada também presenca da banda 1145 cm™ que se refere a

grupamentos nitrogenados provavelmente resultado de subprodutos de degradacéo.

Tabela 13: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos Espectros de
Infravermelho PSU 30" X E6 (cm™).

H,O - 30 COVE - 30 H,O - 60 COVE - 60

Controle DIAS DIAS DIAS DIAS

3100-3600 3100-3600 3100-3600 3100-3600
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1720-1680 1720-1680 1720-1680

1408

1100 1100

1033

967

920

740 740

713

633

(" leve reducgéo) (" reducdo) (* aumento)
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Figura 37: Espectro de Infravermelho de PSU 30' X E®6.
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Tabela 14: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos Espectros de

Infravermelho PSU 120' X E6 (cm™).

Controle H,O - 30 COVE - 30 H,0O - 60 COVE - 60
DIAS DIAS DIAS DIAS
3650-
3100 3100-3600 3100-3600 3100-3600 3100-3600
3095
1768
1738
1725
1720 1720-1680" 1720-1680" 1720-1680"
1716
1682
1670
1640
1646
1636
1583
1580
1484
1480
1408 1408 1408 1408
1387
1365
1364
1295
1232
1228-1216
1145 1145
1100
1077
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Figura 38: Espectro de Infravermelho de PSU 120" X E6.

O comportamento observado para PSU 30’ e 120’ (Tabela 13 e 14) segue o
padrao observado para PSU ST. Porém nestes dois polimeros se tem uma leitura na
regido 1720-1680 cm™ (Fig. 37 e 38) que apresenta uma diminuicdo. Esta mesma
regido foi descrita com reducdo também por Zahra et al. (2010) durante a
degradacéo de polietileno de baixa densidade. O autor afirma que essa diminuicédo

se deve a utilizacdo do grupamento carbonila como substrato pelo fungo.
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5.8.3 PU

PU foi incubada com a linhagem CG97 para degradacédo e seguiu 0 mesmo
comportamento que PSU (Apéndice), apresentando bandas de hidrolise e
grupamentos nitrogenados. Também alterag6es na molécula que sdo obervadas
por regides especificas nos espectros de infravermelho como, por exemplo, a
regido 1640 cm™.

Este comportamento de danos na molécula ndo era esperado, pois como
observado por microscopia 6tica e eletrdnica (item 5.6) ndo houve germinacgéo
dos esporos e nem crescimento do fungo sobre a superficie. Isto pode ser
explicado pelo fato de que mesmo na forma de esporo Metarhizium é capaz de
secretar proteinas e estas podem estar interagindo com a superficie do polimero
e causando danos a estrutura da cadeia.

Duas adesinas MAD1 e MAD2 séo secretadas por M. robertssi no momento
da adesdo em inseto e plantas. A secrecao destas proteinas é dependente do
meio aonde este fungo ira se desenvolver, podendo ser superexpressa ou ter uma
reducdo da sua expressao (Wang &St Leger 2007).

Wang &St Leger (2007) superexpressaram Madl em S. cerevisiae e apés
10h de incubacédo observaram as células aderidas a superficie plastica. Estas
células ndo puderam ser removidas da superficie. Este experimento concorda

com os dados observados por microscopia neste trabalho (Item 5.3).

5.9 Tof-Sims

A biodegradacdo dos polimeros também foi avaliada por Tof-Sims. Os
primeiros espectros positivos e negativos gerados foram dos polimeros padrao.

Todas as amostras avaliadas por Tof-Sims foram incubadas por 10 dias.
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5.9.1 PHB ST
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Figura 39: Espectro de ions positivos de PHB ST. Relacdo m/z de 0-300.

PHB ST mostrou fragmentacéao tipica para este tipo do polimero ja visto na
literatura em estudos de Davies et al. (1989) e Koosha et al. (1989) tanto para ions
positivos (Fig. 39) quanto para ions negativos (Fig. 40) com os principais valores
de m/z mostrados nos espectros.

As fragmentacfes dos ions positivos e negativos de PHB sdo mostradas nas
Figuras 45 e 46.
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Figura 40: Espectro de ions negativos de PHB ST. Relagdo m/z de 0-300.

5.9.2 PHB 60’ e 180’

Apoés os tratamentos a fragmentacdo exibida revela uma discreta diferenca,
entre os espectros positivos das amostras ndo tratadas com as amostras tratadas
por 60 min e por 180 min (Fig. 41 e 43).

Os valores de m/z 131, 137, 173, 221 e 217 sofrem uma alteracdo. Estes
intervalos de m/z correspondem ao intervalo de fragmentacdo de duas a trés
unidades monoméricas mais a adicdo ou subtracdo de oxigénio a estas
moléculas. Sabe-se pelo mecanismo proposto por Davies et al. (1989) que neste
polimero o principal sitio de fragmentacdo € a carbonila. O sitio de
funcionalizacédo e interacdo da radiacdo UV, como mostrados nas técnicas de
analise de superficie anteriores por Kessler et al. (2014) é a carbonila, sendo que
gualquer modificacdo neste sitio apresentara mudanca na caracteristica de

fragmentacdo da molécula, o que pode ser visto nos espectros apresentados.
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Figura 41: Espectro de ions positivos de PHB 60'. Relagdo m/z de 0-350.

Como a modificacdo superficial proposta se baseia na insercdo de grupos
eletronegativos na superficie, uma maior modificacdo nos espectros negativos de
massa ja era prevista. Comparando-se 0s espectros de massas de ions negativos
(Fig. 40, 42 e 44), das amostras sem tratamento com 0s espectros de massas das
amostras tratadas durante 60 e 180 min. pode-se notar grandes diferencas.

Primeiramente, no mecanismo sugerido por Kessler et. al. (2014) é
assumida uma formacdo de grupos OH devido aos rearranjos da cadeia
polimérica e a insercdo de mais oxigénio neutralizando os radicais formados pela
excitacdo da radiacdo UV. O valor de m/z 17 mostra que a presenca de uma
concentracdo de OH na superficie dos filmes tratados € maior que nos filmes nao

tratados, tanto em 180 min quanto com 60 min de tratamento.
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Espectro de ions negativos de PHB 60'. Relacdo m/z de 0-375.

Os maiores indicadores de mudanca de ambiente quimico na superficie

estdo também em intervalos de massas de maiores valores como 0s picos de

m/z: 144, 166, 181. Como salientado anteriormente estes grupos de picos quando

presentes ou modificados indicam uma reestruturagdo molecular na cadeia

polimérica, também atribuida a modificacdo na carbonila ao longo da cadeia.

Ainda sustentando a insercdo de grupos oxigenados na superficie dos

filmes, ha o aparecimento de picos antes ausentes nos polimeros sem tratamento
como os picos em valores de m/z de : 251, 221, 210, 308, 322, 336.
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Figura 46: Fragmentos dos ions negativos para PHB.

5.9.3 PHB X CG97

Espectros positivos de PHB ST ap6s a degradacdo (Fig. 47) mostraram
diversas diferencas dos espectros padrdoes. Pode-se dizer que quando se
analisou o espectro antes e apés a degradacdo a fragmentacdo majoritaria foi
drasticamente modificada.

Nas amostras antes da degradacéo, particularmente no intervalo entre 10 e
100 m/z o pico majoritario era de 69 m/z, que corresponde ao mondémero de PHB
menos um hidrogénio, jA& nos espectros de mesmo intervalo de m/z apds a
degradacao pode-se citar os picos de 41 m/z, 55 m/z e ainda ver a presenca de
70m/z e 87 m/z. O pico de 55 m/z corresponde a parte ndo oxigenada do
mondmero de PHB, ou seja basicamente a parte da molécula que corresponde a
estrutura de carbonos e hidrogénios C4H-.

O pico 41 m/z é conhecido como a fragmentacao subsequente do ion 55 m/z
e corresponde a estrutura C3Hs. 70 m/z e 87m/z séo originais dos polimeros, mas
aqui aparecem em intensidade bem menor relativa aos picos 55m/z e 41 m/z.
Claramente isto é resultado da degradacéo pela agédo do fungo.

Ao assimilar a parte oxigenada da molécula, os fragmentos remanescentes

do polimero irdo conter principalmente carbono e hidrogénio, fornecendo o tipo de
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fragmentagao encontrada. Do mesmo modo, em intervalos de m/z maiores, 0
consumo de oxigénio da molécula de polimero é evidenciado pela diferenga na
fragmentacao do espectro me massas.

No intervalo de 100 a 200 m/z (Fig. 39), para o polimero sem tratamento
antes da degradac&o, podem-se observar os picos 173 m/z, 155 m/z e 127 m/z,
qgue correspondem a fragmentos de dimeros do polimero que contém oxigénio na
sua estrutura. Apés a degradacédo estes picos ndo s6 somem, como dédo lugar a
uma maior intensidade de picos aos valores de m/z em 111, 113, 125, e 143.
Estes picos justamente correlacionam-se com os primeiros citados pela perda de
um atomo de oxigénio e um atomo de carbono. Estas altera¢des observadas nédo
podem ter outra fonte sendo a acdo metabdlica do fungo. Esta mesma tendéncia
pode ser observada nos espectros de ions positivos das amostras pos-
degradacéo de PHB 60’ e PHB 180’
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Figura 47: Espectro de ions positivos de PHB ST. Relagdo m/z de 0-450.
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Figura 48: Espectro de ions negativos de PHB ST. Relagdo m/z de 0-450.

No espectro de massas de ions negativos da amostra PHB ST (Fig.48) pos-
degradacéao, houve uma grande diferenciacédo do espectro original.

Primeiramente houve uma grande reducdo do ion 41 e 40 m/z. Estes ions
séo atribuidos aos grupos C,O" e C,OH’, respectivamente.

O ion 85 m/z, atribuido ao monémero do PHB, sofreu grande reducédo e
pode-se notar a intensidade de ions 42 m/z, 50 m/z, 79 m/z e 97 m/z. Estes ions
nao sao representativos de nenhum fragmento do PHB, mesmo néo tratado e a
literatura traz como ions que contém atomos de nitrogénio (42 m/z, 50 m/z, 79
m/z) ou SO3 (97 m/z). Estes elementos ndo séo originais da estrutura do polimero.

Ainda pode-se destacar a presenca dos ions negativos 197 m/z, 184 m/z,
297, 311, 328, 339, 404 e 446, que também nédo pertencem a qualquer fragmento
do polimero.

A presenca de compostos nitrogenados, sulfurados e ainda fragmentacdes
de relativa intensidade a valores de m/z maiores, além da baixa intensidade de
picos relativos ao polimero, sugerem que 0s espectros de ions negativos mostram
uma superficie totalmente diferente da original, que foi submetida a uma extrema
degradagdo ou entdo como o recobrimento de compostos de diferentes

caracteristicas quimicas do polimero, fornecendo espectros de massas com
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caracteristicas totalmente diferente dos espectros de massas das amostras nédo
submetidas a degradacéo.

Estas mesmas caracteristicas no espectro de massas de ions negativos,
foram encontradas também no espectro de massas da amostra PHB 180’
submetida a degradacdo do CG97.

O espectro de ions negativos da amostra de PHB 60’ (Apéndice) submetida
a degradacao do CG97 demonstrou similar fragmentacao nos intervalos de menor
valor de m/z. Porém a valores maiores de m/z h4 importantes diferencas das
demais amostras, como a menor intensidade de ions de valor de m/z acima de
300 e fragmentacao similar ao polimero sem tratamento no intervalo de m/z entre
100 e 300. Porém ha baixa intensidade do pico em 171 m/z e 103 m/z, que
sugerem 0 mesmo comportamento observado para o polimero sem tratamento e

tratado por 180’(Apéndice).

5.9.4 PHB x E6

Para os espectros de ions positivos das amostras sem tratamento
degradadas pela linhagem E6 (Fig.49), foi observado o mesmo comportamento de
reducédo dos picos de fragmentacdo das amostras submetidas a degradacao pela
linhagem CG97.

Ha& uma pequena diferenca nas intensidades do pico de 69 m/z e 87 m/z,
porém ainda assim 0s picos majoritarios no espectro positivo sdo os picos 41 m/z
e 55 m/z.

O mesmo pode-se dizer para intervalos de m/z maiores, onde a
fragmentacdo esta presente do mesmo modo que as amostras degradadas por
CG97, porém ainda podem-se notar alguns picos de fragmentacdo originais do
polimero em maior intensidade como os ressaltados em 155, 127 e 144. Os picos
em 211m/z 245 m/z e 284 m/z diferem-se das amostras degradadas por CG97 e

da amostra padréo.
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Figura 49: Espectro de ions positivos de PHB ST. Relagdo m/z de 0-425.

Observa-se também uma significante intensidade dos picos acima de 300
m/z, como 318 m/z, 364 m/z, 377 m/z e 411m/z. Novamente aqui picos de valores
de massa mais elevados podem indicar a presenca de metabolitos deixados pelo
fungo durante o processo de biodegradacéo.

O espectro de ions negativos das amostras de PHB ST degradadas por E6
(Apéndice) seguem a mesma tendéncia mostrada antes nas amostras
degradadas por CG97, mas como visto anteriormente no espectro positivo, alguns
picos caracteristicos da fragmentacdo do polimero permanecem, mesmo que em
menor intensidade.

Esta tendéncia segue para os demais picos, onde vé-se remanescentes de
picos do polimero original em menor intensidade, somados a picos observados
para o polimero degradado por CG97.

Devido as condi¢cdes de analise ndo se pode ir além de uma comparagao
gualitativa. O que se pode afirmar € que as fragmentacGes encontradas nas
amostras sem tratamentos submetidas a degradacdo de E6 sdo uma soma de
fragmentacdes do polimero padréo e os possiveis metabdlitos também presentes

na degradacgao do CG97.
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Os espectros de ions positivos das amostras PHB 60’ degradadas pela
linhagem E6 (Apéndice) mostraram a mesma tendéncia que as amostras sem
tratamento degradadas pela mesma linhagem. Ha a presenca dos mesmos picos
encontrados anteriormente, porém neste caso ha uma maior contribuicdo da
fragmentacdo do polimero. Os principais picos da fragmentacdo do polimero
podem ser vistos juntamente com 0S NOVOS picos encontrados nas amostras que
foram degradadas anteriormente, porém em maior intensidade.

Mesmo assim pode-se ressaltar que ha um aumento de intensidade do pico
41 m/z em relagdo ao pico 69 m/z, além da grande reducgdo de intensidade do
pico em 87 m/z. Esta tendéncia também €& observada para os espectros de ions
negativos para esta série de amostras.

Ha a presenca forte dos sinais de fragmentacdo do polimero como em 41
m/z, 49 m/z, 85 m/z, 101 m/z, 103 m/z, 121 m/z, 145 m/z, 171 m/z, 210 m/z, 221
m/z, e 241 m/z. Em menor intensidade, os ions encontrados nos espectros
degradados por CG97 aparecem nesta série como: 50 m/z, 63 m/z, 79 m/z, 183
m/z, 297 m/z, 283 m/z, 267 m/z, 255 m/z.

Ainda mais interessante € que 0s picos em m/z maiores que 300 (Fig. 50),
mantém-se como se na amostra ndo houvesse degradacéo significativa. Os picos
em 311 m/z, 325 m/z e 339 m/z, sdo comuns na amostra padrdo de PHB 60’,
porém quando submetido a degradacdo por CG97 esses picos quase ndo sao
mais detectados, ao contrario do que se observa para E6 onde esses picos se
mantém. Isto pode indicar uma baixa degradabilidade do polimero pela linhagem
E®6.
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Figura 50: Espectro de ions negativos de PHB 60'. Relagdo m/z de 0-350.
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Seguindo a mesma tendéncia da degradacdo com CG97, os espectros de

ions positivos (Fig. 51) das amostras de PHB 180’ degradadas por E6 mostram

um perfil de fragmentacédo bem diferenciada das amostras de PHB 180’ padréo.

O pico em 69 m/z decresce fortemente de intensidade e este comportamento

se estende a todos os fragmentos que se atribui presenca de oxigénio. Em

contrapartida os fragmentos nao oxigenados sofrem um acréscimo.

Ainda pode-se observar que para os intervalo de 200-300 m/z onde a maior

parte dos fragmentos correspondem a trimeros e tetrameros do polimero (com

muito oxigénio) praticamente ndo ha deteccao, restando apenas sinais de ruido.

Ainda pode-se ressaltar o grande decréscimo de sinal em 155 m/z e o

aparecimento de 184m/z e 165m/z.
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Os espectros de ions negativos (Fig.52) para esta série de amostras

complementam os dados de espectros de ions positivos. Os sinais antes

observados que se sugere serem metabolitos ou mesmo resultado da degradacéo

do polimero seguem aparecendo em maior intensidade do que nos espectros das

amostras degradadas com CG97, com especial destaque para o intervalo de 200-

300 m/z onde nota-se o0 aparecimento de alguns picos diferenciados como 267

m/z, 261m/z e 255 m/z. Ainda cabe ressaltar que os picos acima de 300 m/z

mantém-se nos mesmos valores que o PHB 180’ degradado por CG97, porém em

intensidade muito menor.
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Figura 52: Espectro de ions negativos de PHB 180'. Relacdo m/z de 0-350.

Como a técnica possui extremo controle e precisdo, e o feixe de ions
primarios aplicado possui um foco muito pequeno, é possivel também avaliar os
ions presentes na superficie dos polimeros através de imagens, optando por esta
configuracdo nos dados adquiridos (Fig. 53).

Esta imagem é uma composicao de intensidade de cores localizada em um
ponto no espaco bidimensional. Quando se possui 0 mesmo conceito, porém ao
invés de cores, usa-se ions, quanto mais escuro € o tom da cor, menor € a
guantidade do ion presente naquela superficie.

Na imagem abaixo (Fig. 53) se pode descrever em (A) como a imagem de
fons totais onde todos os ions que foram detectados estdo representados. Pode-
se notar marcas no polimero sobre as quais é possivel dizer que estas séo
resultado de uma menor intensidade de ions naquela area. No quadro B, tem-se
imagem apenas do ion 69 m/z, que corresponde a fragmentacdo do mondémero
menos um atomo de oxigénio. Pode-se reparar que ha uma menor intensidade
(cores tendendo ao vermelho) de ions localizados proximos a estruturas que

lembram hifas. Nao h& hifas presentes nesta imagem.

94



Figura 53: Imagem de Tof-Sims de PHB 60’ X E6. A) lons totais. B) 69 m/z. C) 155 m/z.
D) 215 m/z. E) 69+155+297 m/z. F) 297m/z.

A fragmentacdo da quitina, correspondente a parede celular do fungo, néo

foi encontrada. Estas estruturas sdo marcas na superficie polimérica, e pela
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menor intensidade de ions gerados, pode-se dizer que h& uma menor
concentracdo destas espécies no polimero, ou seja que foram consumidas
exatamente onde uma hifa do fungo estava aderida. O mesmo pode ser visto em
C, onde o ion 155 m/z corresponde ao dimero do polimero menos um atomo de
oxigénio. As imagens D e F correspondem aos ions 215 m/z e 297 m/z que
originalmente ndo sdo fragmentos do polimero em questdo. Além de sua baixa
concentragcdo, pode-se observar que na sobreposicao das imagens C, D e F,
resultando na imagem E, ha a clara presenca destes possiveis metabdlitos nos
caminhos de hifa.

Os dados referentes a incubagdo em agua e aos demais polimeros descritos
neste trabalho ainda estdo sendo processados.

5.10 Proteinas

Sabe-se que a clivagem de cadeias poliméricas durante o processo de
biodegradacao é realizada por enzimas. As enzimas extracelulares sao responsaveis
por esta clivagem. Estas enzimas podem ser endo ou exo-enzimas e tem
importancia vital para fungos filamentosos, porque na natureza eles prosperam em
polimeros organicos que devem ser degradados de forma extracelular (Wessels,
1993 e Grima et al.,, 2000). Entdo, para identificar proteinas relacionadas aos
processos de degradacdo de PHB, PSU e PU, foram realizados cultivos liquidos
para obtencédo dos micélios.

Os cultivos foram mantidos por 10 dias em agitacdo (150 rpm) o que permitiu
gue houvesse adesdo do fungo ao polimero PSU (Fig. 54 A), e em seguida o0s
polimeros foram retirados destes cultivos e os micélios removidos (Fig. 54 B) para

analises protedmicas.
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Figura 54: Aparéncia do polimero apds 10 dias de cultivo. A) Micélio aderido ao polimero. B)
Remocéo do micélio. PSU X CG97.

Apbs a remocdo e liofilizacdo destes micélios, as proteinas foram extraidas,
guantificadas e migradas em géis SDS-PAGE. Seguido a migracao foi realizada a
coloracao e excisao das bandas para identificacdo das proteinas (Fig.55).

Figura 55: Gel unidimensional mostrando bandas das proteinas de maior concentragdo nas
amostras. Cultivos de 10 dias com a linhagem E6. HIGH- marcador de alto peso molecular e LOW-

marcador de baixo peso molecular.

Quando os géis foram migrados se observou um minimo de trés bandas
majoritarias, mas em alguns casos, com no da Figura 55 mais bandas foram

identificadas.
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As Figuras 56 e 57 foram geradas a partir dos cédigos das proteinas obtidos
através do software MASCOT, uma vez que estas ndo foram identificadas.
A linhagem CG97 foi testada para degradar PHB e PU. (Fig.56)

Controle PHB 180 Controle

Figura 56: Proteinas secretadas pela linhagem CG97. A) CG97 Controle, CG97 X PHB ST/
PHB 60’ / PHB 180’. B) CG97 Controle, CG97 X PU ST/ PU 30’/ PU 120'.

Nestas condicbes de cultivo pode-se observar que 17 proteinas sao
compartilhadas entre todas as condi¢des de cultivo para PHB, enquanto que para
PU tem-se 13 proteinas comuns. Uma quantidade consideravel de proteinas é
reprimida quando ha a insercdo de PHB no meio de cultura, o que ndo é observado
em PU onde a diminuicdo é de menor relevancia, isto em comparacao a situacao
controle.

Quando se compara as situacdes de proteinas em comum entre as condi¢des
observa-se um padrdo semelhante nos dois polimeros, exceto para PU ST e PU 120
onde ndo houve nenhuma proteina em comum.

A linhagem EG6 foi testada para degradar PHB e PSU e a mesma analise foi

realizada (Fig.57).

98
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Figura 57: Proteinas secretadas pela linhagem E6. A) E6 controle, E6 X PHB ST/ PHB 60’/
PHB 180°. B) E6 controle, E6 X PSU ST/ PSU 30"/ PSU 120'.

Quando os cultivos foram realizados utilizando a linhagem E6 tem-se 15
proteinas compartilhadas entre todas as condi¢cdes para PHB e 20 proteinas
compartilhadas para PSU.

Ao contrario da linhagem CG97 tem-se uma menor repressao na expressao
das proteinas na condi¢cdo de contato com o polimero e uma inducao na expressao
destas quando incubadas com PHB ST. Da mesma maneira, PU parece reprimir a
expressao de proteinas, enquanto PSU tem uma leve diminui¢cdo na condicdo PSU
ST, e uma indugao da expressao nas condi¢coes PSU 30’ e PSU 120’.

As proteinas que aparecem como exclusivas em cada cultivo estdo
relacionadas a metabolismo celular, pois foram identificadas em sua maioria como
Proteina Ribossomal das unidades 40S (MA08184, MA18089, MA08275), 30S
(MA15468) e 60S (MA18178, MA12937), Endonucleases (322703828), Glicerol quinase
(MA23974), Histona H2B (MA15521), Fator de elongacdo (MA04713, MA16480, MA07218)
entre outras.

Dentre as proteinas compartilhadas entre os diferentes cultivos devem estar
as proteinas que estariam atuando na degradacéo destes polimeros. Foi possivel
identificar duas proteinas que provavelmente estariam envolvidas neste processo,
uma Peroxidase/catalase (322695874) e uma Aldeido desidrogenase (322701855,

322693884).
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Segundo Lucas et al. (2008) micro-organismos podem usar diferentes “modi
operandi’ para clivar polimeros, seja secretando enzimas ou gerando radicais
livres. Algumas enzimas extracelulares, em particular as peroxidases, sao habeis
para atuar na degradacao de hidrocabonetos. Pedrini et al. (2006) sugerem que
em fungos a catalase peroxissomal poderia estar envolvida no catabolismo de
hidrocarboneto de insetos, podendo entdo assim atuar também como uma enzima
chave na degradacao de polimeros.

Durante os tratamentos superficiais e 0s processos de degradacdo €
possivel que surjam grupamentos do tipo aldeidos, permitindo entdo a acédo da
enzima aldeido desidrogenase acelerando ou melhorando o processo
degradativo. Estas enzimas sdo capazes de metabolizar uma ampla gama de
aldeidos enddgenos ou exodgenos (Sophos &Vasiliou 2003).

Levando-se em consideracdo a quantidade de proteinas identificadas pode-
se deduzir que muitas delas podem e devem estar envolvidas na degradacéo de
polimeros, porém nédo foi possivel realizar esta identificacdo, pois o banco de
dados (Plataforma SABIA) onde estdo depositadas estas proteinas esta passando
por um processo de atualizagcdo tornando assim inviavel a busca. Toda
identificacdo e processamento destes dados serdo realizados assim que o banco
estiver totalmente atualizado.

Resumidamente, entdo, o que se pode observar € que ambas as linhagens
de M. anisopliae sdo totalmente capazes de se desenvolver sobre o polimero
natural PHB, mostrando um crescimento maior quando incubadas em MCM. Isto &
valido para polimeros com e sem tratamento.

Embora as linhagens tenham crescimentos semelhantes quando observada
por microscopia demonstram comportamentos distintos em relacdo gravimetria.
CG97 é capaz degradar com maior eficiéncia PHB 60’ e PHB ST, enquanto E6
degrada PHB 180'.

Quando foram realizadas as analise de superficie como FTIR-ATR e Tof-
Sims pode-se observar que as linhagens retomam o comportamento inicial de
similaridade. Em FTIR-ATR as bandas detectadas tanto para a linhagem EG6
quanto para CG97 sdo as mesmas exceto pela banda 2850 cm™ — caracteristica

de fungos - que esta presente nos polimeros degradados por CG97 e néo por E6.
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Isto pode ter acontecido pelo fato de que a linhagem CG97 tem uma aderéncia
maior nos polimeros tornando a lavagem menos eficiente.

A banda 1309 cm™ que também esta presente em todos 0s espectros é uma
das bandas que demonstra o processo de hidrolise, pois no momento em que
ocorre a remocao do oxigénio ocorre um rearranjo na molécula fazendo que esta
banda se torne mais expressiva. Isto foi observado em polimeros tratados e ndo
tratados.

Da mesma maneira acontece com Tof-Sims, onde o comportamento das
duas linhagens é de extrema semelhanca. Tanto para E6 quanto para CG97
observa-se nos espectros positivos a diminuicdo de intensidade do pico 69 m/z
caracteristico do monémero de PHB ST contendo oxigénio e o aumento
principalmente do pico 55 m/z que demonstram a cadeia polimérica com a
auséncia do oxigénio corroborando com os dados de FTIR-ATR que mostram a
perda do oxigénio pelo aumento da banda 1309 cm™.

Para PHB 60’ e PHB 180’ observa-se antes da degradacédo os fragmentos
173, 155 e 127 m/z que correspondem a fragmentacdo de dimeros contendo
oxigénio deixando de existir apds a incubacdo com ambas as linhagens surgindo
entdo os picos 111, 113, 125 e 143 m/z que correspondem aos Mesmos
fragmentos, porém sem a presenca do oxigénio, confirmando novamente o que
observado por FTIR-ATR segue 0 mesmo comportamento do polimero nao
tratado.

Nos espectros de ions negativos observou-se uma grande reducéo do ion 85
m/z que é caracteristico do monémero de PHB e um aumento nos ions 42, 50, 79
e 97 m/z que sdo ions descritos por conter atomos de nitrogénio associado, o que
foi observado também por FTIR-ATR através das bandas 3300 e1525 cm™.

Ja em PHB 60’ X E6 houve uma grande diferenciagdo em comparacao a
PHB 60’ X CG97, nos picos que estao no intervalo de 300 a 400 m/z nesta
amostra. Quando incubado com E6 estdo presentes os ions 311, 325 e 339 m/z
ao contrario de CG97 onde estes picos ndo estdo presentes, isto indica a baixa
degradabilidade desta linhagem. Isto também pode ser observado através das
analises de gravimetria onde PHB EG6 foi capaz de degradar mais eficientemente o

polimero tratado por 180 min.
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Por Tof-Sims foi possivel observar uma superficie totalmente diferente da
superficie original provavelmente pelo processo de degradacdo e também pelos
possiveis metabolitos deixados na superficie pelo fungo.

Pelas analises proteicas foi possivel observar a secrecdo de duas proteinas
que provavelmente estdo envolvidas na degradacdo destes polimeros uma
peroxidase/catalase e uma aldeido desidrogenase, elas estdo presentes em todos
os cultivos com polimeros e foram secretadas pelas duas linhagens.

A proteina aldeido desidrogenase sugere que com a quebra das cadeias e
abstracdo de oxigénio pelos processos de hidrélise, no caso de PHB, pode haver
formacao de grupos aldeidos justificando a presenca desta enzima.

Embora, ainda, ndo tenha sido possivel analisar os dados referentes os
polimeros de fontes ndo renovaveis por Tof-Sims, acredita-se que eles sigam a
mesma tendéncia de PHB para o processo de degradacdo, uma vez que as
analises por FTIR-ATR tiveram o mesmo comportamento. Apés a analise destes

dados podera ser afirmado que 0 processo € 0 mesmo.

6. Conclusao

- Metarhizium anisopliae é capaz de acelerar a degradacdo de polimeros
naturais e de degradar polimeros advindos de fontes ndo renovaveis.

- A linhagem CG97 possui uma maior capacidade de adesdo quando
comparada a E6. Dados de gravimetria demonstram que polimeros incubados
com CG97 tem um ganho de massa mais elevado.

- Pelos dados obtidos por FTIR-ATR e Tof-Sims foi possivel observar que a
degradacdo aconteceu principalmente nos grupamentos que foram inseridos ou
modificados por esses tratamentos.

- Tof-Sims mostrou uma superficie totalmente diferente da original, pois os
tratamentos empregados baseiam-se na insercdo de grupamentos oxigenados
(CO, COO, COH) na superficie e isto torna estas superficies mais suscetiveis ao

ataque enzimatico.
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7. Apéndice

FTIR-ATR

Tabela 1: Valores de numeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PHB ST x CG97 (cm™).

Controle H,O - 10 DIAS COVE-10DIAS H,O-20DIAS COVE - 20 DIAS

3600-3100 3600-3100 3600-3100 3600-3100
2995
2976
2933
2876
1718
1680 1680° 1680° 1680° 1680°
1640 1640
1525 1525
1450 1450~ 1450~ 1450~ 1450"
1402 1402
1042
1378
1357
1309 1309 1309 1309
1274
1261
1225
1180 1180~ 1180~ 1180° 1180"
1130 1130~ 1130° 1130° 1130"
1100
1055~ 1055 1055 1055~
1053
1041 1041° 10417 10417 10417
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Figura 1: Espectro de Infravermelho de PHB ST X CG97.

Tabela 2: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de

infravermelho PHB 60’ X CG97 (cm™).

Controle H,O - 10 COVE - 10 H,O - 20 COVE - 20
DIAS DIAS DIAS DIAS

3600-3100 3600-3100 3600-3100 3600-3100
3300 3300 3300 3300
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2995
2976
2933
2876

1718
1680

1450

1042
1378
1357 °

1274
1261
1225
1180
1130
1100

1053
1041
977
953
930 -
937
928
910
894

859
938
825
656

458
431
422

2850

1718

1640
1525

1450

1309

1180
1130
1100
1055

1041

860

593
501

2850

1718

1450
14027

1309

1180
1130
1100
1055

1041

860

593
591

2850

1718

1640
1525

1450

1309

1180
1130
1100
1055

1041

860

593
591

2850

1718

1450~
1402

1309

1180
1130
1100
1055

1041

860

593
591

(' leve reduc@o) (" reducéo) (T aumento)
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Figura 2: Espectro de infravermelho de PHB 60' X CG97.
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Tabela 3: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PHB 180' X CG97 (cm™).

H.O - 10

Controle DIAS

COVE -10
DIAS

H.0 - 20
DIAS

COVE - 20
DIAS

3600-
3100 3600-3100
3300
2995 2850
2976
2933
2876
1718

1680

1718

1640

1525
1470
1450
1042
1378
1357
1274
1261
1225
1180
1130
1100

1450

1055~

1053
1041

977

953

930

937

928

3600-3100
3300

1718

1640
1525

1450

1055~

3600-3100
3300
2850

1718

1640
1525

1450

1055~

3600-3100
3300

1718

1640
1525

1450~

1055~
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Figura 3: Espectro de infravermelho de PHB 180’ x CG97.
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Figura 4: Espectro de infravermelho de PU Controle.
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Tabela 4: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PU ST X CG97(cm™).

Controle H,O - 30 COVE - 30 H,0 - 60 COVE - 60
DIAS DIAS DIAS DIAS
3600-3100 3600-3100 3600-3100
3300 3300
3226 3226 3226
2939 29397 29397
2853 28537 2853
2795
1720 1720
1729 1729 1729
1699 1699 1699~ 1699 1699~
1636 1636 1636
1612 1612
1596
1527 1527~ 1527" 1527~
1510
1480 1480
1478
1447 1447 1447 1447
1435 1435 1435 1435
1413 1413 1413
1367
1309 1309 1309
1219 12157 1215
1203
1100 1100
1076
1017
981
961
915
848
815
771
656 656 656
610 610 610

(" leve reducdo) (" reducdo) (" aumento)
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Figura 5: Espectro de infravermelho de PU ST X CG97.

Tabela 5: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de
infravermelho de PU 30' X CG97 (cm™).
H,O - 30 COVE - 30 H,O - 60 COVE - 60

Controle DIAS DIAS DIAS DIAS
3600-3100  3600-3100 3600-3100  3600-3100
3300 3300
3226 3226 3226
2939 2939" 2939"
2853 2853 2853
2795
1729 1729 1729
1720" 1720"
1699 1699" 1699" 1699" 1699"
1612 1636 1636 1636 1636
1596
1527 1527" 1527" 1527" 1527"
1510
1480 1480
1478
1447 1447 1447 1447 1447
1435 1435 1435 1435 1435
1413 1413 1413
1367 1309 1309
1309
1219
1203
1215 1215
1100 1100 1100
1076
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Tabela 6: Valores de nimeros de onda dos maximos de bandas e picos dos espectros de

infravermelho de PU 120" X CG97(cm™).

Controle H,O - 30 COVE - 30 H,0O - 60 COVE - 60
DIAS DIAS DIAS DIAS
3600-3100 3600-3100 3600-3100
3300 3300
3226 3226 3226
2939 2939 2939 2939 2939
2853 2853 2853 2853 2853”7
2795 2795 2795
1780
1729 1729 1729
1720 1720
1699 1699 1699~ 1699~ 1699
1636 1636
1612 1612 1612
1596 1596 1596
1527 1527 1527 1527 1527~
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Figura 7: Espectro de infravermelho de PU 120" X CG97.
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