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RESUMO

A crescente utilizacdo de polimeros derivados do petréleo corrobora a
preocupacao global quanto ao descarte de lixo, justamente pelo fato de que grande
parte desses materiais demoram centenas de anos para se degradar na natureza. A
gravidade de tamanha poluicéo plastica no mundo pode ser evidenciada, por exemplo,
por estudos acerca do Antropoceno, Vvisto que se observa a presencga e persisténcia
desses residuos em lugares e condicdes até entdo nunca vistas, como rochas, lencgois
fredticos e tecido humano. Os polimeros biodegradaveis representam uma forma
promissora de reduzir a quantidade de residuos plasticos descartados, no entanto, o
longo tempo de duragdo e os altos custos para os testes de biodegradabilidade
existentes sdo empecilhos determinantes no desenvolvimento de novos polimeros
biodegradaveis. A importancia destes testes se deve ndo sO a urgéncia de
desenvolvimento de novos polimeros biodegradaveis, como também pela fiscalizacéo
de polimeros comercializados como biodegradaveis. Este trabalho propde um novo
método acelerado para este fim, baseado no uso da bioaumentacdo em solo com
extrato de levedura. A investigacdo de métodos que sejam menos demorados engloba
empenhos direcionados tanto ao aperfeicoamento do método, quanto a aceleracéo do
proprio processo de biodegradacéo de polimeros. Inicialmente, realizou-se analises
microbiolégicas a fim de quantificar os microrganismos presentes no solo, apoés,
verificou-se trés métodos de bioaumentacdo com diferentes fontes de nutrientes:
sulfato de aménio e dihidrogenofosfato de potassio, extrato de levedura e caldo
nutriente. Apés analisar a curva de crescimento microbiologico, bactérias e fungos do
meio, foi possivel definir extrato de levedura e caldo nutriente como as de melhores
desempenhos, com isto, estas fontes de nutrientes foram testadas quanto a producao
de COg2, utilizando o respirdbmetro de Bartha, uma vidraria de baixo custo e facil
manuseio. Examinou-se a curva de COz2 deste teste e a fonte de nutriente escolhida
para realizar o bioaumento em solo foi o extrato de levedura. Sendo assim, este foi
empregado em uma bateria de teste de 28 dias, para avaliar o desempenho de
diferentes niveis de bioaumento do solo na degradacéo de celulose microcristalina
(CMC). Com isto, reduziu-se o periodo de teste de 45-180 dias, conforme ASTM
D5338 e ISO 14855, para 28 dias. Pelos resultados obtidos, conclui-se que o método
desenvolvido tem se mostrado promissor para a realizagéo de testes acelerados, uma
vez que a biodegradacédo da celulose microcristalina (padrao positivo) foi de 69,95%
com o Solo 50% bioaumentado e 42,28% com o0 Solo Natural. A partir deste resultado,
iniciou-se uma nova bateria para teste de CMC, Polihidroxibutirato (PHB) e
Polipropileno (PP). A CMC, para 21 dias deste teste, apresentou degradacdo de
67,44%, ja o polipropileno apresentou degradacdo de 7,52%, a baixa taxa de
biodegradabilidade do controle negativo é um fator fundamental que corrobora com a
validagdo do método proposto, tendo em vista que sua degradacéo esta condizente
com os dados obtidos na literatura para as normas de biodegradacdo. Apds esta
importante validacdo do método, iniciou-se outra bateria, a fim de testar a
biodegradabilidade de plasticos comercializados como biodegradaveis no mercado:
sacolas, copos e canudos plasticos. Este trabalho realiza todos os seus testes com
Respirdbmetros de Bartha, visando diminui¢cdo dos custos do método proposto. Além
disso, todo o residuo formado é de facil tratamento, uma vez que o método proposto,
diferentemente das normas, nao utiliza bario nas analises, pois ttm-se em vista que 0
Béario, mesmo em pequenas concentracdes, € nocivo a salude e ao meio ambiente.
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ABSTRACT

The increasing use of petroleum-derived polymers corroborates the global
concern regarding waste disposal, precisely because most of these materials take
hundreds of years to degrade in nature. The severity of such plastic pollution in the
world can be demonstrated, for example, by studies on the Anthropocene, as the
presence and persistence of this waste is observed in places and conditions never
seen before, such as rocks, groundwater and human tissue. Biodegradable polymers
represent a promising way to reduce the amount of discarded plastic waste, however,
the long duration and high costs of existing biodegradability tests are decisive
obstacles in the development of new biodegradable polymers. The importance of these
tests is due not only to the urgency of developing new biodegradable polymers, but
also to the inspection of polymers marketed as biodegradable. This work proposes a
new accelerated method for this purpose, based on the use of bioaugmentation in soil
with yeast extract. The investigation of methods that are less time-consuming involves
efforts aimed at both improving the method and accelerating the polymer
biodegradation process itself. Initially, microbiological analyzes were carried out in
order to quantify the microorganisms present in the soil, after which three
bioaugmentation methods were verified with different sources of nutrients: ammonium
sulfate and potassium dihydrogen phosphate, yeast extract and nutrient broth. After
analyzing the microbiological growth curve, bacteria and fungi in the medium, it was
possible to define yeast extract and nutrient broth as the best performers. Therefore,
these nutrient sources were tested for CO2 production, using the Bartha respirometer,
low-cost and easy-to-use glassware. The CO2 curve of this test was examined and
the nutrient source chosen to carry out bioaugmentation in soil was yeast extract.
Therefore, it was used in a 28-day test battery to evaluate the performance of different
levels of soil bioaugmentation in the degradation of microcrystalline cellulose (CMC).
This reduced the testing period from 45-180 days, in accordance with ASTM D5338
and 1ISO 14855, to 28 days. From the results obtained, it is concluded that the method
developed has shown promise for carrying out accelerated tests, since the
biodegradation of microcrystalline cellulose (positive standard) was 69.95% with 50%
bioaugmented soil and 42.28% % with Natural Soil. Based on this result, a new battery
was started to test CMC, Polyhydroxybutyrate (PHB) and Polypropylene (PP). The
CMC, for 21 days of this test, showed a degradation of 67.44%, while the
polypropylene showed a degradation of 7.52%, the low biodegradability rate of the
negative control is a fundamental factor that corroborates the validation of the
proposed method, having considering that its degradation is consistent with data
obtained in the literature for biodegradation standards. After this important validation
of the method, another battery began to test the biodegradability of plastics sold as
biodegradable on the market: plastic bags, cups and straws. This work carries out all
its tests with Bartha respirometers, aiming to reduce the costs of the proposed method.
Furthermore, all the residue formed is easy to treat, since the proposed method, unlike
the standards, does not use barium in the analyses, as it is considered that barium,
even in small concentrations, is harmful to health and safety. environment.

Bioaugmentation; Biodegradability; Polymers;
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1 INTRODUCAO

Todos os anos séo produzidas 400 milhdes de toneladas de plastico,
das quais menos de 10% séo recicladas (World Wide Fund, 2019; Atlas do
Plastico, 2020). A poluigcéo plastica é um dos grandes desafios do Antropoceno,
ao chegar ao ambiente marinho ou em contato com solo, os detritos plasticos
ficam sujeitos a condicBes antropicas e ambientais que resultam em novos
materiais. (DE-LA-TORRE et al., 2021). A persisténcia e onipresenca do plastico
levaram os pesquisadores a considerarem esse material o principal indicador
para o Antropoceno, tendo como ponto de partida o ano de 1950 (OLIVATTO et
al., 2018).

Os residuos plasticos ndo trouxeram problemas irreversiveis somente
ao meio ambiente, trouxeram também dificuldades a sociedades emergentes,
gue hoje sdo vitimas de um novo mercado de residuos plasticos. Segundo
Delmas e Burbano (2011, p. 65), o greenwashing é “a intersecdo de dois
comportamentos da empresa: mau desempenho ambiental e comunicacéo
positiva sobre o desempenho ambiental”. Grandes empresas e paises
desenvolvidos encaminham seus residuos plasticos a paises subdesenvolvidos
para serem, em teoria, reciclados, porém estes residuos ndo séo reaproveitados
e acabam prejudicando essas populacdes. Ao encontro disto, um dos 17
objetivos das Nacdes Unidas no Brasil até 2030 é estabelecer consumo e
producdo sustentaveis, reduzindo substancialmente a geracdo de residuos de

materiais de origem féssil.

1.1 Justificativa

Os polimeros biodegradaveis representam uma forma promissora de
reduzir a quantidade de residuos plasticos descartados em aterros sanitarios,
sendo a compostagem a alternativa preferida para seu descarte (E. CASTRO-
AGUIRRE et al., 2017). Porém, o longo tempo de duracdo e os altos custos
para os testes de biodegradabilidade existentes sdo empecilhos determinantes
no desenvolvimento de novos polimeros biodegradaveis, comprometendo

algumas etapas deste processo.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/plastic-pollution
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anthropocene

Os equipamentos requisitados pelas normas de biodegradabilidade
demandam, além de alto investimento financeiro, uma infraestrutura para
laboratérios de testes muitas vezes inviavel. Tendo em vista que a
biodegradabilidade e os atributos mecéanicos que demonstram o potencial do
material final sdo caracteristicas que precisam, muitas vezes, serem revisadas
ao longo do desenvolvimento de novos polimeros, fica evidente a necessidade
de estudos acerca do desenvolvimento de métodos que diminuem os custos e
0 tempo para avaliacdo da biodegradabilidade de polimeros.

A busca por métodos menos demorados para a medicdo da
biodegradabilidade envolve esforcos tanto para reduzir o tempo gasto na
caracterizacdo dos produtos de degradacao quanto para acelerar o préprio processo
de biodegradacéo (S.A. da SILVA et al., 2020).

1.2 Problema

E possivel, a partir da bioaumentacdo em solo, reduzir o tempo e 0s custos

para a realizacéo dos testes de biodegradabilidade de polimeros?

1.3 Hipoteses

O método de bioaumentacdo se mostra favoravel a utilizacdo em testes que
visam analisar a biodegradabilidade de polimeros. E possivel utiliza-lo em conjunto
com técnicas analiticas, para que assim se determine o teor de degradacédo dos
polimeros em teste.

A utilizacdo do Respirbmetro de Bartha, conciliado ao bioaumento e a técnicas
titulométricas para determinacdo de CO2, sdo capazes de gerar resultados
condizentes com os obtidos nas normas existentes, mas com demanda de tempo e

investimento financeiro inferiores a estas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Geral

Desenvolver um método acelerado de analise da biodegradabilidade de

polimeros utilizando a técnica de bioaumentacao.
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1.4.2 Especificos

e Testar trés diferentes métodos de bioaumentacéo do solo.

e Definir um método de bioaumentacdo do solo para teste de
biodegradacao de polimeros.

e Testar diferentes niveis de bioaumentacao do solo.

e Definir um nivel de bioaumentacéo ideal para teste de biodegradacao de
polimeros.

e Testar biodegradabilidade solo normal e bioaumentado;

e Substituir os métodos de captura de CO2 recomendados pelas normas,
utilizando no lugar destes o Respirdmetro de Bartha em conjunto com a
solucéo de captura para COo.

e Reduzir de 45 dias, como recomendado pela ASTM D5338:2015 e ISO-
14588:2019, para 28 dias o periodo de aplicacdo de teste de
biodegradabilidade de polimeros, visando uma reducdo nos custos
gerados pelo teste.

e Testar biodegradabilidade de polimeros comercializados como
biodegradaveis com o método acelerado.

e Realizar teste de ecotoxicidade nos solos apds processos de
biodegradacao, conforme norma ASTM D5951:2002.

2 REFERENCIAL TEORICO

O desenvolvimento de novos polimeros biodegradaveis como forma de criar
materiais sustentaveis tem exigido o desenvolvimento de metodologias para avaliar e
entender sua biodegradacdo (E. CASTRO-AGUIRRE et al., 2017). Do ponto de vista
da constituicdo quimica do polimero, a principal caracteristica que torna o polimero
biodegradavel esta relacionada a sua estrutura polimérica e ndo a sua origem
(PATHAK, CLR, BLESSY, 2014).

Segundo Castro-Aguirre et al. (2017), embora técnicas como observacoes
visuais, medidas de perda de peso, mudancas nas propriedades mecanicas e
mudancgas no peso molecular possam fornecer informacdes sobre o processo de
degradacdo de um polimero, elas ndo demonstram necessariamente a

biodegradacao; assim, os métodos respiromeétricos, nos quais se mede o consumo de
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oxigénio e/ou a evolucao de dioxido de carbono (COz), tornaram-se a técnica preferida
para tais avaliacdes. Bher, Cho e Auras (2023) relatam que para polimeros de fontes
naturais, como celulose e amido, a fase de biodegradagcdo comecga quase
imediatamente, e a taxa de biodegradacdo é alta, pois a despolimerizacdo por
enzimas e a bioassimilacdo ocorrem rapidamente sem requisito para uma fase de
atraso de condicionamento.

O objetivo da biodegradacao de polimeros é a quebra total de sua estrutura molecular
e sua completa assimilacao de volta ao meio ambiente pela agédo de microorganismos
naturais como bactérias, fungos e algas em um periodo de tempo razoavel, meses a
uma alguns anos (E. CASTRO-AGUIRRE et al., 2017). Quanto a isso, as bactérias
sdo consideradas o principal dominio microbiano responséavel pelo processo de
biodegradacao (APINYA; SOMBATSOMPOP; PRAPAFDEE, 2015).

Na maioria dos casos, ao investigar um material plastico, uma
referéncia ou substancia de controle conhecida por biodegradar é necesséria
para verificar a atividade do inéculo. Se ndo for observada biodegradacao
suficiente (minimo de 70% para a celulose em 45 dias) com a referéncia
positiva, o teste deve ser considerado invalido e deve ser repetido, usando
novo inéculo. (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION).

A bioaumentacdo, € a adicdo de microrganismos nativos ou comerciais para
aumentar a comunidade microbiana existente, potencializando a biodegradacéo
(ADAMS et al., 2015). Porém, Aikaterini et al. (2017) demonstra que o0 uso de cepas
microbianas locais € preferido pois essas cepas sdo bem adaptadas, aclimatadas e
adequadas para se propagar em processos de biorremediacéo. Fatores abidticos (tipo
e textura do solo, teor de oxigénio, umidade, temperatura, pH, entre outros) também
influenciam o sucesso da biorremediacdo (DINDAR et al.,, 2013). Ainda segundo
Adams et al. (2015), este tipo de biorremediacdo envolve a producdo de energia em
uma reacao redox dentro das células microbianas, dentre essas reacoes, incluem a
respiracao e outras funcdes bioldgicas necessarias para a manutencao e reproducao

celular.

Durante a biodegradacdo aerdbica, os microrganismos usam o
polimero como fonte de carbono para crescimento e seus processos
metabodlicos produzem CO,. Nos métodos respirométricos de avaliacdo da
biodegradabilidade, o CO; evoluido pode ser medido de forma discreta ou
continua usando diferentes técnicas. Na respirometria de medida cumulativa
(CMR), 0 O CO2 é aprisionado em uma solugéo, por exemplo, hidroxido de
sédio (NaOH), durante todo o teste e entdo quantificado por titulacdo (E.
CASTRO-AGUIRRE et al., 2017).
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A norma ASTM D5338:15 instrui que a determinacédo da quantidade de CO:
gerada no processo seja feita a partir da reacdo de precipitacdo do cloreto de bario
BaCl, com o COg, gerando-se carbonato de bario (BaC0;) e entdo assim se determina
a quantidade de hidroxilas restante na solugéo por titulacdo de ponto final com HCI
usando fenolftaleina como indicador. Porém, como demonstra GRACA et al., (2022),
o bario em apenas pequenas concentracdes € nocivo a salde e ao meio ambiente,
tornando-se um desafio para os processos de tratamento de aguas e efluentes, devido
a sua complexidade de remocado e potencial de contaminacdo. Em relacdo a esta
emissao de CO2, com a utilizagcédo do respirdmetro de Bartha faz-se a medigdo sem a
necessidade de um grande espaco e nem da alimentacdo constante de oxigénio
(FECHINE; AMBROSIO; ALVES; 2012).

Na determinacdo da biodegradabilidade de polimeros, a compostagem tem
sido aceita mundialmente como uma das tecnologias mais promissoras devido a alta
diversidade microbiana de composto que demonstra boa capacidade de degradacao
potencial para materiais poliméricos (JH Zhao et al., 2005). O procedimento, descrito
na norma ASTM D5338:15 foi desenvolvido para permitir a determinacéo da taxa e
grau de biodegradabilidade aerdbia de produtos plasticos quando colocados em um
processo de compostagem controlada. Ainda segundo a mesma norma, a temperatura
€ mantida a 58°C, sendo esta constante durante o ensaio, além disso, toda mudanca
de temperatura deve ser justificada e claramente indicada no relatério do teste.

Vale ressaltar que, embora os testes padrédo de biodegradacéo utilizem a
temperatura de 58 °C, existem varios trabalhos que propdem o uso do respirdbmetro
de Bartha a 20 ou 28 °C, sem uma explicacao detalhada de tal escolha (S.A. da SILVA
et al., 2020). Nesse contexto, ainda segundo S.A. da Silva et al. (2020), seus
resultados de que houve aumento significativo na taxa de emissédo de dioxido de
carbono indicando maior atividade microbiana, comprovam que 58 °C é a condi¢ao
adequada para testes com o respirbmetro de Bartha.

Segundo SOARES DO NASCIMENTO, J. (2012, p. 286) isto se atribui ao fato
de que a temperaturas proximas aos 60°C ocorre preferencialmente o
desenvolvimento de microrganismos termofilicos, que apresentam maior atividade de
biodegradacdo quando comparado aos demais microrganismos. Além de proporcionar
maior taxa de biodegradagédo, segundo Valente et al. (2009), a utilizacdo de
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temperaturas acima de 50°C proporcionam condicbes desfavoraveis para a
sobrevivéncia e para o desenvolvimento dos microrganismos patogénicos, que

geralmente sao mesofilicos.

3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho se caracteriza como uma pesquisa cientifica aplicada
quantitativa exploratoria experimental de laboratorio. A pesquisa esta dividida em 5
etapas:

i.“Curva de Crescimento Microbioldgico”;
ii. “Analise de Métodos de Bioaumentacéo do Solo”;
iii.“Analise de Niveis de Bioaumentacao”;
iv.“Uso da Bioaumentacdo para Andlise da Biodegradabilidade dos Polimeros
CMC, PP e PHB”;
v.“Uso da Bioaumentacdo para Analise da Biodegradabilidade de Polimeros

Comercializados como Biodegradaveis”.

3.1 Anélises Prévias
3.1.1 Analises do solo

O solo utilizado na bioaumentacédo foi adquirido como “solo de jardinagem”,
este serviu de base para todos os testes sem que houvesse a substituicdo por outro
durante as analises. O solo foi peneirado (2 mm) e, posteriormente, passou por
medi¢cbes de pH, teor de carbono organico (TOC) e umidade. Para as medi¢des
desejadas, exceto o TOC, foi utilizado como base o Manual de Métodos de Analise de
Solo (EMBRAPA, 2017, p. 199, 360). A determinacédo do teor de carbono organico foi
realizada nas dependéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em um

analisador de carbono orgéanico total proprio para esta analise.

3.1.2 Anélises microbioldgicas (Contagem Padrao por Placas)

Apoés as andlises fisicas e quimicas do meio, foi realizada a contagem inicial

dos microrganismos presentes no solo. Para isto, foi utilizado o método da Contagem
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Padrdo em Placas (CPP) que permite realizar a analise microbiolégica de maneira
guantitativa. Esta técnica consiste na diluicdo decimal seriada da solucéo inicial de
amostra, onde sao adicionadas as placas de petri aliquotas de cada dilui¢ao feita.

As aliquotas foram adicionadas a meios de crescimento especificos, sendo o
meio PCA para bactérias e o agar batata acidificado para fungos. O periodo de
incubacdo e as temperaturas utilizadas para o crescimento foi de 35°C e 48 horas
para bactérias e 20°C e 120 horas para fungos, como indicado na Instrugdo Normativa
SDA n° 62 de 26/08/2003.

Em termos laboratoriais, a execucao desta técnica € bem simples, consistindo
no plagueamento de aliquotas da amostra, homogeneizada e diluida, em
meio de cultura padrdo como o “Plate Count Agar” (PCA). As placas sdo
entdo, incubadas em condi¢cbes de tempo e temperaturas adequados, para
que haja o desenvolvimento das col6nias que serdo enumeradas. (A. SOUZA
SANT’ANA et al., 2002).

3.2 Métodos de Bioaumentacdo do Solo

Para que se obtivesse um melhor resultado com a técnica de bioaumentagéo
em solo, foram testadas 3 diferentes fontes nutrientes para o cultivo de
microrganismos: caldo nutriente, extrato de levedura e compostos inorganicos (di-
hidrogenofosfato de potassio e sulfato de aménio).

O método de cultivo de microrganismos feito diretamente no solo foi
considerado, pois interpretou-se que ha melhor adaptacédo dos fungos e bactérias ao
meio. Os microrganismos podem ser muito sensiveis a mudancas de meio, isso se da
por alguns fatores, como a umidade, o pH e também a disponibilidade de nutrientes.
A fim de proporcionar maior abrangéncia ao estudo dos métodos, o método de cultivo
em solo foi testado com duas diferentes fontes de nutrientes, sendo uma de origem

organica e outra inorganica.

3.2.1 Método de cultivo em solo com caldo nutriente

O método de cultivo de microrganismos com caldo nutriente € indicado para
gue se obtenha um crescimento em massa. Nesta técnica uma aliquota do caldo
nutriente, estéril, foi posta em 100g de solo e permaneceu em estufa a 35°C durante
2 dias. Depois deste periodo o solo com acréscimo de caldo foi misturado com outros

100g de solo natural, resultando em um novo solo com 50% de bioaumento.
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N&o foi utilizado solo com 100% de bioaumento devido ao fato de o caldo
nutriente ser preparado com agua, com isso a umidade do solo ficaria fora dos padrdes
recomendados pelo Manual de Métodos de Andlise de Solo (EMBRAPA, 2017, p. 199,
360).

3.2.2 Método de cultivo em solo com extrato de levedura

A bioaumentacdo em solo com extrato de levedura tornou-se objeto de estudo,
pois este € um composto organico que apresenta bons niveis de carbono e nitrogénio,
necessarios para o desenvolvimento microbiano. Nesta etapa foram postos 0,25

gramas de extrato de levedura para cada 50 de solo natural.

3.2.3 Método de cultivo em solo com fonte nutriente inorganica

A bioaumentacdo em solo com composto inorganico (sulfato de amoénio em
conjunto com o dihidrogenofosfato de potassio) tornou-se objeto de estudo, pois estes
proporcionam ao meio nitrogénio, enxofre e fosforo. O carbono utilizado pelos fungos
e bactérias, neste método, € proveniente do CO2 produzido no proprio meio. Por conter
substancias inorganicas, hd um crescimento majoritario de microrganismos que
realizam guimiossintese, sendo estes os quimiolitotroficos.

Para o acréscimo das substancias inorganicas foram feitos calculos que levam
em consideracdo a relacdo carbono/nitrogénio e carbono/fésforo, a partir dos

resultados obtidos com a analise de Teor de Carbono Organico Total.

3.3 Andlise de Métodos de Bioaumentacdo com Curva de Crescimento
Microbiologico

Realizou-se os trés métodos de bioaumentagédo, descritos nos itens anteriores,
e analisou-se a curva de crescimento microbiolégico de cada um. Para isso, fez-se a
incubacdo dos solos pelo mesmo periodo (7 dias) a 35°C e a cada dia fazia-se o
plagueamento de cada solo, utilizando meio PCA para bactérias e &gar batata
acidificado para fungos, nas temperaturas de 35°C e 20°C, respectivamente.
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3.4 Andlise de Métodos de Bioaumentacdo em Solo por Respirometria de
Bartha

A partir desta etapa, adotou-se o respirbmetro de Bartha como forma de
quantificar o CO2 produzido pelo solo. Esta vidraria possui algumas vantagens quando
comparada ao método proposto pelas normas, sendo as principais o baixo custo
operacional e o facil manuseio.

A respirometria de Bartha consiste em um sistema fechado, onde o solo serve
como meio aerdbico para avaliar a biodegradabilidade das amostras testadas, o
hidréxido de potassio serve como solucao de captura para o CO2z produzido pelo solo
e a cal sodada serve como filtro para que o ar entre livre de CO2no sistema. A solugéo
de captura é retirada pela canula presente no braco lateral do respirdbmetro, para que
seja analisada, posteriormente, por técnicas titulométricas utilizando HCI como
titulante.

A Figura 1 representa o esquema de funcionamento do respirdmetro de
Bartha.

Figura 1- Respirometro de Bartha
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Fonte: os autores (2023)

Os métodos que demonstraram melhor desempenho ao analisar a Curva de
Crescimento Microbiologico, extrato de levedura e caldo nutriente, apos os 6 dias de
estufa, foram distribuidos entre 18 respirometros de Bartha, como indicado na Figura
2, a fim de avaliar atividade microbiolégica a partir da producdo de CO2. Estes foram
divididos entre: Solo estéril, solo in natura, solo acrescido de caldo e solo com extrato
de levedura. Cada respirdmetro foi pesado com 50 gramas de solo, procedimento que

se dara em todos os prOximos testes com os respirobmetros de Bartha. Os
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respirdbmetros ficaram em estufa a 58°C + 2°C durante 10 dias, o CO:2 produzido foi
determinado por retrotitulacdo a cada 2 dias.

Figura 2- Distribuicdo Respirométrica para Analise de Métodos de
Bioaumentacéo.

H & H 2 l-\ 2 H ) H i H & ‘l-\ -3 ‘l-\ % Il-\ %0
o Mo s Moss M opm M Noem M M M
Y Y Y
Solo In Natura Solo Extrato de Solo Caldo
Estéril Levedura Estéril Estéril

6 = & & & & booE b Bk 6 & &8 = & &
BR MM ER MtER M PR ofnopm M M B M M
A {"_mr,) {"_mr,) ‘1" IR i*l_;rr,J i"_rm-, B i‘l_gm-,J 1‘7|_|§ﬂ_,J 1‘7|_ﬁﬂ_,)1‘7|_ﬁw,)
N\ J J
Y Y Y
Solo In Natura Solo Extrato de Solo Caldo

Levedura

Fonte: os autores (2023)

O proposito do solo estéril foi para fins de controle quanto a producéo de CO:
do meio sem a presenga de microrganismos, o “branco” do teste. O solo in natura foi
o controle da producéo de CO2 dos microrganismos iniciais, possibilitando calcular,
nos solos bioaumentados, a taxa de aumento da producédo de CO: a partir das
técnicas aplicadas de bioaumentacao.

Tendo em vista a curva de producéo de COz2 nos respirdmetros com extrato de
levedura, este foi escolhido como a fonte de nutriente de melhor desempenho. Além
disso, levaram-se em consideracéo fatores negativos do método com caldo nutriente,
como seu desempenho modesto como fonte de nutriente, maior dificuldade de preparo
do solo bioaumentado, mau cheiro, empolamento do solo causando mé distribuicdo

de massa e complicagdes na pesagem.

3.5 Andlise da Biodegradabilidade da Celulose Microcristalina com Niveis de
Bioaumentacao

Apos a escolha da fonte de nutriente ideal, extrato de levedura, realizou-se uma
bateria de testes para avaliar qual nivel desta seria 0 adequado para a biodegradacéo
de polimeros. Para isto, utilizou-se niveis de 50% e 100% de solo bioaumentado, a

amostra testada nesta primeira etapa foi a Celulose Microcristalina (CMC). Em cada
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respirdbmetro foram colocados 50 gramas de solo e aqueles que estao realizando teste
com CMC, acrescidos de 0,25 gramas deste composto. O solo 50% bioaumentado é

resultante de uma mistura 1:1 entre solo 100% bioaumentado e o solo natural.
3.5.1 Comprovacéo do Bioaumento em Solo

Para comprovar que os solos aplicados nesta bateria estavam bioaumentados,
antes de realizar a distribuicdo respirométrica dos solos 50%, 100% e in natura, fez-
se uma Contagem Padrdo em Placas para fungos e bactérias, a fim de quantificar as

UFC’s presentes em cada um dos solos utilizados.

3.5.2 Distribuicdo Respirométrica

Utilizou-se de 18 respirdmetros de Bartha, configurados conforme Figura 3,
para esta bateria. Devido ao tempo de duracao do teste, aerou-se o meio com perlita,
adicionando-se 5 gramas de perlita em cada respirbmetro, ou seja, a cada 50 gramas

de solo.

Figura 3- Distribuic@o Respirométrica para Analise da Biodegradabilidade da
Celulose Microcristalina com Niveis de Bioaumentacéo.
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Fonte: Elaborado pelos Autores (2023)

3.5.3 Curva de CO2

A producdo de CO: foi mensurada a partir da técnica de retrotitulagédo, as
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massas obtidas de dioxido de carbono podem ser convertidas em porcentagem de
degradacédo de CMC. Tendo em vista o equilibrio quimico que ocorre entre carbonato
e bicarbonato, foi usada como referéncia para os calculos a tabela de Composicao
Provéavel da Alcalinidade, que pode ser observada na Figura 4, conforme Norma NBR
13736:96, Determinacao de Alcalinidade, Métodos Potenciométricos e Titulométricos.

A partir da tabela é possivel saber a concentragéo provavel de OH-, HCOs e CO3*.

Figura 4- Tabela de Composicao Provavel da Alcalinidade
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Fonte: Norma NBR 13736:96.

Onde: “f” € o valor encontrado na alcalinidade parcial, “m” € o valor encontrado
na alcalinidade total e “2f” € a alcalinidade parcial multiplicada 2 vezes. Os valores de
“ e “m” sdo correspondentes ao volume de HCI necessario para reagir com OH-,

HCO3z e COs? presentes no meio reacional.

3.5.4 Repeticdo da analise da biodegradabilidade da celulose microcristalina com

solo 100% bioaumentado

Ao final das andlises descritas no item 3.5, foi possivel observar que o solo
100% bioaumentado apresentou umidade inferior aos demais solos testados. A agua
é fundamental para a atividade microbiana do solo, a fim de minimizar os efeitos da
falta de umidade do solo, foi realizado o acréscimo de agua em todos os
respirometros. Esta bateria de testes com o0 solo 100% bioaumentado teve duracao
total de 21 dias.

3.6 Uso do Nivel Ideal de Bioaumentacéo para Analise da Biodegradabilidade
dos Polimeros CMC, PP E PHB.

Apés observar que o solo de melhor desempenho na Andlise de Niveis de

Bioaumentacéo foi o Solo 50% bioaumentado, este foi aplicado em uma nova bateria
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de testes para avaliar 0 uso da bioaumentacéo na biodegradacdo de CMC (controle
positivo), PP (controle negativo) e PHB (polimero de teste). Os controles servem como
parametro para avaliar a eficiéncia do método, sendo assim o controle positivo, ao
final dos testes, deve ter alta taxa de degradacdo e o controle negativo deve

apresentar baixa taxa de degradacao.

3.6.1 Distribuicdo Respirométrica
Foram utilizados 13 respirdmetros de Bartha, configurados conforme Figura 5,
para esta bateria.

Figura 5- Distribuicdo Respirométrica para Andlise da
Biodegradabilidade dos polimeros CMC, PP e PHB.
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Fonte: os autores (2023)

3.6.2 Curva de CO2

A producéo de CO:2 nesta bateria foi mensurada pelo mesmo método descrito
no item 3.5.3, a partir da técnica de retrotitulagdo, as massas obtidas de dioxido de

carbono sao convertidas em porcentagem de degradacéo dos polimeros.

3.6.3 Teste de Ecotoxicidade segundo norma ASTM D5951:2002

Ao final desta bateria de testes, foi realizado o teste de ecotoxicidade do solo,
a fim de avaliar a interferéncia tanto do bioaumento com extrato de levedura quanto

da degradacdo dos polimeros testados. Para a realizacdo deste teste, foi feito um
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extrato concentrado e um extrato diluido para cada um dos solos utilizados na bateria
de analises. Esta sendo utilizado como controle de ecotoxicidade sementes de
Nasturtium Officinale, comumente conhecido como agridao.

Ao final do teste de ecotoxicidade sera feita uma comparacéo entre os solos
testados e um padrado, assim sera comprovado que o método proposto, visto que se
utiliza apenas extrato de levedura, ndo tem potencial de contaminar o solo. Os
resultados obtidos serdo apresentados em taxa de sementes germinadas e sementes
ndo germinadas, a obtencdo dos resultados esta prevista para o dia 24/10/2023.

3.7 Uso da Bioaumentacao Para Analise da Biodegradabilidade de Polimeros

Comercializados Como Biodegradaveis.

Nesta etapa, esta sendo testada a biodegradabilidade de polimeros
encontrados no mercado, comercializados como biodegradaveis. Para esta andlise,
utiliza-se sacola plastica, canudos plasticos e copos plasticos descartaveis. Esta
bateria de testes tem seu término previsto para o dia 06/11/2023, porém € possivel
realizar uma estimativa antes mesmo do término, tendo em vista as duas outras curvas
de biodegradacado construidas com o método proposto.

A fim de verificar a provavel composicdo de cada material, visto que esta
informacdo ndo € encontrada nos rétulos das amostras de polimeros, fez-se analise
de espectroscopia de infravermelho em cada uma das amostras, como observado nas
Figuras 12, 13 e 14.

3.7.1 Distribuicdo Respirométrica

As amostras de polimeros, bem como os controles do teste (CMC e PP),

foram distribuidos em Respirbmetros de Bartha conforme Figura 6.
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Figura 6- Distribuicdo Respirométrica para Analise da Biodegradabilidade de
Polimeros Comercializados como biodegradaveis.
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Fonte: os autores (2023)

3.7.2 Curva de CO2

A producgéo de CO:2 nesta bateria esta sendo mensurada pelo mesmo método
descrito no item 3.5.3, a partir da técnica de retrotitulacdo, as massas obtidas de

diéxido de carbono sao convertidas em porcentagem de degradacéo dos polimeros.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Andlises Prévias

Para as analises prévias realizadas, foram obtidos os seguintes valores: pH=
7,82; umidade= 55,89%; TOC= 11,72%. Os resultados foram avaliados e se
mostraram dentro do ideal quando comparados com os valores base utilizados do
Manual de Métodos de Analise de Solo (EMBRAPA, 2017, p. 199, 360).

4.2 Analise de Métodos de Bioaumentagdo em Solo por Curva de
Crescimento Microbiolégico
Em relacdo a etapa de Curva de Crescimento Microbiologico, as Fig.7 e Fig.8
a seguir demonstram que a fonte de nutriente de compostos inorganicos inibiu o

crescimento fingico e teve um baixo desempenho para as bactérias, com isto, decidiu-
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se eliminar este método e considerar os outros dois, caldo nutriente e extrato de
levedura, para a proxima etapa de analise.

A partir destes dados foi possivel definir o melhor tempo de incubagéo dos solos
bioaumentados, 6 dias. Para isto, levou-se em consideragéo o dia em que houve 0s
picos das curvas de crescimento microbiolégico. Outra informacdo importante
analisada foi o formato da curva do extrato de levedura, que mais se aproximou com
o0 ideal para curva de crescimento microbioldgico descrito na literatura. Analisando é
possivel perceber a fase de laténcia e também a fase exponencial seguida da morte

das células.

Figura 7- Curva de Crescimento Bacteriano.
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Fonte: os autores (2023)

Figura 8- Curva de Crescimento Fungico.
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4.3 Analise de Métodos de Bioaumentacdo em Solo por Respirometria de
Bartha

Quanto a Andlise de Meétodos de Bioaumentacdo, o0s solos estéreis
demonstraram produgdo de CO2 maior que 0s solo in natura e bioaumentados.
Usando-se da busca na literatura, conjecturou-se que esta producdo de CO: se
trataria de producdo quimica e ndo bioldgica, provinda da oxidacdo de matéria
organica remanescente que a alta temperatura da autoclave proporcionou no
momento da esterilizacdo. Pensando nisso, foram considerados os resultados apenas
dos solos néo esterilizados.

Além da baixa producao de COz2, o solo acrescido de caldo nutriente apresentou
empolamento e mau cheiro, fatores que caracterizam o crescimento de
microrganismos anaerobios, fato que ndo se repetiu com o solo acrescido de extrato
de levedura. Por esse motivo, o extrato de levedura como fonte nutriente se mostrou
mais vantajoso, passando assim para a proxima etapa de testes.

Apoés a escolha da fonte nutriente ideal, realizou-se o teste de 28 dias para
analisar o nivel de bioaumentacdo ideal, e para isso, utilizou-se a Celulose

Microcristalina como amostra.
4.4 Analise da Biodegradabilidade da Celulose Microcristalina com Niveis de
Bioaumentacao

Figura 9- Grafico da degradacédo de CMC em func¢édo do periodo de teste.
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Visto que a biodegradacao da celulose microcristalina foi de 69,95% com o
Solo 50% bioaumentado, enquanto o solo in natura apresentou biodegradagcao de
42,28%, realizou-se as proximas etapas com o solo 50%.

Houve a repeticdo dos testes com o solo 100%, como descrito no item 3.5.4,
no entanto os resultados se mantiveram. Revisando a literatura e observando os
resultados dos plaqueamento para este solo, é possivel conjecturar que a quantidade
de microrganismos presentes no solo 100% eram insustentaveis para o sistema, pois
a demanda de agua para a quantidade de UFC’s presentes foi muito elevada,

ocorrendo a inativagcdo das bactérias.

4.5 Uso do Nivel Ideal de Bioaumentacao para Analise da Biodegradabilidade
dos Polimeros CMC, PP E PHB.

A partir da Figura 10, pode-se observar que o método apresentou taxa de
biodegradabilidade 67,44% para a celulose microcristalina, 61,02% para o
poli(hidroxibutirato) e 7,52% para o polipropileno.

Tendo em vista que os controles utilizados foram eficientes, é possivel
considerar os resultados da degradacéo obtida para o PHB em 21 dias de teste. Esta
bateria de testes teve duracéo reduzida por conta de um problema de aquecimento
excessivo apresentado pela estufa, devido a isso 0os microrganismos terméfilos do

solo entraram em fase latente e tiveram sua atividade reduzida.

Figura 10- Gréfico da degradacédo de CMC, PP e PHB em funcéo do periodo de teste.
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4.6 Uso da Bioaumentacédo para Analise da Biodegradabilidade de Polimeros

Comercializados como biodegradaveis

A fim de conhecer a composicdo das amostras submetidas ao teste de

biodegradacao, analisou-se cada amostra por espectroscopia de infravermelho, FT-

4

IR. O espectdbmetro utilizado para estas analises foi o “Spectrum Two Infravermelho’

da marca PerkinElmer.

Espectroscopia € o0 estudo da interacdo da radiacao
eletromagnética com a matéria. A radiacdo eletromagnética é composta de
um vetor campo elétrico e um vetor campo magnético, mutuamente ortogonal,
que se propagam em uma dada direcdo. A radiacdo eletromagnética
apresenta a dualidade onda-particula. A natureza ondulatéria manifesta-se
por meio da interferéncia, dispersdo, polarizagdo e coeréncia da radiacao
eletromagnética. A natureza corpuscular manifesta-se por meio do efeito
Compton e do efeito fotoelétrico. (CANEVAROLO et al., 2003)

As deformacdes axiais, ou estiramento, sdo oscilagdes radiais das
distancias entre os nulcleos; enquanto as deformacdes angulares envolvem
mudancas dos angulos entre as ligacées ou, como no modo de deformacéo
assimétrica fora do plano, alteracdes do angulo entre o plano que contém as
ligacdes e um plano de referéncia. (UNESP, 2012).

A gama espectral mais importante para a analise de polimeros encontra-se nos
comprimentos de onda de IV médio, correspondente aos nimeros de onda, em cm™1,
entre 4000 e 400 cm™t. (SANTOS, 2009).

Figura 11- Correlacéo de vibragcdes de grupos funcionais e frequéncia de bandas
da espectroscopia por infravermelho.

TABLE 2.3
A SIMPLIFIED CORRELATION CHART

Type of Vibration Frequency  Intensity Page
(em™) Reference

cn Allanes  (streich) s0 . 3 62,64
CH,  (bend) s m =473
CH:~ (bend) 6 = o-H Akccbols. phcok

Fonte: Introduction to Spectroscopy, Fourth Edition, page 46.

4.6.1 Analise por Espectroscopia de Infravermelho de Sacola Plastica (TPS)

Segundo (MENDES, 2009) as principais absor¢des caracteristicas observadas

no espectro do TPS sédo: deformacdo axial de C-H (2930-1920 ¢m™1), deformacao
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angular de O-H (1700-1650 cm™1), deformacdo angular de C-H (1414-1336 cm™ 1) e
deformacdo axial da ligacdo éter (1270-991 cm™1). Essas caracteristicas podem ser
comprovadas ao observar a “TABLE 2.3 A SIMPLIFIED CORRELATION CHART”
contida no livro “Introduction to Spectroscopy, Fourth Edition”, exemplificada

anteriormente na Figura 11.

Figura 12- Espectroscopia de Infravermelho para Analise de Sacola Plastica de
Amido Termopléstico

99 7.

994
. |

M ] #
Ml N ! ! AT l
, \B J _

P ® © N

® W W D W W
——
= —

2000 1500 1000 450

¥ Nome daamos 9 Descriglo « geo @

Fonte: os Autores

Embasando-se na literatura, pode-se identificar bandas caracteristicas do
Amido Termoplastico, tais como:

1) Observa-se deformacéo axial de C-H no comprimento de onda 2923,25
cm”

2) Observa-se deformagéo angular de O-H (H20) no comprimento de onda
171459 cm™1;

3) Observa-se deformacgédo axial da ligagéo éter no comprimento de onda
1268,08 cm™1;

4) Observa-se deformacao angular de C-H no comprimento de onda 1409,21
cm

Identifica-se ruidos nos comprimentos de onda 3600-3650 cm™1, revisando a

literatura (DONALD L. et al.; 2009), entende-se que esses comprimentos de onda sao



28

caracteristicos de deformacéo de grupos alcoois, possivelmente indicando adicéo de

glicerina na composicao deste material polimérico.
4.6.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho de Copo Descartavel (PS)

A parte aromatica é facilmente identificavel pela deformacédo C=C do anel pela
banda 1600-1450 ¢m™! e pela banda em 697 c¢cm™' , que sugere um anel
monossubstituido, conforme € o Poliestireno (SANTOS, 2009). Essas caracteristicas
podem ser comprovadas ao observar a “TABLE 2.3 A SIMPLIFIED CORRELATION
CHART” contida no livro “Introduction to Spectroscopy, Fourth Edition”, exemplificada

anteriormente na Figura 11.

Figura 13- Espectroscopia de Infravermelho para Analise de Copo Descartavel de
Poliestireno

100,15
100.0
995 . ‘ Moty ol

\ Il
99.04 "r“‘ [N

98 54 ‘ ‘
98.01 /R /\
97.51 "\y
97.01 \
96.51 2
96.01 2

95 51 3
95.01

94 51

" oo 1 \
9351

93.1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

%T

Resultados
(2| Nome daamos 8 Descrigdo 3 ’ E- I
N CRISTALCOPO_1 | Amostra 046 por Administrator data quarta-feira, outubro 11 2023 a

Fonte: os Autores

Embasando-se na literatura, pode-se identificar bandas caracteristicas do
Poliestireno, tais como:
1) Observa-se as bandas de vibragdo em 2.920 cm™1 e 2.850 cm™?! que

pertencem ao estiramento do C-H de sp3.
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2) Observa-se deformacéao axial de C=C do anel aromatico no comprimento
de onda 1456,77 cm™1;

3) Sugere-se anel monossubstituido, conforme é o PS no comprimento de
onda 694,81 cm™1;

4.6.3 Analise por Espectroscopia de Infravermelho de Canudo Pléastico (PP)

Segundo (HAACK, 2010) as principais absorcdes caracteristicas observadas
no espectro do Polipropileno sédo: deformacdo axial C-H de compostos saturados
(3000-2800 cm™1), deformac&o angular de C- H (1462- 1304 cm™1). Outras literaturas
consultadas que exemplificam estas mesmas absorcbes caracteristicas do
Polipropileno sdo (PEREIRA, 2016) e (PITARELLI et al., 2001).

Figura 14- Espectroscopia de Infravermelho para Anélise de Canudo Plastico de
Polipropileno
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Embasando-se na literatura, pode-se identificar bandas caracteristicas do
Polipropileno, tais como:
1) Observa-se deformagéao axial assimétrica de C—H do grupamento metila no

comprimento de onda 2949,43 cm™1;
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2) Observa-se deformacao axial assimétrica de C-H2 do grupamento metileno
no comprimento de onda 2917,81 cm™! ;
3) Observa-se deformacgéo angular simétrica C—H3 do grupamento metila no

comprimento de onda de 1456,77 cm™'e deformacgdo angular simétrica em 1375,61.

4.6.4 Avaliagédo da Espectroscopia de Infravermelho das Amostras

Os residuos de amostras de PS aditivado mineralizam apenas cerca de 2 a 5%
do carbono original em 2-3 meses (em meio de composto/perlita ou em meio mineral
aquoso inoculado com composto), apds posi¢do a UV por 75-125 h a 60 °C (OJEDA,
2008). Ainda segundo dados de OJEDA a analise cinética demonstrou que o amido,
ainda mais do que que glicose e poli(3-hidroxi-butirato), pode ser mineralizado
completamente se a degradacédo continuar a um valor médio para esses polimeros de
2,4% dia para o coeficiente da taxa de mineralizagéo.

Conjectura-se, a partir de dados revisados na literatura, que a mineralizacao
das amostras de Polipropileno e Poliestireno ndo ocorrerd durante o teste de
biodegradacéao, visto que esses polimeros consistem em poliolefinas acrescidas de
aditivos pr6 degradantes. Acredita-se que, quanto & amostra da sacola de Amido

Termoplastico, havera taxa de biodegradacao consideravel.

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos na “Analise da Biodegradabilidade com Niveis
de Bioaumentagao”, o método desenvolvido se mostrou promissor para a realizagao
de testes acelerados, uma vez que a biodegradacédo da celulose microcristalina foi de
69,95% com o Solo 50% bioaumentado, enquanto o solo in natura apresentou
biodegradacao de 42,28%.

Os resultados obtidos na “Analise da Biodegradabilidade dos Polimeros CMC,
PP e PHB” foram fundamentais, pois estes serviram para validar o método como
alternativa acelerada para a analise da biodegradabilidade de polimeros. A Celulose
Microcristalina, para 21 dias de teste, apresentou degradacdo de 67,44%, valor

matematicamente semelhante & degradacdo vista no item 4.3. O polipropileno
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apresentou degradacéo de 7,52%, a baixa taxa de biodegradabilidade do controle
negativo é outro fator fundamental que corrobora com a validacdo do método
proposto, tendo em vista que sua degradacgéo esta condizente com os dados obtidos
na literatura para as normas ISO-14855 e ASTM-D5338.

Os resultados que serdao obtidos na “Anadlise da Biodegradabilidade de
Polimeros Comercializados como Biodegradaveis” demonstrardo que o método
desenvolvido, além de facilitar o processo de desenvolvimento de polimeros
biodegradaveis pelo baixo custo e curto periodo de aplicacdo, também pode ser
aplicado para fins de fiscalizacdo de biodegradacdo de materiais poliméricos

comercializados como biodegradaveis.
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