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RESUMO

No presente trabalho foi avaliada a capacidade de sintese de nanoparticulas
de cobre pelo fungo filamentoso Hypocrea lixii. Para tanto, o cultivo do fungo foi
otimizado em fungcdo da concentracéo celular e do aspecto das hifas. Verificou-se
qgue o cultivo realizado com inéculo de suspensdo de esporos congelados em meio
contendo extrato de malte forneceu concentragdo celular de 10g/L
consistentemente, além de um aspecto sem aglomerados de células.

A capacidade de biossorcdo de ions cobre (Il) da biomassa nao viavel do
fungo Hypocrea lixii foi avaliada, utilizando-se isotermas de biossorgéo. Verificou-se
gue o valor maximo de remocao calculado através do modelo de Langmuir é de
17,4mg/g, que foi considerado condizente com o valor reportado na literatura para o
mesmo fungo.

Para a sintese de particulas, inicialmente foram utilizadas biomassa viavel e
nao viavel do fungo. Apds analise de microscopia eletrénica de transmisséo (MET)
constatou-se a formacéo de nanoparticulas de didametro médio de 15nm no interior e
na parede das células para a biomassa nao viavel. Para a biomassa viavel verificou-
se a formacao de particulas apenas no exterior das células, com diametro médio de
30nm. Foi investigado o uso de extratos de suspensao de biomassa viavel e néo
viavel, obtidos através do contato das biomassas com agua deionizada por 24 horas.
Andlises de microscopia eletrénica para esses extratos indicaram a formacéo de
particulas de diametro médio de 12nm, para o extrato de biomassa viavel, e de
10nm para o extrato de biomassa ndo viavel. Um método de obtencdo de extrato
através de centrifugacdo de células ndo viaveis também foi investigado para a
sintese de nanoparticulas. Analises de microscopia eletrbnica de transmissao
confirmaram a formacdo de nanoparticulas de diametro médio igual a 13nm. Foi
realizada analise de EDS (energy dispersive X-ray spectroscopy) nas particulas
obtidas em amostras de extrato proveniente de centrifugacdo de células néo viaveis
e verificou-se que sdo compostas apenas de cobre, confirmando a capacidade de
sintese de nanoparticulas metalicas. Outras técnicas de caracterizacdo como
difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho (FT-IR) e
espectrofotometria (UV-Vis) foram realizadas, porém nédo forneceram resultados

conclusivos.



Como forma de verificar os compostos que poderiam estar envolvidos na
sintese das particulas através dos diferentes extratos, foram realizadas analises de
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e cromatografia gasosa. Através dessas
analises foi possivel verificar que os compostos que interagem com os ions cobre (II)
sdo aminoacidos, acidos graxos e agucares. Apenas no extrato de centrifugacdo de
células ndo viaveis foi possivel verificar a presenca de compostos com peso
molecular na faixa entre 4kDa e 20kDa, compativel com proteinas.

Uma vez confirmada a capacidade de sintese através de diferentes métodos,
foi realizado um delineamento de experimentos central rotacional completo como
forma de investigar a influéncia dos parametros pH e temperatura no diametro das
particulas formadas com o extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis. O
didametro das particulas sintetizadas em cada ensaio foi medido atraveés de analise
de espalhamento de luz dindmico (DLS). Através dos resultados, um modelo de
segundo grau foi calculado utilizando-se o software Minitab® e verificou-se que tanto
0 pH quanto a temperatura ndo possuem contribuicdo significativa no tamanho das
particulas sintetizadas. Além disso, observou-se que os diametros obtidos para os
ensaios foram consideravelmente maiores que o obtido através das analises de
microscopia eletrénica de transmissédo (MET). Considerou-se que essa observacao é
resultado da presenca de ligantes que atuam como estabilizadores das particulas e
gue contribuem para o aumento virtual do diametro medido. Esses ligantes podem
ser compostos presentes no extrato e que nao aparecem nhas andlises de
microscopia por falta de contraste. Aléem disso, a analise de DLS é uma medida
indireta de diametro e sdo necessarias outras analises para confirmar os resultados
obtidos.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho, houve confirmacdo da
capacidade de sintese de nanoparticulas de cobre do fungo Hypocrea lixii e
apresentacdo de metodologias promissoras que podem, apds mais estudos, tornar-

se um processo industrial.

Palavras-chave: Hypocrea lixii. Nanoparticulas de cobre. Biossorcao. Extrato

de células. Delineamento de experimentos central rotacional completo. Biomassa.



ABSTRACT

In this work, the synthesis of copper nanoparticles using fungus Hypocrea lixii
was evaluated. Therefore, the culture of the fungus was optimized in terms of cell
concentration and hyphae qualitative aspect. It was found that cultures inoculated
through frozen spore suspensions and using nutrient rich medium containing malt
extract reached cell concentrations of 10g/L consistently, in addition to an
aggregates-free hyphae aspect.

The biossorption of copper (1) ions using non-viable biomass of Hypocrea lixii
was measured, and sorption isotherms were constructed. It was found that the
maximum removal calculated using the Langmuir model was 17,4mg/g, which was
considered consistent with the value previously reported for this fungus.

For the nanoparticle synthesis, the viable and non-viable biomasses of the
fungus were initially used. Transmission electron microscopy (TEM) analysis
demonstrated the formation of nanoparticles of 15nm of mean diameter inside the
cells and in the cell wall for the non-viable biomass. For the viable biomass the
particles obtained had 30nm of mean diameter and were located exclusively outside
the cells. The use of viable and non-viable biomass suspension extracts was also
investigated. The extracts were obtained after contact with double deionized water
for 24 hours. Transmission electron microscopy (TEM) analysis showed the formation
of particles with mean diameter of 12nm, for the viable biomass extract, and 10nm for
the non-viable biomass extract.

A method of obtaining cell extracts through centrifugation was also evaluated
for the synthesis of copper nanoparticles. Transmission electron microscopy (TEM)
analysis confirmed the formation of nanoparticles with mean diameter of 13nm.
Energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) was performed on the particles found in
samples of the centrifuged cells extract and they were found to be composed of
copper only, endorsing the ability of synthesis for this extract. Other characterization
techniques such as X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR) and spectrophotometry (UV-Vis) were performed but the results were
inconclusive.

In order to define which compounds present in the cell extracts could be
involved in the synthesis reaction, mass spectrometry (MALDI-TOF) and gas

chromatography analyses were performed for the different extracts produced.



Through the results of those analyses it was seen that the compounds that interact
with the copper (ll) ions are amino acids and sugars. Only for the centrifuged cells
extract it was possible to confirm the presence of compounds with molecular weights
between 4kDa and 20kDa, compatible with proteins.

Having confirmed the ability of the fungus of synthesizing copper nanoparticles
through different methods, a central rotational composite design of experiments was
established as a way of assessing the influence of the pH and temperature on the
diameter of the particles formed using the centrifuged cells extract. The diameter of
the particles was measured using dynamic light scattering (DLS). Through the
results, a second order model was calculated using the software Minitab® and it was
found that neither the pH nor the temperature had significant contributions to the size
of the particles. Moreover, the diameter found for the experiments were considerably
larger than the observed through transmission electron microscopy. It was
considered that this observation was a result of the presence of ligands that act as
stabilizers for the particles and that contribute to a virtual increase of the diameter
measured. These ligands are compounds present in the extract and that are not
shown in electron microscopy due to the lack of contrast. Furthermore, the DLS
analysis is an indirect measurement of the diameter and other analyses are needed
to confirm the results obtained.

Through the results found in this work, there was a confirmation of the ability
of the fungus Hypocrea lixii to synthesize copper nanoparticles. Promising
methodologies were proposed that might, after further studies, become an industrial

process.

Keywords : Hypocrea lixii. Copper nanoparticles. Biosorption. Cell extract.
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1 Introducéo e Justificativa

O presente trabalho estd inserido em um projeto de descontaminagdo e
biorremediacdo da lagoa de rejeitos da Mina de cobre de Sossego, localizada em
Canad dos Carajas (PA), na regido norte do Brasil, em parceria com a companhia
Vale S. A. Nesse projeto, estdo sendo investigados diversos microorganismos
capazes de promover a lixiviagdo do solo e adsorver e/ou absorver os ions cobre (ll)
presentes na fase liquida. Nesse contexto, um estudo recente realizado por
SALVADORI et al. (2013) investigou o uso de biomassa ndo viavel do fungo
filamentoso Hypocrea lixii isolado a partir de a4gua oriunda da lagoa de rejeitos em
escala laboratorial para biossorcao de cobre i6nico e foi verificada sua capacidade
de sintese de nanoparticulas de cobre.

O prefixo 'nano’ é utilizado para indicar a grandeza de 10°. Sendo assim, 1
nanometro corresponde a 1 bilionésimo de um metro. Em termos praticos, um
nanometro corresponde a distancia entre 2 a 20 atomos (dependendo do tipo de
atomo). O termo nanotecnologia possui diversas definicbes (RAMSDEN, 2009a).
Uma delas, descrita pelo US Foresight Institute € "um grupo de tecnologias
emergentes nas quais a estrutura da matéria € controlada na escala nanométrica
para produzir novos materiais e dispositivos que sejam Uuteis e que tenham
propriedades Unicas" (FORESIGHT INSTITUTE, [s.d.]).

Materiais até a escala micrométrica geralmente mantém as propriedades de
sua forma macrométrica, porém na escala nanométrica as propriedades sé&o
completamente diferentes (CAO, 2004). Com o avanco de técnicas de analise
microscopica, o desenvolvimento de novos materiais tem sido mais sistematico e
melhor fundamentado. A existéncia dos nanomateriais ndo € novidade, porém o
entendimento sobre formacfes de alguns Oxidos, metais e ceramicas ¢é
relativamente recente (WILSON et al., 2002). Todos os usos e definicdes diferentes
gue existem em relacdo a nanotecnologia refletem sua aplicabilidade em uma gama
muito extensa de campos de pesquisa e a necessidade da multidisciplinaridade para
compreendé-la (CAO, 2004).

As nanoparticulas metélicas sdo particularmente interessantes, pois sao
relativamente faceis de sintetizar e de serem modificadas quimicamente
(FELDHEIM; FOSS JR., 2002). Dentre as mais comuns estdo as nanoparticulas de

prata e as nanoparticulas de cobre. Devido ao seu custo relativamente baixo (se
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comparado a outras nanoparticulas) e suas propriedades de interesse, como 6tica,
catalitica, magnética, antibacteriana e de conducdo de calor, as nanoparticulas de
cobre tém atraido bastante atencdo e diferentes métodos de producdo tem sido
propostos (ZHANG et al., 2010). Uma pesquisa recente indicou que o mercado de
nanoparticulas de Oxidos metdlicos tinha previsdo de crescimento de 270.041
toneladas em 2012 para 1.663.168 toneladas em 2020 (RESEARCH AND
MARKETS, 2013). Pode-se dizer que, atualmente, as nanoparticulas representam a
Unica parte dos nanomateriais com relevancia comercial (RAMSDEN, 2011a)

Tendo em vista que a nanotecnologia tem o potencial de impulsionar a
protecdo ao meio ambiente através do controle de emissdes e do desenvolvimento
de novas tecnologias que minimizam a producdo de subprodutos (NATIONAL
NANOTECHNOLOGY COORDINATION OFFICE, 2003), o desenvolvimento de
NovVOs processos para manufatura em escala nanométrica deve seguir as seguintes
diretrizes: reduzir/eliminar o desperdicio de material, reduzir ao maximo a
guantidade de recursos utilizados, minimizar o uso de energia e garantir 0s aspectos
ambientais, de seguranca e éticos (NATIONAL NANOTECHNOLOGY
COORDINATION OFFICE, 2003).

Nesse cenario, a busca por processos biotecnoldgicos que consigam
sintetizar nanoparticulas metélicas com sucesso € motivada pelas desvantagens
apresentadas pelos processos tradicionais (como sintese através de micelas e
eletrodeposicao). As principais desvantagens dos métodos tradicionais sdo o uso de
solventes téxicos, subprodutos prejudiciais a saude humana, altos custos
relacionados a energia, uso de equipamentos complexos, dificuldade de obter
particulas menores e baixa pureza das particulas produzidas (RAMANATHAN;
BHARGAVA; BANSAL, 2010; ZHANG et al., 2010).

Por possuirem alta capacidade de sintetizar materiais de tamanho
nanomeétrico naturalmente, as células de microorganismos estdo sendo cada vez
mais exploradas para a sintese de nanoparticulas metélicas (GERICKE; PINCHES,
2006b). Além disso, a interacdo entre células e metais ja € utilizada para processos
tecnoldgicos nas areas de lixiviacdo e bioremediacdo (GERICKE; PINCHES, 2006b).

Até o momento, 0s bioprocessos investigados para sintese de nanoparticulas
metdlicas incluem o uso de bactérias, bolores, leveduras e plantas (DHILLON et al.,

2012a). Cada agente biolégico produz particulas com caracteristicas singulares e
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ainda h& grande discussao sobre qual a biomolécula e/ou mecanismo é responsavel
pela biossintese de nanoparticulas de metal (HONARY et al., 2012). Fungos séo
versateis, se adaptam facilmente as condicbes ambientes e crescem em uma
grande faixa de pH, temperatura, concentracdo de metal e de nutrientes.
Consequentemente, tém sido escolhidos para uma grande gama de estudos nas
areas de bioremediacdo e producdo de nanoparticulas metélicas (GADD, 1993).
Destaca-se que a transformacdo dos ions poluentes em um produto de interesse,
como as nanoparticulas metélicas, apresenta uma enorme vantagem em relacéo a
adsorcao como forma de remediacéo pois reduz a necessidade de desenvolvimento
de processos de dessorcdo e recuperacdo dos ions, que geralmente envolvem
volumes elevados de eluente e geram material toxico para descarte (GADD, 1993).
Sendo assim, esse trabalho visa explorar o uso do fungo filamentoso
Hypocrea lixii para a producdo de nanoparticulas de cobre sob diferentes condi¢des
como forma de verificar seu potencial como processo de producdo em escala

industrial.
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2 Objetivos
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho é o estudo da utilizacdo do fungo Hypocrea
lixii para a producdo de nanoparticulas de cobre em escala laboratorial. Dessa
forma, serdo exploradas diferentes metodologias e verificada a influéncia dos
parametros pH e temperatura no processo de sintese como estudos preliminares

visando ao desenvolvimento de um processo industrial.
2.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos desse trabalho incluem:

e Cultivo da biomassa, otimizado em termos de concentracdo de células e area

superficial (qualitativa) das hifas;

e Determinacdo da capacidade de biossorcdo de ions cobre (II) da biomassa nao
viavel,
e I|dentificacdo e caracterizacdo das nanoparticulas formadas a partir de diversas

metodologias utilizando-se técnicas analiticas e microscopia eletrénica;

e Promover a adaptacdo do processo de sintese para reatores laboratoriais

automatizados;

e Realizar o estudo da influéncia do pH e temperatura na formacéao das particulas

em relacao ao diametro.



20

3 Revisao da Literatura
3.1 Caracteristicas do fungo Hypocrea lixii

De acordo com JAKLITSCH (2009), os géneros Hypocrea e Trichoderma sao
manifestacbes de um mesmo organismo. O género Hypocrea € menos conhecido e
geralmente ndo é explorado em estudos de biorremediacéo, biossorcédo e sintese de
nanoparticulas. O género Trichoderma, por outro lado, é bastante explorado e
possui diversos resultados em estudos de biossor¢cédo e producdo de nanoparticulas
(ANAND et al., 2006; LOPEZ ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003; TING; CHOONG,
2009). Um estudo publicado por CHAVERRI e SAMUELS (2002) indica que o fungo
Hypocrea lixii € o teleomorfo do fungo Trichoderma harzanium. Isso significa que a
espécie Hypocrea lixii € a forma que realiza reproducdo sexuada da espécie
Trichoderma harzanium.

O género Hypocrea é de extrema importancia para produtores industriais de
enzimas, e bioagentes para controle de fungos fitopatogénicos e patdégenos em
humanos imunocomprometidos (KOPCHINSKIY et al., 2005). A espécie Hypocrea
lixii € descrita como equivalente as espécies Hypocrea nigricans e Hypocrea
lentiformis (CHAVERRI; SAMUELS, 2002).

3.2 Bioprocessos em larga escala que utilizam biomassa de fungos

Para que os fungos possam ser considerados uma opcéo adequada para o
desenvolvimento de um processo industrial de producédo de nanoparticulas, pode-se
citar diversos processos de producdo em larga escala e produtos do dia-a-dia que
empregam a biomassa desses organismos. A producdo de antibiéticos como a
penicilina, por exemplo, tem sido realizada com o auxilio de fungos da espécie
Penicillium e Cephalosporium h& mais de 60 anos (EL-ENSHASY, 2007).

Além da producédo de antibioticos, fungos também sédo fundamentais para a
producdo de enzimas, riboflavina, acido citrico, acido linoleico, entre outros (EL-
ENSHASY, 2007).

Os processos industriais que utilizam fungos também podem ser encontrados
nos segmentos de alimentacdo (producdo de alimentos), racdo animal e

combustiveis. As amilases, também produzidas por fungos (a-amilases) sé&o
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utilizadas como adocgantes pela industria de bebidas, na industria téxtil, de papel e
celulose e na producao de detergentes (SAXENA; MALHOTRA; BATRA, 2003).

3.3 Utilizacao de fungos para biorremediacao e recuperacao de metais
pesados

A remocgdo de metais pesados como cobre, cadmio, cromo, zinco, etc. de
rejeitos, aguas e solos é imprescindivel devido a sua toxicidade e ao risco que
trazem a saude humana e aos biomas (KAPOOR; VIRARAGHAVAN; CULLIMORE,
1999). Os métodos convencionais para a remocdo de metais pesados incluem
precipitacao, filtragdo, troca ibnica, tratamento eletroquimico, adsor¢do em carvao
ativado, evaporacao, entre outros (WANG; CHEN, 2009). Porém muitos desses
métodos sao pouco eficazes quando as concentracdes de metal sdo baixas, além de
envolverem altos investimentos e custos operacionais (MALIK, 2004). O método que
apresenta maior eficiéncia, mesmo em concentracdes baixas € a adsorcao.
Contudo, o alto preco dos adsorventes (geralmente carvao ativado) é considerado
um obstaculo para sua aplicacdo na industria (LESMANA et al., 2009). Sendo assim,
novos materiais que possam ser usados em abundéncia e com precos acessiveis
tém sido buscados.

A biomassa de fungos tem sido vastamente explorada como uma alternativa
aos meétodos convencionais de remocao e recuperacdo de metais pesados em
solucdo aquosa. Estudos como o de KAPOOR, VIRARAGHAVAN e CULLIMORE
(1999) indicam que tanto a biomassa viavel quanto a nao viavel de fungos é capaz
de acumular metais. A passagem do metal através da membrana e do ciclo
metabdlico da célula € denominada acumulo ativo. O acumulo passivo consiste na
aderéncia (sorcdo) do metal nos sitios especificos (receptores) presentes na
estrutura celular através de uma interacéo fisico-quimica.

Os fungos filamentosos mais comumente estudados sdo parte dos géneros
Aspergillus (DURSUN et al., 2003; KAPOOR; VIRARAGHAVAN; CULLIMORE, 1999;
MUKHOPADHYAY; NORONHA; SURAISHKUMAR, 2007), Rhizopus (BHAINSA;
D’'SOUZA, 2008; PREETHA; VIRUTHAGIRI, 2007) e Penicillium (WANG; CHEN,
2009), porém cada espécie tem desempenhos diferentes com relacédo ao poluente e
as condi¢cBes nas quais sdo conduzidas a biossor¢cdo. Fungos desse género podem

chegar a uma capacidade de remocéo de mais de 200mg/g (WANG; CHEN, 2009) e
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representam uma alternativa interessante para a bioremediacdo devido a sua
abundancia e seu baixo valor.

Existem diferentes formas de intera¢do entre a biomassa viavel e nao viavel
de fungos e ions metdlicos, algumas delas envolvem a transformacao dos ions,
como complexacdo, reducdo e precipitacdo de compostos externos as células
(GADD, 1993). Sendo assim, pode-se afirmar que algumas espécies de fungos séo
capazes de remediar locais contaminados ndo sO através da biossor¢cdo mas
também atuando para formacdo de compostos menos toxicos (GADD, 1993). Ha
registros de espécies que apresentam alta toleréncia a ions metalicos e também sao
capazes de sintetizar nanoparticulas metalicas, sugerindo que esses dois processos
podem estar relacionados para alguns microrganismos (DHILLON et al., 2012a;
KORBEKANDI; IRAVANI; ABBASI, 2009a; KOWSHIK et al., 2003).

3.3.1 Utilizacdo de biomassa néao viavel de fungos em biossorcao de cobre

Diversos estudos exploram a diferenca entre as capacidades de biossor¢cao
de biomassa viavel e biomassa nao viavel. Grande parte desses estudos considera
a biomassa viavel como as células obtidas apds um tempo determinado de cultivo,
colhidas e lavadas extensivamente com 4&gua deionizada (KAPOOR,;
VIRARAGHAVAN; CULLIMORE, 1999; SALVADORI et al., 2013) e até mesmo
células secas em estufa (BURATTO; COSTA; FERREIRA, 2012; TING; CHOONG,
2009). Para o obtencédo de células ndo viaveis, sdo aplicados tratamentos quimicos,
como a fervura em solucdo de NaOH, ou fisicos, como a autoclavagem (BHAINSA;
D’SOUZA, 2008; LESMANA et al., 2009).

A capacidade de biossorcdo em células ndo viaveis pode ser maior, menor ou
igual a capacidade das células viaveis. Contudo, o uso de células ndo viaveis tem
certas vantagens com relacdo as possiveis aplicacdes industriais. Sistemas que
utilizam células vidveis sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos de altas
concentracfes de ions metalicos. Além disso, € preciso garantir faixas especificas
de condicdes de operacdo (pH, temperatura, etc.) e a recuperacdo do metal e
regeneracao das células é dificultada em sistemas com células viaveis (KAPOOR,;
VIRARAGHAVAN, 1995). Outra vantagem da exploracédo de biomassa nao viaveis é
a possivel utilizacdo de 'rejeito’ de micelas provenientes de processos industriais

com fungos ja estabelecidos no mercado (DHILLON et al., 2012a).
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Em resultados obtidos com células ndo viaveis, a capacidade de biossorcao
de cobre para o fungo Rhizopus oryzae pré-tratado com NaOH foi de 21 mgCu/g
enquanto que a capacidade das células viaveis secas em estufa foi de 12,5 mgCul/g
(BHAINSA; D’SOUZA, 2008). O fungo Trichoderma SP2F1 autoclavado apresentou
capacidade de biossor¢cdo igual a 23,01 mgCu/g apdés 240 minutos de contato.
Contudo a maxima biossorcdo prevista pelo modelo de Langmuir € 28,75 mgCu/g
(TING; CHOONG, 2009). Em um estudo similar, AKAR e TUNALI (2005) observaram
gue a capacidade de biossorcdo do fungo Boytrytis cinerea apods autoclavagem,
secagem e moagem € de 9,23 +0,64 mgCu/g. Ja para o fungo Phanerochaete
chrysosporium, a capacidade de biossorgdo em um experimento com pH controlado
foi de 20,23 mgCu/g, enquanto o maximo previsto pelo modelo de Langmuir é de
26,55 mgCu/g. Nesse experimento, as ceélulas foram secas em estufa (SAY;
DENIZLI; ARICA, 2001). Um estudo realizado por VEIT et al. (2005a) descreve a
biossorcdo de cobre Il por fungos mortos através de inativacdo com solucdo de
formaldeido. Porém a quantidade de cobre adsorvido € muito baixa, se comparada a
recentes estudos realizados por SALVADORI et al. (2013): 6,20 mg/g para o fungo
P. pulmonarius e 1,52 mg/g para o fungo S. commune contra 19,0 mg/g para o fungo
Hypocrea lixii.

VEGLIO’ e BEOLCHINI (1997) indicaram que 0s possiveis mecanismos
envolvidos na biossorcdo de metais podem ser classificados de acordo com a
dependéncia do metabolismo das células (dependente ou ndo dependente) e com a
localizacdo do metal adsorvido (intracelular ou extracelular). Além disso, 0s
fendbmenos que podem ser classificados como biossorcdo séo transporte através da
membrana celular, precipitacdo, adsorcao fisica, troca ibnica e complexacéo.

Tendo em vista os resultados obtidos até o presente, ainda ndo ha consenso
sobre qual fungo filamentoso é o ideal para a biossor¢cao de cobre e nem sobre qual
pré-tratamento € mais eficaz. RANGABHASHIYAM et al., (2014) indicam questdes a
serem exploradas como o uso de engenharia genética para melhorar a capacidade
de adsorcao, a melhoria da forca mecanica dos biosorventes para o reuso, a busca
de uma combinacdo entre diferentes biosorventes e que atenda a diferentes
poluentes e a extensdo dos resultados para uma escala piloto, para verificar a

possibilidade de utilizacdo comercial.
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3.4 Isoterma de biossorcao

Ha indicios na literatura de que o equilibrio da biossorcdo de metais pesados
e compostos organicos segue um padrdo similar a isoterma de adsorcdo. O grau de
biossor¢cdo de um ion metalico é funcdo da concentracdo no equilibrio a pH e
temperaturas constantes e os modelos de adsor¢cédo de soluto Unico de Langmuir e
Freundlich sdo comumente usados para descrever o equilibrio de biossorcao.
(KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995)

A Tabela 1 traz os modelos de adsorcédo frequentemente usados para 0s

fendmenos de biossorgéo.

Tabela 1 - Modelos de adsorc¢éo utilizados frequentemente (VOLESKY, 2003).

Modelo de adsorcao :
Equacionamento

monossoluto
b.0Q,:..C
Langmuir = —1
. %= Tibc,
Freundlich Qeq = KpCog '™

Nos modelos apresentados, Qe¢q (Mg/g) representa a quantidade de metal
adsorvido por unidade de massa do adsorvente e Cg (mMg/L) representa a
concentracdo de ions no equilibrio. No modelo de Langmuir, b (L/mg) é uma
constante relacionada a energia de ligacdo da adsorcao (AKSU, 2005). Além disso,
esse modelo considera que a adsorcdo se da em monocamada em uma superficie
com numero finito de sitios ativos idénticos (VEIT et al.,, 2005a). A equacdo de
Freundlich € empirica e se baseia em sorcdo em uma superficie heterogénea. No
modelo de Freundlich, K; e 1/n sdo constantes caracteristicas do sistema e
representam a capacidade e a intensidade de adsorcédo, respectivamente (VEIT et
al., 2005a).

Acredita-se que ndo € necessario utilizar modelos mais complexos para
ajustar o fendbmeno de biossor¢cdo quando os modelos mais simples de Langmuir e
Freundlich forem satisfatorios. Porém, esses modelos servem apenas como fun¢des

matematicas, ja que nao refletem o mecanismo de biossorcao (VOLESKY, 2003).
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3.5 Nanotecnologia: definicdes e estado da arte

O termo nanotecnologia € relativamente novo, porém pesquisas e produtos na
escala nanométrica ja fazem parte do conhecimento cientifico h4 muito tempo
(FELDHEIM; FOSS JR., 2002). O estudo de sistemas bioldgicos e a engenharia de
diversos materiais, como dispersdes coloidais e catalisadores, estdo na esfera
nanométrica ha séculos (JOSE-YACAMAN et al.,, 1996). H& relatos de que os
chineses utilizavam particulas nanométricas de ouro como corante inorganico para
conferir as suas porcelanas a cor vermelha ha milhares de anos (CAO, 2004). Negro
de fumo € um nanomaterial usado em pneus para aumentar sua vida util e Ihe
conferir a cor preta. Sua descoberta data do inicio do século XX. A silica pirogénica
(fumed silica), um componente para borrachas de silicone, revestimentos, selantes e
adesivos disponivel para comercializacdo desde a década de 1940, é também um
nanomaterial.

Existem diversas opinides sobre 0 que é exatamente a nanotecnologia. O
conceito de nanotecnologia pode envolver o estudo de microestruturas com
microscopia eletronica, fabricacdo de filmes com espessura de alguns atomos,
liberacdo de medicamentos utilizando nanotubos de carbono e até elevadores
espaciais fabricados a partir de nanotubos (CAO, 2004).

Os principais campos de desenvolvimento da nanotecnologia atualmente sao
eletrénica, fotocatalise (CHEN; YE, 2008), medicina (PARVEEN; MISRA; SAHOO,
2012), computacéo (TIMP; HOWARD; MANKIEWICH, 1998), robdtica (BUSNAINA,
MEHTA, 2007), energia solar (KAMAT, 2007), novos materiais (ARIGA et al., 2012),
entre outros.

O desenvolvimento de processos em larga escala de sintese de
nanomateriais tem sido dificultado pela baixa compreensédo sobre as barreiras de
producdo na escala nanométrica (BUSNAINA; MEHTA, 2007). Para acelerar a
transferéncia de conhecimento entre as descobertas cientificas e os métodos de
producédo em larga escala € necessario intensificar a pesquisa relacionada ao scale-
up do volume produzido, robustez e confiabilidade dos processos e a integracdo das

nanoestruturas com estruturas em escalas maiores (BUSNAINA; MEHTA, 2007).
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3.6 Desenvolvimento e uso de nanoparticulas

Definem-se nanoparticulas como particulas que possuem uma ou mais
dimensdes na escala nanométrica (RAMSDEN, 2009a). Com o desenvolvimento da
nanotecnologia, € possivel encontrar nanoparticulas dos mais diversos materiais,
como metais (KELLY et al., 2003), oxidos metalicos (ATHAR, 2009), materiais
biolégicos como polissacarideos (GAN; WANG, 2007) e lipideos (MULLER; MADER;
GOHLA, 2000), etc. Devido as suas propriedades, as nanoparticulas tem sido
usadas para producdo de materiais sob medida para cada aplicacdo, melhorando
sua performance (RAMSDEN, 2009a).

As nanoparticulas de metal tém sido utilizadas h& séculos. Artefatos datados
do século Xl encontrados nas ruinas de Chichen Itza apresentam um pigmento azul
cuja cor se deve a presenca de nanoparticulas de ferro e cromo (JOSE-YACAMAN
et al., 1996). Aléem disso, a cor avermelhada do vidro conhecido como 'ruby glass',
produzido desde o século XVII, se deve a incorporacédo de nanoparticulas de ouro a
silica fundida (FELDHEIM; FOSS JR., 2002).

Nanomateriais e nanocompositos possuem as mais diversas aplicacbes em
diferentes campos do conhecimento. Com o0 avanc¢o das técnicas de microscopia,
novas possibilidades se abriram para a caracterizacdo, medicdo e manipulacdo de
nanoestruturas e nanomateriais, ampliando ainda mais seu potencial como
substituicdo de materiais convencionais (CAO, 2004).

Desde o comeco do século XXlI, as aplicacbes para nanoparticulas em po tem
se expandido e, atualmente sdo utilizadas as seguintes, entre muitas outras
(ATHAR, 2009):

-Protetores solares e cosmeéticos: nanopos de titanio e zinco;

-Tecidos: Teflon e fibras nhanométricas sdo usados em roupas resistentes a
manchas e que ndo amassam. Algumas nanoparticulas podem inclusive ser usadas
para higienizar tecidos devido a sua acdo antibacteriana, diminuindo o uso de
substancias toxicas (DASTJERDI; MONTAZER, 2010);

-Revestimentos: nanocompdsitos e po de diéxido de titAnio nanométrico sao
usados em revestimentos antirriscos e autolimpantes para lentes e superficies de
vidro;

-Explosivos: nanopd de aluminio é usado para aumentar a inflamabilidade

desses materiais.



27

-Catalisadores: devido a alta &rea superficial, nanocatalisadores tem alta
eficiéncia;

-Desinfetantes: nanoemulsfes e nanoparticulas de compostos de lantanio
estdo sendo usadas como desinfetantes de superficie para prevenir o crescimento
de algas em piscinas e aquarios;

-Filtragéo: filtros feitos com nanofibras sdo usados para reter virus, bactérias,
células animais, endotoxinas e macromoléculas. Também sdo usados para remocao
de tracos de metais téxicos da agua;

-Usos médicos: nanoparticulas de prata sdo usadas como agentes
antibacterianos em bandagens e como revestimento de aparelhos de surdez. Além
disso, outras aplicacdes nessa area incluem liberacdo de medicamentos apenas no
local necessario, diminuindo os efeitos colaterais, e facilitacdo de diagnosticos com o
uso de nanobiosensores (PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012);

-Displays de televiséo: nanopos sao utilizados em telas de televisao;

-Ligas metalicas: ligas estdo sendo produzidas com estruturas nanocristalinas
para aumentar sua resisténcia.

Além das aplicacdes listadas acima, ainda podem ser encontrados usos para
nanoparticulas em embalagens de alimentos, na producéo de papel, na producéo de
baterias, abrasivos, etc. (RAMSDEN, 2009b).

3.6.1 AplicacGes das nanoparticulas de cobre

Em especial para as nanoparticulas de cobre e seus Oxidos, podem ser
destacadas aplicacbes importantes como células solares, controladores solares,
absorvedores de radiacédo solar, catalisadores, interruptores nanométricos, catodos
de alta capacidade em baterias de litio, supercondutores a baixas temperaturas,
sensores quimicos (HOSSEINI et al., 2012), equipamentos médicos, tratamento de
agua, processamento de alimentos (VARSHNEY; BHADAURIA; GAUR, 2012a),
entre outras (EVANS; MATSUNAGA; KIGUCHI, 2008; KATHIRESAN et al., 2009a;
NORASHIKIN; STAPLEY; SHAMA, 2011).
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3.6.2 Métodos tradicionais de producado de nanoparticulas

O interesse na producdo de nanoparticulas tem crescido rapidamente. Os
nanomateriais, por causa de suas propriedades Unicas, estdo na vanguarda do
desenvolvimento da ciéncia dos materiais (NEIKOV, 2009).

Atualmente, € possivel produzir nanoparticulas através de processos 'top-
down', que partem do material em escala macroscopica, e ‘'bottom-up', que
contemplam a nucleagdo e crescimentos de cristais (RAMSDEN, 2011b). Existe
ainda uma terceira classe de processos chamada de 'bottom-bottom’, que consiste
na sintese mecéanica de nanoparticulas em que cada atomo € posicionado em local
predeterminado (RAMSDEN, 2011b). Porém, como essas técnicas ainda nao
atingiram importancia comercial, devido ao mindsculo volume que pode ser

produzido, elas n&o serdo exploradas.

3.6.2.1 Métodos 'Top-Down'’

Fragmentacéo e dispersédo: considerado um método de baixa tecnologia, a
fragmentacdo consiste na moagem do material desejado. As maiores vantagens
desse processo sao a universalidade e o baixo custo. As desvantagens incluem a
facilidade de dispersao das particulas, a introducéo de defeitos e contaminantes e a
impossibilidade de se atingir a escala nanométrica em alguns materiais (RAMSDEN,
2011b).

Litografia: a litografia para producdo de nanoparticulas € similar a usada ha
muito para a fabricac&o de circuitos integrados e microchips (GAN; WANG, 2007). O
tipo de litografia mais utilizado atualmente para producdo de nanoparticulas é a
fotolitografia (HAYNES; HAES; DUYNE, 2000). Ela consiste da exposicdo de um
polimero fotosensivel a luz ultravioleta para criar um padrdao (PIMPIN;
SRITURAVANICH, 2012). Os métodos disponiveis para producdo de nanoparticulas
incluem litografia por feixe de elétrons, litografia por Raio-X, litografia de feixe focado
de ions, entre outros (BUSNAINA; MEHTA, 2007).

Estdo disponiveis outros métodos de formacdo de nanoparticulas, como o
método de eletroexploséo, que consiste em liguefazer ou mesmo vaporizar um fio do
metal através da aplicacdo de corrente pulsada. O método de condensacédo gasosa
também envolve a vaporizacdo do metal precursor, mas depende das colisdes entre

particulas ultrafinas para a formag&o dos nanocristais (ATHAR, 2009).
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3.6.2.2 Métodos '‘Bottom-Up'

Sintese de nanoparticulas através de um Template: consiste em utilizar um
material poroso como substrato para o crescimento de nanoparticulas. Os templates
podem ser de alumina, membranas poliméricas ou de silicone revestido com titanio.
(FOSS JR., 2001). Outra forma de sintese a partir de template é a utilizacdo de
dendrimeros (uma forma singular de polimero). O método consiste em colocar o
dendrimero em contato com o ion metalico e promover uma reacdo de reducédo. Os
dendrimeros podem ser imobilizados em eletrodos ou solubilizados em diferentes
solventes. (CROOKS et al., 2001)

Sintese de nanocristais através de micelas e microemulsdes: nanocristais
podem ser formados a partir de micelas ou micelas reversas (PILENI, 2001). O
método consiste em encapsular uma pequena quantidade de solucdo de sais
metalicos (é utilizado o sal do metal de interesse) dentro de micelas em uma
microemulsdo e, em seguida, adicionar outra microemulsdo com o0 agente redutor
também encapsulado em micelas. Assim, a reacdo de reducdo ocorre
instantaneamente quando as micelas se chocam (geralmente por movimento
browniano) (EASTOE; HOLLAMBY; HUDSON, 2006) e ficam restritas ao espaco
encapsulado pelas micelas, que varia de 1 a 20nm (SHCHUKIN; SUKHORUKOV,
2004). Para a formacao das micelas, podem ser usadas microemulsdes de agua em
hidrocarboneto ou agua em fluidos supercriticos (EASTOE; HOLLAMBY; HUDSON,
2006) com uso de surfactantes, como o AOT (dioctil sulfosuccinato de sdédio)
(SHCHUKIN; SUKHORUKOQOV, 2004) ou o dodecilsulfato de sédio (PILENI, 2001).
Além disso, sédo utilizados solventes como hexano ou o isooctano (PILENI, 2001).

Sintese através de eletrodeposicdo: o método consiste da formacao de
nanoparticulas através da reducdo de ions metélicos quando submetidos a uma
determinada voltagem. Esse método € mais apropriado quando se deseja obter
particulas metalicas depositadas sobre uma superficie, importante para aplicacdes
como catalisadores (GORER et al., 2001).

3.6.3 Métodos tradicionais para a producdo de nanoparticulas de cobre

A producdo de nanoparticulas de cobre pode ser feita através de diversos
processos tradicionais. Entre eles estdo a reducao quimica, a producéo utilizando

solvente em condi¢gBes supercriticas, o uso de micelas reversas (microemulsdes),
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decomposicao térmica, entre outros (ZHANG et al., 2010; SHAH; AL-GHAMDI, 2011,
EASTOE; HOLLAMBY; HUDSON, 2006; BACO-CARLES; DATAS; TAILHADES,
2011).

O método de reducdo quimica é bastante simples e versatil. Os agentes
redutores mais usados na atualidade sdo formaldeido, acido ascérbico, hipofosfito
de sodio e hidrato de hidrazina. Porém, esse meétodo apresenta desvantagens
ligadas principalmente a escolha do agente redutor, como a toxicidade, impurezas
presentes, alto custo, capacidade reduzida de reducéo, etc. (ZHANG et al., 2010)

A utlizacdo de solventes em estado supercritico € um método bastante
eficiente e capaz de produzir particulas com até 9nm de diametro. Nesse método, €
possivel utilizar a dgua como solvente, diminuindo o problema com substancias
toxicas, porém utiliza uma quantidade bastante alta de energia pois lanca mao de
aquecimento a 140°C por 15 horas (SHAH; AL-GHAMDI, 2011). A preparacado das
nanoparticulas através de solvente supercritico envolve aquecimento por longos
periodos de tempo e o0 wuso de equipamentos especiais, diminuindo
significativamente o apelo econémico desse processo.

A sintese através de decomposicao térmica se baseia na reducédo quimica de
oxalatos metalicos realizada em atmosfera controlada de nitrogénio ou hidrogénio a
altas temperaturas (~200°C, no caso do oxalato de cobre). O processo de
decomposicdo térmica é capaz de produzir particulas de diametros relativamente
pequenos (6 a 40 nm, em média) e ndo utiliza compostos toxicos. A decomposi¢cao
dos precursores gera apenas gas carbonico e agua, além das particulas, e nao
apresenta maiores riscos a saude humana. Porém, assim como no caso da
utilizacdo de solventes em estado supercritico, também lanca mao de aquecimento
por periodos prolongados, podendo chegar a 15 horas (BACO-CARLES; DATAS;
TAILHADES, 2011).

3.6.4 Métodos biotecnoldgicos para a producdo de nanoparticulas metélicas

A producdo de nanoparticulas através de processos biotecnoldgicos tem sido
estudada como forma de apresentar uma alternativa aos processos tradicionais. A
motivacédo principal é eliminar o uso de compostos téxicos e desenvolver um método

de producéo barato, porém com uso de tecnologias mais limpas e sustentaveis.
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Atualmente j& existem métodos de producdo de nanoparticulas utilizando
bactérias, leveduras, algas, fungos filamentosos e plantas (DHILLON et al., 2012a).

A sintese de nanoparticulas através de bactérias tem tido bons resultados e
diversos microrganismos tem apresentado a capacidade de fabrica-las. A
Pseudomonas stutzeri AG259 é capaz de produzir nanoparticulas de prata, assim
como alguns Lactobacillus, também capazes de sintetizar nanoparticulas de ouro
(VARSHNEY; BHADAURIA; GAUR, 2012a).

O uso de leveduras tem sido explorado para a producao de nanoparticulas de
cadmio e a levedura resistente a prata MKY3 mostrou capacidade de fabricar
nanoparticulas externamente a célula (KOWSHIK et al., 2003).

Algas também tem demonstrado capacidade de produzir nanoparticulas de
prata, como a alga marrom Sargassum wightii e as microalgas Nannochloropsis
oculata e Chlorella vulgaris (GOVINDARAJU et al., 2009; MOHSENIAZAR et al.,
2011).

O uso de fungos filamentosos para a producdo de nanoparticulas apresenta
inimeras vantagens em relacdo ao uso de outros organismos. Dentre elas a
facilidade de scale-up, viabilidade econdmica, facilidade de processamento apos a
sintese e de manuseio (VARSHNEY; BHADAURIA; GAUR, 2012a). O fungo
Aspergillus fumigatus foi usado na producdo de nanoparticulas de prata e
apresentou otimos resultados (BHAINSA; D’'SOUZA, 2006a). O fungo Fusarium
oxusporum é capaz de produzir nanoparticulas de sulfato cobre com tamanho médio
de 3 nm (HOSSEINI et al., 2012), enquanto que o fungos Penicillium
aurantiogriseum, Penicillium citrinum e Penicilium waksmanii apresentaram
formacdo de nanoparticulas de tamanho médio igual a 150 nm, dependendo
fortemente do pH e concentracdo da solucéo de sal (CuSO,4) (HONARY et al., 2012).

E importante destacar que, até onde se sabe grande parte dos bioprocessos
disponiveis para a sintese de nanoparticulas se baseiam no uso do bioagente vivo
(ativo e viavel). E possivel encontrar um nimero reduzido de estudos utilizando a
biomassa ndo viavel de fungos filamentosos apenas para a biossor¢cdo e/ou
bioremediacdo de locais contendo contaminantes nocivos, como metais pesados.
Porém ainda néo é possivel estabelecer uma ligacao direta entre os mecanismos de

adsorcao ou biossor¢cao de ions metélicos e a sintese de nanoparticulas metalicas
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Isso indica que o uso de biomassa de fungos ndo viavel ainda é um campo
pouco explorado dentro da biossintese de nanoparticulas metalicas, mas que
apresenta alto potencial, ja que além de possuir todos os beneficios de um
bioprocesso, ainda tem a vantagem de ndo depender da viabilidade do agente
biolégico para a formacéo das particulas. Assim, é possivel obter maior flexibilidade
para o ajuste dos parametros de processo e, desse modo, aperfeicoar a producao e
as caracteristicas das nanoparticulas sintetizadas.

3.6.4.1 Producédo de nanoparticulas utilizando fungos

A producéo de nanoparticulas por organismos vivos tem sido estudada com
interesse nos ultimos anos. O apelo econémico, pela baixa utilizacdo de recursos, e
ecolodgico, devido a inexisténcia de subprodutos nocivos, de processos que exploram
a rota biolégica sdo bastante expressivos. Diversos microrganismos também tém
sido usados para a producdo de nanoparticulas (GURUNATHAN et al., 2009;
KOWSHIK et al., 2003; MOHSENIAZAR et al., 2011). Porém, na maior parte dos
casos utilizam-se células viaveis e, muitas vezes, a sintese de nanoparticulas se da
durante o crescimento. Sendo assim, 0s parametros de processo (como
temperatura, pH e agitacdo) ficam condicionados aos limites de cultivo. As
vantagens de utilizacdo de fungos para a sintese de nanoparticulas incluem a
facilidade de scale-up e de processamento, facilidade de manipulacdo da biomassa
e obtencdo de grande area superficial com otimizacdo de cultivo (VARSHNEY;
BHADAURIA; GAUR, 2012b).

Para a sintese de nanoparticulas utilizando biomassa de fungos, verifica-se
gue o uso de biomassa viavel é muito comum (GAJBHIYE et al., 2009) e a maior
parte dos estudos explora a formacdo de nanoparticulas de prata e ouro (MANDAL
et al., 2006). Alguns estudos descrevem o uso de diferentes extratos de células para
a producdo de nanoparticulas de prata (BALAJI et al., 2009; BASAVARAJA et al.,
2008a; BHAINSA; D’SOUZA, 2006b; KATHIRESAN et al., 2009b), indicando que a
capacidade de sintese pode estar ligada a substancias produzidas durante o
crescimento da biomassa. Um estudo feito por SANGHI e VERMA (2009) conseguiu
reduzir o tempo de acumulacdo de nanoparticulas de prata na superficie do fungo

Coriolus versicolor de 72 horas para apenas 1 hora adicionando ions OH'.
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MUKHERJEE et al. (2002) indicam que a reducao dos ions AuCl, ocorre devido a
redutases excretadas pelo fungo em solugéo.

A grande maioria dos fungos utilizados em estudos com extratos de células
sdo patogénicos a plantas e/ou humanos e acrescentam dificuldades em relagéo a
manipulagéo e ao descarte (THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010). Sendo assim, se
faz necessario buscar alternativas ndo patogénicas que possam ser utilizadas em
processos similares. Um estudo recente utilizou o fungo comercialmente usado em
agricultura Trichoderma asperellum para sintetizar nanoparticulas de prata. Foi
utilizado como agente redutor um "caldo" resultante do contato entre as células e
agua deionizada ap0s 72 horas e os resultados indicaram formacgéao de particulas de
didmetro médio de 35,4nm (MUKHERJEE et al., 2008).

3.6.4.2 Uso de extratos de células para producao de nanoparticulas

Juntamente com o desenvolvimento do uso de biomassa de diferentes
organismos para sintese de nanoparticulas metalicas, tem-se observado um
crescimento no numero de trabalhos que utilizam extrato de células para o mesmo
fim. Diversos microrganismos foram estudados e pode-se destacar o uso de
bactérias e fungos filamentosos como o0s mais comumente explorados.
KORBEKANDI, IRAVANI e ABBASI (2009) apresentam inumeros autores que
analisam essa rota para sintese de nanoparticulas. As técnicas utilizadas incluem
uso do meio de cultura de bactérias apos centrifugacdo (GURUNATHAN et al., 2009;
KALISHWARALAL et al, 2008; SAIFUDDIN; WONG; YASUMIRA, 2009;
SHAHVERDI et al., 2007), uso de uma enzima redutase obtida a partir de extrato de
células de fungo (ANIL KUMAR et al., 2007), uso de extrato de células de fungo sem
purificacdo (BALAJI et al., 2009; BASAVARAJA et al., 2008a; CUEVAS et al., 2015;
MUKHERJEE et al., 2008), etc.

A metodologia mais comumente utilizada para a biomassa de fungos
filamentosos é a separacdo da biomassa do meio de cultura, lavagem cuidadosa
com agua deionizada, ressuspensdo da biomassa em agua deionizada por um
periodo minimo de 24 horas e filtragdo. Nenhuma técnica de lise ou digestdo das
células é aplicada e o "caldo" filtrado é usado sem purificacdo ou tratamento
posterior. A sintese € realizada através do contato do extrato de células com uma

solucédo relativamente diluida (entre 1 e 10 mM) de um sal do metal de interesse.
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Todas as andlises de identificacdo e caracterizacdo sdo realizadas a partir da
solugdo resultante (BASAVARAJA et al., 2008b; BHAINSA; D’'SOUZA, 2006a,
2006b; MUKHERJEE et al., 2008). N&ao foram encontrados estudos descrevendo a
composicdo do extrato obtido através dessa metodologia. As analises comumente
utilizadas para a identificacéo e caracterizacdo das nanoparticulas formadas através

de extratos de células estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Analises comumente usadas na identificacdo e caracterizacdo de
nanoparticulas.

Andlise Caracteristicas Referéncias
E possivel verificar um pico de adsorgéo
caracteristico para nanopatrticulas. O
Espectrofotometria (UV-Vis) comprimento de onda depende do
tamanho, formato e composicéo da

(CUEVAS etal., 2015)
(DURAN et al., 2005)

particula.
_Espectroscopla de Mu_daljg_as entre 0s e_spectros forne~cem (SHARMA: YNGARD: LIN, 2009)
infravermelho (FT-IR) indicios do mecanismo de reacdo

Fornece a estrutura cristalina presente
Difracao de raios-X (DRX) nas particulas como forma de (LISIECKI; BILLOUDET; PILENI, 1996)
identificacdo de sua composicao

. . . Fornece imagens para observacéo do
Microscopia eletrdnica de 9 P ¢

o tamanho médio e do formato das (BANSAL et al., 2004)
transmissao (TEM) .
particulas
Espalhamento dinAmico de  Determina a dIStrIbUIE;aO dos diametros (SALVADORI et al., 2013)
luz (DLS) das particulas.

O uso de extratos de células para a sintese de nanoparticulas apresenta
algumas vantagens em relacdo ao uso das células. A analise das particulas através
de microscopia eletrdnica € facilitada, ja que ndo € necessario realizar o dispendioso
processo de preparo das amostras, descrito de forma geral por GERICKE e
PINCHES (2006). Além disso, o processo de separacdo das nanoparticulas
sintetizadas internamente as células ou na parede celular é potencialmente o maior
entrave para a utilizacdo comercial da biossintese. Acredita-se que a identificacédo
dos agentes redutores presentes nos extratos de células possa ser a chave para
uma futura customizacdo do processo de sintese, aumentando a capacidade
produtiva e melhorando as caracteristicas da particula (tamanho, formato,
distribuicdo, etc.) (SHARMA; YNGARD:; LIN, 2009).
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4 Materiais e Métodos
4.1 Reagentes
4.1.1 Meios de cultivo

Para cultivo e manutencdo do fungo H. lixii Foram utilizados os meios PD
(Difco™ Potato Dextrose), PDA (Difco'™ Potato Dextrose Agar) e meio contendo
extrato de malte, cuja composicao pode ser verificada na Tabela 3. Todos 0s meios
de cultura foram preparados em agua destilada.

Tabela 3 - Composi¢cdo do meio de cultura contendo extrato de malte.

Componente Concentracéo

™
Extrato de malte (BD Bacto 10 g/L
Malt extract)
Glicose (Merck Millipore D(+)- 20 g/l
Glucose)
Extrato de levedura (BD

10 g/L

Bacto' Yeast extract)

Os cultivos realizados em meio liquido foram realizados com meio PD e o
meio contendo extrato de malte. Para manutencédo das cepas foi utilizado o meio
PDA.

4.1.2 Solucobes

Foi utilizado o sal cloreto de cobre (CuCl,.2H,0, J. T. Baker®) como fonte de
ions cobre (ll). Foram preparadas solucbes de 10 g/L e a partir delas foram feitas
diluicbes até as concentracdes necessarias.

Para ajuste de pH, foram utilizadas solucfes de hidréxido de sédio (NaOH,
Synth®) 3M e acido cloridrico (HCI, Quimica moderna) 0,5M. A coleta de esporos foi
realizada a partir de solucdo estéril de cloreto de sédio (NaCl, Fmaia) com
concentracdo 0,9% em massa. Para congelamento de células e esporos, foi utilizado
glicerol (glicerina bidestilada 85%, Merck) estéril.

A diluicho de amostras para analise de absorcdo atdomica foi realizada
utilizando-se acido nitrico (HNO3z 70%, Synth®) com concentracdo de 5% em

volume.
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Todas as solugdes foram feitas utilizando-se agua deionizada purificada (Milli-

Q, Millipore) com os reagentes mencionados, sem purificagao adicional.
4.2 Microorganismo

O fungo Hypocrea lixii foi isolado a partir de amostra coletada na lagoa de
rejeitos da mina de Sossego, localizada em Canaé dos Carajas (PA) (SALVADORI
et al., 2013). A cepa utilizada nesse projeto foi gentilmente cedida pelo ICB - USP,

através da Dra. Marcia R. Salvadori.
4.2.1 Preservacao da Cepa

A cepa foi mantida em meio PDA em estufa a 25°C. Novos cultivos foram

realizados periodicamente com intuito de preservar as células do fungo.
4.2.2 Estoque de células e in6culos

Foram produzidos estoques de células congeladas e de suspensdo de
esporos. Uma cultura em meio PD inoculada a partir da cepa original foi utilizada
para produzir o estoque de células congeladas. Ao meio de cultura com 40 horas de
cultivo foi adicionado glicerol estéril de modo que a concentracéo final fosse 20% em
massa. A solucao foi congelada em criotubos de 2mL cada e mantida a -80°C.

Para obtencdo da suspensdo de esporos, uma cultura em meio PDA foi
iniciada e mantida a 25°C em estufa com fornecimento de luz artificial. Apds 10 dias
de cultivo, foi adicionada solucéo de cloreto de sédio estéril e recolhida uma amostra
para contagem. A concentracdo da suspensao foi determinada a partir da contagem
em camara de Neubauer. A contagem forneceu uma concentracdo de 2.10’
esporos/mL e antes do congelamento, foi adicionado glicerol de modo a atingir uma
concentracdo final de 20%. A solucdo foi adicionada em criotubos de 2mL e

mantidas a -80°C.
4.3 Cultivo do fungo H. lixii

O fungo Hypocrea lixii foi cultivado em frascos erlenmeyer de 500mL
contendo 100mL de meio de cultura. As condi¢des de cultivo utilizadas foram 25°C e
150rpm por 120 horas, conforme indicado por SALVADORI et al. (2013a). Foram

utilizados indculos de células e de suspensao de esporos congelados (previamente



37

descongelados a temperatura ambiente). Cada criotubo contendo 2mL de inéculo foi

utilizado para inocular o volume de 100mL de meio de cultura.
4.4 Obtencdo de biomassa viavel e ndo viavel

A biomassa viavel foi obtida através de cultivo, filtracéo através de papel filtro
qualitativo e lavagem extensiva com agua deionizada purificada (Milli-Q, Millipore)
até que todo o meio de cultura fosse retirado das células. ApGs retirado o excesso
de agua, a fase sdlida resultante foi denominada biomassa viavel.

Para obtencdo de biomassa ndo viavel, a biomassa viavel foi submetida a
esterilizacdo através de autoclavagem a 121°C durante 30 minutos. O fluxograma

contido na Figura 1 ilustra as diferentes etapas desses processos.

Cultivo de
células

l

Filtracao

|

Lavagem
com agua

I
v v

Biomassa
viavel

Autoclave

v

Biomassa
nao viavel

Figura 1 - Processos de obtencdo de biomassas viavel e ndo viavel. As etapas
envolvidas na obtencdo das biomassas estdo em destaque.

4.5 Determinacdo de concentracao celular

O processo para a determinacdo da concentracdo celular dos -cultivos

consistiu em realizar o célculo de massa seca e relacionad-lo com o volume do
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cultivo. Para tanto, foram realizadas as seguintes etapas: coletar amostras em
béqueres e pesa-las em balanca de precisdo (Shimadzu Corp. AUW220D), filtr4-las
utilizando um sistema de filtracdo a vacuo (Sartorius Stedim Biotech S. A.) através
de membranas HA em ésteres de celulose (Merck Millipore) com diametro de poro
igual a 0,45um, previamente secas e pesadas. ApoOs a filtragdo, as membranas
foram submetidas a secagem durante 15 minutos em microondas (poténcia a 20%),
segundo procedimento descrito por OLSSON e NIELSEN (1997) e, uma vez secas,
foram armazenadas em dessecador até que resfriassem. Em seguida, as
membranas secas foram pesadas em balanca de precisédo. O céalculo realizado para

obter a massa seca de células esta descrito na Equacéo 1:
Equacao 1 - Calculo da massa seca de células.

Mgeca = Miotal — Mmemb

Onde msecq = Mmassa de células seca, em gramas;
Miotar = Massa total (células + membrana) apds secagem, em
gramas;
Mmemb = Massa da membrana seca, em gramas.
O valor de massa seca obtido foi utilizado para o célculo da concentracao

celular como mostra a Equacéo 2.

Equacédo 2 - Céalculo da concentracdo celular a partir da massa seca de células.

Mseca
— 3
Ccélulas - . dsusp- 10

amostra

Onde Cgguias = concentracao de células, em g/L;
Mamostra = Massa total da amostra imida, em gramas;
dsusp = densidade da suspensdo de ceélulas, considerada

equivalente a densidade da agua, 1g/mL.
4.6 Obtencéo de extratos de células
4.6.1 A partir de suspensao de biomassa em agua deionizada

O extrato de suspensdo de biomassa em agua foi obtido adicionando-se
biomassa viavel e biomassa néo viavel a 100mL de 4gua deionizada purificada (Milli-
Q, Millipore). A suspenséao de biomassa foi mantida em shakers durante 24 horas a

25°C e 150rpm. ApOs esse periodo as células foram filtradas e o liquido obtido foi
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identificado, reservado e mantido a 4°C. Todas as etapas foram realizadas em

ambiente estéril. O fluxograma contido na Figura 2 ilustra as etapas desse processo.

Cultivo de
células
Filtragcao
Lavagem
com agua
I
v v
Suspt’ensao Autoclave
em agua
Filtragdo Suspensao
em agua
Extrato de . )
suspensao Filtracao
(biomassa
viavel) I
Extrato de
suspensao
(biomassa
nao viavel)

Figura 2 - Processos de obtencdo de extrato de suspensdo de biomassas viavel e ndo
viavel. As etapas envolvidas na obtencdo dos extratos de suspensdo estdo em
destaque.

4.6.2 A partir de centrifugacéao de células néo viaveis

Apbs o cultivo, as hifas foram filtradas através de papel filtro qualitativo, e o
excesso de meio de cultura foi retirado. A biomassa resultante foi esterilizada
através de autoclavagem a 121°C durante 30 minutos e centrifugada a 13.400 g por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado através de sistema a vacuo (Sartorius
Stedim Biotech S. A.)) em membranas HA em ésteres de celulose (Merck Millipore)
estéreis com diametro de poro igual a 0,45um. Apos a filtracdo, o extrato de
centrifugacéo foi mantido em geladeira a 4°C até o momento de uso. O fluxograma

contido na Figura 3 ilustra as etapas desse processo.
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Filtragao

Autoclave [«
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Extrato de
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Figura 3 - Processo de obtencédo de extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis. As
etapas envolvidas na obtencdo do extratos de centrifugacdo estdo em destaque.

4.7 Sintese de nanoparticulas de cobre
4.7.1 Biomassa de células

O processo de sintese de nanoparticulas utilizando biomassa de células
consistiu em adicionar aproximadamente 1g de biomassa de células (Umida) em um
tubo falcon contendo 40mL de uma solucdo de 100 mg/L de cloreto de cobre (II). Em
seguida o tubo foi mantido a 40°C e 150 rpm por 60 minutos, conforme descrito por
SALVADORI et al. (2013a). A biomassa foi filtrada em sistema a vacuo através de
membrana com 0,45um de poro. Esse procedimento foi realizado para biomassa

viavel e ndo viavel.
4.7.2 Extrato de células

Para sintese de nanoparticulas utilizando extrato de células foram
adicionados 4mL de solucéo de cloreto de cobre (lII) com concentracdo 10g/L a
16mL de extrato de células em um tubo falcon. Apés a adi¢cdo de solucdo de cobre

(1), os tubos foram centrifugados a 24.800 g durante 15 minutos a 4°C e, em
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seguida, mantidos a 40°C e 150rpm durante 24 horas. Finalizado o periodo de 24

horas, os tubos foram transferidos para a geladeira e mantidos a 4°C.
4.7.3 Sintese em reator controlado

A sintese de nanoparticulas em reator controlado foi realizada utilizando
reatores automatizados (Atlas Lithium, Syrris Ltd.) com frascos redondos de 250mL
com controle de temperatura através de placa aquecida, agitacdo magnética e
controle de pH, cuja montagem experimental pode ser verificada na Figura 4. Foram
adicionados 60mL de extrato de centrifugacao de células néo viaveis ao frasco em
ambiente estéril. Foram realizados os controles de temperatura e, em seguida, de
pH para as condicOes estabelecidas na Secdo 4.8 e a agitacdo foi fixada em
1200rpm. Atingindo-se a estabilidade do sistema, foram adicionados 15mL de
solucéo de cobre (ll) de concentracdo 10g/L em velocidade que permitisse manter o
pH e temperatura estaveis. Apos a adicdo da solucédo de cobre (Il), o sistema foi
mantido controlado durante 24 horas. Finalizado o periodo de sintese, o conteudo do
frasco foi transferido para tubos falcon e mantido em geladeira a 4°C para

conservacao.

Figura 4 - Montagem experimental para sintese de nanoparticulas em reator
controlado. (A) Base controladora de temperatura e agitacdo. (B) Bomba controladora
de pH. (C) Frasco redondo de 250mL para reac¢édo. (D) Eletrodo de pH. (E) Termopares.
(F) Sistema de injecdo de solucdo de cobre (I1) através de membrana estéril de 0,22um
de poro.
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4.8 Planejamento experimental

Foi utilizada metodologia de planejamento central rotacional completo com 2
fatores, incluindo 4 pontos axiais, 4 pontos no cubo e 3 pontos centrais para
avaliagédo do erro puro. Sendo assim, foi determinada a influéncia da temperatura e
pH no processo de sintese de nanoparticulas promovido em reatores controlados
(Secéo 4.7.3). Os pontos foram selecionados conforme ilustrado na Figura 5. As
diferentes condi¢cOes testadas estdo indicadas pela Tabela 4. Os diametros das
particulas formadas foram avaliados através de andlises de espalhamento dindmico
de luz (DLS) e foram utilizados como a resposta do planejamento. Foram utilizadas
faixas de pH e temperatura consideradas adequadas tendo em vista 0 que se
observa em trabalhos similares (DHILLON et al.,, 2012b; GERICKE; PINCHES,
2006a; SALVADORI et al., 2013).

Tabela 4 - Matriz do delineamento composto central rotacional.

H Temperatura pH Temperatura Letra
P °C) codificado codificada Correspondente
3,6 32,9 -1 -1 A
3,6 47,1 -1 1 B
6,4 32,9 1 -1 C
6,4 47,1 1 1 D
3,0 40,0 -1,41 0 E
7,0 40,0 1,41 0 F
50 30,0 0 -1,41 G
5,0 50,0 0 1,41 H
50 40,0 0 0 I
50 40,0 0 0 J
5,0 40,0 0 0 K
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5,0;50,0

36,471+ B D +64;471

E 5,0;40,0 E
3,0;40,0 + o + 7,0;40,0

36,329+« A C +64;329

*

5,0;30,0
G
Figura 5 - Delineamento composto central rotacional em termos de pH e temperatura.
Os resultados foram processados utilizando-se a ferramenta 'Superficie de

Respostas' do software Minitab® versdo 17.
4.9 Isotermas de biossorcao

As curvas de biossorcdo de cobre (Il) para a biomassa ndo viavel foram
levantadas em sistema de batelada. O procedimento experimental consistiu em
adicionar 40 mL de cada solucao de cobre (Il) em tubos falcon de 50mL, em seguida
adicionar uma quantidade de biomassa nao viavel em cada tubo. Os tubos com
biomassa foram colocados em shakers a 25°C e 150rpm por 24 horas.

Apés esse periodo, todo o conteudo dos tubos foi filtrado utilizando-se um
sistema de filtracdo a vacuo (Sartorius Stedim Biotech S. A.) em membranas HA em
ésteres de celulose (Merck Millipore) com diametro de poro igual a 0,45um. As
solucdes filtradas foram entdo analisadas através de espectroscopia de absorcéo
atbmica (AAS), sendo diluidas com &cido nitrico a 5%. Para as solucdes padréo, que
nao entraram em contato com a biomassa e, portanto, fornecem a quantidade inicial
de cobre, o procedimento consistiu em adicionar 40mL em tubos falcon e,
posteriormente dilui-las utilizando acido nitrico 5% para leitura das concentracfes

por espectroscopia de absorcdo atbmica (AAS).
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A capacidade de biossorcéo do fungo H. lixii (Qeq) foi calculada a partir do
balanco de massa de metal ap6s o tempo de contato. Experimentos similares
descrevem o equilibrio apds apenas algumas horas, portanto com o tempo padrao
de 24 horas garantiu-se o equilibrio (RANGABHASHIYAM et al., 2014; SALVADORI
et al., 2013; VEIT et al., 2005b).

Equacgédo 3 - Célculo da quantidade de metal adsorvido em funcdo da massa
de sorvente.

V.(Co - eq)

eq =
Mgeca

Onde Q¢q = Capacidade de biossorcdo no equilibrio (mg metal/g células
secas)
V = Volume da solucgéo (L)
Co = Concentracao inicial de metal na solugdo (mg metal/L ou
ppmM*)
Ceq = Concentragéo final de metal na solugdo no equilibrio (mg
metal/L ou ppm)
Mseca = Massa seca de células (Q)
*Considerou-se que as solucdes de cobre (Il) ttm densidade muito préxima a

da agua devido as baixas concentragdes (Psolucao=pPH20=1,09/mL).

4.10 Analises fisico-quimicas
4.10.1 Espectroscopia de absorcao atémica (AAS)

As analises foram realizadas em espectrofotdmetro de absorcédo atémica AA-
7000 (Shimadzu Corp.) utilizando-se lampada de catodo oco no comprimento de
onda 324,75nm (Hamamatsu Photonics K. K.), e detector por chama de gas
acetileno e ar. Todas as amostras foram diluidas com &cido nitrico 5% até

concentragfes na faixa de 1 a 5 mg/L, adequada para o set-up do detector.
4.10.2 Cromatografia Gasosa

Para realizacdo das analises de cromatografia gasosa, um volume de 500uL
de cada amostra foi seco em secador a vacuo e posteriormente derivatizado atravées

de sililagéo (silylation). A andlise foi realizada em um cromatdgrafo gasoso acoplado
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a um espectrometro de massas GC-MS QP 2010 Plus (Shimadzu®) com fonte de
ionizacdo por elétrons de 70eV e analisador quadrupolo. As colunas utilizadas foram
DB1 (100% dimetil-polisiloxano - 50m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno
e 1,2 ym de espessura do filme — Agilent Technologies), adequada para andlise de
aminoécidos, acido fosférico e &cidos organicos, e ZB-WAX plus (100% polietileno
glicol - 60m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 ym de espessura
do filme - Phenomenex), adequada para analise de aminoacidos e acucares, nas
condicdes indicadas pela Tabela 5.

Tabela 5 - Condi¢Ges de operagao das colunas para andlises de cromatografia gasosa.

Coluna DB1 WAX
Temperatura do Injetor 280°C 260°C
Temperatura da Interface 300°C 260°C
Programa de Temperatura do forno 50°C (5 °C/min) até 300°C (10 min) 50 °C (5 °C/min) até 300°C (10 min)
Tempo total de analise 60 min 60 min
Temperatura da fonte de ions 300°C 260°C
Faixa de massas analisadas 30-700 miz 30-700 m/iz

4.10.3 Espectrometria de massas (MALDI-TOF)

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no equipamento
UltrafleXtreme™ MALDI-TOF/TOF (Bruker®). As amostras foram colocadas
diretamente sobre o porta amostras e, ap0s secas ao ar, foram recobertas com
solucdo saturada de acido a-cyano-4-hidroxinamico (matriz) e novamente secas ao

ar para posterior analise.
4.10.4 Espectrofotometria (UV-Vis)

Para as analises de espectrofotometria foi utilizado o espectrofotémetro UV-
2000 (Shimadzu®). As amostras foram submetidas a uma varredura de
comprimentos de onda entre 190 e 800 nm, com intervalos de 0,5nm em cubetas de

quartzo.
4.10.5 Difracao de raios X

As andlises de difracdo de raios-X foram realizadas utilizando-se o
difratbmetro D8 Discover (Bruker®©). As amostras foram preparadas através de

liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco®) durante 24 horas e trituracdo com almofariz.
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4.10.6 Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

As andlises de espectroscopia de infravermelho foram realizadas no
equipamento IRPrestige-21 (Shimadzu®), utilizando ATR com faixa de comprimento
de onda entre 600 e 4000 cm™. As amostras de células foram liofilizadas e as
amostras de extrato foram concentradas em secador a vacuo (CentriVap

Concentrator, Labconco®) para facilitar a andlise e diminuir a interferéncia da agua.
4.10.7 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

As analises de espalhamento de luz dinamico (DLS) foram realizadas em um
analisador Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) com laser de He-Ne de
comprimento de onda 633nm a temperatura de 25°C. O angulo de espalhamento
utilizado foi de 90°. A faixa de medi¢do do equipamento € de 0,3nm a 10um.

As amostras foram analisadas ap0s serem centrifugadas a 10.000 g durante
15 minutos a 4°C para garantir a remocdo de impurezas e aglomerados que

pudessem distorcer os resultados.
4.11 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)
4.11.1 Preparo de amostras de células

O preparo de amostras de células para microscopia eletrénica de transmissao
consistiu de diversas etapas (GERICKE; PINCHES, 2006a). Inicialmente foi
realizada a fixacdo com glutaraldeido 3% diluido em tampéao fosfato. Em seguida, as
células foram lavadas com tampéo fosfato diversas vezes e, a seguir, emblocadas
em agar. O objetivo foi conferir maior resisténcia mecanica as amostras.

O agar contendo as células foi cortado em paralelepipedos de
aproximadamente 2mm? de volume, de modo a conter uma amostra significativa. Os
cortes foram adicionados a uma solucdo de tetréxido de désmio (OsO4) 1% em
tampéo cacodilato 0,1M por um periodo de 1 hora a 4°C. Apds o contato com a
solucdo de 6smio, as amostras foram lavadas trés vezes com solucao salina (NaCl
0,1M) durante 10 minutos a 4°C por lavagem. Apoés a ultima lavagem, as amostras
foram deixadas por um periodo de 2 horas em geladeira antes de serem colocadas

em contato com solucéo de acetato de uranila 1% por 12 horas.



47

ApOs o processo de fixacdo, as amostras seguiram para o preparo dos blocos
de resina. O primeiro passo para o preparo dos blocos foi a desidratagdo gradativa
utilizando alcool etilico a 70%, 95% e 100%. Finalmente, as amostras foram
adicionadas solugdes de alcool etilico 100% e resina por 2 horas, resina pura por 2
horas em temperatura ambiente e 12 horas em geladeira e, por fim, nova solucdo de
resina pura. A Ultima etapa do preparo consistiu na secagem dos blocos em estufa e
realizagdo dos cortes com espessura de nandmetros utilizando-se uma lamina de
diamante (ultramicrotomia). Os cortes foram coletados em porta amostras de cobre
(EMS FCF200-Cu) e de niquel (EMS FCF200-Ni), recobertos com Formvar e

carbono.
4.11.2 Preparo de amostras liquidas

Para analise microscopica dos extratos de células, aproximadamente 10uL de
cada amostra foram pipetados e colocados sobre porta amostras de niquel (EMS
FCF200-Ni). As amostras foram mantidas em geladeira até que toda agua tivesse

evaporado.
4.11.3 Microscopios Eletronicos

As imagens das amostras de células e de extratos foram feitas em
microscopios eletronicos Zeiss EM 900 e JEOL JEM 2100.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Definicdo do meio de cultura

A correta avaliagdo da capacidade de biossor¢cdo depende do contato entre
as células do fungo e os ions cobre (ll). Cultivos que apresentam aglomerados muito
grandes de células apresentam uma reducéo virtual do valor maximo da massa de
cobre retirada em relacdo a massa de células. Também para a producdo de
nanoparticulas é interessante obter cultivos sem a presenca de aglomerados, pois
dessa forma se garante uma interacdo homogénea entre hifas e a solugcéo de cobre
(I. Sendo assim, buscou-se obter cultivos com alta &area superficial. Foram
realizados testes com diferentes meios de cultura adequados para o crescimento de
fungos filamentosos, inclusive o meio utilizado por SALVADORI et al. (2013) e
elegeu-se o0 meio PD como meio de trabalho. A escolha foi baseada em
observacOes qualitativas da area superficial das hifas e medi¢cbes da concentracao
celular, que para o meio PD chegou a aproximadamente 10g/L em termos de massa
seca. Além disso, o meio PD tem composi¢cado aproximada ao meio original utilizado
por SALVADORI et al. (2013), diminuindo a ocorréncia de modificacdes metabdlicas
e morficas nas ceélulas.

Inicialmente, as células do fungo foram cultivadas a partir de inoculo de
células congeladas em meio PD. Como pode ser observado na Figura 6, a
concentracdo de células obtida sofreu uma reducéo significativa com o passar do
tempo, caindo para menos que a metade do que foi observado nos primeiros

cultivos.
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Figura 6 - Cinética de crescimento do fungo Hypocrea lixii utilizando inéculo de células
congeladas e meio de cultura PD. (¢) Curva realizada em Abril/2014. (A) Curva
realizada em Janeiro/2015.

Levantaram-se diversas hipdteses sobre o que poderia ter causado a
diminuicdo observada da concentracdo. A primeira delas foi a deterioragcdo do
estoque de células congeladas com o passar do tempo. Acredita-se que a
viabilidade das células diminua apds longos periodos de congelamento. Outros
fatores considerados foram a variabilidade da concentracdo de células viaveis em
cada tubo de in6culo e a baixa concentracdo de nutrientes presentes no meio PD.
Sendo assim, optou-se por alterar o meio de cultivo e o indculo, elegendo-se 0 meio
contendo extrato de malte, por sua maior concentracao de nutrientes, e o inodculo de
suspensao de esporos, que sdo mais resistentes ao congelamento que as hifas. A
Figura 7 mostra como a mudanca de meio e indculo foram eficazes para obtencéo
de cultivos com alta concentracao celular novamente, chegando a mais de 10g/L. A
avaliacdo qualitativa de area superficial obtida também indicou melhora com as
mudancas realizadas, gerando hifas mais soltas e sem a presenca de grandes
aglomerados de células, observados frequentemente nos cultivos com meio PD. Os
resultados alcancados com meio contendo extrato de malte foram consistentes para

todos os cultivos subsequentes.
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Figura 7 - Cinética de crescimento do fungo Hypocrea lixii utilizando meio contendo

extrato de malte e in6culo de suspensao de esporos.

5.2 Biossorcao de cobre (ll) pelo fungo H. lixii

Diversas tentativas de determinar a capacidade de biossorcédo de ions cobre
(I) foram realizadas para a biomassa nao viavel. Verificou-se frequentemente alta
variabilidade entre as repeticdes e total falta de ajuste para os modelos comumente
utilizados (Langmuir e Freundlich), até mesmo seguindo exatamente a metodologia
sugerida por SALVADORI et al. (2013). A Figura 8 apresenta os resultados de

adsorcao de cobre (ll) pela biomassa néo viavel de Hypocrea lixii.
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Figura 8 - Isoterma de adsorcdo de ions cobre (Il) pela biomassa néao viavel do fungo
Hypocrea lixii. Dados em triplicata.

Os resultados obtidos foram utilizados para verificar os ajustes fornecidos
pelos modelos de Langmuir e Freundlich. As Figura 9 e Figura 10 representam a

linearizacdo dos dados para cada um dos modelos.
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Figura 9 - Linearizacdo dos dados de adsorcdo de ions cobre (Il) pela biomassa néo
vidvel do fungo H. lixii pelo modelo de Langmuir.
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Figura 10 - Linearizacdo dos dados de adsorcdo de ions cobre (IlI) pela biomassa néao
viavel do fungo H. lixii pelo modelo de Freundlich.

A Tabela 6 apresenta os valores dos parametros de cada um dos modelos e a

Figura 11 as curvas ajustadas a partir dos parametros calculados.

Tabela 6 - Parametros dos modelos de Langmuir e Freundlich calculados a partir dos
dados de adsorcédo de ions cobre (Il) pelo fungo H. lixii.

Langmuir Freundlich

b (L/9) Omax (MY/g) R K¢ 1/ R?
0,0182 174 0972 1,35 0451 0,936
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Figura 11 - Curvas ajustadas através dos modelos de Langmuir (----) e Freundlich (----)
para os dados de adsorcdo de ions cobre (IlI) pela biomassa ndo viavel do fungo H.
lixii.

Verificou-se que o desvio padrédo obtido é bastante alto, principalmente para
as concentracbes mais altas de ions cobre (Il). Acredita-se que isso se deva,
majoritariamente, ao efeito das diluicbes necessarias das amostras antes da leitura
no equipamento de absorcdo atdmica, que multiplicam os desvios inerentes a
analise, e ao fato da capacidade maxima de adsorcdo da biomassa seja
relativamente pequena se comparada a concentracdo de ions nessa faixa,
aproximando-se do erro experimental.

Apesar dos desvios, é possivel observar a tendéncia esperada de aumento na
capacidade de biossor¢cdo em funcdo do aumento da concentracdo de ions cobre
(I1). Além disso, observa-se que a partir de 125mg/L ocorreu a saturacao dos sitios
ativos e que a massa de cobre adsorvida pela pelas células chegou a 13mg de
cobre/g de células, aproximadamente.

Considerou-se que valores de coeficiente de regressao linear acima de 0,9
fornecem ajustes adequados jA que o sorvente utilizado é complexo e apresenta
variabilidade elevada, quando comparado a um sorvente nao-biolégico tradicional,
como o carvao ativado. Sendo assim, pode-se afirmar que os modelos de Langmuir
e Freundlich forneceram ajustes adequados aos dados experimentais, como pode

ser verificado através da Tabela 6. O modelo de Langmuir apresentou ajuste
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ligeiramente melhor que o modelo de Freundlich, porém néo € possivel afirmar que
esse modelo possa ser usado para prever a adsorcdo de ions cobre (llI) pela
biomassa néo viavel do fungo, j& que para isso o valor do coeficiente linear deveria
estar mais proximo de 1.

O modelo de Langmuir indica que a adsorcdo maxima para a biomassa é
proxima de 17,4 mg/g, o que é menor que o reportado anteriormente para 0 mesmo
fungo (SALVADORI et al., 2013). Porém, tendo em vista que esse valor € calculado
considerando parametros do ajuste linear dos dados experimentais e que se
verificou valores altos de desvio padrdo, entende-se que foi possivel confirmar a
capacidade de biossor¢éo do fungo H. lixii.

Foram realizados novos experimentos de biossorcao na tentativa de diminuir
os desvios e confirmar a capacidade de biossorcdo descrita anteriormente para o
fungo H. lixii. Entretanto, ndo houve diminuicdo significativa no desvio padrao
encontrado para concentragcbes mais baixas, e para 0s pontos correspondentes a
concentragbes mais altas o valor aumentou, chegando a 30% da massa de metal
adsorvido par a concentracao de 175mg/L.

A repeticdo do experimento apresentou uma curva de adsorcdo com
inclinacdo menor que a esperada. Apesar disso, verificou-se a tendéncia de
aumento mais acentuado até aproximadamente 125ppm e estabilizacdo da
capacidade em aproximadamente 10mg de cobre/g de células

Através dos ajustes obtidos pelos modelos de Langmuir e Freundlich na
repeticdo do experimento de adsorcao, verificou-se que novamente que nenhum dos
modelos pode ser usado para prever a capacidade de adsorcdo da biomassa, pois
os valores dos coeficientes de regressédo linear a partir dos dados experimentais
foram menores do que os obtidos anteriormente. A variabilidade entre cultivos da
biomassa pode ser responsavel pelos resultados obtidos, mesmo que as condi¢des

sejam as mesmas para o0s dois experimentos.
5.3 Sintese de nanoparticulas de cobre utilizando biomassa
5.3.1 Biomassa néo viavel

Conforme reportado por (SALVADORI et al., 2013), a sintese de
nanoparticulas de cobre ocorre utilizando-se a biomassa ndo viavel apds contato

com ions cobre(ll). Observando-se as imagens da Figura 12, obtidas através de



55

microscopia eletrbnica de transmissdo, € possivel visualizar a formacdo de

nanoparticulas nas amostras de biomassa nao viavel.

Figura 12 - Amostras de biomassa ndo viavel de H. lixii. (A) e (B) Controle negativo,
sem contato com ions cobre (Il). (C) e (D) Biomassa nao viavel apds contato com ions
cobre (Il). As particulas formadas estdo indicadas com setas.

Como se verifica na Figura 12, as particulas formadas estdo distribuidas
principalmente no interior das células e na parede celular, indicando que o
congelamento e o pré-tratamento da biomassa pode ter levado a uma porosidade
maior da parede e permitido a difusdo dos ions cobre (Il) ou das particulas ja
formadas para o interior da célula. Os diametros das particulas foram medidos com
auxilio do programa Microsoft PowerPoint. O tamanho médio das particulas
formadas esta entre 13 e 30 nm e a variabilidade dos didmetros € baixa. Grande

parte das particulas tem diametro proximo de 15nm.
5.3.2 Biomassa viavel

A fim de verificar se a biomassa viavel do fungo H. lixii também apresentava

capacidade de sintese de nanoparticulas de cobre, realizou-se o mesmo
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procedimento. A Figura 13, cujas imagens foram obtidas através de microscopia

eletrbnica de transmisséo, apresenta os resultados.

A . B

1pm

Figura 13 - Amostras de biomassa viavel de H. lixii. (A) e (B) Controle negativo, sem
contato com ions Cu(ll). (C) e (D) Biomassa viavel apds contato com ions Cu(ll). As
particulas formadas estdo indicadas com setas.

Através da Figura 13, verifica-se que também houve formacéo de particulas,
porém nao se verifica a presenca delas no interior das células, como ocorreu para a
biomassa ndo viavel. Para a biomassa viavel, foi possivel identificar apenas
particulas proximas a parede e no espaco exterior as células. O aspecto geral das
particulas formadas é bastante distinto do que foi verificado para a biomassa nao
vidvel e também ha um ajuntamento significativo dessas particulas fora da
vizinhanca das células. O tamanho médio das particulas formadas é de 20 a 55nm e
a variabilidade dos diametros é maior que a visualizada para a biomassa nao viavel.
Ainda é necessario analisar a composi¢cao das particulas observadas para confirmar

gue se trata de nanoparticulas de cobre metalico ou 6xido de cobre.
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5.4 Sintese de nanoparticulas utilizando extrato de suspenséo de biomassa

Uma vez que os resultados obtidos com as biomassas viavel e ndo viavel
corroboram a capacidade de sintese de nanoparticulas do fungo H. lixii € que ha
diversos trabalhos descrevendo a biossintese de nanoparticulas metalicas através
do extrato de suspensdo de células, decidiu-se iniciar a investigacdo do uso de
extrato de H. lixii para sintese.

A fim de verificar a presenca de nanoparticulas de cobre apds o processo de
sintese, foram realizadas as analises de espectrofotometria (UV-Vis), espectroscopia
de infravermelho (FT-IR) e difracdo de raios-X (DRX), porém nenhuma delas
forneceu resultados conclusivos. Sendo assim, eles ndo serédo discutidos nessa
secao, porém podem ser vistos nos Apéndices A, B e C.

Foram realizadas analises de microscopia eletrénica de transmissdo em
amostras dos extratos de suspensao de células antes e ap0s a reacao de sintese
para verificar a formacdo de nanoparticulas. A Figura 14 apresenta os resultados

dessas analises para o extrato de suspensao de biomassa viavel.
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Figura 14 — Microscopia eletrdnica de transmisséo realizada em amostras de extrato de
suspensdo de biomassa viavel de H. lixii. (A) Controle negativo, extrato de suspenséo
de biomassa sem contato com ions cobre (Il). (B) Extrato de suspensdo de biomassa
apos reacédo de sintese de nanoparticulas. (C) Idem (B), particulas menores formadas.

Como pode ser verificado na Figura 14, ap6s o contato com os ions cobre (lI),
0s extratos de suspensdo de biomassa viavel apresentaram formacdo de
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nanoparticulas. O formato encontrado é majoritariamente esférico e h& particulas de
didmetro médio de 3 a 20nm. Verifica-se que a variabilidade de tamanhos € baixa,
indicando a presenca de uma distribuicdo estreita. Os didmetros medios das
particulas foram calculados com o auxilio do programa Microsoft PowerPoint.

Da mesma forma, os extratos de biomassa néo viavel apresentaram formacgao
de nanoparticulas. As particulas observadas na Figura 15 apresentam formato
majoritariamente esférico e didmetro médio de particulas entre 4 e 15 nm. Da
mesma forma que para as particulas de cobre formadas pelo extrato de suspenséao
de biomassa viavel, verifica-se que para as particulas formadas pelo extrato de
suspensao de biomassa ndo viavel a distribuicdo de didametros é bastante estreita.

Também é possivel verificar uma predominancia de didmetros abaixo de 10nm.
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Figura 15 - Microscopia eletrénica de transmisséo realizada em amostras de extrato de
suspensdo de biomassa n&o viavel de H. lixii. (A) Controle negativo, extrato de
suspensdo de biomassa sem contato com ions cobre (I1). (B) Extrato de suspensdo de
biomassa apds reagdo de sintese de nanoparticulas. (C) Idem (B), particulas menores

formadas.
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5.5 Sintese de nanoparticulas utilizando extrato de centrifugacéo de células

ndo viaveis

Diferentes métodos de obtencado de extrato de células podem ser observados
na literatura. Além do método de suspensdo em agua deionizada descrito nesse
trabalho, também se verifica 0 uso de centrifugacdo para remover as células e obter
um extrato liquido que pode ser usado para a producdo de nanoparticulas
(KORBEKANDI; IRAVANI; ABBASI, 2009a). Dessa forma, foram realizados ensaios
para determinar se o extrato proveniente da centrifugacéo de células nao viaveis de
Hypocrea lixii também apresentaria capacidade de sintese de nanoparticulas, como
foi verificado para os extratos de suspenséo anteriormente.

ApOGs o0 processo de sintese descrito na Secdo 4.7.2, foram realizadas
analises de microscopia eletronica de transmissao (MET) em amostras dos extratos
obtidos por centrifugagcdo de células ndo viaveis. Os resultados podem ser

observados atraves da Figura 16.
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Figura 16 - Microscopia eletrénica de transmisséo realizada em amostras de extrato de
centrifugacdo de células ndo viaveis de H. lixii. (A) Controle negativo, sem adi¢cdo de
fons cobre (Il). (B) e (C) Extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis ap0s reacao
de sintese de nanoparticulas.

Como pode ser visto na Figura 16, apés a adicdo de ions cobre (ll) ha

formacdo de nanoparticulas majoritariamente esféricas e com diametro médio entre
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5 e 20nm, medidos com auxilio do programa Microsoft PowerPoint. Através das
imagens, acredita-se que a dispersdo de diametros seja bastante estreita, o que é
uma caracteristica de interesse. Outra caracteristica das particulas formadas que
pode ser observada através da Figura 16 € que a maior parte delas tem diametro

menor que 10nm.

5.5.1 Caracterizacao das nanoparticulas sintetizadas por extrato de

centrifugacao de células néo viaveis

Como forma de caracterizar as particulas encontradas nas analises de
microscopia eletrbnica de transmissdo, foi realizada analise de EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy) que fornece informacdes sobre a composicdo atémica
através da emissao caracteristica de raios-X. A Figura 17 mostra os pontos onde
foram realizados a analise EDS e os resultados obtidos.
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Figura 17 - Microscopia eletrbnica de transmissdo realizada em extrato de
centrifugacdo de células ndo vidveis do fungo H. lixii apds contato com ions cobre (II),
detalhe de particula encontrada. As letras indicam os pontos onde foi realizada a
analise de EDS (energy dispersive spectroscopy) para verificacdo da composi¢do. (A)
Espectro correspondente a particula. (B) Espectro correspondente ao meio vizinho a
particula.

Através dos resultados obtidos com a analise de EDS realizadas nas
particulas, é possivel afirmar que a composicdo da particula seja apenas cobre, pois

ndo foi identificada a presenca de oxigénio. O pico de maior intensidade, proximo a
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OkeV, esta presente em todos os resultados e representa um sinal 'branco’, ndo
sendo caracteristico da amostra e sim intrinseco da andlise. Os sinais
correspondentes aos elementos carbono e niquel sédo decorrentes dos materiais que
compde o porta-amostra. E possivel observar uma pequena presenca de sinal de
atomos de cobre no espectro correspondente a vizinhanca da particula, porém isso
se deve tanto a presenca do sal cloreto de cobre em excesso quanto ao sinal
residual proveniente da particula, que pode ocorrer pela distancia pequena entre os
pontos.

Observa-se na Figura 18 que h& formacdo de estruturas cristalinas nas
particulas sintetizadas. Verifica-se que uma mesma particula pode apresentar 3 ou
mais direcdes diferentes de planos cristalinos, identificados através do aspecto

'hachurado'.
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Figura 18 - Microscopia eletrbnica de transmissdo realizada em nanoparticulas
produzidas através de extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis do fungo H. lixii
apoOs contato com ions cobre (I1).(A), (B) e (C) representam a diversidade de estruturas
cristalinas encontradas. As diferentes dire¢cdes estdo indicadas através das setas.
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5.6 Andlise de composicdo dos extratos de Hypocrea lixii

Grande parte dos trabalhos realizados com extrato de células para sintese de
nanoparticulas sugere que a reacdo de reducdo é promovida por enzimas, outras
proteinas e diferentes macromoléculas produzidas pelos microrganismos
(KATHIRESAN et al., 2009b; KORBEKANDI; IRAVANI; ABBASI, 2009b; MANDAL et
al., 2006; MOHANPURIA; RANA; YADAV, 2007). Como forma de identificar
gualitativamente as substancias presentes nos extratos que poderiam ser
responsaveis pelas particulas encontradas, foram realizadas andlises de
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas.
5.6.1 Extratos de suspensao de biomassa

Para os extratos de suspensdo de biomassa foram realizadas andlises de
espectrometria de massas (MALDI-TOF), porém néo foram encontrados indicios de
proteinas ou moléculas com relacdo massa/carga entre 4 e 20 kDa. Os resultados
dessas andlises podem ser vistos no Apéndice D. Sendo assim, prosseguiu-se com
a andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os
resultados das andlises através da coluna DB1 para o extrato de suspensédo de

biomassa nao viavel podem ser verificados na Figura 19 e na Figura 20.
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Figura 19 — Perfil cromatografico obtido através de andlise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdo de biomassa ndo viavel sem contato com ions cobre (Il),
coluna DB1.
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Figura 20 - Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensado de biomassa nédo viavel apés contato com ions cobre (Il),
coluna DB1.

A partir dos resultados demonstrados pelas Figura 19 e Figura 20, € possivel
observar que, com a adicdo dos ions cobre (ll), houve interacdo de algumas
moléculas presentes no extrato. Os picos 1, 2 4 e 5 da Figura 19 correspondem a
aminometil propanol, L-Alanina, acido piroglutamico e a Uridina, respectivamente.
Como esses picos ndo aparecem no espectro da Figura 20, acredita-se que tenham
interagido com os ions cobre (II). O mesmo pode ser verificado nos espectros das

Figura 21 e Figura 22.
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Figura 21 - Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdo de biomassa viadvel sem contato com ions cobre (l1),
coluna DB1.
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Figura 22 - Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdo de biomassa viavel apds contato com ions cobre (Il),
coluna DB1.

Os picos 1, 2, 3, 4 e 13, verificados na Figura 21, correspondem a cianamida,
diisopropil fosfato dimetilmetanamina, L-Alanina, Glicina e acido 2-amino-9-fenil-
nonandico (aminoacido semelhante a fenilalanina), respectivamente. Essas
substancias ndo aparecem no espectro da Figura 22, apos a adi¢cdo de ions cobre
(1), indicando sua interacdo. Além disso, os picos 10, 11, e 12 da Figura 21, que
correspondem a L-Serina, L-treonina e acido L-aspartico, respectivamente, sofreram
uma queda de intensidade, podendo indicar uma diminuicdo em sua concentragcao
no extrato apos a adicdo dos ions cobre (l1).

Buscando maiores informacdes sobre as substancias presentes nos extratos,
as amostras também foram analisadas utilizando-se a coluna ZB-WAX, que € ideal
para separacdo de acucares. Os resultados para os extratos de suspensdo de

biomassas viavel e ndo viavel podem ser vistos nas Figura 23 a Figura 26.
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Figura 23 - Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdo de biomassa nao viavel sem contato com ions cobre (l1),
coluna WAX.
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Figura 24 - Perfil cromatografico obtido através de andlise de cromatografia gasosa

para o extrato de suspensado de biomassa nédo viavel apds contato com ions cobre (l1),
coluna WAX.

0.5

Os resultados obtidos através da coluna WAX seguem a mesma tendéncia do
gue foi observado na coluna DB1. No espectro correspondente a Figura 23, 0s picos
2 e 9, identificados como acido palmitico e acido miritico, respectivamente, néo
estdo presentes no espectro da Figura 24 indicando que podem ter interagido com o
cobre iénico. Os picos de numero 4, 5 e 11 correspondentes a acido fosférico, acido
piroglutamico e d-eritrofuranose, respectivamente, tiveram uma diminuicdo em sua
intensidade apds contato com os ions cobre (Il), indicando que também para esses
compostos pode ter havido interacdo. Finalmente, para os extratos de suspensao de

biomassa viavel, os resultados estdo nas Figura 25 e Figura 26.
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Figura 25 - Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdao de biomassa vidvel sem contato com ions cobre (ll),
coluna WAX.
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Figura 26 - Perfil cromatografico obtido através de andlise de cromatografia gasosa
para o extrato de suspensdo de biomassa viavel apds contato com ions cobre (Il),
coluna WAX.

Assim como nos demais espectros, houve picos que foram identificados nas
amostras sem cobre e ndo estdo presentes apds a adicdo de ions cobre (Il). Os
picos 1, 2,4,6,7,8,9, 12, 13 e 16 correspondem a L-Glutamina, L-Ornitina, acido 2-
amino-9-fenil-nonandico (semelhante a fenilalanina), L-Prolina, glicose, D-
galactofuranose, acido palmitico, maltose, 2-acetamido-2-deoxi-D-manose e Uridina,
respectivamente, e estdo ausentes no espectro correspondente ao extrato de células
viaveis apds adicdo de ions cobre (Il). Isso indica que houve interacdo desses

compostos com 0s ions.
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Tendo em vista os resultados das analises de cromatografia gasosa, verifica-
se que a maior parte dos compostos que néo foram identificados apés a adicdo de

ions cobre (Il) sdo aminoacidos, &cidos graxos e agucares.
5.6.2 Extrato de centrifugacéo de células nao viaveis

Da mesma forma que para os extratos de suspensao de células, foi realizada
analise de espectrometria de massas (MALDI-TOF) para o extrato de centrifugacdo

de células nédo viaveis. O resultado dessa analise pode ser visto na Figura 27.
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Figura 27 - Espectro de massas obtido através da analise de espectrometria de massas
(MALDI-TOF) realizada para extratos de centrifugacdo de células ndo viaveis sem
contato com ions cobre (I1).

Como pode ser visto na Figura 27, diferentemente do que foi observado para
0s extratos de suspensdo de biomassa, existem picos que indicam a presenca de
compostos com alto peso molecular. Esses picos podem ser correspondentes a
pequenas proteinas e/ou peptideos produzidos pelo fungo H. lixii ou que fazem parte
de sua estrutura celular.

Para verificar se as interagcbes com os ions cobre (Il) observadas para o0s
extratos de suspensdo de biomassa também ocorriam para 0 extrato de
centrifugacdo de células ndo viaveis, foram realizadas andlises de cromatografia
gasosa através da coluna WAX, mais adequada para separacdo de acucares. Os

resultados estdo apresentados na Figura 28 e na Figura 29.
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Figura 28 - Perfil cromatogréafico obtido através de anéalise de cromatografia gasosa
para o extrato de centrifugacdo de células ndo-viaveis de H. lixii sem contato com ions
cobre (II), coluna WAX.
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Figura 29 — Perfil cromatografico obtido através de analise de cromatografia gasosa
para o extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii ap6s contato com ions
cobre (Il), coluna WAX.

Através da comparacdo entre 0os cromatogramas obtidos para o extrato de
centrifugacéo de células nédo viaveis antes e depois do contato com ions cobre (ll), é
possivel verificar que os picos 5, 7, 12, 22, e 24 da Figura 28 correspondentes a
gluconolactona, glucitol, glicose, maltose e d-glicopiranose, respectivamente, néo
estdo mais presentes no cromatograma da Figura 29. Além disso, € possivel verificar
gue os picos 11, 17, 20 e 18, correspondentes a treitol (um alcool de acucar), e
isbmeros de maltose (celobiose, lactose, etc) e de turanose sofreram uma

diminuicdo expressiva em sua intensidade.
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Os dados encontrados através das andlises de cromatografia gasosa para o
extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis seguem a mesma tendéncia do que
foi encontrado para os extratos de suspensao de biomassa viavel e ndo viavel. Os
compostos que apresentam maior interacdo com os ions cobre (Il) nesse caso foram
alcodis de acucares e dissacarideos. Nao foram identificados picos correspondentes
a aminoéacidos, diferentemente do que ocorreu para os extratos de suspensdo de

biomassa.

5.6.3 Avaliacdo do efeito do pH e temperatura no diametro das nanoparticulas
formadas

Como forma de avaliar o efeito do pH e da temperatura na formagcao das
particulas, foi proposto um delineamento composto central rotacional, conforme

descrito na Secéo 4.8 e apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Tabela do delineamento de experimentos composto central rotacional com
valores codificados e nao codificados das variaveis pH e temperatura e os ensaios
correspondentes.

oH Temperatura pH Temperatura Letra
(°C) codificado codificada Correspondente
3,6 32,9 -1 -1 A
3,6 47,1 -1 1 B
6,4 32,9 1 -1 C
6,4 47,1 1 1 D
3,0 40,0 -1,41 0 E
7,0 40,0 141 0 F
50 30,0 0 -1,41 G
50 50,0 0 141 H
5,0 40,0 0 0 I
50 40,0 0 0 J
5,0 40,0 0 0 K

Para realizacdo dos ensaios propostos foi escolhido o extrato de
centrifugacéo de células ndo viaveis. Os resultados das andlises de espectrometria
de massas (MALDI-TOF) confirmaram a presenca de compostos com alto peso
molecular ndo verificados nos demais extratos. Além disso, as analises de
microscopia eletrénica de transmissdo e de EDS confirmaram a capacidade desse

extrato de formacéo de nanoparticulas de cobre estaveis. Nao foram consideradas



75

as biomassas para esse fim pela dificuldade de preparacdo de amostra para
realizacdo de microscopia e também por ndo haver confirmag¢éo da composi¢cédo das
particulas observadas. Sendo assim, considerou-se que o extrato de centrifugacao
de células ndo viaveis era a escolha mais adequada.

Foram realizadas analises de espalhamento dindmico de luz (DLS) para
determinacao da distribuicdo dos didmetros das particulas formadas em cada uma
das condicdes estabelecidas pelo delineamento. E importante ressaltar que através
da técnica de espalhamento de luz obtém-se o didmetro hidrodinAmico das
particulas presentes em solu¢do. O didmetro hidrodindmico € definido como o
tamanho de uma esfera rigida que se difunde no meio da mesma forma que a
particula analisada. Sendo assim, ndo é possivel distinguir se ha moléculas ao redor
da particula agindo como estabilizadores ou se a particula tem formato diferente de
esférico, 0 que pode acarretar em uma leitura de diametro maior que a real. Os
resultados obtidos para cada uma das condicdes testadas estdo apresentados nas
Figura 31 a Figura 41.

Foi realizada a analise de DLS também no extrato de células n&o viaveis,
como forma de verificar se havia moléculas ou compostos que interagem com a luz e

gue pudessem interferir nas medidas. A Figura 30 mostra o resultado obtido.
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Figura 30 - Resultado de analise de DLS realizada em extrato de células nao viaveis,
sem contato com ions cobre (I1).

Através da Figura 30 foi possivel verificar que ha registro de picos nos
didmetros préximos a 25nm e 200nm. Como o extrato de células ndo viaveis nao
possui particulas em suspenséo, buscou-se compreender o que poderia representar

0s picos encontrados. De acordo com KASZUBA et al. (2008), ao analisar amostras
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de diversas solu¢fes de sacarose, previamente filtradas através de filtros de 0,02um
de poro, verificou-se a presenca consistente de um pico proximo a 200nm de
didmetro, além do pico correspondente as moléculas de sacarose, proximo de 1 nm.

A presenca desse pico foi explicada por WEINBUCH et al. (2015), em que se
verificou que os responsaveis eram aglomerados de impurezas decorrentes do
processo de producdo e da matéria prima. Esse pico foi verificado para diferentes
tipos de acucares, como frutose, maltose, galactose, etc. Ainda de acordo com
WEINBUCH et al. (2015), apenas diafiltragéo foi capaz de remover com sucesso as
impurezas. Nos resultados encontrados por WEINBUCH et al. (2015) é possivel
verificar que as impurezas analisadas formam um padréo de picos muito semelhante
ao encontrado para o extrato de células ndo viaveis puro. Sendo assim,
estabeleceu-se que quaisquer picos encontrados na mesma regido serao
desconsiderados pois ndo séo relevantes para o objetivo desse trabalho.

A presenca de picos com diametros a partir de 100nm também sera
desconsiderada, pois podem se tratar de complexos de cobre insoliveis e
aglomerados de impurezas, como foi verificado para o extrato sem contato com
cobre. Além disso, pode ter havido formacéao de particulas de diametros maiores que
100nm ou aglomerados de particulas menores. Independentemente de qual fator é
responsavel, esses picos foram considerados irrelevantes, pois estao fora da faixa
definida como correspondente a nanoparticulas nesse trabalho, que é abaixo de
100nm. Quaisquer picos identificados com diametro superior a 1000nm podem ser
correspondentes a particulas de poeira ou aglomerados muito grandes e, portanto,
também ndo serdo considerados como informacéao relevante.

Para as condi¢des descritas para 0 ensaio A, o resultado da analise de DLS

esta apresentado na Figura 31.
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Figura 31 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii. Condi¢des de reacdo: pH
= 3,6 e temperatura = 32,9°C (Ensaio A).

Record 91: 12084-A 1|

Como pode ser visto na Figura 31, nas condicbes do ensaio A houve
formacdo de particulas com diametro médio de 50nm, aproximadamente. Foi
possivel identificar também a presenca de um pico na regido correspondente as
impurezas presentes no extrato de células néo viaveis puro.

Com o aumento da temperatura, verificou-se que a distribuicdo dos diametros
das particulas formadas se tornou mais larga, apresentando um pico proximo de
15nm e outro, mais bem definido e intenso, préximo de 65nm, como pode ser visto
na Figura 32.
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Figura 32 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através

de extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii. Condi¢cdes de reacao: pH
= 3,6 e temperatura = 47,1°C (Ensaio B).

Para o ensaio B, correspondente a Figura 32, n&o foi verificada a presencga
dos picos correspondentes as impurezas. E possivel que em certas condi¢bes de pH
e temperatura as impurezas identificadas formem aglomerados de diametros
maiores e precipitem durante a centrifugacdo que antecede as analises de DLS.
Para as condi¢cdes do Ensaio B ndo houve formacdo de aglomerados de particulas
menores que 1um.

A condicdo do ensaio C, ilustrada pela Figura 33, produziu particulas com

duas distribuicbes bem definidas. A primeira, com pico préximo de 5nm e a segunda

com pico proximo a 50nm. Nao foram verificados picos maiores que 100nm para
essa condicao.
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Figura 33 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis de H. lixii. Condi¢cfes de reagdo: pH
= 6,4 e temperatura = 32,9°C (Ensaio C).
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Como pode ser observado na Figura 34, correspondente ao ensaio D, o
aumento de temperatura em relacdo a condi¢édo do ensaio C gerou uma distribuicéo
semelhante a Figura 32, com um pico menor proximo a 15nm e outro mais bem
definido préximo a 50nm. Novamente, como no ensaio A, correspondente a Figura
31, pode-se observar a presenca de picos maiores que 100nm.
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Figura 34 - Resultado de anélise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacao de células ndo vidveis de H. lixii. Condi¢cbes de reacdo: pH
= 6,4 e temperatura = 47,1°C (Ensaio D).

A condicao do ensaio E, ilustrada pela Figura 35, gerou uma distribuicdo mais

estreita, com ponto maximo préximo a 40nm. Verifica-se um pico de grande
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intensidade na regido proxima a 250nm, o que indica que houve formacdo de

aglomerados ou particulas grandes para essa condicao.
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Figura 35 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii. Condi¢des de reacdo: pH

= 3,0 e temperatura = 40,0°C (Ensaio E).

Os resultados do ensaio F, apresentados pela Figura 36, foram similares ao
encontrados nas condi¢fes da Figura 35. A distribuicdo de particulas produzidas &
estreita, ficando proxima a 50nm e também ha um pico por volta de 250nm. Porém,
ao contrario do que foi verificado na Figura 35 para o ensaio E, a intensidade do pico
correspondente as nanoparticulas € maior que para as particulas maiores que
100nm. Considerando que o pH do ensaio E, € muito inferior ao ensaio F, verifica-se
gue para a temperatura de 40°C, o aumento do pH gerou um aumento na
estabilidade das particulas menores pois houve uma diminuicdo na quantidade de

sinal proveniente de particulas ou aglomerados maiores que 100nm.
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Figura 36 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células ndo viaveis de H. lixii. Condi¢cdes de reacédo: pH
= 7,0 e temperatura = 40,0°C (Ensaio F).
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Nas condi¢cbes do ensaio G, cujos resultados estdo na Figura 37, observa-se
gue ndo houve formacdo de particulas com diametros maiores que 100nm,
descartando a presenca de impurezas e de aglomerados intermediarios. A
distribuicdo de nanoparticulas esta ligeiramente mais larga que a verificada para o
ensaio F, com ponto maximo proximo a 50nm.
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Figura 37 - Resultado de anélise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacao de células ndo vidveis de H. lixii. Condi¢cfes de reacado: pH
= 5,0 e temperatura = 30,0°C (Ensaio G).
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Os resultados indicados pelas Figuras 38 a 41 sugerem que as condicdes

correspondentes geraram particulas bastante estaveis, pois nédo foram identificados

picos maiores que 100nm e tampouco aglomerados superiores a 1.000nm.
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Figura 38 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii. Condi¢cdes de reacao: pH
= 5,0 e temperatura = 50,0°C (Ensaio H).
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Figura 39 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células ndo vidveis de H. lixii. Condi¢8es de reacédo: pH
= 5,0 e temperatura = 40,0°C, primeiro ensaio (Ensaio I).
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Figura 40 - Resultado de analise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células néo viaveis de H. lixii. Condi¢gdes de reacdo: pH
= 5,0 e temperatura = 40,0°C, segundo ensaio (Ensaio J).
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Figura 41 - Resultado de andlise de DLS de nanoparticulas de cobre formadas através
de extrato de centrifugacdo de células ndo vidveis de H. lixii. Condi¢bes de reacédo: pH
= 5,0 e temperatura = 40,0°C, terceiro ensaio (Ensaio K).

Observa-se que todos os ensaios conduzidos a pH = 5,0 ndo apresentaram
aglomerados ou particulas maiores que 100nm nem 0s picos correspondentes as
impurezas verificados para o extrato sem contato com ions cobre (Il), sugerindo que
para esse valor de pH, as particulas formadas sdo mais homogéneas. Eventuais
aglomerados ou particulas maiores que possam ter se formado nesses ensaios
foram removidos através da centrifugacao realizada antes das analises.

Com relacdo a temperatura, ndo foi possivel estabelecer uma relacéo clara

guanto a homogeneidade das particulas formadas para valores mais altos ou mais
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baixos com as distribuicbes apresentadas. As condicbes que apresentaram
particulas com diametros mais dispersos foram as correspondentes ao ensaio E,
apresentado na Figura 35, e apenas para esse ensaio a intensidade do pico
correspondente aos aglomerados ou particulas maiores que 100nm foi maior que a
intensidade do pico correspondente as nanoparticulas formadas.

Na Tabela 8 estdo os dados obtidos de didametro médio para cada um dos
ensaios realizados e seus respectivos desvios padrao.

Tabela 8 - Diametros médios, desvios padrdo e indice de polidispersividade (PDI)

correspondentes aos ensaios que compdem o delineamento composto central
rotacional.

oH Temperatura Letra Diametro médio Desvio Padréo PDI*
(°C) Correspondente (nm) (nm)
3,6 32,9 A 49,96 22,17 0,511
3,6 47,1 B 64,85 37,71 0,421
6,4 32,9 C 47,04e5,175 1654e0,728 0,266
6,4 47,1 D 49,26 22,00 0,490
3,0 40,0 E 43,52 12,40 0,702
7,0 40,0 F 50,92 17,78 0,496
50 30,0 G 48,84 18,85 0,333
5,0 50,0 H 44,25 14,45 0,260
50 40,0 I 45,15 16,39 0,252
50 40,0 J 4451 17,89 0,251
5,0 40,0 K 44,89 19,73 0,246

(*indice de polidispersividade)

Os dados de diametro e desvios padrdo apresentados na Tabela 8
correspondem aos dados dos principais picos identificados através da distribuicdo
individual de tamanhos, e ndo ao valor de diametro médio global (Z-average)
fornecido pelo equipamento. Devido a alta polidispersividade de algumas amostras,
o valor de diametro médio global ndo é confiavel, pois € gerado a partir de analise
cumulativa e fornece uma média ponderada da intensidade. Esse valor é
representativo apenas para amostras com baixo indice de polidispersividade
(PDI<0,3). Além disso, o método de calculo do diametro médio global pode tender a
supervalorizar a contribuicdo de diametros menores, gerando uma falsa diminuicédo
da média.

Através dos desvios padrdo observados na Tabela 8, também €& possivel
identificar com maior precisdo quais condi¢fes de sintese forneceram distribuicoes

mais homogéneas. Verifica-se que dentre os ensaios realizados, as condi¢cfes
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correspondentes aos ensaios A, B e D foram as que geraram diametros mais
dispersos. Porém é possivel observar que os valores dos desvios padrdo para
esses ensaios refletem os resultados obtidos, pois em todos eles houve formacéo de
picos com caudas/’ombros’ ou picos menores adjacentes que n&o foram
considerados separadamente pelo equipamento.

Para o ensaio correspondente a letra C houve formacdo de dois picos
distintos e bem definidos, o que sugere a presenca de uma distribuicdo bimodal.
Sendo assim, os valores de cada um dos picos identificados foram apresentados
separadamente na Tabela 8.

Os diametros encontrados através das analises de DLS séo
consideravelmente maiores do que os didametros observados através das analises
de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para as amostras de extrato de
centrifugacdo de células ndo viaveis, que se encontram por volta de 15nm, em
média. Isso ocorre pois a andlise de DLS é uma medida indireta de diametro, e,
além disso, considera o diametro hidrodindmico das particulas. Sendo assim, as
moléculas que sado responsaveis pela estabilizacdo das nanoparticulas contribuem
para o aumento dos diametros observados. Foram realizadas anélises de
microscopia eletronica para verificar o tamanho real das particulas formadas em
cada ensaio, porém os resultados nédo foram conclusivos devido a ma preparacéo de
amostras. Sendo assim, esses resultados ndo foram considerados validos.

A discrepancia entre os resultados das andlises de DLS e de microscopia
eletrbnica nao invalida a verificacdo da influéncia de pH e temperatura no diametro
das particulas, pois considerou-se que, partindo do mesmo extrato de centrifugacéo
de células nado viaveis, os agentes redutores e os ligantes envolvidos na sintese e
estabilizacdo das particulas sejam os mesmos para todos 0s ensaios. Sendo assim,
guaisquer diferencas observadas entre os diametros foram causadas pela variacédo
do tamanho das nanoparticulas em si.

A Tabela 9 apresenta o planejamento com os ensaios realizados, os valores
de pH e temperatura codificados, os valores originais e os resultados de diametro

médio obtidos através das analises de DLS.
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Tabela 9 - Matriz do delineamento de experimentos. Fatores pH e temperatura com
valores codificados e ndo codificados e respostas de diametro médio.

oH Temperatura pH Temperatura Letra Diametro médio
(°C) codificado codificada Correspondente (nm)
3,6 32,9 -1 -1 A 49,96
3,6 47,1 -1 1 B 64,85
6,4 32,9 1 -1 C 47,04
6,4 47,1 1 1 D 49,26
3,0 40,0 -1,41 0 E 43,52
7,0 40,0 1,41 0 F 50,92
50 30,0 0 -1,41 G 48,84
50 50,0 0 141 H 44,25
50 40,0 0 0 I 45,15
50 40,0 0 0 J 44,51
50 40,0 0 0 K 44,89

A partir dos valores apresentados na Tabela 9, foi elaborado um modelo
quadratico completo utilizando o software Minitab®. Para o ensaio C foi considerado
apenas o pico referente ao diametro proximo a 47nm, que esta mais condizente do
gue foi observado para os demais ensaios. Apenas para esse ensaio foi observado
um pico bem definido abaixo de 10nm, sendo assim, para efeito de calculo de ajuste,
esse pico sera desconsiderado. O modelo gerado corresponde a Equacéao 4.

Equacédo 4 — Equacado de regressdo em unidades néo codificadas gerada a
partir dos dados de diametro médio das nanoparticulas de cobre.

Dpnsaio = 85 — 1,94.T — 1,3.pH + 0,0464.T2 + 1,33.pH% + 0,317.T.pH

Onde Dmegioc € 0 didmetro médio das particulas formadas em nm e T é a
temperatura em °C.

A Tabela 10 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados
obtidos.
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Tabela 10 - Andlise de variancia referente ao modelo quadréatico completo obtido
através dos dados de diametro médio das nanoparticulas formadas em funcao do pH e

da temperatura.

Graus de

Somade Quadrados

Fonte : guadrados  Meédios Valor F Valor-P
Liberdade (Ai) (Ai)

Modelo 5 116,882 23,3765 0,48 0,781
Linear 2 22,185 11,0923 0,23 0,805
pH 1 8,09 8,0899 0,17 0,701
Temperatura 1 14,095 14,0948 0,29 0,614
Quadrado 2 54,566 27,2828 0,56 0,604
pH*pH 1 39,919 39,9188 0,82 0,407
Temperatura*Temperatura 1 30,427 30,4275 0,62 0,466
Interagdo com 2 Fatores 1 40,132 40,1322 0,82 0,406
pH*Temperatura 1 40,132 40,1322 0,82 0,406
Erro 5 244,282 48,8563
Falta de ajuste 3 244,075 81,3582 785,31 0,001
Erro puro 2 0,207 0,1036 * *
Total 10 361,164

O valor de a considerado para analisar a significancia dos efeitos foi de 0,05.

Sendo assim, através dos dados da Tabela 10, observa-se que ndo ha termos

significativos e o valor P para o modelo em si também €& muito elevado, indicando

gue o modelo calculado ndo se ajusta aos dados observados. Além disso, também é

possivel observar que o valor P para a falta de ajuste € significativa. I1sso significa

gue o modelo ndo é capaz de explicar a presenca de residuos altos. A Figura 42

apresenta os graficos de residuo do modelo.



88

Graficos de Residuo de Diametro médio (nm)
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Figura 42 - Gréaficos de Residuos em relacdo ao diametro médio das particulas
formadas calculados através do modelo quadratico completo. (A) Gréfico de
probabilidade normal. (B) Residuos em funcdo dos valores ajustados. (C) Histograma
de residuos em funcdo da frequéncia. (D) Residuos em funcdo da ordem da
observacao.

Através da Figura 42 verifica-se que o modelo quadratico completo tem
distribuicdo de residuos normal. Nao se verifica padrbes nos graficos de residuos
em funcdo dos valores ajustados e da ordem de observacdo, indicando que a
variancia é constante e que néo ha correlacéo entre erros proOxXimos.

A Tabela 11 apresenta os valores de R?> e de S obtidos para o modelo

guadratico completo.

Tabela 11 - Sumario do modelo quadréatico completo referente a regressao.

S R?2 R2(aj) R(pred)
6,08973  32,36%  0,00% 0,00%

Através dos valores apresentados pela Tabela 11, verifica-se que ndo houve
ajuste dos dados. O valor de R2 para a regressdo estda muito abaixo da faixa
aceitavel, mesmo considerando que o sistema analisado é bastante complexo.

Conclui-se que nédo foi possivel verificar uma tendéncia de diametro médio das
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particulas formadas em funcdo do pH e da temperatura com as faixas escolhidas e
através do planejamento realizado.

Os resultados encontrados sugerem que o pH e a temperatura ndo séo
determinantes para o tamanho das particulas. E possivel que esses fatores sejam
responsaveis por variagdes relevantes em termos de rendimento e de quantidade de
particulas formadas. No entanto ndo foi possivel avaliar essa influéncia com as
analises realizadas. Conclui-se que apenas 0s compostos presentes nas células ou
produzidos pelo fungo Hypocrea lixii séo responséveis pelo tamanho das particulas
sintetizadas.

No que diz respeito a estabilidade das solu¢des apds a reacao de sintese,
nao foram observadas mudancas no aspecto nem a presenca de precipitados que
indiguem oxidagao ou aglomeracao das particulas.
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6 Conclusodes

O cultivo do fungo Hypocrea lixii apresenta melhores caracteristicas de
crescimento e maior concentragdo celular quando utilizado um meio de cultura
com maior concentracdo de nutrientes. Os cultivos iniciais com inoculo de células
congeladas se mostraram muito suscetiveis as variacdes de area superficial e
concentragdo celular, que tem consequéncias negativas no desenvolvimento
desse trabalho. Sendo assim, padronizou-se o cultivo a partir de inéculo de
suspensao de esporos congelada e meio de cultivo contendo extrato de malte.

Através dos experimentos de adsorcdo de ions cobre (ll), verificou-se que a
biomassa atingiu um potencial de adsor¢cao muito proximo ao verificado para o
mesmo fungo na literatura. No entanto, observa-se que variagdes entre cultivos
sdo responsaveis por alteracOes relevantes no potencial de adsorcdo. Além
disso, entre repeticbes também foram verificadas diferencas significativas. O uso
de biomassa de fungo como adsorvente pode estar sujeito a essas variacdes
devido a complexidade do fendbmeno, da biomassa em si e a presenca de
agentes organicos que possam interagir com os ions (complexacéao, troca iénica,

etc.) sem que sejam adsorvidos.

Os resultados obtidos com a anélise de microscopia eletrénica de transmisséo
(MET) das biomassas viavel e ndo viavel mostraram formacéo de nanopatrticulas.
Para a biomassa nao viavel, verificou-se que as particulas se formaram dentro
das células e através da parede celular, enquanto que para a biomassa viavel
existem particulas apenas no exterior da célula. Essa diferenca pode ser
atribuida ao processo de autoclavagem realizado para obtencdo da biomassa
nao viavel. Esse processo pode causar uma porosidade maior da parede celular,
além de inativar quaisquer mecanismos metabdlicos de defesa das células contra

o efeito oxidativo dos ions cobre (II).
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A utilizacdo de extratos de suspensao de biomassa mostrou-se promissora para
a sintese de nanoparticulas, assim como o extrato de proveniente da
centrifugacdo de células ndo viaveis. As particulas encontradas através das
imagens de microscopia eletronica de transmissédo (MET) para o extrato de
suspensédo de biomassa viavel tem didmetros entre 3 e 20nm e para o extrato de
suspensao de biomassa nao viavel entre 4 e 15nm. Em média, os tamanhos
encontrados sdo bastante proximos para os dois extratos, indicando que pode
haver semelhancas no mecanismo de sintese. A caracterizacdo realizada através
de EDS para as particulas formadas no extrato proveniente de centrifugacéo de
células ndo vidveis mostra que a reacao de sintese promovida entre esse extrato
e os ions cobre (lI) geram nanoparticulas de cobre metalico de diametros entre 5
e 20nm, que também estdo bastante proximos dos valores encontrados para 0s

dois extratos de suspensao de biomassa

Ao contrario do que esta reportado na literatura, ndo foram encontrados indicios
de proteinas e outras macromoléculas na composicdo dos extratos de
suspensao. A andlise de cromatografia gasosa desses extratos indica que, em
termos gerais, as moléculas que interagem com os ions cobre (Il) s&o
aminoacidos, aglcares e acidos graxos. E possivel que essas moléculas sejam
as responsaveis pela formacdo das particulas observadas por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET). Através da analise de espectrometria de
massas (MALDI-TOF) para o extrato proveniente de centrifugacéo de células nao
viaveis, verificou-se a presenca de macromoléculas com peso entre 4kDa e
20kDa, compativel com a faixa de relagdo massa/carga de proteinas. Também foi
realizada analise de cromatografia gasosa para o0 extrato proveniente de
centrifugacdo de células néo viaveis e os resultados corroboraram o que foi
encontrado para as amostras de extrato de suspensdo de biomassa viavel e ndo
viavel, indicando que os acUcares presentes nessas amostras podem interagir
com os ions cobre (Il). No entanto, ndo foram encontrados aminoacidos nem
acidos graxos nas amostras de extrato de proveniente de centrifugacdo de

células nao viaveis.
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Tendo em vista os resultados obtidos através das diversas analises realizadas,
considerou-se que o extrato proveniente de centrifugacdo de células era a
escolha mais adequada para a realizacdo dos ensaios correspondentes ao
delineamento central rotacional completo proposto para investigar a influéncia do

pH e da temperatura no didametro das nanoparticulas formadas.

As particulas formadas em cada condicao de pH e temperatura foram avaliadas
através de analise de DLS (espalhamento de luz dindmico). Os diametros obtidos
através dessa andlise sugerem formacdo de particulas significativamente
maiores do que foi observado através da microscopia eletronica de transmisséo
(MET). Isso pode ser resultado dos compostos ligados as particulas
(estabilizantes), que ndo sao vistos através da microscopia por falta de contraste,

ja que a medida fornecida pelo DLS considera o diametro hidrodinamico.

Os resultados da analise de DLS indicaram que n&o ha evidéncias de que o pH e
a temperatura tenham influéncia significativa no diametro das particulas
formadas. No entanto, foi possivel perceber diferencas entre as distribuicdes
obtidas para cada um dos ensaios realizados. Os ensaios realizados em pH 5,0
apresentaram distribuicdes com baixo indice de polidispersividade, indicando que
para esse pH é possivel obter particulas mais homogéneas. Todos 0s outros
ensaios apresentaram distribuicbes diferentes, mas com valores de diametro
médio semelhantes. Alguns ensaios apresentaram distribuicdes bimodais. Essas
caracteristicas podem ter contribuido para a falta de ajuste do modelo estatistico
apresentado. E possivel que os parametros pH e temperatura tenha influéncia
em outros aspectos das particulas formadas, como estabilidade e quantidade,

gue nao foram avaliados nesse trabalho.

E necessario investigar alternativas de separacdo entre a biomassa, os extratos
e as particulas formadas para que outras analises de caracterizacdo possam ser
realizadas. A presenca da matéria organica e dos ions cobre (ll) ndo reagidos
podem ter dificultado uma caracterizacdo mais completa. Além disso, para
algumas andlises, como a difracdo de raios-X, serd necessaria uma quantidade

maior de material.
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O presente trabalho confirmou a capacidade de sintese de nanoparticulas de
cobre do fungo Hypocrea lixii € mostrou métodos promissores que podem ser
desenvolvidos no futuro em um processo industrial. O uso de extrato de células
pode viabilizar um estudo mais profundo dos mecanismos de reacédo envolvidos
no uso de fungos para sintese de nanoparticulas. Além disso, as analises e
processos de separagdo, que sdo atualmente um dos maiores entraves para o

uso comercial da biossintese de nanoparticulas, séo facilitados.
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7 Sugestdes para continuidade do trabalho

Tendo em vista as conclusbes e os resultados obtidos, apresentam-se as

seguintes sugestoes:

E necessario avaliar métodos de separacéo para uma melhor caracterizacio das
particulas obtidas. Para as biomassas, sugere-se avaliar os métodos de digestédo
com acido, sonica¢cdo seguida de centrifugacéo e ultracentrifugacdo seguida de
lavagem. Para o0s extratos sugere-se centrifugacdo seguida de lavagem ou
didlise. Desse modo sera possivel realizar anélises como a difracdo de raios-X
(DRX) sem a interferéncia da matéria organica. Além disso, através da separacao

eficaz das particulas ser& possivel verificar o rendimento da reacao de sintese.

Sugere-se investigar 0 mecanismo de reacao de sintese e identificar os possiveis
agentes redutores presentes nos extratos. Isso pode ser feito através da
aplicacdo de um método de separacdo para os componentes dos extratos, como
a cromatografia liquida, e a realizacdo da reacdo de sintese individualmente.
Assim, sera possivel verificar quais fracbes apresentam formacdo de
nanoparticulas. A identificacdo desses compostos pode ser realizada através de
espectrometria de massas (MALDI-TOF) e/ou espectroscopia de infravermelho
(FT-IR).

Para aumentar a confiabilidade das analises de microscopia eletrbnica de
transmissao (MET), sugere-se estudar formas de separacao e lavagem eficazes
para as particulas formadas. Considera-se que a presenca da matéria organica,
compostos biolégicos e dos ions cobre (lI) ndo reagidos prejudiquem a
preparacdo das amostras e, consequentemente, a obtencdo das imagens. Além
disso, € necessario estabelecer um protocolo de preparacdo de amostras
liquidas para padronizar parametros como o volume, a concentracdo ideal, a

necessidade ou ndo de centrifugacao, etc.
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Sugere-se realizar novo delineamento de experimentos para investigacdo da
influéncia dos parédmetros pH e temperatura na quantidade de particulas
formadas. Essa etapa depende do sucesso da determinacdo de um método
eficaz de separacdo das nanoparticulas. Além disso, pode ser verificada a
influéncia de outros parametros como agitacéo, concentracao da solucéo de ions

cobre (I) utilizada, tempo de cultivo das hifas, etc.

Uma vez definidos os parametros mais relevantes na sintese das particulas,
sugere-se realizar um estudo de aumento de escala em relagdo ao que foi
realizado no presente trabalho, utilizando-se num primeiro momento reatores

controlados ou reatores de bancada.

Tendo em mente as diversas aplicacdes para as nanoparticulas de cobre,
sugere-se avaliar a eficacia das particulas formadas utilizando-se o fungo
Hypocrea lixii em termos de estabilidade, necessidade de adaptacéao para futura

comercializacédo, resisténcia a oxidacao, etc.
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APENDICE A - Resultados das andlises de Difracdo de Raios-X (DRX)

Foram realizadas andlises de difracdo de raios-X (DRX) em amostras de
extrato de suspensado de biomassa viavel apos reacdo de sintese de nanoparticulas.
Os resultados podem ser encontrados na Figura 43.
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Figura 43 - Diagrama resultante da andlise de difracdo de raios-X (DRX). Amostra de
extrato de suspensdo de biomassa viavel apés reacado de sintese de nanoparticulas.

Da mesma forma, foi realizada analise de DRX para amostra de biomassa
nao viavel apés reacdo de sintese de nanoparticulas. Os resultados podem ser

verificados na Figura 44.
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Figura 44 - Diagrama resultante da analise de difracdo de raios-X (DRX). Amostra de
biomassa nao viavel ap6s reacdo de sintese de nanoparticulas.

Como pode ser observado nos resultados, nao foi possivel identificar nenhum
material cristalino presente nas amostras. E possivel que a concentracio de
nanoparticulas formadas seja insuficiente para que ocorra registro no equipamento.
Além disso, a presenca de grande quantidade de material amorfo (biomassa e
componentes do extrato) pode encobrir os picos caracteristicos do material cristalino

formado.
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APENDICE B - Resultados das analises de Espectroscopia de
Infravermelho (FT-IR)

Foram realizadas analises de espectroscopia de infravermelho (FT-IR) em
amostras de extrato de suspensao de biomassa viavel antes e depois da reacdo de
sintese de nanoparticulas. Os resultados podem ser encontrados na Figura 45.

110
105
100

; %

920

85

80

75
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
cm-1

Figura 45 - Analise de espectroscopia de infravermelho (FT-IR). (A) Extrato de
suspensdo de biomassa viavel sem contato com ions cobre (llI). (B) Extrato de
suspensédo de biomassa viadvel apds reacdo de sintese de nanoparticulas.

Da mesma forma foram analisadas amostras de extrato de suspensédo de
biomassa néo viavel antes e depois da reacdo de sintese de nanoparticulas. Os

resultados podem ser encontrados na Figura 46.
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Figura 46 - Analise de espectroscopia de infravermelho (FT-IR). (A) Extrato de células
ndo viaveis sem contato com ions cobre (). (B) Extrato de células nédo viaveis ap6s
reacdo de sintese de nanoparticulas.

Também foram analisadas amostras de biomassa viavel antes e depois da
reacdo de sintese de nanoparticulas. Os resultados podem ser encontrados na
Figura 47.
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Figura 47 - Analise de espectroscopia de infravermelho (FT-IR). (A) Biomassa viavel
sem contato com ions cobre (Il). (B) Biomassa viavel apés sintese de nanoparticulas.

A fim de verificar a influéncia da agua nos resultados encontrados para as

amostras de extratos de suspensdo e de biomassa viavel, foi realizada a analise

para a agua destilada. Os resultados podem ser observados na Figura 48.
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Figura 48 - Andlise de espectroscopia de infravermelho (FT-IR). Amostra de agua
destilada.

N&o foi possivel identificar mudancas significativas nas ligacbes quimicas
verificadas através dos resultados das analises de FT-IR para amostras antes e
apos a sintese de nanoparticulas. A complexidade das amostras e a presenca de
uma quantidade consideravel de agua, mesmo apos processos de secagem indicam
gue as andlises de FT-IR podem nao ser adequadas para identificar qual composto
estd envolvido na reacdo de sintese de nanoparticulas no caso do uso de

compostos biologicos.
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APENDICE C - Resultados das analises de Espectrofotometria (UV-Vis)

Foram realizadas andlises de espectrofotometria em amostras de extrato de
suspensao de biomassa viavel e ndo viavel, antes e depois da reacao de sintese de

nanoparticulas. Os resultados podem ser verificados nas Figura 49 e Figura 50.
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Figura 49 - Espectro resultante da analise de espectrofotometria (UV-Vis) em amostra
de extrato de suspensdo de biomassa nédo viavel. (A) Controle, sem contato com ions
cobre (Il). (B) Extrato apds reacdo de sintese de nanoparticulas. (C) Solugcédo de cloreto
de cobre (Il), concentracdo de ions igual a 2g/L.
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Figura 50 - Espectro resultante da analise de espectrofotometria (UV-Vis) em amostra
de extrato de suspensdo de biomassa viavel. (A) Controle, sem contato com ions cobre
(1. (B) Extrato apés reacdo de sintese de nanoparticulas. (C) Solucdo de cloreto de
cobre, concentracao de ions cobre (Il) igual a 2g/L.
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APENDICE D - Resultados das anélises de Espectrometria de massas
(MALDI-TOF)

A fim de identificar a composicdo dos extratos de suspensédo de biomassa
viavel e ndo viavel, foram realizadas analises de espectrometria de massas (MALDI-

TOF). Os resultados podem ser observados na Figura 51.
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Figura 51 - Analise de espectrometria de massas (MALDI-TOF). (E) Amostra de extrato
de suspensdo de biomassa viadvel apés reacdo de sintese de nanoparticulas. (F)
Amostra de extrato de suspensdo de biomassa nédo viavel apds reacdo de sintese de
nanoparticulas. (G) Amostra de extrato de suspensdo de biomassa viavel sem contato
com ifons cobre (Il). (H) Amostra de extrato de suspensdo de biomassa ndo viavel sem
contato com ions cobre (l1).

Também foram realizadas andlises para os extratos de suspensdo de
biomassa ap0s a reacdo de sintese de nanoparticulas. O objetivo dessas analises
foi comparar os picos presentes antes e depois da reacdo de sintese, para fornecer
informacfes acerca da massa molecular das moléculas que interagem com o0s ions
cobre (Il) e deixam de aparecer no espectrograma apos a sintese. Porém, como
pode ser verificado na Figura 51, ndo foi possivel identificar compostos com alta
massa molecular em nenhuma das amostras. Esse fato pode ser um indicio de que
sdo compostos mais simples, e ndo proteinas, que sdo responsaveis pela sintese e
estabilizacdo das particulas formadas nos extratos de suspensédo de biomassa viavel

e nao viavel.
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Na Figura 52 é possivel verificar em mesma escala as diferencas encontradas
entre as andlises de extratos de suspensdo de biomassa e de centrifugacdo de
células néo viaveis. Apenas nesse ultimo foram encontrados indicios da presenca de

moléculas organicas com peso molecular entre 4 kDa e 20kDa.
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Figura 52 - Comparacao entre espectros obtidos através de andlise de espectrometria
de massas (MALDI-TOF). (A) Espectro correspondente ao extrato de centrifugacdo de
células ndo viaveis sem contato com ions cobre (I1). (B) Espectro correspondente ao
extrato de suspensdo de biomassa viavel sem contato com ions cobre (Il). (C) Espectro
correspondente ao extrato de suspensédo de biomassa nédo viavel sem contato com ions
cobre (II).



