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Resumo

Residuos poliméricos quando destinados de forma inadequada, associado a sua resisténcia a
degradacdo podem promover poluicdo ambiental. Desta forma, estudos que possibilitam
favorecer a degradacdo de alguns polimeros vém crescendo e sdo considerados como
alternativa para os atuais problemas de poluicdo ambiental. Os polimeros biodegradaveis
despertam interesse, pois podem substituir os sintéticos, porém possuem aplicacdo limitada
pelo seu custo, propriedades e processamento. O poli(acido latico) (PLA), polimero
biodegradavel deste estudo, é amplamente utilizado em embalagens e tem sua degradacédo
entre 6 meses h& dois anos apds exposicdo em ambientes com condi¢Bes de degradacao
(nutrientes, umidade, temperatura entre outros). Neste sentido, no presente trabalho foi
avaliado o potencial de degradacdo bioldgica de filmes de poli(acido latico) pela acdo de 11
diferentes isolados de fungos coletados nos biomas mata atlantica e pampa, com o objetivo de
identificar fungos capazes de degradar o PLA em menores tempos que 0s convencionais. A
analise da degradacéo foi realizada por andlise gravimétrica pela massa residual e microscopia
eletronica de varredura (MEV). A perda de massa dos filmes de PLA nos fungos
Oudemansiella cf. canarii (Jungh), Trametes sp. Fr., Aurantioporus pulcherrimus e
Macrolepiota sp., apds 14 dias de exposicdo, indicam a possibilidade de utilizacdo dos
macrofungos na biodegradacdo do biopolimero. Como principal resultado destaca-se o isolado
do fungo Ganoderma resinaceum Boud. que provocou alteraces na superficie do poli(acido
latico), indicios de degradacao bioldgica, em tempo inferior ao indicado na literatura para este
polimero.
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Biodegradation of polylactic acid in shorter times than conventional by
action of basidiomycete fungi

Abstract

Polymeric wastes when intended improperly, associated with its resistance to degradation
may promote environmental pollution. Therefore, studies involving the degradation of some
polymers are considered as an alternative to current environmental pollution problems.
Biodegradable polymers arouse interest because they can replace the synthetic, but have
limited application due the cost and processing properties. Polylactic acid (PLA),
biodegradable polymer employed in this study, is widely used in packaging and degrades
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from 6 months to 2 years after exposure in environments with degradation conditions
(nutrients, humidity, temperature, etc.). In this sense, the present study evaluated the potential
for biodegradation of poly (lactic acid) by the action of 11 different fungal isolates collected
in atlantic and pampa biomes, with the goal of identifying fungi capable of PLA degrading in
lower times than conventional ones. The degradation was evaluated by gravimetric analysis
using the residual mass and scanning electron microscopy (SEM). The weight loss of PLA
films in fungi Oudemansiella cf. canarii (Jungh), Trametes sp. Fr., Aurantioporus
pulcherrimus e Macrolepiota sp., after 14 days of exposure, indicate the possibility of using
these macrofungi in biodegradation of biopolymers. The main result stands out the isolated
fungus Ganoderma resinaceum Boud., which caused changes in the surface of polylactic acid,
evidence of biological degradation, times lower than that indicated in the literature for this
polymer.
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1 Introducéo

Residuos poliméricos quando depositados em ambientes inadequados, aliado a sua
resisténcia a degradacdo podem comprometer este ambiente, seja pela poluicdo visual que
causam ou pelo fato de serem leves e flutuarem, muitas vezes entupindo bueiros e corregos.
Dentro de um sistema integrado de residuos, o aterro sanitario ndo é a forma indicada para
destino final deste tipo de residuo. Uma alternativa para a recuperacdo de residuos
poliméricos seria a incineracdo, contudo, esta € uma tecnologia ndo totalmente livre de
emissdes de dioxinas e o percentual de reciclagem de residuos polimeéricos ndo é elevada o
suficiente para abastecer este tipo de recuperacdo. Desta forma, estudos que possibilitam
favorecer a degradacdo de alguns polimeros vém crescendo e sdo considerados como
alternativa para os atuais problemas de poluicdo ambiental (ACHILIAS et al., 2007,
LAZAREVIC et al., 2010).

O processo de degradacgdo, o qual ocorre em materiais poliméricos, pode ser dito como
qualquer mudanca fisica ou quimica na estrutura dos polimeros, podendo ser resultado de
fatores ambientais (luz, calor, umidade ou atividade bioldgica) e de processamento, induzindo
mudancas nas propriedades dos mesmos (deterioracdo de funcionalidades), conduzindo a
degradacdo (WILES & SCOTT, 2006; SHAH et al., 2008).

O processo de degradacdo bioldgica, conhecido como biodegradagdo, é decorrente da
acao de microrganismos tais como bacteérias, fungos e algas que, em determinadas condicdes,
colonizam a superficie do material, formando biofilmes. Estes biofilmes s&o constituidos por
microrganismos que em contato com o0s polimeros, causam mudangas quimicas e/ou
morfoldgicas nos polimeros, segundo norma ASTM D883-12 (FLEMMING, 1998).

O PLA, polimero biodegradavel, é um poliéster linear, alifatico, originario de fontes
renovaveis, tais como o milho e a cana-de-aglcar. Este polimero é amplamente utilizado em
embalagens, tendo ampliado sua aplicacdo nas indudstrias alimenticia, automotiva, quimica,
cosmeéticos, hospitalar e de utensilios domésticos, principalmente o0s descartaveis
(FORTUNATI et al.,2010; QIN et al., 2010). O PLA sofre degradacdo por reacdo de hidrolise
(DRUMRIGHT et al.,2000; YEW et al., 2005; NAMPOOTHIRI et al., 2010). De acordo com
Bostman (1991), o subproduto formado do processo de degradacdo € o &cido latico, sendo
este incorporado ao ciclo dos éacidos carboxilicos, didéxido de carbono e &gua, sendo dessa
forma, degradado por microrganismos (LUCAS et al., 2008).

Neste contexto, este trabalho busca avaliar a degradagéo do PLA pela exposigdo de 11
fungos isolados dos biomas mata atlantica e pampa, visando verificar a eficiéncia destes na
degradacdo do PLA em menores tempos de degradacao.

2 Material e métodos

Para a realizacdo do estudo foi utilizado o poli(acido latico) Ingeo™ Biopolymer
3251D, da Cargill, com indice de fluidez de 30-40 g.10min™* segundo norma ASTM D1238-
10. Como reagentes para a elaboragéo do meio de cultivo foram utilizados fosfato de potassio
monobasico (KH,PQO,) e sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,4.7H,0) da Nuclear; sulfato
de amonio ((NH;).S0O,), cianato de aménio (CO(NHy),) (ureia), cloreto de célcio (CaCl,) e
agar bacterioldgico da Vetec; sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQO,.7H,0), sulfato de
ferro heptahidratado (FeSO,4.7H,0) e sulfato de manganés hidratado (MnSQO,4.H,0) da Synth e
Cloreto de cobalto 11 hexahidratado (CoCl,.6H,0) da Life Technologies.

Como material biologico foram empregados os fungos descritos no Quadro 1. Estes
fungos pertencem a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassa do
Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul/RS/Brasil.
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Quadro 1 — Microrganismos utilizados no estudo de degradacdo biolégica do poli(acido latico).

Fungo Substrato Local da coleta Imagem
Trametes villosa (Sw.) Kreisel Madeira | Pedra do  Segredo/
(821-6) Cacapava do Sul/ RS
(outono)
Trametes sp. Fr. Madeira | Pedra do  Segredo/ "
(871-15A) Cacapava do Sul/ RS ¥
(outono)
Schizophyllum cf. commune | Madeira | Tuiuti/ Sdo Marcos/ RS
(Fr.) (inverno) '
(85E-16)
Pycnoporus sanguineus (L.)| Madeira | Fazenda dos Novilhos/
Munill Séo Francisco de Paula/
(14-G) RS (verdo)
Pedra do  Segredo/
Lepiota sp. Solo Cacapava do Sul/ RS
(781-4) (outono) Sem imagem
Macrolepiota sp. Solo Faxinal dos Pelucios/
(431-1) Sdo Francisco de Paula/
RS (verdo)
Auricularia bull. Ex Juss. Madeira | RPPN/ Santa Tereza/
(551-9B) (verdo)
Aurantioporus pulcherrimus Madeira | Faxinal dos Pelticios/ i
(441-A) Séo Francisco de Paula/
RS (verdo)
Pleurotus cf. pulmonarius (Fr.) Madeira | Parque Aldeia do
(40-D) Imigrante/ Nova
Petropolis/ RS (inverno)
Oudemansiella  cf.  canarii | Madeira | Jardim Boténico/ Caxias | Sem imagem
(Jungh) do Sul/ RS (outono)
(141-1A)
Ganoderma resinaceum Boud. Madeira | RPPN/ Santa Tereza/ ‘
(691-24) (veréo) r—

O ensaio para avaliar a biodegradacdo foi realizado empregando o meio de cultivo
formulado com 2,5% (v/v) da solucdo de sais minerais, 100% (v/v) de &gua destilada e 2%
(m/v) de Agar, Figura 1 (A). A solucdo de sais minerais, adaptada de Mandels & Reese
(1957), consiste em (g.L™): KH,PO4 (5), (NH4)2S04 (14), MgSO4.7H,0 (6), CO(NH,), (6),
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CaCl; (6), FeSO,4.7H,0O (0,1), MnSO4.H,O (0,0312), ZnS0O,.7H,0 (0,028), e CoCl,.6H20
(0,04).

Os filmes de PLA foram preparados em prensa Schulz modelo PHS 15t na
temperatura de 170 °C, com pressédo de 10 t, por 5 minutos, temperatura utilizada em estudos
de degradacéo por Reddy et al. (2008). Os filmes foram produzidos nas dimensdes: de 3 cm
de largura, 3 cm de altura e 1 mm de espessura, Figura 1 (B). Em seguida os filmes
poliméricos foram desinfetados, permanecendo em solucdo de etanol 70% (v/v), por 2
minutos. Apos, os filmes foram distribuidos sobre placas esterilizadas até a completa
evaporacéo de etanol.

Posteriormente, os filmes, das amostras poliméricas, foram dispostos sobre 0os meios
de cultivo em placa de Petri e sobre eles foi inoculado um disco de 0,5 cm de diametro do
isolado de cada fungo, Figura 1 (C). Estes procedimentos foram realizados em camara de
fluxo laminar Filterflux®. O processo foi realizado em triplicata e as placas com filme e
indculo foram incubadas em estufa Quimis® modelo 0315M25 a 25 °C por 14 dias.

A avaliacdo do processo de degradacdo bioldgica dos filmes de PLA foi identificada
pela massa residual das amostras calculada pela Equacéo 1.

Mr (%) = (mf/mi) x 100 Equacéo 1

Sendo Mr a massa residual em (%), mf a massa final em (g) ap6s 14 dias de exposicao
e mi a massa inicial em (g).

O crescimento de cada espécie do fungo inoculado sobre o filme polimérico foi
verificado macroscopicamente e a morfologia dos filmes foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura em um equipamento Shimadzu modelo SSX-55, com cobertura de
ouro, na superficie exposta aos microrganismos na placa.

Figura 1 — Etapas do processo de degradacdo bioldgica do poli(acido latico).
A) Meio de cultura, B) Filme polimérico e C) Placa de Petri com PLA e indculo fangico.

3 Resultados e Discussao

A massa residual dos filmes poliméricos ap0s 14 dias de exposi¢éo aos 11 isolados dos
fungos é apresentada na Tabela 1. Verifica-se que durante os 14 dias de exposi¢do constatou-
se que alguns filmes de PLA apresentaram reducdo de massa onde foram inoculados os
fungos O. cf. canarii (Jungh), Trametes sp. Fr., A. pulcherrimus e Macrolepiota sp. Um
aumento de massa foi observado na presenca dos fungos Auricularia bull. Ex Juss., P. cf.
pulmonarius, S. cf. commune (Fr.), P. sanguineus (L.) Munill e Lepiota sp. O aumento pode
ser atribuido ao crescimento dos fungos (Figura 2), tendo restado micélio sobre o filme,
mesmo apos a lavagem.

Na literatura é relatado que 0s microrganismos bem como suas enzimas, interagem
com as regides amorfas do PLA, levando a reducédo da massa. Teores da ordem de 5% foram
constatados para o PLA em estudos de degradacdo enzimatica, empregando lipases,esterase.
Proteinase K e proteases comerciais em 15 dias de exposi¢do (ZENKIEWICZ et al., 2013).
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Tabela 1 — Massa residual em percentagem dos filmes de poli(acido latico) ap6s 14 dias de exposi¢éo
aos fungos. O percentual foi calculado em relagdo a massa inicial.

Fungo Massa Fungo Massa
residual residual
T. villosa (Sw.) Kreisel 99,3%  A. bull. Ex Juss. 113,8%
Trametes sp. Fr. 98,7%  A. pulcherrimus 98,8%
S. cf. commune (Fr.) 102,4%  P. cf. pulmonarius (Fr.) 101,4%
P. sanguineus (L.) Munill 100,9%  O.cf. canarii (Jungh) 97,6%
Lepiota sp. 116,8%  G. resinaceum Boud. 108,19%
Macrolepiota sp. 97,5%

Figura 2 — Crescimento flngico sobre o poli(acido latico): 821-6 T. villosa (Sw.) Kreisel; 871-15A Trametes
sp.Fr.; 85E-16 S. cf. commune (Fr.); 14-G P. sanguineus (L.) Munill; 781-4 Lepiota sp.; 431-1 Macrolepiota sp.;
551-9B A. bull. Ex Juss; 441-A A. pulcherrimus; 40-D P. cf. pulmonarius (Fr.); 141-1A O. cf. canarii (Jungh);
691-24 G. resinaceum Boud.

Nas micrografias obtidas por MEV dos filmes inoculados com os fungos (Figura 3),
verificou-se modificagcdes na superficie do filme de PLA apenas na isolado de G. resinaceum
Boud. O micélio deste fungo promoveu alteracdes na superficie do filme polimérico, apds
apenas 14 dias de exposicdo. Este microrganismo cresceu no meio e em parte do filme
(Figura 3).

A biodegradacdo do PLA, dependendo das condices em que o material for
submetido, ocorre entre 6 meses a 2 anos (FECHINE, 2010). Neste trabalho, verificou-se o
inicio da degradacdo em apenas 14 dias de exposicao, indicando a relevancia do emprego do
fungo G. resinaceum Boud para processos de biodegradacdo. Adicionalmente, a visualiza¢do
da degradacdo bioldgica do PLA por microscopia eletrénica de varredura é clara e a
identificacdo do potencial de degradacdo deste polimero pelo fungo G. resinaceum é inédito
uma vez que ndo existem citacdes na literatura que utilizam o macrofungo G. resinaceum
Boud, para degradacédo de polimeros.
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Figura 3 — Micrografias de microscopia eletrénica de varredura dos filmes de poli(acido l4tico) apés 14
dias de exposicdo aos fungos, com magnitude original de 2000x: A) Poli(acido latico) puro; B) Trametes villosa
(Sw) Kreisel; C) Trametes sp. Fr; D) Auricularia bull Ex Juss; E) Pleurotus cf. pulmonarius (Fr.);

F) Schizophyllum cf. commune (Fr); G) Macrolepiota sp; H) Pycnoporus sanguineus (L) Munill;

1) Oudemansiella cf. canarii (Jungh); J) Aurantioporus pulcherrimus; K) Lepiota; L) Ganoderma resinaceum
Boud. e M) Ganoderma resinaceum Boud. com magnitude original de 4000x.

4  Conclusao

Os dados obtidos indicam o potencial de G. resinaceum para o desenvolvimento de
processos de biorremediacdo de PLA, visto que foram observadas degradacGes do
biopolimero em apenas 14 dias de exposi¢do ao fungo. Este tempo é bastante inferior aos
tempos indicados na literatura.
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