U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

IZABELLY CHRISTINY DA SILVA

SINTESE DE NANOFIBRAS DE POLI(ALCOOL VINILICO)
INCORPORADAS COM NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE
FERRO E ENZIMAS FUNGICAS PARAA
NANOBIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS
COM DERIVADOS DE PETROLEO

LAVRAS - MG
2022



IZABELLY CHRISTINY DA SILVA

SINTESE DE NANOFIBRAS DE POLI(ALCOOL VINILICO) INCORPORADAS
COM NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO E ENZIMAS FUNGICAS PARA
ANANOBIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM DERIVADOS DE

PETROLEO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em  Fisica, area de
concentracdo em Fisica.

Prof. Dr. Robson André Armindo
Orientador

Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias
Coorientador

Profa. Dra. Tatiana Cardoso e Bufalo
Coorientadora

LAVRAS - MG
2022



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Siva, lzabelly Christiny da.

Sintese de nanofibras de poli(alcool vinilico) incorporadas com
nanoparticulas de éxidos de ferro e enzimas fungicas para a
nanobiorremediag&o de solos contaminados com derivados de
petroleo / I1zabelly Christiny da Silva. - 2022.

72 p. il

Orientador(a): Robson André Armindo.

Coorientador(a): Eustaguio Souza Dias, Tatiana Cardoso e
Bufalo.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2022.

Bibliografia.

1. Biorremediacdo. 2. Fiagdo por sopro em solugdo. 3.
Nanofibras. I. Armindo, Robson André. 1l. Dias, Eustaquio Souza.
I11. Cardoso e Bufalo, Tatiana. V. Titulo.




IZABELLY CHRISTINY DA SILVA

SINTESE DE NANOFIBRAS DE POLI(ALCOOL VINILICO) INCORPORADAS
COM NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO E ENZIMAS FUNGICAS PARA
ANANOBIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM DERIVADOS DE

PETROLEO

SYNTHESIS OF POLY(VINYL ALCOHOL) NANOFIBERS INCORPORATED WITH
IRON OXIDE NANOPARTICLES AND FUNGAL ENZYMES FOR THE
NANOBIOREMEDIATION OF SOIL CONTAMINATED WITH PETROLEUM
DERIVATIVES

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em  Fisica, éarea de
concentracdo em Fisica.

APROVADA em 29 de julho de 2022.
Dra. Tatiana Cardoso e Bufalo, UFLA
Dra. Ana Carolina Cortez Lemos, UFLA
Dr. Fabio Lucas Alves, NJU

Prof. Dr. Robson André Armindo
Orientador

Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias
Coorientador

Profa. Dra. Tatiana Cardoso e Bufalo
Coorientadora

LAVRAS - MG
2022



A minha amada vové Maria, que apesar
de ndo estar mais entre nds, estaria
orqulhosa de me ver chegar até aqui.
Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me dar o dom da vida, por me amar incondicionalmente e
sempre escolher o melhor para mim.

A minha mae, Izabel Silva, que sempre esteve ao meu lado, sendo minha maior
incentivadora. A minha irma, minha pequena Liz Maria, que alegra os meus dias com
seu sorriso banguelo. A minha tia Jociléia, pelo apoio. Aos meus avés, Aurindo e Maria
(in memorian) por nunca medirem esfor¢os para me ajudar. Sou honrada em ter vocés na
minha vida.

Ao meu namorado, Lucas Oliveira, pela atengado, paciéncia e por todo o amor
dedicado a mim. A vida ao seu lado é mais leve.

Ao meu orientador, Robson Armindo, pela orientacédo e apoio.

A minha coorientadora, Tatiana Cardoso, por acreditar no potencial do nosso
projeto e pela oportunidade de crescer na minha vida académica e profissional.

Ao meu coorientador, Eustdquio Dias, por disponibilizar o laboratério e sempre
estar disposto a auxiliar na realizagdo dos experimentos.

Aos professores participantes das bancas examinadoras de qualificacdo do
projeto e defesa da dissertacdo: Prof. Dr. Joaquim Paulo da Silva (UFLA), Profa. Dra.
Angela Dayana Barrera de Brito (UFLA), Prof. Dr. Julio César Ugucioni (UFLA), Dra.
Ana Carolina Cortez Lemos (UFLA) e Dr. Fabio Lucio Alves (NJU). Obrigada pelas
contribui¢des que ajudaram na melhoria desse trabalho.

A minha amiga, Glducia, pela parceria e experiéncias trocadas. Obrigada por
viver esta aventura comigo.

As minhas companheiras de apartamento e amigas, Victéria e Isadora, por todos
os momentos compartilhados, pelos sorrisos e brincadeiras. Vocés sdo incriveis.

Aos meus colegas de mestrado, em especial, aos meus amigos Lucas Gastaldon
e Helena Rabelo, por sempre estarem dispostos a me ajudar. Levarei vocés no meu
coragao.

Aos alunos de inicia¢do cientifica, Matheus Siqueira, Mylene Ladislao e Amanda
Fernandes, por toda a ajuda na parte experimental do projeto.

A equipe Inovafungi pela partilha de conhecimento.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) pela oportunidade de realizar esse
sonho.

Ao Programa de P6s-Graduagao em Fisica da Universidade Federal de Lavras
pelas oportunidades oferecidas durante o mestrado.

Ao Laboratério de Microbiologia Agricola (DBI-UFLA), em especial aos colegas
do BioFungi, por tornarem a rotina no laboratério mais prazerosa.

Ao Laboratério de Energias Renovéveis e Materiais Avancados (DFI-UFLA), pela
estrutura oferecida para o desenvolvimento deste projeto de pesquisa e ao doutorando
Caio, pela paciéncia e disponibilidade para me auxiliar com a técnica SBS.

Ao Laboratério de Fisiologia de Plantas Cultivadas (DBI-UFLA), pela
disponibilidade. Ao Paulo e a Tais pela ajuda com o leitor de Elisa.

Ao Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME-UFLA),
ao Laboratério de Quimica Inorganica (DQI-UFLA) e a Central de Anédlise e Prospeccdo
Quimica (CAPQ-DQI) pelas caracterizagdes realizadas.

Ao Laboratério Multiusudrio de Anaélises Instrumentais (EENG/UFLA) pela
realizacdo das andlises cromatogréficas.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.



" Até aqui nos ajudou o Senhor.”
(I Samuel 7:12)



RESUMO

A remediacdo de solos contaminados por derivados de petrdleo representa um dos
maiores desafios na drea ambiental, e motiva pesquisas que buscam solugdes mais
eficientes com menores impactos ambientais. Neste contexto, a nanobiorremediacao é
uma estratégia que alia a aplicacdo de nanoparticulas com a biorremediacdo para uma
remediacdo eficiente e sustentavel. O presente estudo versa o desenvolvimento de uma
técnica integrada de nanobiorremediagdo para aplicagdo em solos contaminados com
derivados de petréleo. Em particular, visa a sintese de nanofibras de poli(4lcool vinilico)
(PVA) por meio da fiagdo por sopro em solugdo incorporadas com nanoparticulas
de 6xidos de ferro biossintetizadas por fungos e enzimas fingicas. Deste modo, o
processo de degradacdo ocorre em dois estagios distintos da vida 1til da nanofibra:
em sua fase integra, a degradacdo dos derivados de petréleo ocorre por meio das
enzimas imobilizadas na nanofibra, ao passo que a biodegradagdo natural do PVA
causada pela propria umidade do solo permite a liberagdo lenta de nanoparticulas
remediadoras de derivados de petréleo. A estratégia visa potencializar o processo
de degradacdo dos derivados de petréleo no solo de forma ambientalmente amigavel
e sem a introducdo de microrganismos no local contaminado. As nanoparticulas de
6xidos de ferro apresentaram tamanho médio de 14nm. As nanofibras apresentaram um
diametro médio de 213nm, 200nm e 267nm para o PVA puro, PVA com filtrado fiingico
e para PVA com filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro, respectivamente.
As nanofibras foram analisadas quanto ao potencial de degradagdo do 6leo diesel. A
integracdo das estratégias pode ser pensada como uma forma de amenizar os problemas
de remediagdo, uma vez que as abordagens integradas podem superar as desvantagens
das tecnologias individuais e fornecer melhores resultados. Portanto, esta pesquisa
teve como resultado um biomaterial avangado para aplicagdo na remediagdo de solos
contaminados com derivados de petréleo.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Fiacdo por sopro em solucdo. Nanofibras.
Nanoparticulas de 6xidos de ferro. Nanorremediagdo. Solos contaminados com
derivados de petroleo.



ABSTRACT

The remediation of soils contaminated by petroleum derivatives represents one of
the greatest challenges in the environmental area and motivates research that seeks
more efficient with lower environmental impacts. In this context, nanobioremediation
is a strategy that combines the application of nanoparticles to bioremediation for an
efficient and sustainable remediation. The present study deals with the development
of an integrated technique of nanobioremediation to be applied in soils contaminated
with petroleum derivatives. In particular, the study aims at the synthesis of poly(vinyl
alcohol) nanofibers (PVA) by solution blow spinning incorporated with iron oxide
nanoparticles biosynthesized by fungi and fungal enzymes. Thus, the degradation
process takes place at two distinct stages of the nanofiber’s lifespan: in its entirety, the
degradation of petroleum derivatives occurs through the enzymes immobilized in the
nanofiber, while the natural biodegradation of PVA caused by soil moisture itself allows
the slow release of nanoparticles capable to remedy soils contaminated by petroleum
derived products. The strategy aims to enhance the process of degradation of petroleum
derivatives in the soil in an eco-friendly way and without introducing microorganisms
into the contaminated site. The iron oxide nanoparticles had an average size of 14nm.
The nanofibers showed a mean diameter of 213nm, 200nm and 267nm for pure PVA,
PVA with fungal filtrate and for PVA with fungal filtrate and iron oxide nanoparticles,
respectively. The nanofibers produced in this study were analyzed regarding their
degradation potential of diesel oil. The integration of strategies can be thought of as a
way of diminishing the issues associated with remediation, as integrated approaches
can overcome the disadvantages individual technologies and provide better results.
Therefore, this research resulted in an advanced biomaterial with great potential to be
used in soils contaminated with petroleum derivatives.

Keywords: Bioremediation. Solution Blow Spinning. Nanofibers. Iron oxide
nanoparticles. Nanoremediation. Soils contaminated with petroleum derivatives.
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1 INTRODUCAO

O petroleo se destaca como a principal fonte de energia do mundo, servindo de
matéria-prima para diversos produtos, tais como: 6leo diesel, gasolina, lubrificantes,
tintas, parafinas, querosene, medicamentos, cosméticos, dentre outros (MARTINS et al.,
2015). No entanto, o petréleo contém em sua composi¢do contaminantes como enxofre,
metais pesados, hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, que geram grandes riscos para
o meio ambiente que podem ocorrer desde o processo de extragdo, transporte, refino,
até o consumo (WU et al., 2016). Os derramamentos e vazamentos dos derivados de
petrdleo sdo provenientes de tanques, filtros, bombas de abastecimento de combustivel
e lavagem de veiculos (SILVA, 2021). Sendo assim, a industria do petréleo é considerada
uma grande geradora de polui¢do no ar, na dgua e no solo.

A remediacdo de solos contaminados por derivados de petréleo representa um
dos maiores desafios na drea ambiental, devido a complexidade do solo e dos compostos
envolvidos (MAGALHAES, 2020). Em fungéo disso, existem diversas tecnologias
destinadas ao tratamento destes solos contaminados, como oxida¢do quimica, extracao
de vapores no solo, entre outras. As técnicas existentes para remediacdo de ambientes
contaminados podem possuir custos elevados, baixa eficiéncia e produgao de produtos
secunddarios que necessitam de tratamento adicional. Além disso, a utilizacdo de
reagentes quimicos pode afetar negativamente a qualidade do solo (WU et al., 2010).

Alternativas para remediacdo de solos contaminados com derivados de petréleo
que buscam minimizar os impactos ambientais tém se destacado nos tiltimos anos. Neste
contexto, a biorremedia¢do vem ganhando espago como uma alternativa sustentdvel
para amenizar os problemas de contaminagdo causados por poluentes (QUINTELLA;
MATA; LIMA, 2019). O processo de biorremediagdo pode ser definido como o uso de
microrganismos para biodegradar poluentes ambientais do solo, d4gua e sedimentos.
Em especial, os fungos filamentosos sdo considerados bons degradadores de derivados
de petréleo. Os fungos sdo microorganismos que secretam enzimas extracelulares,
denominadas enzimas ligninoliticas, que podem contribuir para a transformacéo e
degradacdo de compostos téxicos (PASSARINI et al., 2015).

Por outro lado, a aplicagdo da nanotecnologia é vista como uma alternativa
promissora para a remediacdo de areas contaminadas com derivados de petrdleo,

uma vez que, as nanoparticulas possuem propriedades fisicas e quimicas tnicas,
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possibilitando a remoc¢do de contaminantes (IORIO et al.,, 2019). Neste caso, as
nanoparticulas de 6xidos de ferro possuem potencial para degradar poluentes de
forma eficiente devido a grande area superficial, alta capacidade de reducéo, baixa
toxicidade e propriedades magnéticas (ROBINSON et al., 2020; GALDAMES et al., 2020;
GIL-DIAZ et al., 2022).

O uso de uma tnica estratégia pode ndo ser vidvel, devido a baixa eficiéncia e
altos investimentos. Assim, é necessdrio desenvolver e utilizar técnicas combinadas que
envolvam a aplicacdo de duas ou mais tecnologias para superar as limita¢des individuais.
A nanobiorremediacdo é uma técnica de remediacdo que busca a redugdo da concentragdo
de contaminantes com base na combinacdo dos beneficios da nanotecnologia e da
biorremediacdo (RAJPUT et al., 2022). Portanto, é uma abordagem eficiente e sustentavel
para remediacdo de solos contaminados com derivados de petréleo (GUL; RUPULA;
RAO, 2022).

Este projeto de pesquisa tem como objetivo o desenvolvimento de uma estratégia
para aplicacdo na nanobiorremediagdo de solos contaminados com derivados de petréleo,
combinando as propriedades das nanoparticulas de 6xidos de ferro e da biorremediacdo
com enzimas produzidas pelos fungos.

A estratégia proposta consiste na sintese de nanofibras de poli(alcool vinilico)
(PVA) incorporadas com nanoparticulas de 6xidos de ferro biossintetizadas por fungos
e enzimas fiingicas por meio do método de fiacdo por sopro em solugado (SBS — Solution
Blow Spinning). O PVA é um polimero sintético, biodegradavel, biocompativel e ndo
toxico que apresenta boa capacidade de formacdo de nanofibras (NIRANJAN et al.,
2019; ADAMU et al., 2021). Além disso, é um dos poucos polimeros soltiveis em dgua
com boas caracteristicas interfaciais e mecanicas (LIU; ZHANG; GUO, 2022).

O processo de degradacdo ocorre em dois estdgios distintos da vida til da
nanofibra: em sua fase integra, a degradacgdo dos derivados de petréleo ocorre por
meio das enzimas imobilizadas na nanofibra, ao passo que a biodegradagdo natural do
PVA causada pela propria umidade do solo permite a liberacdo lenta de nanoparticulas
remediadoras de derivados de petréleo. A estratégia visa potencializar o processo de
degradagdo de forma ambientalmente amigdavel e sem a introdugdo de microrganismos

no local contaminado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ossolo

O solo pode ser definido como a camada superficial da crosta terrestre gerado
do intemperismo de rochas associado a agentes organicos e biol6égicos por diversos
ciclos naturais. E o resultado das iniimeras combinagdes de fatores (clima, organismos,
tempo e relevo) e de processos (remogéo, adigdo, transporte e transformagdo) que atuam
sobre os materiais de origem (rochas, sedimentos e depdsitos organicos) e condicionam
a diversidade de solos encontrados (PEDRON et al., 2004).

Os solos sdo fisicamente constituidos por trés fases: sélida (mineral e organica),
liquida (solucdo do solo) e gasosa (atmosfera do solo). Normalmente, a fase sélida
ocupa em média 40-60% do volume total do solo, sendo que 40-50% sdo representados
por minerais e 0-5% por matéria organica. O restante do volume do solo é ocupado
pelas fases liquida e gasosa (PREVEDELLO; ARMINDO, 2015).

As particulas s6lidas do solo sdo medidas por uma escala granulométrica
definindo sua granulometria. Normalmente, distinguem-se trés classes granulométricas
principais: a areia, o silte e a argila. A textura do solo representa os teores de cada fracdo
do tamanho de particulas. Os solos com diferentes teores de areia, silte e argila sdo
classificados em diferentes classes texturais.

A matéria organica engloba uma grande variedade de seres vivos (bactérias,
fungos, protozodrios, entre outros). Os organismos do solo, em especial os
microrganismos, sdo responsaveis pela decomposicdo de residuos organicos e pela
sintese de moléculas orgdnicas com propriedades importantes como a capacidade
de retencdo de dgua, poder tamponante do solo!' e uma fonte de nutrientes para a
microbiota (BARROS, 2007).

A fase liquida esta relacionada com a umidade do solo e é representada pela
dgua ou solucdo do solo. A fase liquida pode completar integralmente ou parcialmente
os poros do solo. O solo é dito saturado quando todos os poros estdo preenchidos por
agua, e ndo saturado quando os poros estdo parcialmente preenchidos por dgua. A
fracdo de ar caracteriza a porosidade de aeracdo do solo ou porosidade livre de 4gua,

contendo vapor d’dgua e gases como diéxido de carbono, oxigénio, nitrogénio e tragos

I Capacidade de resistir a alteragdo de pH por fatores externos.
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de outros. Essas duas fases (liquida e gasosa) sdo complementares, ou seja, a maxima
presenca de uma resulta na auséncia da outra (PREVEDELLO; ARMINDO, 2015).

As caracteristicas e propriedades fisicas do solo (textura, porosidade, densidade,
permeabilidade ao fluxo de dgua, ar e calor) sdo responsdveis pelos mecanismos de
atenuacdo fisica de poluentes, como filtragdo e lixiviagdo, possibilitando ainda condi¢oes
para que os processos de atenuacdo quimica e biolégica possam ocorrer (CETESB, 2020).

Dessa forma, o solo é um recurso natural fundamental a vida e ao equilibrio do
planeta, devido a sua capacidade de armazenar dgua, transmitir calor, trocar gases com
a atmosfera, permitir a presenga de macro e microrganismos, o crescimento de plantas,
a produgdo de alimentos, além de contribuir para a fotossintese e a redugdo do efeito
estufa pelo sequestro de carbono na matéria organica (RODRIGUES; DUARTE, 2003).
Portanto, a conservacdo do solo e a limitacdo dos processos de degradacdo deste recurso

sdo imprescindiveis para um desenvolvimento sustentavel.

21.1 Contaminacdo dos solos por derivados de petréleo

A contaminagdo do solo é atribuida a presenga considerdvel de algum elemento
ou substancia - incorporados acidentalmente ou intencionalmente - que pode afetar
componentes bidticos do ecossistema. Para o controle dessa contaminagao, certos
padrdes e indicadores de qualidade do solo devem ser respeitados em um determinado
local. A introdugdo de contaminantes no solo pode acarretar na perda de varias de suas
fungdes e ainda provocar contaminagdo de dguas subterraneas (BRAGA et al., 2002).

As atividades de exploracdo, produgéo, refino e transporte de petréleo e de seus
derivados apresentam riscos ambientais devido a existéncia de constituintes toxicos em
sua composicdo, assim como em seus residuos (SANTANA et al., 2020). O petrdleo é uma
mistura de compostos solidos, liquidos e gasosos que ocorre em rochas sedimentares em
depésitos ao redor de todo o mundo (RODRIGUES, 2014). Do ponto de vista quimico, o
petréleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos? que pode ser dividida em quatro
classes principais: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos (MORAIS, 2005).

Os hidrocarbonetos de petréleo, incluindo aqueles que sdo policiclicos aromaticos,

sdo considerados poluentes ambientais perigosos pela Agéncia Norte Americana de

2 Os hidrocarbonetos incluem compostos formados por carbono e hidrogénio com propriedades
quimicas e fisicas definidas pelo ntimero de dtomos e arranjo das moléculas.
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Protecdo Ambiental - USEPA (United States Environmental Protection Agency) e por muitas
outras organizag¢des ambientais mundiais. Visto que, em func¢do da sua estrutura
quimica complexa, da sua baixa solubilidade em 4dgua e da forte tendéncia de sorgdo®
a fase sélida do solo, tornam-se resistentes e permanecem por longos periodos no
ambiente, o que aumenta a possibilidade de exposicao de humanos e animais a esses
compostos (JACQUES et al., 2007).

Os derivados de petrdleo representam fontes significativas de contaminagdo dos
solos (GONZAGA, 2013). Esses compostos sdo persistentes no ambiente, possuem alta
mobilidade e afetam a composi¢do quimica do solo. Por este motivo, a contaminacdo dos
solos por derivados de petréleo tornou-se uma das grandes preocupagdes ambientais,
pois tais compostos sdo fontes significativas de poluigdo ambiental, representam riscos ao
ambiente e a vida devido sua toxicidade e mutagenicidade (SOUSA; JUNIOR; SANTOS,
2020). Sendo assim, medidas de preservagao sdo necessdrias para evitar a presenga

desses compostos no ambiente (MORAIS, 2005).

2.2 Técnicas de remediacdo de solos contaminados por derivados de petrdleo

O processo de remediacdo e por conseguinte, a recuperagdo das d&reas
contaminadas, é lento e depende da capacidade de restabelecimento do solo, onde
as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas se recompdem a um nivel minimo,
permitindo o desenvolvimento de espécies vegetais e da atividade microbiana (FILHO
et al.,, 2010). Desta forma, a recuperacdo ambiental estd relacionada ao desafio de
reconstruir a estrutura e criar condi¢des para que se restabelecam os processos ecolégicos
naturais de cada ecossistema (ALVES, 2006, SOARES et al., 2011).

Neste contexto, destaca-se algumas das tecnologias de remediacdo que sdo
empregadas atualmente para o tratamento de solos contaminados por derivados de
petrdleo: oxidagdo quimica in-situ, extracdo de vapores no solo, biorremediacédo, entre
outras (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

A oxidagdo quimica baseia-se na injecdo de oxidantes quimicos em meios
contaminados, com a finalidade de degradar o contaminante por meio de reagoes

quimicas e converté-lo em substancias inertes. Caso exista um sistema de irrigagdo

3 Otermo sorcéo é utilizado para referir aos diversos mecanismos de retengdo de ions e moléculas
pela fase sélida.
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instalado no local contaminando, uma outra forma de aplicar os produtos quimicos
seria utilizando a quimigagdo, que é uma técnica de aplicacdo de produtos quimicos e
biolégicos por meio da dgua de irrigacdo (VIEIRA; SILVA, 2006). A extracdo de vapores
no solo é uma técnica de remediacao in situ utilizada na reducédo da concentragdo de
compostos organicos volateis presentes nos solos de zonas ndo saturadas (SANCHES,
2009).

A biorremediagdo se destaca por ser uma alternativa sustentdvel e econdmica para
a remediacao de locais contaminados (FRANCISCO; QUEIROZ, 2018). Essa técnica se
baseia na utilizacdo de popula¢des microbianas que possuem a habilidade de modificar
ou decompor determinados poluentes. Entre os métodos mais recentes de remediagao,
a nanotecnologia, ou seja, 0 uso de nanomateriais, ¢ ambientalmente atrativa para ser
aplicada na remedia¢do de uma grande variedade de contaminantes, promovendo a
redugdo dos custos e o aumento da eficiéncia do processo (KARN; KUIKEN; OTTO,
2009). A técnica de nanorremediagdo utiliza as propriedades das nanoparticulas, como
tamanho nanométrico, grande area superficial e potencial redutor, para a degradacdo
de contaminantes (PANAHI et al., 2018). Portanto, essa estratégia pode fornecer uma

solugdo sustentavel para a contaminagdo ambiental (GUERRA et al., 2018).

2.3 Biorremediacao de solos contaminados por derivados de petréleo

A biorremediacdo pode ser definida como um conjunto de tecnologias que
utilizam processos bioldgicos aplicados a recuperagdo ou remediagdo de d&reas
contaminadas. Para isso, em geral, utilizam-se microrganismos, plantas ou produtos
biolégicos, como enzimas e componentes celulares* (DIAS, 2000; QUINTELLA; MATA;
LIMA, 2019).

Essa técnica tem como principal objetivo utilizar a capacidade intrinseca dos
microorganismos de decompor matéria organica para degradar compostos toxicos. E
uma abordagem ecologicamente aceitdvel para a remediagdo de solos contaminados por
derivados de petréleo porque é simples de manter, possui aplicacdo em grandes areas,
baixo custo, além da possibilidade de provocar a destruicdo completa do contaminante

(BENTO et al., 2005).

* Os componentes celulares sao as biomoléculas complexas e estruturas que compdem as células,
também podem ser chamados de matéria biol6gica ou material biolégico.
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No tratamento biolégico de solos contaminados por derivados de petréleo, os
microrganismos utilizam os contaminantes como fonte alternativa de carbono e energia
para formacdo de biomassa. Esse metabolismo transforma-os em unidades menores e,
posteriormente, a incorporagdo como material celular (biotransformacgado) ou conversao
a gas carbonico (mineraliza¢do), resultando na redugdo de sua concentracdo (MARTINS
et al., 2003).

De acordo com o tipo de tratamento, as técnicas de biorremediagdo podem ser in
situ ou ex situ, adotadas considerando ndo s6 os poluentes, mas o custo dos processos e a
concentragdo final do contaminante ao término do tratamento. O processo denominado
in situ ocorre no local contaminado e pode acontecer de forma intriseca ou engenhada.
O processo ex situ é aquele realizado fora do local contaminado e acontece apenas de
forma engenhada (BARROS, 2007).

Apesar de apresentar inimeras vantagens, o uso da biorremediacdo pode ser
limitado por muitos fatores, dentre os quais se destacam: as caracteristicas fisico-
quimicas, concentracdo e biodisponibilidade do contaminante; as propriedades dos
constituintes do solo, pH, temperatura, umidade e concentracdo de oxigénio e de
nutrientes minerais; e a presenca de microorganismos com capacidade de degradar o
contaminante (BENTO et al., 2005).

Entre as estratégias para biorremedia¢do natural e de baixo custo esta o uso
de tecnologias como atenuagao natural, bioestimulagdo, bioventagdo, bioaumentagéao,

landfarming, compostagem e fitorremediacdo (JACQUES et al., 2007).

2.3.1 Utilizacao de fungos na remediacdo de solos contaminados por derivados de

petréleo

Os fungos sdo microrganismos de grande interesse cientifico presentes no solo,
nas plantas, em organismos em decomposi¢do e na dgua, também sdo encontrados em
ambientes mais extremos, como os de baixas temperaturas, os muito quentes, os de alta
salinidade ou mesmo os muito dcidos (SILVEIRA, 1995; DRES; LA; MACI, 2019).

Todos os fungos sao heterotréficos, necessitando de materiais organicos, que
servem como fonte de energia e como constituintes celulares. Devido a rigidez da parede

celular, sua nutrigdo acontece por absorcdo, depois que as substancias sdo parcialmente
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digeridas no exterior das paredes celulares por enzimas produzidas pelos préprios
fungos de maneira que possam ser absorvidas (BENEVIDES; MARINHO, 2015).

Os fungos necessitam de duas classes de nutrientes: os macronutrientes e os
micronutrientes. Os macronutrientes sdo: carbono, hidrogénio, oxigénio, fésforo,
potdssio, nitrogénio, enxofre e magnésio, dos quais o primeiro é mais exigido, por
ser um elemento estrutural, associado ao hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Entre os
micronutrientes, sdo citados: ferro, cobre, manganés, zinco e molibdénio (PUTZKE;
PUTZKE, 2002; QUEIROZ; SOUSA, 2020).

Os fungos apresentam grande importancia ecolégica devido a sua capacidade em
secretar enzimas capazes de degradar e desestabilizar moléculas organicas persistentes.
Para que ocorra o processo de degradacdo, os fungos assimilam os derivados de
petréleo como tnica fonte de carbono e energia (SINGH, 2006). Para que os derivados
de petrdleo sejam utilizados como fonte de carbono e energia é importante que os
microrganismos possuam enzimas especificas para transformar as moléculas complexas
desses compostos em intermedidrios comuns das suas rotas metabodlicas (JACQUES et
al., 2007).

Os fungos lignoliticos compreendem espécies capazes de oxidar a lignina, que é
um composto poliaromatico natural presente na madeira e em outras matérias organicas,
para isso os fungos produzem enzimas ligninoliticas extracelulares (BAMFORTH,;
SINGLETON, 2005). Desta forma, o mecanismo de degradacdo dos derivados de
petréleo pelas enzimas ligninoliticas é semelhante ao da oxidagao da lignina (PENG et
al., 2008). Logo, foi assumido que esses organismos poderiam degradar os derivados de
petréleo usando os mesmos sistemas enzimaticos (COHEN; PERSKY; HADAR, 2002).

Existem dois tipos de enzimas ligninoliticas: peroxidases e lacases. Essas
enzimas sdo secretadas extracelularmente e oxidam a matéria organica por meio de
uma reacdo ndo especifica baseada em radicais. Existem dois tipos principais de enzima
peroxidase, dependendo do tipo de substrato redutor, a lignina peroxidase (LiP) e
a manganés peroxidase (MnP) (BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Sendo assim, as
enzimas ligninoliticas sdo capazes de degradar os derivados de petroéleo.

H4 um interesse significativo no uso de fungos ligninoliticos para degradar os
derivados de petréleo, pois eles tém baixa especificidade de substrato e, portanto, sdo

capazes de degradar até mesmo os compostos mais recalcitrantes. Portanto, a utilizagdo
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de fungos é uma alternativa biolégica vidvel para a remediagdo de solos contaminados,

devido ao seu alto potencial degradativo (BRITO et al., 2004).

2.4 Nanorremediac¢do

A pesquisa e o desenvolvimento em nanotecnologia visam manipular a matéria
em nivel atdmico e integra-los para formar componentes e sistemas maiores, oferecendo
uma perspectiva de grandes avangos que permitem melhorar a qualidade de vida e
ajudar a preservar o meio ambiente. O termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira
vez em 1974, pelo professor Norio Taniguchi em um artigo que descrevia as tecnologias
que permitiam a construgdo de objetos na escala de um nanémetro (TANIGUCHI, 1974).

As descobertas da nanotecnologia despertaram interesse econdmico e politico
modificando a forma como os diversos tipos de materiais sdo utilizados. Embora
composto do mesmo elemento quimico que as moléculas maiores, quando em escala
nanométrica, os materiais apresentam comportamento muito distinto de suas conhecidas
propriedades fisicas e quimicas. Estas altera¢des modificam a natureza das intera¢ées
das forcas entre as moléculas do material, o que pode influenciar seu impacto sobre o
ambiente, saide humana e a sociedade (ALMEIDA, 2019).

A nanotecnologia expande a ciéncia de materiais para o dominio de particulas e
interfaces com dimensdes extremamente pequenas, de grandeza nanométrica (1-100
nm) °. Os materiais nanoestruturados apresentam pelo menos uma de suas dimensdes
em tamanho nanométrico.

As nanoparticulas possuem propriedades fisicas e quimicas tnicas e, portanto,
tém recebido atencdo por suas possiveis aplicagdes em muitos campos da ciéncia e
da engenharia. Uma 4rea de interesse crescente é a aplicagdo de nanoparticulas na
remediacdo de dreas contaminadas (SHIPLEY; ENGATES; GUETTNER, 2010).

O uso de nanoparticulas para a remogado de contaminantes do solo tornou-se
destaque devido ao seu tamanho, alta superficie especifica, alta capacidade de absorgéo,
facil injecdo no local de acdo, flexibilidade para aplicagdo, entre outros fatores (SINGH,;

MISRA, 2014). Além disso, as nanoparticulas apresentam grande capacidade adsorvente

> Nano (do grego: “ando”) é um prefixo usado nas ciéncias para designar uma parte em um
bilhdo, dessa forma um nanémetro (Inm) corresponde a um bilionésimo de um metro.
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proveniente de sua consideravel superficie de contato, grande resisténcia mecanica,
atividade catalitica e magnetismo (RODOVALHO, 2015).

As tecnologias de remediagao que utilizam nanoparticulas podem ser divididas
em dois grupos com base na reagdo quimica envolvida. O primeiro grupo diz respeito
as tecnologias redutivas que usam as nanoparticulas como doadoras de elétrons para
transformar ou converter o contaminante em uma forma menos téxica e menos mével. A
segunda, é a tecnologia de estabilizacdo e sor¢do usando nanoparticulas como um agente
de sorbente, coprecipitante ou imobilizante do contaminante (CUNDY; HOPKINSON;
WHITBY, 2008).

Existem evidéncias comprovadas sobre a efetividade e eficdcia da aplicagdo de
nanoparticulas em processos de remediacdo de solos contaminados por metais pesados,
contaminantes inorganicos, organicos e emergentes, sendo que se tem observado o uso

predominante de nanoparticulas a base de ferro (MANFRON et al., 2020).

2.4.1 Nanoparticulas de 6xidos de ferro

Os 6xidos de ferro sdo compostos amplamente distribuidos na natureza formados
pela combinacado do elemento ferro (Fe) com o oxigénio (O) e/ou grupos hidroxilas (OH).
Dentre os tipos de 6xidos de ferro, os mais comuns sdo a magnetita (FezO4), maghemita
(y —FepO3) e hematita (o — Fe,O3) (WU et al., 2015).

A magnetita é o mineral ferrimagnético 6

mais importante da natureza e esta
presente em rochas igneas, sedimentares e metamorficas. A sua férmula quimica é
Fe304, sendo dois fons de Fe** e um fon de Fe?*. A magnetita apresenta estrutura
espinélio inversa formando uma rede ctibica de face centrada (FILHO, 2020). Os ions
Fe?* ocupam sitios octaédricos, enquanto os fons Fe>* dividem-se igualmente entre os
sitios octaédricos e tetraédricos, como mostra a Figura 2.1.

A maghemita () — Fe,O3) possui propriedades fisicas semelhantes a magnetita,
ambas sdo ferrimagnéticas e possuem estrutura ctibica do tipo espinélio invertido. No

entanto, na maghemita a estrutura tipo espinélio invertido é deficiente em Fe>*, pois

ndo ha cations suficientes para o preenchimento de todos os sitios de coordenagao

® Os materiais ferrimagnéticos possuem dois tipos de sitios diferentes na rede cristalina que se
alinham de forma antiparalela. Os momentos magnéticos dos dois tipos de sitios tém médulos
diferentes e consequentemente o acoplamento antiparalelo resulta numa magnetizagao
espontanea como no material ferromagnético (MORALIS, 2018).
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octaédricos. Desta forma, a maghemita pode ser considerada como magnetita totalmente

oxidada (WU et al., 2015).

Figura 2.1 — Estrutura da magnetita

D EYy - L

Legenda: Estrutura cristalina da magnetita (Fe3Oy).
Fonte : (NETO, 2012)

A hematita (@ — FepO3) consiste em laminas de octaedros compartilhando arestas,
com dois tercos dos sitios ocupados por Fe>* e, o restante forma um arranjo regular com
anéis hexagonais e octaedros, conforme apresentado na Figura 2.2. A hematita é um
dos 6xidos mais estdveis em condi¢des ambientais e muitas vezes é a tltima etapa na

transformacao de outros 6xidos (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013).

Figura 2.2 — Estrutura da hematita

Legenda: Estrutura cristalina da hematita (a — Fe,O3) .
Fonte : (CAZETTA, 2014)
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As nanoparticulas de 6xidos de ferro sdo materiais que apresentam caracteristicas
importantes para aplicagdo em diversas dreas, apresentando vantagens em relagdo
a outros 6xidos, como facilidade de sintese, magnetismo, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e alta capacidade de adsor¢do (XU et al., 2012). Particularmente,
as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro apresentam baixo custo de
producdo, elevada estabilidade fisico-quimica, possibilidade de funcionalizacdo da

superficie, além de facilidade de recuperacdo (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

2.4.2 Propriedades magnéticas das nanoparticulas

O magnetismo é uma propriedade fundamental da matéria, isso significa que
todas as substancias, independente do seu estado fisico, apresentam caracteristicas
magnéticas em todas as temperaturas (STEIN, 2016). Esta é uma propriedade dos dtomos
que tem origem em sua estrutura atdmica, sendo resultado da combina¢do do momento
angular orbital e do momento angular de spin do elétron. A forma como ocorre a
combinagao entre esses momentos angulares determina como o material ird se comportar
na presenga de um campo magnético externo. De acordo com esse comportamento é
possivel definir as propriedades magnéticas dos materiais (HOLANDA et al., 2020).

As particulas magnéticas de dimensdes nanométricas sdo caracterizadas
por apresentarem o comportamento superparamagnético (LEITE, 2013). O
superparamagnetismo é uma propriedade encontrada nas nanoparticulas que faz
com que estas sejam fortemente atraidas por um campo magnético externo, porém,
assim que este campo é retirado, as particulas ndo apresentam mais magnetizagdo. Ou
seja, as particulas superparamagnéticas ndo apresentam magnetizagdo remanescente
(KNOBEL, 2000).

O material superparamagnético é caracterizado pela auséncia de histerese e
campo coercivo. Quando a nanoparticula encontra-se num estado superparamagnético,
observa-se que sua histerese é fechada, as duas curvas estdo superpostas (FIGURA 2.3).
Dessa forma, é possivel observar que o campo coercivo é zero, isto é, ndo é necessario
aplicar campo magnético externo para desalinhar o momento magnético da particula

(BARBOSA, 2012).
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Figura 2.3 — Curva de histerese

I

Legenda: Curva de histerese de materiais superparamagnéticos.
Fonte : Adaptado de (PANKHURST et al., 2003)

2.5 Sintese de nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas pode ser feita por meio de duas abordagens diferentes:
top-down (de cima para baixo) e bottom-up (de baixo para cima). A Figura 2.4 mostra a

ilustracdo esquematica das abordagens top-down e bottom-up.

Figura 2.4 — Esquema das abordagens de sintese de nanoparticulas

TOP DOWN

i SOLIDO
i%ﬁ PO

800049 NANOPARTICULAS
00900909

]
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.,'{,g_-__i: ATOMOS

BOTTON UP

Legenda: Esquema das abordagens top-down e bottom-up de sintese de nanoparticulas.
Fonte : Adaptado de (CONSOLINI, 2015)

A abordagem top-down consiste na producdo de nanoparticulas comegando com

tamanho grande de materiais e gerando nanoparticulas por métodos fisicos ou quimicos.
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A segunda abordagem, bottom-up, trata a produgdo de forma contrdaria, partindo de
nanoestruturas e gerando estruturas maiores, por meio da sintese quimica, por exemplo
(LL ELLIOTT; ZHANG, 2006). Essa é a abordagem mais utilizada, pois permite controlar
diversos parametros, como a distribui¢do de tamanho e forma das nanoparticulas.

Os métodos de sintese de nanoparticulas sdo: métodos quimicos, fisicos e
biolégicos. Na Figura 2.5, sdo apresentadas vérias estratégias que sdo aplicadas para a

sintese de nanoparticulas.
Figura 2.5 — Métodos de sintese de nanoparticulas

METODOS METODOS METODOS
QuiMIcos Fisicos BIOLOGICOS

FONTES NATURAIS

COPRECIPITACAO ABLACAO A LASER
SOL-GEL FOTOLITOGRAFIA PLANTAS
SOLVOTERMICO PROCESSO DE MOAGEM ALGAS
MICROEMULSAQ PULVERIZACAOQ FUNGOS
SONOQUIMICA CATODICA BACTERIAS
POLIMERIZACAOQO DECOMPOSICAO LEVEDURAS
PIROLISE DE SPRAY TERMICA

Legenda: Apresentacdo de diferentes métodos que sdo aplicadas na sintese de nanoparticulas.
Fonte : Adaptada de MAHGOUB, 2019)

Geralmente, os métodos quimicos utilizam produtos nocivos ao ambiente,
enquanto os métodos fisicos sdo caros, possuem um alto consumo de energia e envolvem
instrumentos experimentais complexos. Diante disso, devido a emergente necessidade
de uma abordagem “verde” e sustentdvel, os métodos alternativos (verdes/biolégicos)
foram introduzidos e podem ser utilizados na produgdo de vérios tipos de nanoparticulas
(GADE; DURAN; RAI, 2014).

A sintese verde de nanoparticulas é uma abordagem bottom-up que utiliza
produtos quimicos relativamente atéxicos, biodegradéveis e de baixo custo para
sintetizar nanomateriais, tendo como fonte organismos biolégicos. Dentre os recursos
biolégicos disponiveis, estdo os produtos vegetais e animais, algas, fungos e bactérias,
que possuem potencial para utilizagdo durante a sintese verde de nanoparticulas (SILVA
et al., 2017).

A sintese verde envolve trés etapas principais, que devem ser avaliadas com base

nas perspectivas da “quimica verde” (ALMEIDA, 2019):
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e selecdo do meio a ser utilizado como solvente;
e selecdo de um agente redutor ecologicamente “correto”;

e selecdo de substancias ndo toxicas que serdo utilizadas na estabilizacdo das

nanoparticulas sintetizadas.

A sintese verde de nanoparticulas é um grande avanc¢o em relagdo a outros
métodos. Em contraste com os métodos quimicos e fisicos convencionais, esse é um
método simples, consome menor energia e produz produtos e subprodutos mais seguros.
Por isso, 0 método bioldgico é usado em diversas dreas, como produtos farmacéuticos,

cosméticos, alimentos e aplicagdes médicas (YEW et al., 2020).

2,51 Miconanotecnologia: Sintese de nanoparticulas por fungos

Miconanotecnologia (mico = fungos) é definida como a sintese de nanoparticulas
por fungos e sua posterior aplicagdo em determinada drea. A miconanotecnologia
possui um grande potencial devido a grande diversidade de fungos e a sua capacidade
de produzir nanoparticulas (RAI et al., 2009).

Os fungos apresentam intimeras vantagens sobre outros organismos para
sintetizar nanoparticulas, pois sdo tolerantes a metais pesados, sdo relativamente
faceis de isolar e cultivar e, secretam grandes quantidades de enzimas intra ou
extracelularmente, algumas das quais podem ser utilizadas para a sintese rapida
e sustentdvel de nanoparticulas (RAI et al., 2021). Geralmente, as nanoparticulas sdo
produzidas como resultado de reagdes entre a biomassa ftingica e as solu¢des aquosas
de sais metdlicos (ILLANA, 2015).

A sintese de nanoparticulas por meio dos fungos pode ocorrer tanto intracelular
quanto extracelularmente (FIGURA 2.6). A sintese intracelular de nanoparticulas é
iniciada com o aprisionamento de fons metdlicos sobre a superficie da célula ftingica,
provavelmente devido a interagdo eletrostdtica com as enzimas presentes na parede
celular do fungo. Na proxima etapa, os ions metélicos sdo reduzidos pelas enzimas
dentro da parede celular, o que leva a agregagdo de ions metélicos e formacdo de
nanoparticulas (MUKHERJEE et al., 2001). A sintese extracelular pode ocorrer por meio

da interacdo dos fons metdlicos com as moléculas liberadas pela célula fingica ou com
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as enzimas da parede celular, provocando a formacdo de nanoparticulas na solugao

(KHAN et al., 2017).

Figura 2.6 — Mecanismos de sintese de nanoparticulas por fungos
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Legenda: Etapas da sintese de nanoparticulas mediada por células fliingicas de forma intra e
extracelular.
Fonte : (SILVA et al., 2017)

A utilizagdo das enzimas especificas secretadas pelos fungos é fundamental para
a sintese de nanoparticulas de diferentes composicdes quimicas, formas e tamanhos. Em
todos os casos, os metabdlitos dos fungos funcionam como capping agent, e de maneira
apropriada quando se almeja a obtengdo de uma suspensao coloidal, esses compostos
formam uma camada estabilizante (cobertura) na superficie das nanoparticulas, evitando
que estas se agreguem ou crescam desordenadamente durante sua producao (SILVA et
al., 2017). Além disso, os parametros como temperatura, pH, tempo de exposicdo ao
substrato, biomassa e concentragdo de substrato podem afetar o tamanho, a forma e a

monodispersidade das nanoparticulas (KASHYAP et al., 2012).

2.6 Nanobiorremediac¢dao: a combina¢ao de nanomateriais e biorremediacao

Para realizar a escolha do método mais adequado para a remediacdo de locais

contaminados, véarios aspectos como eficiéncia, rentabilidade, complexidade, riscos,
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disponibilidade de recursos e tempo consumido devem ser cuidadosamente analisados
e avaliados (PANDEY, 2018). A nanorremediacdo, ou seja, a utilizagdo de nanoparticulas
para a remediacdo de 4dreas contaminadas, é considerada um processo tecnolégico
répido e eficiente para o tratamento de altas concentragdes de contaminantes presentes
no solo, entretanto, o seu alto custo desfavorece a sua aplicacdo. Ja a biorremediagdo
tem um custo baixo, mas ocorre com taxas de velocidades menores (TESSARO, 2018).

Desta maneira, a integragdo entre estes métodos de remediagdo pode ser pensada
como uma forma de amenizar os problemas de remedia¢do, uma vez que as abordagens
integradas podem superar as desvantagens das tecnologias individuais e fornecer
melhores resultados de remediacao.

Neste contexto, a nanobiorremedia¢do é um dos métodos que tem recebido muita
atencdo nos dltimos anos. Este método visa reduzir as concentra¢des de contaminantes
e aliviar os impactos ambientais adicionais, trazendo a combinagdo dos beneficios
da nanotecnologia e da biorremediacdo para alcangar um processo de remediacdo
ambientalmente amigdvel e mais eficiente do que os processos individuais (SINGH;
BEHERA; KUMAR, 2020).

Existem duas formas para a aplicagdo do processo de nanobiorremediagdo no
sistema de tratamento. O primeiro é o método sequencial em que o contaminante é,
primeiramente, submetido a nanoparticulas e, posteriormente, é adicionado o bioagente
para realizar o processo adicional. O segundo é o método concorrente ou combinado em
que nanoparticulas e o agente bioldgico sdo adicionados ao sistema simultaneamente
(SINGH; BEHERA; KUMAR, 2020).

A aplicagdo da nanobiorremediacdo é uma alternativa sustentavel, vidvel e
barata comparada as tecnologias de remediagdo convencionais. Essa tecnologia tem
demonstrado alta efetividade na degradagdo de contaminantes, o que abre novas
possibilidades para o enfrentamento dos desafios ambientais (VAZQUEZ-NUNEZ et
al., 2020). No entanto, sdo necessarios mais estudos e a¢des de desenvolvimento para a

implementacdo dessa técnica em larga escala.

2.7 Nanofibras poliméricas

A aplicagdo da nanotecnologia, associada aos materiais compdsitos, permite

o desenvolvimento de novos materiais com melhores propriedades em relacdo aos
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ja existentes (FILHO, 2018). Desse modo, o processamento de materiais poliméricos
em tamanhos nanométricos vém se destacando em funcdo das novas propriedades
associadas (COSTA et al., 2012).

Asnanofibras poliméricas surgiram como um nanomaterial fibroso com aplicagdes
inovadoras em diferentes dreas do conhecimento. Entre seus diferenciais é possivel
destacar a alta relacdo superficie/volume e a presenga de pequenos poros interfibras,
que resulta em uma elevada porosidade (VILCHEZ et al., 2020). Seu potencial de
aplicacdo inclui purificagdo e tratamento de efluentes, liberacdo de farmacos, filtragdo,
eletrocatalise de oxigénio, embalagem de alimentos, entre outras (NAYL et al., 2022).

As nanofibras podem ser obtidas por diversos métodos como injegdo, extruséo,
termoformagem, polimerizacdo interfacial, eletrofiacdo, fiacdo centrifuga e fiagdo
por sopro em solucdo (SBS) (TANG et al., 2015; IROEGBU; RAY, 2022). Sabe-se
que a estrutura e as propriedades das nanofibras sdo fortemente afetadas pelas
condi¢des de processamento (TIAN; HE, 2022). Assim, o entendimento da relagdo
entre processamento, estrutura e propriedade é de suma importancia para a produgdo
de nanofibras poliméricas que cumpram as demandas da aplicacdo desejada (INAIL;

KOTAKI; RAMAKRISHNA, 2013; ANSTEY et al., 2021).

2.7.1 Técnica de fiacdao por sopro em solucao (SBS)

A técnica de fiagdo por sopro em solugdo (SBS — Solution Blow Spinning),
desenvolvido em 2009, é uma técnica alternativa para a obtencdo de nanofibras
poliméricas, sendo possivel produzir nanofibras em maior escala, maiores taxas de
fiacao e custos reduzidos (MEDEIROS et al., 2009; BONAN et al., 2017). Essa técnica de
fabricagdo de nanofibras requer um polimero dissolvido em um solvente que deve ser
evaporado (volatil oundo) e um gés pressurizado que flui em torno da solugéo polimérica,
criando nanofibras que podem ser depositadas em um coletor ou, diretamente em
qualquer superficie (DARISTOTLE et al., 2016).

O SBS é constituido por uma fonte de gas comprimido, um regulador de pressao,
uma bomba de injegdo para controlar a taxa de ejegdo das solu¢des, uma matriz de fiagdo

de emissores (bicos) concéntricos e um coletor com velocidade de rotacao controlavel

(FIGURA 3.1).
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Figura 2.7 — Esquema do aparelho utilizado na técnica SBS
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Legenda: Componentes do aparelho utilizado na técnica de fiagdo por sopro em solugéo.
Fonte : Adaptado de (SILVA; OLIVEIRA; MEDEIROS, 2015)

A técnica consiste em bombear uma solugdo polimérica através do bico interno
ao mesmo tempo que um géas pressurizado passa pelo bico externo. Quando a tensao
superficial gerada pela solu¢do polimérica é superada pelas forcas aerodindmicas
provenientes do gds pressurizado, fluxos da solucdo polimérica sdo lancados ao coletor.
Durante o trajeto, o solvente da solucdo evapora formando nanofibras (OLIVEIRA et al.,
2013).

A producado da nanofibra pelo SBS depende do peso molecular do polimero,
solvente, concentracdo e viscosidade da solug¢do polimérica. Também influenciam
varidveis de processo, como pressao de gas, taxa de injecdo, e a distancia de trabalho.
Outros fatores importantes sdo a distancia entre bicos, a geometria do bico, umidade e a
temperatura do ambiente (LEMOS, 2021).

Esses parametros influenciam diretamente no tamanho e na morfologia das
nanofibras produzidas (OLIVEIRA et al., 2014; DARISTOTLE et al., 2016; DADOL et
al., 2020). Na literatura, alguns autores afirmam que, em uma estrutura nanométrica, o
tamanho médio ndo deve exceder 100 nm em pelo menos uma dimensado (FERREIRA;
RANGEL, 2009). Por outro lado, existem dreas de pesquisas que consideram estruturas

nanométricas com até 500 nm (MEDEIROS et al., 2009; BADGAR; PROKISCH, 2021).
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Os polimeros utilizados no SBS podem ser sintéticos, naturais e também
quimicamente modificados. Dentre os polimeros sintéticos podem ser citados o
poli(alcool vinilico) (PVA), o poli(pirrolidona vinilica) (PVP), o poli(cloreto de vinila)
(PVC), poli(acido latico) (PLA), entre outros (LIU et al., 2017).

O poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético com boa estabilidade quimica
e térmica. E um polimero soltvel em dgua, biodegradével, biocompativel e ndo téxico
que apresenta boa capacidade de formacdo de filmes. Além disso, pode ser facilmente
processado e possui alta permeabilidade a 4gua (SINGBUMRUNG et al., 2018). Essas
propriedades levaram o PVA a ser utilizado em um grande namero de aplicagdes
industriais (FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012). O PVA tem sido utilizado em fibras,
adesivos, emulsificantes, assim como na indtstria téxtil e de papel (BITTENCOURT,

2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos

Neste projeto foram utilizados os fungos Fusarium oxysporum, Aspergillus Niger
e Penicillium flavigenum. Os fungos foram obtidos a partir da colegdo de culturas de
fungos do Laboratério de Cogumelos Comestiveis do Departamento de Biologia, do

Instituto de Ciéncias Naturais, da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Figura 3.1 — Fungos crescidos em placas de Petri

Legenda: Fungos a) Fusarium oxysporum, b) Aspergillus Niger e c) Penicillium flavigenum crescidos
em placas de Petri.
Fonte : Do autor (2022)

3.2 Processo de repicagem dos fungos

A repicagem é uma técnica tradicional de manutengdo de culturas em laboratério,
sendo bastante utilizada para se obter a viabilidade de microrganismos, principalmente
de fungos. Essa técnica consiste na inoculagdo do microrganismo em meio adequado e
na incubacdo em ambiente favordvel a sua multiplicacdo.

Para isso, um meio de cultura sélido foi preparado com 16,55g de amido, 15g de
glicose, 2g de extrato de levedura e 15g de dgar para 1L de 4gua destilada. Para o preparo,
os compostos foram pesados e adicionados a dgua destilada. Apds isso, o meio de
cultura foi dividido em frascos Erlenmeyer com capacidade de 500mL, adicionando-se
250mL de meio de cultura em cada recipiente. Para protecdo do meio de cultura, os

frascos foram fechados com tampdes de algoddo e chapéus feitos de papel (FIGURA
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3.2). Em seguida, os frascos foram levados a autoclave a uma temperatura de 121°C e

pressdo de latm, por 15 min - tempo padrao para esterilizagdo de meios de cultura.
Posteriormente, os meios de cultura foram deixados na bancada por um periodo

de 24h, pois as contaminag¢fes em geral acontecem nas primeiras 24h depois da

autoclavagem.

Figura 3.2 — Meio de cultura sélido

Legenda: Frascos Erlenmeyer contendo meio de cultura sélido autoclavado.
Fonte : Do autor (2022)

Para iniciar o processo de repicagem dos fungos, o meio de cultura sélido foi
levado para a capela com exaustdo e submetida a agdo de uma luz ultravioleta (UV),
eficiente para desinfec¢do de superficies e na esterilizacdo de certos materiais, durante
40min (MONDARDO, 2015). Em seguida, o meio de cultura foi vertido até metade da
capacidade das placas de Petri esterilizadas.

A repicagem dos fungos foi feita a partir de uma placa completamente colonizada
pelo fungo. Foi utilizada uma al¢a de platina, passada no alcool e flambada na chama
do bico de Bunsen, para fazer pequenos cortes (quadrados) na placa de origem (placa
tomada pelo fungo) e passar para a nova placa (placa contendo o meio de cultura)
(FIGURA 3.3). Para evitar contaminagdes, todo o processo de repicagem foi feito atras
da chama do bico de Bunsen. A nova placa foi tampada, enrolada em um pldstico filme
e levada para a estufa, sendo mantida até que o fungo tenha crescido e tomado toda a

placa.
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Figura 3.3 — Fungo repicado em placa de Petri

Legenda: Fungo Fusarium oxysporum repicado em placa de Petri.
Fonte : Do autor (2022)

A existéncia de contaminagdes por bactérias ou até mesmo por outros fungos é
comum, uma vez que, o meio de cultura é adequado para o crescimento de diferentes
microrganismos. Geralmente, as bactérias tendem a contaminar as placas nos primeiros

dias, por isso 0 monitoramento dos fungos nesse periodo torna-se importante.

3.3 Determinacao da atividade das enzimas ligninoliticas

3.3.1 Cultivo dos fungos para producao de enzimas ligninoliticas

Para a produgdo de enzimas ligninoliticas, os fungos foram crescidos em meio
Bushnell Haas (BH) composto por 1g de KH,POy; 1g de K;HPO4; 1g de NH4NO3; 0,2g
de MgS0,4.7H>0; 0,08g de FeCl3 e 0,02g de CaCl, para 1L de dgua ultrapura, acrescido
de duas diferentes fontes de carbono: glicose e diesel. Para a inoculagdo, foram
utilizados frascos Erlenmeyer de 250mL contendo 150mL de meio liquido autoclavados.
Adicionou-se, em cada frasco, 10 discos de 10mm contendo o micélio do fungo, esses
frascos foram mantidos em uma incubadora shaker por 15 dias, a uma velocidade de
rotacdo de 160rpm e temperatura de 25°C. Para os ensaios enzimaticos, retirou-se 10mL

de cada amostra a cada 3 dias, durante todo o periodo de incubagéo.
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3.3.2 Atividade enzimaética da lacase

A atividade de lacase foi medida empregando-se o ABTS (2,2’azino-bis (3-4cido
etilbenzothiazoline-6-acido sulfénico)) como substrato enzimatico. A mistura da reagdo
foi composta de 0,ImL de ABTS 1mM L~! (em dgua); 0,3mL de tampao acetato de
s6dio ImM L~! (pH 5) e 0,6mL da fonte enzimdtica, obtendo um volume final de
ImL. A mistura de reacéo foi incubada por 10min a 37°C e a oxidagdo do substrato foi
monitorada pelo aumento da banda de absor¢do em 420nm. O branco foi feito com
todos os componentes da mistura de reagado, substituindo-se a fonte enzimética pelo
meio de cultivo. Os valores de absorbéancia obtidos nas amostras foram utilizados para
estimar a atividade enzimatica. A unidade enzimatica foi definida como a quantidade

de enzima capaz de oxidar 1umol de ABTS por minuto por mg de proteina.

3.3.3 Atividade enzimatica da lignina peroxidase

Esta atividade foi determinada mediante a oxida¢do do alcool veratrilico. A
mistura de reagdo de oxidagdo foi composta de 0,2mL de H,O; 2mM L1 0,5mL de
alcool veratrilico 10mM L~!; ImL de tampéo tartarato de sédio 0,125mol L~! (pH 3) e
0,5mL da fonte enzimatica, obtendo um volume final de 2,5mL. A mistura de reagéo foi
incubada por 10min a 37°C. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de H>,O; e o0 aparecimento
do aldeido veratrilico foi determinado fazendo-se a leitura de absorbancia a 310nm.
O branco foi feito com todos os componentes da mistura de reagdo, substituindo-se a
amostra pelo meio de cultivo. A unidade enzimaética foi definida como a quantidade de

enzima capaz de oxidar 1umol de &lcool veratrilico por minuto por mg de proteina.

3.3.4 Atividade enzimatica da manganés peroxidase

A atividade desta enzima foi determinada avaliando-se a oxidacdo do vermelho
de fenol. A reacdo foi obtida mediante a mistura de 0,1mL de vermelho de fenol (1g
L™1); 0,1mL de lactato de s6dio 250mM L~ (pH 4,5); 0,2mL de albumina bovina (0,5%);
0,05mL de sulfato de manganés (2mM L™1); 0,05mL de H,O, 2mM L~! em tampao
succinato de s6dio 2mM L1 (pH 4,5). A mistura foi incubada por 10min a 37°C e a
reagdo interrompida pela adi¢do de 0,04mL de NaOH 2M L~!. O branco foi feito com
todos os componentes da mistura de reagdo, substituindo-se a amostra pelo meio de

cultivo. A absorbancia foi lida a 610nm e a unidade enzimadtica foi definida como a
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quantidade de enzima capaz de oxidar 1umol de vermelho de fenol por minuto por mg

de proteina.

3.4 Avaliacdo do potencial de degradacao dos derivados de petréleo

Para realizar a selecdo de microrganismos com capacidade de degradar o petréleo
e seus derivados foram propostos varios métodos que se tornaram fundamentais para
qualquer proposta de biorremediacdo eficaz. Entre estes, o método que utiliza um
indicador redox 2,4 diclorofenol-indofenol (DCPIP) como receptor de elétrons, oferece
um estudo rapido e simples para medir o potencial degradador dos derivados de
petréleo (HANSON; DESAIL DESALI, 1993).

Desta forma, a andlise do potencial de degradacdo dos fungos consiste em
adicionar o indicador DCPIP ao meio de cultura. Para esse teste, foram preparados
frascos contendo 5mL do meio BH liquido autoclavado. Logo apds, foi adicionado em
cada frasco 50uL de 6leo diesel comercial e 125uL do indicador DCPIP (0,12 mg/mL).
Em seguida, foi adicionado em cada frasco um disco de aproximadamente 5mm de
diametro do micélio do fungo crescido no meio BH sélido (sem fonte de carbono).

Além disso, foram utilizados um controle abiético, ou seja, sem o fungo, um
controle bidtico, sem o 6leo diesel e um controle contendo apenas o meio de cultura
e o DCPIP. Os frascos foram incubados e a mudanga de cor no meio de cultura foi

monitorada diariamente, por um periodo de 7 dias.

3.5 Preparacdo dos nanobiorremediadores

3.5.1 Sintese de nanoparticulas de 6xidos de ferro

Para a sintese das nanoparticulas de 6xidos de ferro foi utilizada uma abordagem
que oferece uma estratégia de bom rendimento, boa reprodutividade e baixo custo
(ZAKARIYA; MAJEED; JUSOF, 2022). Para isso, os fungos foram cultivados em meio
de cultura Sabouraud liquido (pH 5,6 +0,2) composto de 20g/L de glicose e 10g/L de
peptona, sendo mantidos em uma incubadora shaker por 7 dias, a uma velocidade de
rotacdo de 160rpm e temperatura de 25°C.

Logo depois, os fungos crescidos no meio liquido foram filtrados utilizando

papel filtro qualitativo e lavados com dgua ultrapura para remogdo completa do meio
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de cultura residual. Ap6s, a massa de 10g de micélio foi suspendido em 100mL de dgua
ultrapura esterilizada e incubado a uma velocidade de rotacdo de 160rpm e temperatura
de 25°C. Depois de 3 dias de incubacdo, a biomassa fiingica foi novamente filtrada

usando papel de filtro Whatman n° 1 e o extrato livre de células foi coletado.

Figura 3.4 — Extrato livre de células fingicas

Legenda: Frasco Erlenmeyer contendo o extrato livre de células fangicas.
Fonte : Do autor (2022)

Em seguida, foi adicionado cloreto de ferro (III) (F.Cl3.6H>0) no frasco contendo
100mL de extrato livre de células fingicas, obtendo uma concentragdo final de 3mM.
Esses frascos foram fechados e mantidos a uma velocidade de rotacdo de 160rpm e
temperatura de 25°C por 4 dias, em condi¢des escuras. Apos isso, as solugdes foram
centrifugadas a 12000rpm por 30min. Os precipitados foram coletados e lavados com
dgua ultrapura. Por fim, os precipitados foram ressuspendidos em dgua e armazenados.

Os controles contendo o extrato livre de células sem a adi¢ao do cloreto de ferro
(III) e a solugao de cloreto de ferro (III) também foram incluidos junto com os frascos

experimentais.

3.6 Sintese de nanofibras por meio do método de fiacao por sopro em solucao (SBS)

3.6.1 Preparacao das solucdes

Para a sintese das nanofibras pelo método de SBS, foram preparadas trés solugdes

poliméricas diferentes:



38

Solugao 1

Adicionou-se em um recipiente hermeticamente fechado 2,4g de PVA granulado
(POVAL 32-97KL), fornecido pela empresa Kuraray America Inc. (Houston, USA),
juntamente com 20mL de 4gua ultrapura. O PVA foi dissolvido, sob agitacdo mecanica

e temperatura de 80-90°C, mantendo uma concentra¢do de 12% m/v.

Figura 3.5 — Solugdo polimérica 1
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Legenda: Solugdo de PVA puro.
Fonte : Do autor (2022)

Solugao 2
Adicionou-se em um recipiente hermeticamente fechado 2,4g de PVA granulado
juntamente com 20mL do extrato livre de células fangicas. O PVA foi dissolvido, sob

agitacdo mecanica e temperatura de 40°C, mantendo uma concentragdo de 12% m/v.

Figura 3.6 — Solugdo polimérica 2

Legenda: Solugdo de PVA com filtrado fangico.
Fonte : Do autor (2022)

Solugao 3

Adicionou-se em um recipiente hermeticamente fechado 2,4g de PVA granulado
juntamente com 20mL do extrato livre de células fingicas. O PVA foi dissolvido, sob
agitacdo mecanica e temperatura de 40°C, mantendo uma concentragdo de 12% m/v.
Em seguida, uma concentragdo de 15% m/m de nanoparticulas de 6xidos de ferro foi
dispersa na solucdo de PVA. A solugéo foi sonicada por 1h para reduzir a aglomeragao

de nanoparticulas.
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Figura 3.7 — Solugédo polimérica 3

Legenda: Solugdo de PVA com filtrado fngico e nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Fonte : Do autor (2022)

3.6.2 Fiacado por SBS

A producdo das nanofibras foram realizadas pela técnica de SBS, o aparato

utilizado estd mostrado na Figura 3.8.

Figura 3.8 — Visdo geral - SBS

Legenda: Visdo geral do aparato utilizado na técnica de SBS.
Fonte : Do autor (2022)

Os parametros de processamento para a obtencao das nanofibras seguem descritos

na Tabela 3.1.



40

Tabela 3.1 — Parametros utilizados para obtengdo das nanofibras.

Temperatura ambiente 37 +1°C
Temperatura do ar comprimido 30 +£2°C
Umidade 41 £1%
Protusao 1,5cm
Pressdo do ar 75 psi
Vazao 5mL/h
Distancia do coletor +45cm

Fonte : Do autor (2022)

O coletor foi revestido com papel aluminio para facilitar a retirada do material

depositado. O periodo de fiagdo foi de aproximadamente quatro horas.

3.7 Caracteriza¢dao dos nanobiorremediadores

As amostras obtidas nesse estudo foram caracterizadas através das técnicas

descritas abaixo.

3.7.1 Espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma técnica
utilizada para identificar e caracterizar bandas de absorcdo das amostras. Nessa
técnica sdo medidas a absorbédncia, propriedade que representa a fragdo de luz
absorvida pela amostra, ou transmitancia que é a fracdo de luz que atravessa a amostra.
Tanto absorbancia como transmitancia estao relacionadas com a absorcao de energia
eletromagnética pelo composto a ser analisado (ARAUJO, 2016).

Para tal, a radiacdo eletromagnética na regido entre 190-1100nm ¢é incidida
na amostra sendo possivel selecionar os comprimentos de onda especificos dentro
dessa faixa. Através de fendmenos de absor¢do promovidos por transi¢des eletronicas
das moléculas, ha uma atenuacdo desta radiacado incidente. O resultado da anélise é
apresentado na forma de um grafico que relaciona o comprimento de onda em funcdo
da intensidade da luz absorvida pela amostra analisada, com isso é possivel realizar um
estudo qualitativo e quantitativo da amostra.

Para confirmar a sintese das nanoparticulas de 6xidos de ferro, os espectros de

absorgdo UV-Vis foram medidos usando um espectrofotometro da marca Ajmicronal,
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modelo AJX-3000PC. O espectrofotdmetro utilizado esta instalado no Departamento
de Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras, no Laboratério de Quimica
Inorgénica. Para a realizagdo das medidas, as amostras foram diluidas em dgua ultrapura
e colocadas em cubetas de quartzo. Os espectros UV-Vis das nanoparticulas de 6xidos

de ferro foram registrados na faixa de 200 a 600 nm.

3.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio eletronico de varredura (MEV) é um dos instrumentos mais
utilizados para observacdo e andlises das caracteristicas microestruturais de materiais.
Trata-se de um tipo de microscépio utilizado para a caracterizagdo e andlise da
microestrutura de amostras. Além disso, permite a identificacdo da estrutura, da
morfologia, dos elementos quimicos e da topografia da superficie da amostra (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

O principio de funcionamento do MEV consiste na utilizacdo de um feixe fino de
elétrons de alta energia que incide na superficie da amostra na qual, ocorrendo uma
interacdo, parte do feixe é refletida e coletada por um detector que converte este sinal
em imagem de elétrons retroespalhados ou, nesta interacdo a amostra emite elétrons
produzindo a chamada imagem de elétrons secundérios (SOUZA, 2011).

As amostras foram analisadas utilizando-se um microscépio eletrdonico de
varredura do modelo TESCAN CLARA. O microscépio utilizado estd instalado no
Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME), situado no
Departamento de Fitopatologia (ESAL) da Universidade Federal de Lavras. O preparo
consistiu em fixar as amostras em suportes (stubs) utilizando uma fita de carbono. Em
seguida, as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro. Os didmetros
médios das nanofibras foram medidos utilizando o software Image], a partir de 100
medigoes aleatdrias. Apds a medigao, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) e a
diferenca entre os valores médios foi avaliada pelo teste t de Student bilateral, com 95%

de significancia.

3.7.3 Espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS)

A espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) é a técnica de

caracterizac¢do onde se utiliza o espectro de raios X emitido pela amostra para obter a
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analise quimica local. O microscépio eletronico de varredura (MEV) coleta imagens da
amostra, mapeando pontualmente a regido por elementos quando ha um espectrometro
de raios X acoplado (VIEIRA et al., 2021).

A composi¢do quimica das nanoparticulas e das nanofibras foi analisada por
espectroscopia de raios X por dispersdo de energia. Para isso, utilizou-se um microscépio
eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss) com sistema de microanélise de
raios X da Bruker (Quantax EDS). O microscépio utilizado esta instalado no Laboratério
de Microscopia Eletronica e Anélise Ultraestrutural (LME), situado no Departamento
de Fitopatologia (ESAL) da Universidade Federal de Lavras. O preparo consistiu em
fixar as amostras em suportes (stubs) utilizando uma fita de carbono. Em seguida, as

amostras foram recobertas com uma fina camada de carbono.

3.7.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é uma técnica de caracterizacgdo de
materiais em que um feixe de elétrons é transmitido através de uma amostra, interagindo
com a mesma durante seu caminho. Nesta técnica, um feixe de elétrons é emitido por
uma fonte de alta voltagem e focalizado na amostra através de bobinas que atuam
como lentes para o feixe. Devido a interacdo do feixe com a amostra, que deve ter uma
espessura fina (< 100nm), uma imagem de projecdo ampliada é gerada (MENDONCA,
2018).

O tamanho das nanoparticulas foi caracterizado por microscopia eletronica de
transmissdo. Para isso, foi utilizado um microscépio eletronico de transmissao do
modelo TESCAN CLARA com canhdo de emissdo de campo cuja resolugdo é de 0,9nm a
20kV. O microscépio utilizado estd instalado no Laboratério de Microscopia Eletronica
e Anélise Ultraestrutural (LME), situado no Departamento de Fitopatologia (ESAL) da
Universidade Federal de Lavras.

As amostras foram previamente agitadas em um agitador de tubos do tipo vortex
do modelo QL-901 por 3 minutos. Para o preparo, uma gota de cada amostra foi
colocada em uma grade de cobre de 300 mesh revestida de carbono. Apés isso, os
grids foram deixados em um recipiente contendo silica gel para secagem completa. O
tamanho médio das nanoparticulas foi medido utilizando o software Image], a partir de

150 medic¢oes aleatorias.



43
3.7.5 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) baseia-se em incidir radiagdo
infravermelha sobre a amostra e a partir do sinal emitido, analisar quais energias de
radiagdo foram absorvidas ou transmitidas. Os dados coletados sdo convertidos por
uma transformada de Fourier e o resultado é um espectro com bandas das energias
absorvidas pela amostra, onde cada banda é associada a frequéncia do modo vibracional
presente na estrutura. As frequéncias de vibragdo sdo caracteristicas para cada tipo
de ligacdo quimica e elementos envolvidos na ligagdo. Assim, a partir da analise do
espectro de infravermelho é possivel identificar os modos vibracionais das amostras
(FIGUEIREDO, 2018).

Nessa técnica, foi empregado um espectrometro FI-IR Varian 600-IR com
transformada de Fourier (FTIR), com acessério GladiATR da Pike Technologies acoplado
para medidas por reflectancia total atenuada (ATR) a 45° com cristal de seleneto de
zinco. A andlise foi realizada na Central de Anélise e Prospec¢do Quimica (CAPQ) do
Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras. Os espectros
foram registrados na faixa espectral de 400 a 4000cm ™. A resolugdo dos espectros foi de

4cm~! com um intervalo de 32 varreduras.

3.8 Avaliacdo do potencial de degradacao dos derivados de petréleo pelas nanofibras

Para avaliar o potencial de degradacdo dos derivados de petroleo pelas nanofibras,
foi testado 6leo diesel comercial. Os ensaios foram conduzidos em frascos de vidro
estéreis e compostos por 5mL de dgua ultrapura, 7,5uL de 6leo diesel e 50mg de
nanofibras. Além disso, foram realizados ensaios controle, preparados da mesma forma
dos demais, porém sem a adi¢do das nanofibras, permitindo diferenciar perdas por
volatilizacdo, da degradagdo pelas nanoparticulas de 6xidos de ferro e enzimas fingicas

incorporadas nas nanofibras.
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Figura 3.9 — Ensaios de avaliagdo do potencial de degradagdo dos derivados de petréleo pelas
nanofibras

Legenda: Frascos contendo dgua ultrapura, 6leo diesel e nanofibras de PVA com filtrado
fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Fonte : Do autor (2022)

Ap6s a montagem dos ensaios, os frascos foram hermeticamente fechados,
conforme mostra a Figura 3.9, com o intuito de evitar ao maximo a perda dos compostos
por volatilizagdo. Os frascos foram mantidos na auséncia de luz a temperatura ambiente
por um periodo de 15 dias. Os ensaios foram realizados em triplicata.

As concentra¢des dos compostos antes e apds a degradagédo, foram determinadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS). Para isso,
utilizou-se um equipamento de cromatografia gasosa (CG) Agilent 7890A com analisador
de massas (MS) do tipo quadrupolo Agilent 5975C do Laboratério Multiusudrio de
Andlises Instrumentais (LAMAI) da Escola de Engenharia (EENG) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Ap6s o periodo de tratamento, os ensaios foram colocados em um banho Maria a
60°C, mantidos por 15min. Para a andlise CG/MS, foram recolhidos 5uL da fase vapor
a meia altura entre a tampa do frasco e a superficie do liquido e injetado diretamente
no GC/MS. As condig¢des das andlises cromatograficas do 6leo diesel estdo descritas na

Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Condigdes utilizadas na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

para biodegradacado do 6leo diesel.

Coluna

Dimensdes da coluna
Modo de injegao
Temperatura do injetor
Volume injetado

Fase movel

Vazao da fase moével
Programa de temperatura

Tempo de corrida
Temperatura do detector

HP-5MS

30m x 0,25mm x 0,25um
Splitless

250°C

SuL

Hélio

3mL/min

34 °C (7 min)

8 °C/min - 200 °C (1 min)
10 °C/min - 250 °C (5 min)
38,75min

150°C

Temperatura do capilar de transferéncia 280°C

Fonte : Do autor (2022)

Os cromatogramas obtidos foram avaliados e os espectros de massa gerados

em cada pico dos cromatogramas foram comparados com os espectros de massa da

biblioteca NIST versao 2.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes obtidos no

desenvolvimento do projeto de pesquisa.

4.1 Avaliacdo quantitativa da producao de enzimas ligninoliticas

A avaliagdo quantitativa da produgdo de enzimas ligninoliticas foi realizada com
o objetivo de avaliar a produgdo das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase pelos fungos Aspergillus Niger, Penicillium flavigenum e Fusarium oxysporum
ao utilizar glicose e diesel como fonte de carbono.

A Figura 4.1 mostra as curvas de produgdo de lacase para os trés fungos. Foi
possivel verificar que a atividade enzimatica de lacase foi maior para o fungo Fusarium
oxysporum ao utilizar a glicose como fonte de carbono, no periodo de 15 dias, comparado
aos demais fungos. Inicialmente, esse fungo apresentou uma atividade de 0,2 U mg

de proteina™

proteina™!.

e, com 15 dias de incubacao, essa atividade foi elevada para 3,2 U mg de

Figura 4.1 — Curvas de produgdo de lacase pelos fungos ao utilizar glicose e diesel como fonte

de carbono
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Legenda: Curvas de produgdo de lacase pelos fungos Aspergillus Niger, Penicillium flavigenum e
Fusarium oxysporum ao utilizar glicose e diesel como fonte de carbono.
Fonte : Do autor (2022)

A atividade de lacase para o fungo Aspergillus Niger foi maior ao utilizar o diesel
como fonte de carbono, apresentando um valor crescente com atividade méxima de 1,56

U mg de proteina™" aos 15 dias de incubacéo. O fungo Penicillium flavigenum apresentou

1

uma atividade maxima de 1,42 U mg de proteina™" aos 6 dias de incubacéo utilizando a
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glicose como fonte de carbono e, ao utilizar o diesel apresentou uma atividade enzimatica
crescente.

A producdo da enzima lacase pode ser aumentada através da variacdo de
diferentes parametros tais como, meio rico em carbono e com substratos especificos
(SILVA, 2012). Além disso, foi relatado que o Aspergillus Niger apresentou uma melhor
producdo de lacase utilizando o 6leo diesel como tnica fonte de carbono (ARRUDA et
al., 2015). A atividade de lacase tem sido demonstrada em vérias espécies de fungos,
como dos géneros Aspergillus e Penicillium. No entanto, ndo deve ser generalizada, pois
ha vérios grupos de fungos que, aparentemente, ndo produzem lacase (MACIEL et al.,
2010).

A Figura 4.2 apresenta as curvas de producdo de lignina peroxidase para os
trés fungos. Foi possivel verificar que todos os fungos apresentaram uma atividade
enzimdtica no primeiro dia de incubagédo ao utilizar glicose como fonte de carbono. A
atividade enzimatica de lignina peroxidase foi maior para o fungo Fusarium oxysporum,
no periodo de 15 dias, ao utilizar a glicose como fonte de carbono. Por outro lado, esse
fungo apresentou uma baixa atividade enzimatica nesse intervalo de tempo ao utilizar

o diesel como fonte de carbono.

Figura 4.2 — Curvas de producao de lignina peroxidase pelos fungos ao utilizar glicose e diesel
como fonte de carbono
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Legenda: Curvas de produgdo de lignina peroxidase pelos fungos Aspergillus Niger, Penicillium
flavigenum e Fusarium oxysporum ao utilizar glicose e diesel como fonte de carbono.
Fonte : Do autor (2022)

O fungo Aspergillus Niger apresentou uma maior atividade ao utilizar o diesel

como fonte de carbono, apresentando um valor maximo de 16,6 U mg de proteimz_1 aos
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12 dias de incubacdo. O fungo Penicillium flavigenum apresentou uma atividade maxima
de 11,2 U mg de proteina‘l, aos 15 dias de incubacéo, utilizando o diesel como fonte
de carbono. A produgdo da enzima lignina peroxidase foi constatada em um fungo
do género Aspergillus, sendo identificado que as enzimas lignoliticas sdo induziveis
em determinados isolados flingicos, uma vez que a escolha de uma fonte de carbono
apropriada para o crescimento do fungo é importante para a producdo dessas enzimas
(HASANIN et al., 2019; SITINAMANO]J et al., 2021).

A Figura 4.3 mostra as curvas de produc¢do de manganés peroxidase para os
trés fungos. Foi possivel verificar que a atividade enzimética de manganés peroxidase
foi maior para o fungo Fusarium oxysporum, no periodo de 15 dias, ao utilizar glicose
como fonte de carbono. No entanto, apresentou baixa atividade utilizando o diesel
como fonte de carbono. A atividade de manganés peroxidase foi maior para o fungo
Aspergillus Niger ao utilizar o diesel como fonte de carbono, apresentando um valor

1

crescente com atividade maxima de 1,13 U mg de proteina™ " aos 9 dias de incubagdo. O

tungo Penicillium flavigenum foi o maior produtor de manganeés peroxidase utilizando o

diesel como fonte de carbono, apresentando uma atividade méxima de 1,75 U mg de

1

proteina”~ aos 15 dias de incubagéo.

Figura 4.3 — Curvas de producgdo de manganés peroxidase pelos fungos ao utilizar glicose e
diesel como fonte de carbono
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Legenda: Curvas de producdo de manganés peroxidase pelos fungos Aspergillus Niger,
Penicillium flavigenum e Fusarium oxysporum ao utilizar glicose e diesel como fonte de carbono.
Fonte : Do autor (2022)

No que se refere a producdo de manganés peroxidase, entre os fungos testados

em um estudo, o fungo do género Penicillium apresentou o melhor valor de produgdo da
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enzima manganés peroxidase (LIRA, 2019). O fungo do género Fusarium demonstrou
atividade para a enzima manganés peroxidase em diferentes substratos (SILVA, 2012).
Adicionalmente, os fungos dos géneros Aspergillus e Fusarium demonstraram capacidade
de producdo de enzimas degradadoras da lignina (??).

A andlise da atividade enzimatica pelos fungos Aspergillus Niger, Penicillium
flavigenum e Fusarium oxysporum permitiu observar a degradacado das diferentes fontes
de carbono ao longo do periodo de incubagdo. Os resultados obtidos no presente estudo,
mostram que a produgdo de enzimas ligninoliticas varia com o tempo de incubagdo
do fungo. Segundo estudo realizado por Pinheiro (2018), a disponibilidade de fontes
de carbono interferem diretamente na producdo de enzimas ligninoliticas. Também
observou que um aumento na concentragdo de glicose influenciou na melhor atividade

enzimatica (PINHEIRO, 2018).

4.2 Avaliacdo do potencial de degradacao dos derivados de petréleo

O teste de biodegradacado do 6leo diesel foi realizado com a finalidade de avaliar
a capacidade dos fungos em biodegradar a principal fonte de contaminacado estudada
neste trabalho. Para tal, foi utilizado o indicador redox DCPIP em meio mineral BH.
Esse teste é fundamentado pelo principio de que, durante a oxidagdo dos contaminantes
pelos microrganismos, os elétrons sdo transferidos até receptores como oxigénio, nitrato
e sulfato. No momento que se tem a incorporacdo de um receptor de elétron como o
DCPIP ao meio de cultura, é possivel verificar a capacidade dos microrganismos em
utilizar os derivados de petréleo como substrato pela observagdo da mudanga de cor do
corante de azul (oxidado) para incolor (reduzido) (HANSON; DESAIL DESAI, 1993).

A oxidacdo biolégica do indicador DCPIP, ocorreu em tempos diferentes para
cada um dos fungos testados, evidenciada através da descoloragdo do meio de cultivo.
O fungo Aspergillus Niger destacou-se por promover a oxidagdo biolégica do indicador
DCPIP ap6s 4 dias em contato com o 6leo diesel, apresentando a mudanga da coloragao
do meio de azul para incolor. J& os fungos Fusarium oxysporum e Penicillium flavigenum
promoveram a oxidagdo biolégica do indicador DCPIP apés 7 dias. Como mostrado
na Figura 4.4, os tratamentos de controle permaneceram com a coloracdo azul durante

todo o periodo do teste.
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Figura 4.4 — Teste de degradagao do 6leo diesel pelo fungo Aspergillus Niger

e

Legenda: Teste de degradagdo do 6leo diesel pelo fungo Aspergillus Niger no dia 0 e no dia 4. a)
Amostra, b) controle abiético, c) controle biético e d) controle contendo apenas o meio de
cultura e o DCPIP.

Fonte : Do autor (2022)

4.3 Sintese de nanoparticulas de 6xidos de ferro

A sintese das nanoparticulas de 6xidos de ferro foi realizada adicionando cloreto
de ferro (III) ao filtrado resultante do cultivo do fungo Fusarium oxysporum em meio
liquido. O fungo Fusarium oxysporum foi escolhido para a sintese de nanoparticulas de
6xidos de ferro por destacar-se como um bom produtor de lacase, lignina peroxidase e
manganeés peroxidase utilizando a glicose como fonte de carbono.

A mudanga de cor de marrom claro para marrom escuro ap6s quatro dias de
mistura do filtrado fngico com o cloreto de ferro indica a formagdo de nanoparticulas na
solucdo precursora (FIGURA 4.5) (RAJENDRAN et al., 2015). Além disso, mostrou que
as enzimas extracelulares secretadas durante o processo de cultivo do fungo biorreduzem
os fons de ferro formando as nanoparticulas de 6xidos de ferro (ZAKARIYA; MAJEED;
JUSQOF, 2022). As enzimas nitrato redutase no filtrado fingico sdo responséaveis pela
redugdo de ions de ferro, sendo essencial na formacdo das nanoparticulas de 6xidos de

ferro (OTTOW; KLOPOTEK, 1969; ABDEEN et al., 2016).
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Figura 4.5 - Mudanga de cor da solugao

b)

Legenda: Mudanga de cor da solugdo a) antes e b) apds a sintese de nanoparticulas de 6xidos de
ferro.
Fonte : Do autor (2022)

As nanoparticulas apresentaram propriedades magnéticas ao serem colocadas
em contato com o imd, ou seja, quando um campo magnético externo foi aplicado.
As propriedades magnéticas induzem as nanoparticulas dispersas em meio aquoso a
serem acumuladas pela aplicacdo de um campo magnético externo. Esse fendomeno foi

confirmado como mostra a Figura 4.6.

Figura 4.6 — Solugdo contendo as nanoparticulas de 6xidos de ferro

Legenda: Solugdo contendo as nanoparticulas de 6xidos de ferro a) antes e b) apds a aplicagdo
de um campo magnético externo.
Fonte : Do autor (2022)
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Os espectros de absorcdo do filtrado fangico e das nanoparticulas sintetizadas
pelo fungo Fusarium oxysporum foram analisados por espectroscopia UV-Vis em faixas
de comprimento de onda de 200 a 600 nm, conforme mostrado na Figura 4.7. As bandas
de absorgao identificadas em torno de A = 266nm e A = 288nm, representam a presenca
de aminoécidos arométicos, responsaveis pela formacgdo de proteinas. Esta observacao
indica a liberagdo de proteinas pelo fungo Fusarium oxysporum, sugerindo um possivel
mecanismo para a redugdo dos fons de ferro presentes na solugdo (DURAN et al., 2005;
ABDULLAH et al., 2020).

Ainda foi observado uma banda de absor¢do em A = 344nm, indicando a formacao
das nanoparticulas de 6xidos de ferro pelo filtrado fingico (BALAMURUGHAN et al.,
2014; DEVI et al., 2019). Este pico foi observado devido a ressonancia plasmonica de
superficie dos elétrons presentes na superficie das nanoparticulas de 6xidos de ferro
(SHAHVERDI et al., 2007). Embora esse espectro seja semelhante aos observados na
literatura, houve uma pequena diferenca na banda de absor¢ao. Supostamente, isso
se deve a variagOes no estado de agregacdo e valéncia das nanoparticulas de ferro

produzidas nos diferentes estudos (MAKAROV et al., 2014).

Figura 4.7 — Espectros de absorgdo do filtrado fangico e das nanoparticulas de 6xidos de ferro
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Legenda: Espectros de absorcao do filtrado fliingico e das nanoparticulas de 6xidos de ferro

sintetizadas pelo fungo Fusarium oxysporum.
Fonte : Do autor (2022)
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A morfologia das nanoparticulas de 6xidos de ferro foi observada por microscopia

eletronica de varredura, como mostrado na Figura 4.8.

Figura 4.8 — Micrografias das nanoparticulas de 6xidos de ferro. Magnificagdo de 100kx.

ET ANALYSIS 10 keV. ET ANALYSIS 10 keV
Legenda: Micrografias das nanoparticulas de 6xidos de ferro sintetizadas pelo fungo Fusarium
oxysporum. As setas mostram agregados de nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Fonte : Do autor (2022)

Figura 4.9 — Distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas de 6xidos de ferro
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Legenda: Distribui¢do de tamanhos das nanoparticulas de 6xidos de ferro sintetizadas pelo
fungo Fusarium oxysporum. A medida foi realizada em 150 nanoparticulas.
Fonte : Do autor (2022)

As micrografias registradas mostram agregados de nanoparticulas de 6xidos de
ferro, como indicam as setas de cor vermelha (FIGURA 4.8 b)). As nanoparticulas nado
estavam em contato direto mesmo dentro dos agregados, indicando sua estabilizagdo

por um agente de capeamento. O tamanho das nanoparticulas sintetizadas pelo fungo
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Fusarium oxysporum foi caracterizado por microscopia eletrdnica de transmissao, sendo
observadas nanoparticulas esféricas na faixa de tamanho de 8 a 20nm. O didmetro
médio das nanoparticulas de 6xidos de ferro foi de cerca de 14 + 3 nm, como pode ser
observado na Figura 4.9.

A composicdo elementar das nanoparticulas sintetizadas foi analisada por

espectroscopia de raios X por dispersdo de energia.

Figura 4.10 — Composigdo elementar das nanoparticulas de 6xidos de ferro
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Legenda: Composigdo elementar das nanoparticulas de 6xidos de ferro sintetizadas pelo fungo
Fusarium oxysporum.
Fonte : Do autor (2022)

A anélise confirma a presenga de picos de ferro em trés regides diferentes (0,7;
6,4 e 7,0 keV), como mostra na Figura 4.10. Foi determinado que a porcentagem
de oxigénio (O) e ferro (Fe) era de 65,1% e 34,74%, respectivamente. A presenga de
picos predominantes para ferro e oxigénio indicam a formagdo de nanoparticulas de
6xidos de ferro (AHMED; AHMARUZZAMAN; BORDOLOQ], 2015). Registrou-se uma
pequena porcentagem de cloro (Cl) (0,39%), a presenca desse elemento deve-se a solugao
precursora da sintese das nanoparticulas de 6xidos de ferro.

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foi usada para identificar os
grupos funcionais responsaveis pela sintese das nanoparticulas. A Figura 4.11 compara
a andlise FTIR entre o filtrado fangico e as nanoparticulas de 6xidos de ferro sintetizadas
pelo fungo Fusarium oxysporum. O espectro do filtrado fingico apresentou bandas de

absorgdo em 3270cm™! que corresponde a vibragdo de alongamento da ligagdo O-H
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do grupo fendlico e da ligacio N-H do grupo amina, e 1635cm ™! que corresponde a
vibragdo de alongamento da ligagdo N-H do grupo amida I. As bandas nas regides amida
I e amida II sdo caracteristicas de proteinas/enzimas que foram que foram secretadas
pela biomassa flngica durante o periodo de incubagdo e podem ser consideradas

responsaveis pela reducdo de ions de ferro (BHARGAVA et al., 2013; LIANG et al., 2017).

Figura 4.11 — Espectros de FTIR das nanoparticulas de 6xidos de ferro
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Legenda: Espectros de FTIR do filtrado fliingico e das nanoparticulas de 6xidos de ferro

sintetizadas pelo fungo Fusarium oxysporum.
Fonte : Do autor (2022)

O espectro das nanoparticulas exibiram uma banda de absorgdo em 2915cm ™! e
2848cm~! atribuida a presenca de grupos de alongamento CH. A banda de absorcao
em 792cm~! e 428cm~! correspondem a ligacdo simples de Fe-O, confirmando a
sintese das nanoparticulas de 6xidos de ferro (LUNGE; SINGH; SINHA, 2013;
KANAGASUBBULAKSHMI; KADIRVELU, 2017; PAREKH; NAIR; BHARDWA]J, 2020;
ABDULLAH et al., 2020).

4.4 Sintese de nanofibras por meio do método de fiagao por sopro em solugao (SBS)

As nanofibras obtidas pela técnica de SBS podem ser visualizadas na Figura

4.12. Os aspectos macroscopicos ndo sdo suficientes para uma caracterizacdo efetiva das
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nanofibras. Assim, a partir das micrografias, é possivel avaliar a morfologia e calcular o

didmetro médio das nanofibras.

Figura 4.12 — Nanofibras obtidas pela técnica de SBS.

Legenda: Nanofibras obtidas pela técnica de SBS a partir da solugdo polimérica de PVA.
Fonte : Do autor (2022)

Figura 4.13 — Micrografias e didametro médio das nanofibras. Magnificagdo de 10kx.
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com filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro. O didmetro médio das nanofibras foi
obtido medindo 100 nanofibras.
Fonte : Do autor (2022)
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Na Figura 4.13 sdo mostradas as micrografias das nanofibras de PVA puro, PVA
com filtrado fangico, PVA com filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro
e o didmetro médio de cada amostra. Pelas micrografias, fica evidente a obtencdo
de nanofibras pelo método SBS. Observou-se que o didmetro médio medido para as
nanofibras de PVA com filtrado fingico e nanoparticulas de 6xidos de ferro foi o maior,
esse efeito pode estar relacionado a incorporacdo das nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Além disso, o didmetro médio medido apresentou diferenga significativa (p > 0,05) com
a incorporacdo das nanoparticulas de 6xidos de ferro.

Pode-se observar a partir da Figura 4.14 b), que as nanofibras apresentaram
as nanoparticulas de 6xidos de ferro de forma dispersa. A presenca de pequenos
aglomerados nas nanofibras mostra que o tempo em que a solu¢do permaneceu no
sonicador ndo foi suficiente para dispersar todas as nanoparticulas. A micrografia
sugere que a maior parte das nanoparticulas de 6xidos de ferro foram incorporadas no

interior das nanofibras.

Figura 4.14 — Micrografias das nanofibras. Magnificagdo de 100kx.

4.19 ym 9.98 mm 8.90 mm

Legenda: Micrografias das nanofibras (a) de PVA puro e (b) PVA com filtrado fangico e
nanoparticulas de 6xidos de ferro. As setas mostram agregados de nanoparticulas de 6xidos de
ferro.

Fonte : Do autor (2022)

Os resultados da andlise da composicao elementar das nanofibras corroboram
para confirmar que as nanoparticulas de 6xidos de ferro foram incorporadas as nanofibras
produzidas, como mostra a Figura 4.15. A presenca de s6dio deve-se a composicdo do

polimero utilizado no preparo da solugdo polimérica.
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Figura 4.15 — Composigdo elementar das nanofibras
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Legenda: Composi¢do elementar das nanofibras incorporadas com nanoparticulas de 6xidos de
ferro. A figura apresenta a estrutura quimica do poli(alcool vinilico).
Fonte : Do autor (2022)

Na Figura 4.16 sdo apresentados os espectros de FTIR para o PVA puro, onde sdo
mostradas as bandas caracteristicas para este polimero, assim como, o comparativo com
as amostras contendo o filtrado ftingico e as nanoparticulas de 6xidos de ferro.

Observa-se bandas localizadas em 2915cm ™!, 2913cm™! e 2950cm™! que sdo
atribuidas a presenca de grupos de alongamento CH. A banda observada em 1714cm ™!
refere-se a carbonila (C=0) do grupo acetil do PVA (CHAUDHURI et al., 2022). As
bandas em 1415cm~! e 1374cm™! caracterizam o estiramento COO~ e a deformacio
—CHj, respectivamente. As bandas em 1265cm™! e 1087cm™! referem-se a vibragdo
de estiramento C-O. A banda observada em 833cm™! esta atribuida a deformacio
vibracional dos grupos C-H. Por fim, as bandas observadas em 474cm™! e 416cm™
correspondem a ligagdo Fe-O, confirmando a incorporagdo das nanoparticulas de 6xidos

de ferro nas nanofibras.
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Figura 4.16 — Espectros de FTIR das nanofibras obtidas pelo método SBS
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Legenda: Espectros de FTIR das nanofibras de PVA puro, PVA com filtrado fiingico, PVA com
filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Fonte : Do autor (2022)

A avaliagdo da atividade enzimaética foi realizada seguindo o protocolo descrito
na sessdo 3.3, com o intuito de verificar se as enzimas ligninoliticas foram imobilizadas
nas nanofibras poliméricas. A Tabela 4.1 mostra que a enzima manganés peroxidase
exibiu maior atividade, apresentando um valor de 1.33 U mg de proteina™!. Por outro
lado, a menor atividade foi apresentada pela enzima lacase com um valor de 0.07 U mg
de proteina™*. Com base nestes resultados, pode-se verificar que a metodologia proposta

foi eficiente para a imobilizacdo das enzimas ligninoliticas nas nanofibras poliméricas.

Tabela 4.1 — Avaliacdo da imobiliza¢do das enzimas ligninolitica nas nanofibras poliméricas.

Enzima Atividade enzimaética

(U mg de proteina™?)
Lacase 0.07
Lignina peroxidase 0.59
Manganés peroxidase 1.33

Fonte : Do autor (2022)
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4.5 Avaliacao do potencial de degradacao dos derivados de petréleo pelas nanofibras

Para a avaliacdo do potencial de degradagdo de derivados de petréleo ap6s a
sintese das nanofibras pelo método de SBS foi realizado um teste qualitativo. Para isso,
as nanofibras foram colocadas em placas de Petri contendo um meio s6lido composto
por agua, 6leo diesel e o indicador DCPIP. Na Figura 4.17, observa-se que ap6s 5 dias
houve a descoloracao do meio, como mostram as setas de cor vermelha, indicando a
degradacédo do 6leo diesel pelas nanofibras de PVA com filtrado ftingico e nanoparticulas

de 6xidos de ferro.

Figura 4.17 — Teste de degradacao do 6leo diesel pelas nanofibras

Legenda: Teste de degradagdo do 6leo diesel pelas nanofibras (a) de PVA puro e (b) PVA com
filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro. As setas indicam os pontos em que houve a
descoloracdao do meio sélido.

Fonte : Autora (2022)

Os ensaios de avaliagdo do comportamento da degradagdo do 6leo diesel
pelas nanofibras sintetizadas foram submetidos as andlises por GC-MS (FIGURA
4.18). Observou-se a presenca de uma Mistura Complexa Nao Resolvida (Unresolved
Complex Mixture — UCM) localizada na proximidade da regido de 0 a 5 minutos. A
existéncia da UCM corresponde a uma fragdo mais pesada do 6leo diesel constituida
por hidrocarbonetos ramificados e ciclicos, que nem sempre sdo resolvidos em coluna
capilar (ALMUTAIRI, 2021). Alguns autores, descrevem a UCM como uma mistura de
compostos organicos que ndo pode ser caracterizada por cromatografia gasosa (LOPEZ;

ROMERO; MONACO, 2022).
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Figura 4.18 — Cromatogramas do 6leo diesel ap6s 15 dias de degradagéo.
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Legenda: Cromatogramas do 6leo diesel apds 15 dias em contato com as nanofibras de PVA
puro, PVA com filtrado fangico, PVA com filtrado fingico e nanoparticulas de 6xidos de ferro.
Fonte : Do autor (2022)

Os dados das andlises cromatograficas mostram picos de intesidade significativa
dos compostos do 6leo diesel nos tempos de retencdo entre 15 e 30 minutos (VAISHNAVI
et al., 2021). Os compostos de baixo peso molecular foram volatilizados em
temperaturas mais baixas e detectados em tempos de retengdo menores durante a
andlise (ELUMALAIA et al., 2021).

Ao analisar os cromatogramas de degradagdo do 6leo diesel, verificou-se uma
diferenca no comportamento de degradagao do 6leo diesel em relacdo ao ensaio controle,
indicando que ocorreu a degradagdo deste derivado de petrdleo. Percebe-se que houve
uma diminuicao significativa na intensidade dos picos referentes aos ensaios contendo as
nanofibras de PVA com filtrado fiingico e de PVA com filtrado fiingico e nanoparticulas
de 6xidos de ferro quando comparado com o ensaio controle (PALANISAMY et al.,

2014; DIXIT et al., 2018; ZHAO et al., 2021).
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A eficiéncia de biodegradacao do 6leo diesel foi de aproximadamente 40% e
50% para os ensaios contendo as nanofibras de PVA com filtrado fangico e de PVA
com filtrado fangico e nanoparticulas de 6xidos de ferro, respectivamente. Verifica-
se que, com a incorporagao das nanoparticulas de 6xidos de ferro nas nanofibras, o
processo de degradacdo tornou-se mais eficiente, confirmando a viabilidade do método
de nanobiorremediacdo (YADAV et al., 2017; NASSAR et al., 2022). Estes resultados
caracterizam a degradagdo dos compostos presentes na composi¢ao do 6leo diesel,
confirmando o que foi obtido no teste qualitativo com o indicador DCPIP. No entanto, o
estudo realizado mostrou que as nanofibras produzidas sao eficientes na redugdo da

concentracao do 6leo diesel.
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5 CONCLUSAO

A avaliacdo qualitativa da producdo de enzimas ligninoliticas mostrou que o
fungo Fusarium oxysporum se destacou na produgao de lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase ao usar a glicose como fonte de carbono. No entanto, esse fungo
apresentou baixa atividade enzimadtica ao utilizar o diesel como fonte de carbono. Por
outro lado, o fungo Aspergillus Niger apresentou maior atividade enzimética ao usar o
diesel como fonte de carbono.

A técnica do indicador DCPIP foi eficiente para a selegdo de microrganismos que
apresentam capacidade de degradar 6leo diesel. O tempo necessério para a mudanca
de cor do meio depende da habilidade dos microrganismos utilizados em atuar nesse
processo, com uma variagdo de aproximadamente 55%. Assim, o método descrito
é simples, rapido e eficiente para selecionar os fungos com potencial capacidade de
degradacdo dos derivados de petréleo.

O fungo Fusarium oxysporum apresentou um potencial para a sintese extracelular
de nanoparticulas de 6xidos de ferro. Neste caso, as enzimas extracelulares secretadas
durante o processo de cultivo do fungo sdo fundamentais para a redugdo, capeamento
e estabilizacdo das nanoparticulas biossintetizadas. Além disso, as nanoparticulas
apresentaram um comportamento magnético ao serem colocadas em contato com o ima.

Os resultados demonstram que foi possivel produzir fibras em escala nanométrica
pela técnica de fiacdo por sopro em solugado. A andlise da composicdo elementar e as
micrografias indicaram que as nanoparticulas de 6xidos de ferro foram incorporadas
no interior das nanofibras. As caracteriza¢des realizadas mostraram que o biomaterial
obtido apresenta um desempenho satisfatorio para aplicagdo na remediag¢do de solos

contaminados com derivados de petroleo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar nanofibras de poli(alcool
vinilico) incorporadas com nanoparticulas de 6xidos de ferro e enzimas biossintetizadas
por fungos para a nanobiorremediagdo de solos contaminados com derivados de
petréleo. No entanto, ainda é necessario concluir as caracterizagdo das nanoparticulas
de 6xidos de ferro biosintetizadas e das nanofibras produzidas pela técnica de SBS. Para
andlise das caracteristicas magnéticas das nanoparticulas de 6xidos de ferro, serdo feitas
medidas da magnetizacdo em fun¢do do campo magnético aplicado, utilizando-se um
magnetdmetro de amostra vibrante acoplado a um eletroima. A difragdo de raios-X
(XRD) serd usada para determinar a estrutura, os dominios cristalinos e as fases presentes
nas amostras. Além disso, as nanofibras produzidas serdo caracterizadas através de
andlises térmicas como andlise termogravimétrica (TG/DTG) e andlise calorimétrica
exploratéria diferencial (DSC).

Este estudo teve como resultado um biomaterial avangado com desempenho
satisfatério para aplicacdo na remediac¢do de solos contaminados com derivados de
petréleo. Tais resultados determinam sua viabilidade técnica, motivando o depésito de
patente.

Contudo, existe a possibilidade de produzir um metamaterial com propriedades
que dependem da aplicagdo de um campo magnético. Os metamateriais pertencem a
uma nova classe de materiais artificiais compostos de pequenas estruturas periddicas
formadas de dielétricos e condutores. Essas estruturas formam um material tnico com
as propriedades constitutivas - permeabilidade magnética e permissividade elétrica -
efetivas proximas a zero ou até mesmo menores que a unidade (MIRANDA; LOFRANO;
JUNIOR, 2022). Esse tipo de material pode ser usado como fibras e tecidos para roupas de
protecdo para militares, na drea da satide, filtros magnéticos, sensores e futuras geragdes
de dispositivos eletronicos, magnéticos e/ou fotdnicos usados para armazenamento de
informagdes, imagens magnéticas, blindagem magnética estatica e de baixa frequéncia e

inducdo magnética (WANG et al., 2004; YIFAN et al., 2021).
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